
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DEL PIEMONTE ORIENTALE 

“AMEDEO AVOGADRO” 

 

Corso di Dottorato di Ricerca in Medicina Molecolare 

XXI ciclo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

PATOGENESI 

DELL’ANEMIA DI 

DIAMOND-BLACKFAN 

 
 

 
 
 
 
 
 

 Coordinatore:   Prof.      Umberto DIANZANI 

 Responsabile Scientifico: Prof.ssa   Irma DIANZANI 

  Tesi di Dottorato di 

  Marta ARMIRAGLIO 

 
 

Anno Accademico 2007/2008 



 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              Felix qui potuit rerum 
               cognoscere causas 
            

Virgilio 
 

 



 

III 

RINGRAZIAMENTI 

 

Dalla mia prima volta qui a Novara sono passati quasi quattro anni e vorrei cogliere questa 

occasione per ringraziare tutti coloro che hanno contribuito a renderli belli e importanti. 

Innanzitutto, desidero ringraziare la Prof.ssa Irma Dianzani, per avermi accolto nel suo gruppo di 

lavoro e per avermi aiutato in ogni tappa di questo mio percorso. Ha saputo essere un buon 

capo non solo dal punto di vista scientifico, ma anche da quello umano, tenendomi sempre in 

considerazione, sapendo essere sempre gentile e disponibile e rendendo piacevole il mio 

lavorare per lei e, soprattutto, con lei. 

Un sincero grazie al Prof. Claudio Santoro per l’importante contributo scientifico ed i 

fondamentali suggerimenti tecnici che hanno contribuito al mio lavoro. 

Desidero poi ringraziare i nostri collaboratori, 

il Prof. Stefan Karlsson (Università di Lund, Svezia), per averci fornito il modello cellulare, 

il Prof. Stefano Gustincich (SISSA, Trieste), per aver effettuato l’analisi mediante microarray, 

la Prof.ssa Margherita Ruoppolo (Università “Federico II”, Napoli), per aver effettuato l’analisi di 

proteomica differenziale. 

Un sentito grazie alle mie colleghe di laboratorio, a tutte per avermi sempre sopportato, e poi 

a Federica, per il confine sottile tra quello che le stavo insegnando e quello che imparavo da 

lei, o forse per avermi fatto credere di avere qualcosa da insegnarle... 

a Elisa, “l’amica ritrovata” che sta collezionando ringraziamenti in tutte le mie tesi, chissà se il 

destino ci porterà di nuovo ad essere colleghe! 

ad Anna, per il suo particolare modo di vedere le cose e per gli utili “suggerimenti tecnici” 

a Marta, per avermi insegnato che i pomodori si possono mangiare anche senza una pizza 

sotto! Vorrei che come regalo per il mio dottorato mi promettesse di vedere Lost, ma credo 

abbia già comprato qualcosa... :-( 

a Lucia, “la tesista abbandonata”, perché quando le parlavo delle “cose che succedono solo a 

me” anche lei ne aveva delle belle da raccontare! 

a Katia, eletta honoris causa membro del laboratorio di patologia genetica! 

a Ilenia, la “collega dimenticata per pranzo”, perché... bubu... ha saputo sempre mettere 

allegria alle nostre giornate 

a Valeria, compagna di sclero pre-tesi 

alle due “new entry”, Alessandra e Roberto, perché mi hanno conosciuto in un momento un 

po’ particolare ma nonostante tutto non mi credono pazza... o almeno lo nascondono bene! 

Un simpatico grazie a Marianna, per aver reso il mio ultimo periodo di dottorato surreale e 

pieno di suspance. 



 

IV 

Un ringraziamento ad Andrea, perché tutte le volte che sembrava convinto che io avessi capito 

il funzionamento di un pc doveva ricredersi... ma con tanta pazienza ha sempre sistemato 

tutto!  

A tutte le persone che lavorano nel dipartimento, grazie per aver reso ogni giorno piacevole e 

per aver sopportato le mie “stranezze” (incendi, sparizioni di cellule...) 

Ad Alessandra, my best friend forever, e Francesco, un grazie davvero di cuore per essermi 

sempre vicini nel vostro modo speciale e per volermi bene nonostante il mio caratteraccio... 

Vorrei poi ringraziare la mia famiglia, 

i miei suoceri, un grazie per il loro sincero affetto e perché il loro essere nonni perfetti mi ha 

dato la tranquillità necessaria per poter finire il mio dottorato. 

I miei genitori, che credo non abbiano ancora idea di cosa ho fatto per tutto il giorno in questi 

anni, ma nonostante tutto sono contenti per me, 

mio fratello, che sono sicura non abbia idea di cosa ho fatto per tutto il giorno in questi anni, 

ma nonostante tutto è un po’ schifato! 

Io, nonostante tutto, vi voglio bene! 

Dulcis in fundo, un megagrazie a Fabio, perché mi ha appoggiato e continua ad appoggiarmi in 

ogni mia scelta, anche scriteriata, perché sopporta sempre il mio lato peggiore, e soprattutto 

perché sa che sotto sotto c’è anche un lato migliore... Tante sono le incertezze nella mia vita, 

ma lui è stato, è e sarà sempre il mio punto fermo, e lo amo all’infinito! 

a Rebecca, anche se non può capire, perché mi sono imbarcata in tante avventure, in tante 

altre magari mi imbarcherò in futuro, ma la più meravigliosa di tutte sarà sempre quella di 

essere la sua mamma! 

L’ultima riga dei miei ringraziamenti la lascio per il destino, che mi ha permesso di incontrare 

tutte le persone che mi hanno fatto diventare quella che sono adesso e avere la vita che sto 

vivendo e... beh, credo proprio di non poter fare altro che ringraziare! 



 

 
V 
 

SOMMARIO 

 

RIASSUNTO          1 

1 INTRODUZIONE        3 

1.1 Il ribosoma        4 

  1.1.1 Biogenesi del ribosoma     5 

1.2 Sindromi ereditarie da insufficienza midollare   6 

  1.2.1 Discheratosi Congenita (DC)     7 

  1.2.2 Sindrome di Shwachman-Diamond (SDS)   8 

  1.2.3 Ipoplasia cartilagine-capillizio     8 

1.3 Anemia di Diamond-Blackfan      9 

  1.3.1 Quadro clinico       9 

  1.3.2 Terapia       10 

  1.3.3 Cause molecolari      10 

1.4 Il gene RPS19        11 

  1.4.1 Hum Mutat, 29:911-920: riassunto del lavoro  14 

  1.4.2 Hum Mutat, 29:911-920     15 

1.5 Modelli animali che ricapitolano la DBA    25 

1.6 DBA e ribosomi       27 

1.7 Ipotesi patogenetiche       28 

2 SCOPO DEL LAVORO        31 

3 Mol Cell Proteomics, 6:382-393, 2007     33 

 3.1 Scopo del lavoro       34 

 3.2 Risultati e conclusioni       34 

 3.3 Mol Cell Proteomics, 6:382-393, 2007    36 

  3.3.1 Mol Cell Proteomics, 6:382-393, 2007: supplemental data 48 

4 PROFILI DI ESPRESSIONE GENICA      78 

 4.1 Scopo del lavoro       79 

 4.2 Materiali e metodi       80 

  4.2.1 Linea cellulare       80 

  4.2.2 Curve di downregolazione     80 



 

 
VI 
 

  4.2.3 Estrazione dell’RNA,  microarray ed analisi dei dati  81 

  4.2.4 Real-Time RT-PCR      82 

  4.2.5 Estratto proteico, 2D-DIGE ed analisi dei dati  83 

  4.2.6 Validazione dei risultati ottenuti dalla 2D-DIGE  84 

 4.3 Risultati        85 

  4.3.1 Profili di espressione genica – analisi del trascrittoma 85 

  4.3.2 Profili di espressione genica – analisi del proteoma  95 

 4.4 Discussione        103 

5 CONCLUSIONI         107 

BIBLIOGRAFIA          111 

 



 

 
1 
 

RIASSUNTO 

Il ribosoma è il complesso macromolecolare deputato alla sintesi proteica. Per la 

biogenesi del ribosoma eucariotico è necessario l’intervento di oltre 200 proteine, che 

controllano la maturazione dei precursori degli rRNA. Gli rRNA maturi vengono 

inglobati, insieme alle proteine ribosomali, nelle subunità pre-40S e pre-60S; i due 

complessi, dopo ulteriori eventi maturativi, formeranno il ribosoma 80S funzionale. 

Il ribosoma ha una funzione essenziale per la vita cellulare, ma le patologie causate da 

mutazioni in proteine ribosomali o in altre molecole coinvolte nel processo di 

biogenesi del ribosoma presentano un fenotipo limitato ad un difetto di funzioni 

specifiche. I pazienti, infatti, manifestano nella maggior parte dei casi aplasia midollare 

e/o un quadro malformativo. 

In questo gruppo di malattie troviamo l’anemia di Diamond-Blackfan (DBA), una rara 

aplasia eritroide pura. La caratteristica clinica principale è l’anemia normocromica 

macrocitica, causata dall’incapacità dei progenitori eritroidi di differenziare. In circa un 

terzo dei soggetti affetti da DBA sono presenti malformazioni congenite. 

Nel 1999 è stato scoperto il primo gene DBA, RPS19, codificante per una componente 

strutturale del ribosoma. Mutazioni in questo gene sono state trovate nel 25% dei 

pazienti. Successivamente, sono state evidenziate mutazioni anche in RPS17, RPS24, 

RPL5, RPL11 e RPL35a, tutti geni che codificano per proteine ribosomali. 

Recentemente è stato dimostrato che in condizioni di difetto di una RP si verifica 

un’alterazione a livello della biogenesi del ribosoma, con incapacità di portare a 

termine in maniera efficiente la maturazione degli rRNA. Tali dati non riescono però a 

spiegare perché nella DBA siano presenti disfunzioni soltanto a livello del midollo 

osseo e dell’embriogenesi. 

Per chiarire la patogenesi della malattia sono state presentate diverse ipotesi. Una di 

queste propone l’esistenza di una funzione, presumibilmente tessuto-specifica, delle 

proteine ribosomali coinvolte nell’insorgenza della patologia, un’altra presuppone 

l’attivazione di un meccanismo di risposta allo stress ribosomale causato dal blocco 

maturativo a livello della biogenesi del ribosoma. E’ stato ipotizzato che un tessuto ad 

elevato turn-over, quale quello emopoietico, possa essere più sensibile al conseguente 

difetto della sintesi proteica. 
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Per chiarire quale sia il meccanismo patogenetico alla base della DBA, nel mio corso di 

dottorato mi sono dapprima dedicata all’identificazione degli interattori di RPS19. La 

determinazione dei complessi proteici a cui una proteina si associa può, infatti, 

suggerire indicazioni sulle sue funzioni. 

In seguito, abbiamo analizzato le differenze nei profili di espressione genica nella linea 

cellulare eritroleucemica umana TF-1. Queste cellule sono state trasdotte con siRNA 

contro RPS19 o con un siRNA scramble (controllo negativo). L’analisi è stata effettuata 

utilizzando tecniche ad alta resa che ci hanno permesso di evidenziare le alterazioni 

nell’espressione genica sia a livello dei trascritti sia delle proteine. 

Dalla nostra indagine sperimentale è emerso che gli interattori di RPS19 sono proteine 

a localizzazione principalmente nucleare e nucleolare, molti coinvolti nella biogenesi 

ribosomale. Il 20% degli interattori da noi identificati è coinvolto nel metabolismo delle 

proteine; tra questi troviamo anche la metionina-tRNA sintetasi (MARS) ed un fattore 

di allungamento della sintesi proteica (EEF1B2). Dall’analisi del modello cellulare 

emerge che l’espressione di geni facenti parte di queste due categorie è deregolata a 

livello sia del trascrittoma sia del proteoma. I dati ottenuti risultano quindi in accordo 

tra loro e suggeriscono un difetto a livello della sintesi proteica e della biogenesi del 

ribosoma. Non sono emersi dati relativamente ad una seconda funzione eritroide-

specifica di RPS19. 

L’analisi di espressione ha poi sottolineato una deregolazione di geni coinvolti nel 

cancro. Ciò potrebbe spiegare l’aumentato rischio di sviluppare tumori che presentano 

questi pazienti. L’alterazione nell’espressione di geni implicati nella morte cellulare 

programmata è invece in linea con il fatto che nei soggetti affetti da DBA i progenitori 

eritrodi, incapaci di differenziare, vanno incontro ad apoptosi. 

Ulteriori studi sono necessari per definire se lo stesso quadro è presente anche nei 

difetti delle altre RP mutate nei pazienti DBA.
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1.1 IL RIBOSOMA 

In tutti i tipi di cellule, la sintesi proteica avviene nei ribosomi. Questi complessi 

ribonucleoproteici furono scoperti all’inizio degli anni ’40, ma il loro ruolo 

venne chiarito oltre un decennio più tardi ed il nome “ribosoma” fu assegnato 

solo nel 1958 (Hoagland et al., 1958). 

Ribosomi procariotici ed eucariotici presentano la stessa struttura di base, ma 

hanno dimensioni diverse. Ogni ribosoma è comunque composto da due 

subunità, la maggiore e la minore, di cui fanno parte specifici RNA ribosomali 

(rRNA) e proteine (RP). Il ribosoma procariotico ha un coefficiente di 

sedimentazione pari a 70S ed è composto dalla subunità 50S, comprendente 31 

proteine e due molecole di rRNA, 23S e 5S, e dalla subunità 30S, formata da 21 

proteine e un rRNA 16S (Maguire e Zimmermann, 2001). Nel caso del ribosoma 

eucariotico, che presenta invece un coefficiente di sedimentazione di 80S, le 

due subunità sono denominate 60S e 40S; la prima contiene tre molecole di 

rRNA,  5S, 5.8S e 28S, e 45 proteine, mentre la seconda contiene un solo rRNA, 

18S, e 35 proteine. La regione compresa tra le due subunità rappresenta la 

superficie attiva del complesso, a livello della quale l’RNA messaggero (mRNA) e 

gli aminoacil-tRNA interagiscono (Fromont-Racine et al., 2003). 

Alle due subunità sono assegnati ruoli funzionali ben distinti. La maggiore 

catalizza due processi che hanno luogo nel centro peptidiltrasferasico del 

ribosoma: il primo consiste nella formazione del legame peptidico tra gli 

aminoacil-tRNA e il peptidil-tRNA durante la fase di allungamento della sintesi 

proteica, mentre il secondo riguarda l’idrolisi del peptidil-tRNA stesso alla fine 

del processo di traduzione. Mediante approfonditi studi biochimici sul ribosoma 

procariotico (Noller et al., 1992), nonché grazie alla cristallizzazione del 

ribosoma archebatterico (Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000) ed eubatterico 

(Harms et al., 2001), è stato dimostrato che tale attività catalitica è svolta dalla 

componente a RNA del complesso (Nissen et al., 2000). 

La subunità minore ha invece il ruolo di legare l’mRNA ed è responsabile di 

garantire la fedeltà della traduzione, assicurando il corretto appaiamento degli 

aminoacil-tRNA con i codoni del messaggero (Ogle et al., 2001). 
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Il ribosoma è inoltre coinvolto nel ripiegamento del polipeptide nascente nella 

corretta struttura secondaria, agendo così come una chaperonina (Yonath, 

2005). Studi biochimici più recenti hanno evidenziato il coinvolgimento del 

ribosoma anche in altri meccanismi; tra questi troviamo un’attività mRNA 

elicasica, che ha la funzione di svolgere le eliche a valle durante la fase di 

allungamento della traduzione (Takyar et al., 2005). 

L’intensivo studio dei ribosomi batterico ed archebatterico ha fornito un’ampia 

mole di dati riguardo alla struttura ed alla funzione di questo complesso 

ribonucleoproteico; tali acquisizioni indubbiamente serviranno da base per 

comprendere il funzionamento del ribosoma eucariotico. Il ribosoma 80S però 

presenta componenti peculiari, che lo differenziano da quello procariotico e lo 

rendono ancora più complesso. Queste molecole includono alcune RP 

evolutivamente nuove, rRNA dalle sequenze più lunghe e addirittura una nuova 

molecola di rRNA, la 5.8S, omologa della regione 5’ del 23S batterico. Dato che 

la struttura terziaria del ribosoma è conservata, ci si interroga su quale sia il 

ruolo di queste nuove componenti. Ad oggi ci sono evidenze di un loro 

coinvolgimento nella biogenesi del ribosoma stesso; non è escluso, però, che 

svolgano anche un ruolo funzionale (Dresios et al., 2006). 

 

1.1.1 BIOGENESI DEL RIBOSOMA 

La biogenesi del ribosoma eucariotico avviene nel nucleolo. Il processo ha inizio 

con la sintesi dei pre-rRNA 45S e 5S mediante due diverse RNA polimerasi, 

rispettivamente la Pol I e la Pol III, e richiede il trasporto nel nucleo delle 

proteine ribosomali dal loro luogo di sintesi, il citoplasma. Gli rRNA maturi sono 

rilasciati dai pre-rRNA secondo un pathway complesso che coinvolge digestioni 

sia endo- sia esonucleolitiche (figura 1.1). Contemporaneamente, i pre-rRNA 

sono modificati e legati alle proteine ribosomali prima del trasporto dal nucleo 

al citoplasma dei precursori delle due subunità, denominati pre-40S e pre-60S. 

Tale processo avviene in maniera indipendente per ciascuno dei due complessi; 

infatti, la pre-40S è ulteriormente processata nel citoplasma, mentre la 

maturazione della pre-60S continua a livello nucleare. Inoltre, la formazione del 
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ribosoma eucariotico non richiede soltanto il coordinamento degli eventi di 

processamento ed assemblaggio, ma anche dell’ordine spazio-temporale di 

questi eventi che hanno inizio nel nucleolo e terminano nel citoplasma, 

permettendo di ipotizzare la presenza di diversi fattori in grado di determinare 

la correttezza del processo di assemblaggio e di trasporto dal nucleo al 

citoplasma delle strutture pre-ribosomali attraverso i pori nucleari. Da saggi in 

vitro di assemblaggio del ribosoma batterico è stato possibile comprendere che 

la formazione delle subunità ribosomali dalle singole proteine e dagli rRNA è un 

processo autoassemblante che richiede solo un’energia di attivazione iniziale 

(Nierhaus, 1991). In vivo, sono necessari fattori addizionali che diminuiscano 

l’energia di attivazione delle reazioni limitanti, sia nel ripiegamento dell’rRNA 

sia nel riarrangiamento delle interazioni rRNA-RP. Non è sorprendente che in E. 

coli siano state scoperte soltanto poche di tali proteine accessorie in grado di 

idrolizzare l’ATP, mentre negli eucarioti la situazione è molto più complessa e la 

maturazione degli rRNA richiede un gran numero di fattori pre-ribosomali 

(Fromont-Racine et al., 2003). 

 

 

 

Figura 1.1 Schema del processamento dell’rRNA (da Choesmel et al., 2008). 

 

1.2 SINDROMI EREDITARIE DA INSUFFICIENZA MIDOLLARE 

Le sindromi ereditarie da insufficienza midollare (IBMFS, Inherited Bone 

Marrow Failure Syndromes) costituiscono un gruppo eterogeneo di malattie 
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caratterizzate dall’incapacità del midollo osseo di produrre un numero 

adeguato di cellule ematiche e sono associate ad una riduzione dell’aspettativa 

di vita. L’insufficienza midollare, che può coinvolgere una come tutte e tre le 

linee emopoietiche, è solitamente presente già nell’infanzia, ma sono stati 

riscontrati casi in cui la malattia è stata diagnosticata in età adulta (Ganapathi e 

Shimamura, 2008). 

Le principali patologie classificate in questa categoria sono la discheratosi 

congenita (MIM #305000), la sindrome di Shwachman-Diamond (MIM 

#260400), l’ipoplasia cartilagine-capillizio (MIM #250250) e l’anemia di 

Diamond-Blackfan (MIM #105650). In ciascuna di queste malattie sono state 

trovate mutazioni causative in geni codificanti per RP o molecole comunque 

coinvolte nel processo biogenetico del ribosoma (Liu e Ellis, 2006). 

La caratterizzazione genetica di queste malattie non solo ha permesso di far 

luce sulla loro patogenesi, ma ha consentito anche di meglio comprendere sia 

la fisiologia dell’emopoiesi normale, sia alcuni importanti processi biologici, 

quali la biogenesi del ribosoma, la stabilità genomica ed il mantenimento dei 

telomeri. 

 

1.2.1 DISCHERATOSI CONGENITA (DC) 

La DC è una rara malattia ereditaria che presenta un’estrema eterogeneità sia 

clinica sia genetica. Classicamente è caratterizzata dalla triade fenotipica 

costituita da distrofia ungueale, leucoplachia delle mucose ed aplasia midollare. 

Quest’ultimo tratto fenotipico è, in generale, la principale causa di morte di 

questi pazienti, i quali presentano anche un aumentato rischio di sviluppare 

leucemie e tumori solidi (Ganapathi e Shimamura, 2008). 

Ad oggi sono state identificate, nei pazienti, mutazioni nei geni DKC1, TERT, 

TERC, TINF2, NOLA2 e NOLA3 (Kirwan e Dokal, 2008; Vulliamy et al., 2008; 

Walne et al., 2007). I primi tre codificano ciascuno per una componente del 

complesso telomerasico, deputato al mantenimento della lunghezza dei 

telomeri durante la divisione cellulare. La discherina, NHP2 (alias NOLA2) e 

NOP10 (alias NOLA3) presentano però una funzione aggiuntiva. Infatti, 
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all’interno del nucleo, formano un complesso multiproteico, a cui si associa 

anche GAR1 (alias NOLA1), e vanno ad associarsi con gli RNA dell’H/ACA box, 

svolgendo un ruolo nella pseudouridilazione e nella maturazione dell’rRNA 

(Dokal e Vulliamy, 2003). E’ stato inoltre osservato, mediante esperimenti 

effettuati in un topo ipomorfico DKC1m, che la discherina influenza 

l’espressione genica attraverso un controllo traduzionale su specifici mRNA. Il 

lavoro, infatti, suggerisce che, in assenza di questa proteina,  ci sia un difetto 

nel meccanismo di traduzione IRES-mediato (Yoon et al., 2006). 

 

1.2.2 SINDROME DI SHWACHMAN-DIAMOND (SDS) 

La SDS è caratterizzata da una disfunzione a livello del pancreas esocrino, 

nonché da aplasia midollare. La neutropenia rappresenta la manifestazione più 

comune del difetto a livello del midollo osseo, ma possono essere presenti 

anche anemia e trombocitopenia. I pazienti SDS presentano alto rischio di 

sviluppare aplasia trilineare e leucemia mieloide acuta (AML), ma ad oggi non 

sono mai stati riportati casi di tumori solidi (Ganapathi e Shimamura, 2008). 

Mutazioni bialleliche nel gene SBDS sono state riscontrate nel 90% dei pazienti.  

La proteina SBDS copurifica proteine coinvolte nel processamento dell’rRNA e 

componenti della 60S, quindi è possibile supporre che almeno una delle sue 

funzioni riguardi la biogenesi del ribosoma. Dati sperimentali dimostrano che  

Sdo1 (ortologo di SBDS nel lievito) interagisce sia con fattori nucleolari coinvolti 

nella maturazione degli rRNA sia con RP, nonché con l’rRNA maturo; la proteina 

potrebbe quindi legare il complesso pre-60S e rimanervi associata durante il 

suo processamento ed il suo trasporto dal nucleo al citoplasma (Luz et al., 

2009). 

Nel modello di lievito della SDS, i profili polisomiali dimostrano una riduzione 

della subunità 60S (Menne et al., 2007). 

 

1.2.3 IPOPLASIA CARTILAGINE-CAPILLIZIO 

L’ipoplasia cartilagine-capillizio (CHH, Chartilage-Hair Hypoplasia) è una rara 

malattia con ereditarietà autosomica recessiva descritta per la prima volta in 
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una comunità Amish nel 1965 (McKusick et al., 1965). Le caratteristiche cliniche 

principali sono il nanismo disarmonico, la disostosi metafisaria ed altre 

anomalie scheletriche. Dal punto di vista ematologico, i pazienti CHH 

presentano un’anemia ipoplastica macrocitica, linfopenia e neutropenia; la 

malattia è associata anche ad un aumentato rischio di sviluppare linfomi 

(Makitie et al., 1995). Il gene responsabile è RMRP (Sulisalo et al., 1993), il 

quale interviene nel clivaggio dei precursori degli rRNA (Schmitt e Clayton, 

1993). 

 

1.3 ANEMIA DI DIAMOND-BLACKFAN 

L’anemia di Diamond-Blackfan (DBA) è una rara ed eterogenea aplasia 

congenita pura della serie eritroide, che presenta un’incidenza in Europa pari a 

5-7 casi per milione di nati vivi. La maggioranza dei casi è sporadica, ma il 20% 

circa dei pazienti presenta familiarità per la malattia, con trasmissione 

autosomica dominante. La penetranza è incompleta e l’espressività variabile, 

come dimostrato dall’estrema eterogeneità fenotipica (Campagnoli et al., 

2004). Sebbene la maggioranza dei pazienti sia di razza caucasica, tutte le etnie 

ne sono parimenti colpite. Il rapporto dei malati tra i due sessi è di circa 1:1 

(Ramenghi et al., 1999). 

 

1.3.1. QUADRO CLINICO 

 La principale caratteristica della DBA è l’anemia, normocromica e macrocitica, 

evidente già alla nascita nel 25% dei casi e comunque diagnosticata entro il 

primo anno di vita nella quasi totalità dei pazienti; le altre linee emopoietiche 

sono invece normali. Il midollo osseo si presenta normocellulare, ma con un 

difetto selettivo a livello dei precursori eritroidi, causato presumibilmente 

dall’incapacità dei loro progenitori di differenziare. Altre caratteristiche cliniche 

dei pazienti DBA sono aumentati livelli sierici di acido folico, vitamina B12, 

eritropoietina (EPO) e adenosina deaminasi eritrocitaria (eADA) (Dianzani et al., 

1996). 

In circa un terzo dei soggetti affetti sono inoltre riscontrabili malformazioni 
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congenite, in particolare dismorfismi cranio-facciali, nonché anomalie a carico 

dell’arto superiore, del cuore e dell’apparato uro-genitale (Lipton et al., 2001). 

 

1.3.2. TERAPIA 

Il 75% dei pazienti risponde al trattamento con steroidi, che costituiscono 

quindi la terapia di prima scelta per la cura della DBA. La risposta è però molto 

variabile, sia da soggetto a soggetto, sia nello stesso paziente in tempi diversi: 

sono stati infatti registrati casi di remissione completa, così come sviluppo di 

steroido-resistenza. Nei casi in cui il trattamento con steroidi non è applicabile, 

l’alternativa è rappresentata dalla terapia trasfusionale cronica associata a 

ferro-chelazione, sebbene per i pazienti che debbano seguire tale via 

terapeutica l’aspettativa di vita venga drasticamente ridotta. Successi sono stati 

ottenuti anche con il trapianto di midollo osseo (BMT) o di cellule staminali 

(SCT), a cui comunque è associato un tasso di mortalità in conseguenza 

all’intervento (Freedman, 2000). 

Più recentemente sono state sperimentate nuove vie terapeutiche, quali il 

trattamento con acido valproico (Jabr e Taher, 2006) o la somministrazione di 

leucina (Pospisilova et al., 2007). In entrambi i casi, però, i dati disponibili si 

riferiscono ad un solo paziente e sono quindi necessari studi clinici più 

approfonditi. 

 

1.3.3. CAUSE MOLECOLARI 

Nel 1997 venne identificata in una paziente la traslocazione reciproca bilanciata 

t(X;19)(p21;q13). Ciò ha radicalmente cambiato l’approccio allo studio 

dell’eziopatogenesi della DBA, volgendo l’attenzione su geni scelti in base alla 

localizzazione cromosomica piuttosto che in base alla loro funzione fisiologica e 

permettendo di ipotizzare il coinvolgimento di un locus sul braccio lungo del 

cromosoma 19. E’ stato possibile escludere il ruolo di un gene del cromosoma X 

in quanto, come precedentemente puntualizzato, il rapporto dei malati tra i 

due sessi è di circa 1:1 (Gustavsson et al., 1997). 

Successive analisi di linkage su famiglie multiplex hanno mostrato 
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un’associazione statisticamente significativa della DBA con il locus 19q13.2. Nel 

1999, grazie al clonaggio del punto di rottura della traslocazione, è stato 

identificato il primo gene DBA, RPS19 (MIM 603474). Il gene codifica per la 

proteina RPS19, componente strutturale della subunità minore del ribosoma. 

Successive analisi hanno riscontrato che circa un quarto dei pazienti DBA 

presenta mutazioni in questo gene, sempre su un singolo allele (Draptchinskaia 

et al., 1999). 

Dal 2006 ad oggi la lista dei geni coinvolti nell’insorgenza della malattia si è 

notevolmente allungata e comprende esclusivamente geni codificanti per RP: 

RPS24 (2% dei casi, Gazda et al., 2006a) e RPS17 (due casi, Cmejla et al., 2007; 

Gazda et al., 2008) fanno parte della subunità piccola del ribosoma, mentre 

RPL35a (2% dei casi, Farrar et al., 2008), RPL5 (10% dei casi) e RPL11 (6,5% dei 

casi, Gazda et al., 2008) sono parte della subunità maggiore. 

 

1.4 IL GENE RPS19 

Il gene RPS19 è composto da sei esoni e si estende per 11 kb. Il primo esone 

(372 bp) include la regione 5’ UTR e, come molti altri mRNA codificanti per RPs, 

contiene un tratto di oligopirimidine di 13 nucleotidi (sequenza TOP) coinvolto 

nella regolazione traduzionale del messaggero. I restanti cinque esoni (435 bp) 

codificano per una proteina di 145 aminoacidi con peso molecolare di 16 kDa; il 

3´ UTR si estende poi per 40 nucleotidi. Le dimensioni previste per l’intero 

trascritto di RPS19 sono quindi di 847 bp (Draptchinskaia et al., 1999). 

La proteina, piccola, priva di motivi funzionali conosciuti ed ubiquitariamente 

espressa, è una componente strutturale della subunità minore del ribosoma, 

dove si colloca nelle vicinanze del sito di legame per eIF2 (Lutsch et al., 1990). 

La scoperta di mutazioni in RPS19 nei pazienti affetti da DBA ha portato alla 

produzione di numerosi dati sperimentali volti ad una migliore comprensione 

del funzionamento di questa RP, al fine di identificarne i ruoli molecolari. 

Esperimenti di immunofluorescenza hanno dimostrato che RPS19 si localizza 

principalmente nel nucleo ed in modo particolare nel nucleolo, dove colocalizza 

con la più abbondante tra le proteine nucleolari, la nucleolina (Da Costa et al., 
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2003). Come atteso, RPS19 è però presente anche nel citoplasma, soprattutto 

in qualità di costituente del ribosoma (Angelini et al., 2007). Grazie all’utilizzo di 

mutanti delezionali all’N- o al C-terminale sono stati identificati due segnali di 

localizzazione nucleolare (NoS): uno comprende i primi 16 aminoacidi (Met1-

Arg16), mentre il secondo si estende da Gly120 a Asn142. Mutazioni che 

cadono all’interno di questi NoS portano ad una drammatica diminuzione dei 

livelli della proteina (Da Costa et al., 2003). Recenti esperimenti effettuati 

inibendo il proteasoma hanno inoltre dimostrato che questa errata 

localizzazione subcellulare porta ad un aumento della degradazione della 

proteina mutante (Angelini et al., 2007; Crétien et al., 2008). 

Come altre RP, RPS19 possiede anche funzioni extra-ribosomali. Dimeri di 

RPS19 isolati da estratti di lesioni sinoviali nell’artrite reumatoide (Nishiura et 

al., 1996) mostrano un’attività chemiotattica per i monociti (Shibuya et al., 

2001). Inoltre, RPS19 interagisce con FGF-2 (Soulet et al., 2001), con la RPS19 

binding protein, una proteina nucleolare la cui funzione è ad oggi sconosciuta 

(Maeda et al., 2006), e con PIM-1, una serina-treonina chinasi la cui espressione 

è strettamente correlata con le citochine emopoietiche. In vitro, l’interazione 

tra RPS19 e PIM-1 conduce alla fosforilazione della proteina ribosomale 

(Chiocchetti et al., 2005). 

RPS19 si è inoltre dimostrata essenziale per la maturazione dell’rRNA 18S sia 

nel lievito (Léger-Silvestre et al., 2005) sia nell’uomo (Flygare et al., 2007; 

Choesmel et al., 2007; Idol et al., 2007). 

L’elevata solubilità di RPS19 umana ha impedito per lungo tempo gli studi di 

cristallizzazione. Questo problema è stato recentemente risolto grazie alla 

scelta di utilizzare Pyrococcus abissi, un archebatterio ipertermofilo la cui RPS19 

ha un’identità del 36% ed un’omologia del 57% con RPS19 umana. La struttura 

della RP ha potuto quindi essere definita come una matassa di sei α-eliche 

contenenti gli aminoacidi target delle mutazioni missenso, come rappresentato 

in figura 1.2. Tali mutazioni, in base alla loro localizzazione all’interno di questa 

struttura tridimensionale, sono state catalogate in due classi, che sarebbero 

associate a conseguenze diverse sia sul ripiegamento della proteina sia sulla sua 
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funzione. La classe I (evidenziata in verde) coinvolge infatti residui localizzati nel 

core idrofobico della proteina. Si pensa quindi che possano essere fondamentali 

per il corretto ripiegamento e, di conseguenza, per la corretta funzione di 

RPS19. Le mutazioni della classe II (evidenziate in rosso) si collocano invece 

sulla superficie esterna della proteina e possono compromettere le sue 

interazioni con l’ambiente circostante e quindi la sua funzione, senza però che 

la struttura venga alterata. Gli aminoacidi colpiti da mutazioni di classe II sono 

molto più conservati rispetto a quelli di classe I: questo potrebbe riflettere la 

loro importanza per la funzione di RPS19 (Gregory et al., 2007). 

Una revisione di tutte le mutazioni di RPS19 identificate nei pazienti DBA e delle 

loro conseguenze funzionali è stata l’argomento di un lavoro a cui ho 

partecipato nel mio corso di dottorato (cfr. § 1.4.1). 

 

 

 

Figura 1.2 Struttura tridimensionale di RPS19. Le due classi in cui sono state 

catalogate le mutazioni missenso trovate nei pazienti DBA sono indicate con colori 

diversi (da Gregory et al., 2007). 
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1.4.1 Hum Mutat. 29:911-920, 2008: RIASSUNTO DEL LAVORO 

Ad oggi, sono state identificate in RPS19 un totale di 77 mutazioni. La maggior 

parte sono delezioni dell’intero gene, traslocazioni o mutazioni che portano ad 

prodotto proteico tronco (nonsenso o spostamento della cornice di lettura). 

Questo suggerisce un meccanismo di aploinsufficienza alla base della DBA. Sono 

state anche identificate 22 mutazioni missenso, di cui sono disponibili diversi 

dati funzionali, risultanti da studi in vitro, sulle proteine mutanti. In questo 

lavoro abbiamo poi descritto sei mutazioni nuove. 

Lo scopo di questa review è stato quello di classificare funzionalmente, per la 

prima volta, le mutazioni già note in letteratura. Sono state quindi definite tre 

classi funzionali. La prima comprende mutazioni che riducono i livelli del 

messaggero, quali grandi delezioni e traslocazioni, nonché mutazioni nonsenso 

e frameshift che introducono codoni di stop prematuri o generano mRNA privi 

del codone di stop. Nella seconda categoria troviamo invece quelle mutazioni 

che riducono i livelli proteici ed impediscono la localizzazione nucleolare delle 

proteine mutanti; questa classe comprende solamente mutazioni missenso. 

Nella terza categoria sono infine comprese sei mutazioni missenso che 

impediscono l’associazione della proteina mutante al ribosoma, ma non la sua 

localizzazione nucleolare. 

Da questo lavoro emerge inoltre che i pazienti portatori di mutazioni in RPS19 

sono meno responsivi alla terapia steroidea e presentano una prognosi a lungo 

termine peggiore rispetto a quelli portatori di mutazioni in altri geni. 
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1.5 MODELLI ANIMALI CHE RICAPITOLANO LA DBA 

Il primo tentativo di creare un topo knock-out (KO) per RPS19 ha dimostrato 

che il gene è essenziale per la vita; gli embrioni omozigoti infatti muoiono prima 

dell’impianto (Mattson et al., 2004). Al contrario, topi eterozigoti RPS19+/- si 

presentano con un fenotipo paragonabile a quello del wild-type, sia per quanto 

riguarda lo sviluppo embrionale sia a livello di crescita; anche il sistema 

emopoietico risulta normale (Mattson et al., 2006). 

Due studi recenti hanno proposto un modello di Zebrafish per comprendere il 

meccanismo patogenetico alla base della DBA. In entrambi i casi, l’espressione 

di RPS19 è stata abolita mediante morpholino (Danilova et al., 2008; Uechi et 

al., 2008). Nel lavoro di Uechi et al. si dimostra che la diminuzione dei livelli di 

RPS19 causa una drammatica riduzione del numero delle cellule ematiche, 

nonché malformazioni nelle regioni sia cefalica sia caudale degli embrioni. E’ 

importante sottolineare che l’iniezione dell’mRNA wild-type di RPS19 porta alla 

reversione del fenotipo, mentre gli mRNA portatori delle mutazioni riscontrate 

nei pazienti DBA non permettono di ottenere significativi miglioramenti. Gli 

stessi autori hanno successivamente ridotto l’espressione di altre 20 RP ed 

hanno raggruppato i mutanti in base alla gravità del fenotipo; questo metodo 

ha permesso loro di individuare altre tre RP, tra cui Rpl35a, che causano un 

difetto emopoietico simile a quello causato da mutazioni in Rps19.  

Il lavoro di Danilova et al. ha descritto nei mutanti per Rps19 un difetto a livello 

emopoietico e anomalie nello sviluppo che ricapitolano il fenotipo DBA. Inoltre,  

ridotti livelli di questa RP portano ad alterazioni nella trascrizione di p53 e p63. 

Risultati simili sono stati riscontrati in modelli di Zebrafish mutanti per Rps8, 

Rps11 e Rps18. Gli autori hanno proposto che lo stress ribosomale causato da 

ridotti livelli di RPS19, in Zebrafish, porti ad una upregolazione della famiglia di 

p53, con un conseguente sbilanciamento tra i componenti del network, che 

condurrebbe alle alterazioni nello sviluppo e nel differenziamento osservate in 

questi animali. Nel modello, il fenotipo veniva alleviato mediante la 

somministrazione di inibitori di p53. Quest’ultimo dato ha permesso di 

suggerire una nuova, controversa proposta di trattamento per i pazienti DBA. 
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Risulta, infatti, fondamentale ricordare che i soggetti affetti da anemia di 

Diamond-Blackfan presentano un aumentato rischio di sviluppare tumori 

(Campagnoli et al., 2004). 

Si è recentemente reso disponibile un nuovo modello DBA murino (McGowan 

et al., 2008). Il topo è stato prodotto mediante mutagenesi chimica random che 

ha introdotto la mutazione R32L in RPS19. Presenta un fenotipo diverso da 

quello del topo KO per RPS19 precedentemente descritto (Mattson et al., 

2006). In entrambi i casi, l’omozigosi risulta letale a livello embrionale, ma, 

mentre il topo RPS19+/- presenta un fenotipo sovrapponibile a quello del wild-

type, nell’eterozigote R32L si riscontra un livello lievemente ridotto di eritrociti, 

aumentata apoptosi dei precursori eritrodi nel midollo osseo, dimensioni 

ridotte, nonché aree iperpigmentate sulle zampe anteriori e sulla coda. Tale 

fenotipo è molto simile a quello dei pazienti DBA, sebbene i topi non presentino 

malformazioni. Inoltre, la discromia non è solitamente un fattore clinico 

caratterizzante questa malattia. Per spiegare questo tratto fenotipico, gli autori 

hanno costruito l’ipotesi che prevede un’attivazione p53-dipendente di KITL 

(figura 1.3; Cui et al., 2007). 

 

 

Figura 1.3 Modello patogenetico conseguente a mutazioni in diverse RP. Un 
ridotto dosaggio di Rps6, Rps19 o Rps20, in Zebrafish, determina la stabilizzazione di 
p53, che porta ad un fenotipo pleiotropico specifico per ogni tipo cellulare. I fenotipi 
sono annullati silenziando p53 (da McGowan et al., 2008). 
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1.6 DBA E RIBOSOMI 

Studi effettuati nel lievito sull’ortologo di RPS19 hanno dimostrato che la 

proteina è necessaria in un preciso step della maturazione della subunità 40S 

del ribosoma. In cellule di lievito prive di Rps19, la pre-40S si accumula nel 

nucleo; si determina, quindi, una diminuzione della subunità 40S matura nel 

citoplasma (Léger-Silvestre et al., 2005). Partendo da questa osservazione, è 

stato monitorato il processamento dell’rRNA 18S, nonché la maturazione della 

subunità 40S, nella linea cellulare eritroleucemica umana TF-1 trasdotta con un 

siRNA in grado di ridurre l’espressione di RPS19 (Miyake et al., 2005) e in cellule 

di pazienti portatori di mutazioni in RPS19. Questi esperimenti hanno 

dimostrato che il profilo polisomiale di queste cellule è alterato rispetto ai 

controlli: il numero di subunità 40S infatti risulta drammaticamente ridotto, 

mentre c’è un aumento delle subunità 60S, che possono maturare 

normalmente e quindi si accumulano; sia i ribosomi 80S sia i polisomi risultano 

diminuiti. Inoltre, è possibile riscontrare un accumulo del pre-rRNA 21S ed una 

conseguente diminuzione del 18S maturo (Flygare et al., 2007). 

Dopo la scoperta di mutazioni in RPS24 nella DBA, sono stati eseguiti 

esperimenti simili in cellule di pazienti portatori di mutazioni in questo gene. I 

risultati ottenuti sono sovrapponibili per quanto riguarda i profili polisomiali, 

mentre relativamente al processamento del pre-rRNA si evidenzia un blocco ad 

un diverso step di maturazione, con un accumulo del precursore 30S (Choesmel 

et al., 2008). La medesima linea sperimentale è stata seguita anche per 

analizzare le mutazioni in RPL35a. Tale indagine ha evidenziato profili 

polisomiali in cui le singole subunità, i ribosomi completi ed i polisomi sono 

drasticamente diminuiti, mentre il difetto a livello del processamento dell’rRNA 

colpisce i precursori dei componenti della subunità maggiore: si osserva infatti 

una diminuzione dell’rRNA 28S, accoppiata ad un accumulo di 45S e 41S (Farrar 

et al., 2008). 

Recentemente, sono stati eseguiti esperimenti volti a chiarire il ruolo di diverse 

RP nella biogenesi del ribosoma, per evidenziare eventuali aspetti comuni tra le 

RP trovate mutate nei pazienti DBA (Robledo et al., 2008). Cellule HeLa sono 
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state trasfettate con siRNA volti ad abolire l’espressione di svariate RP, facenti 

parte sia della subunità piccola (RPS6, RPS7, RPS15, RPS16, RPS17, RPS19, 

RPS24, RPS25, RPS28) sia di quella grande (RPL5, RPL7, RPL11, RPL14, RPL26, 

RPL35a) e sono stati studiati gli effetti della mancanza di ciascuna RP sul 

processamento degli rRNA e sulla biogenesi del ribosoma. E’ stato così 

dimostrato che la diminuzione dei livelli di una RP porta ad una diminuzione 

della quantità di tutte le proteine facenti parte di quella subunità, nonché dei 

ribosomi completi e dei polisomi. Inoltre, c’è un accumulo di specifici precursori 

degli rRNA, fatto che conferma un loro ruolo nel processamento dell’rRNA 

stesso. Costituiscono un’eccezione RPS25 e RPL26, la cui deplezione conferisce 

alle cellule un fenotipo intermedio tra il controllo e gli altri mutanti.  

 

1.7 IPOTESI PATOGENETICHE 

La biogenesi del ribosoma è un processo cellulare essenziale; per questo 

sarebbe ovvio pensare che mutazioni in geni codificanti per RP causino una 

disfunzione cellulare globale. Rimane quindi da chiarire come l’alterazione di 

differenti step nel meccanismo di biogenesi del ribosoma risulti in specifici 

difetti fenotipici e perché il midollo osseo sia particolarmente suscettibile al 

malfunzionamento del ribosoma. La scoperta, nei pazienti DBA, di mutazioni in 

numerosi geni codificanti per RP lascia supporre che il processo biogenetico 

ribosomale svolga un ruolo di primo piano nell’insorgenza della malattia. Resta 

comunque da determinare se l’alterazione della biogenesi del ribosoma abbia 

conseguenze direttamente sul processo emopoietico oppure se l’insufficienza 

midollare dipenda da un difetto a livello della sintesi proteica, in toto o 

mediante una deregolazione di specifici trascritti. 

Diverse ipotesi patogenetiche sono state proposte per spiegare come 

disfunzioni a livello ribosomale possano alterare il processo emopoietico. Il 

modello proposto da Ellis e Massey (2006) prevede che cellule in fase 

altamente proliferativa, quali sono i progenitori eritroidi, abbiano bisogno di 

mantenere elevati livelli di sintesi proteica per rispondere alla necessità di 

disporre di un’enorme quantità di emoglobina. Anche le cellule staminali 
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emopoietiche, il cui ciclo cellulare si svolge molto rapidamente, sarebbero 

particolarmente sensibili a questa ridotta produzione di ribosomi. 

Recentemente, è stato osservato che il fattore trascrizionale Runx2, 

indispensabile per la morfogenesi scheletrica, controlla la trascrizione dei geni 

codificanti per l’rRNA. Ciò dimostra l’esistenza di un controllo tessuto-specifico 

della biogenesi del ribosoma (Young et al., 2007). 

Data la sorprendente variazione tessuto-specifica della quantità dei trascritti di 

diverse RP (Bortoluzzi et al., 2001) è possibile che alcuni tessuti siano più 

suscettibili di altri alla ridotta produzione di specifiche RP, normalmente 

sintetizzate in quantità limitanti (Ellis e Massey, 2006). Dato che i livelli delle RP 

sono regolati in maniera coordinata per garantire un loro assemblaggio 

equimolare all’interno del ribosoma (Perry, 2007), la diminuita produzione di 

una determinata RP potrebbe indurre una downregolazione anche delle altre. 

Infatti, in cellule dove RPS19 risulti depleto sono riscontrabili bassi livelli anche 

di altre RP facenti parte della subunità 40S (Idol et al., 2007). Inoltre, il profilo di 

espressione genica in due pazienti DBA non portatori di mutazioni in RPS19 

mostrano una ridotta espressione di altri geni codificanti per RP, a differenza di 

quanto avviene nell’anemia aplastica (Koga et al., 2006). 

E’ anche possibile che un determinato difetto a livello del ribosoma possa avere 

conseguenze sulla traduzione di specifici trascritti, indispensabili per il corretto 

funzionamento del midollo osseo. E’ noto infatti il meccanismo alla base della 

traduzione di mRNA portatori di una sequenza IRES, che prevede un legame al 

ribosoma e l’inizio della traduzione in maniera cap-indipendente (review Komar 

e Hatzoglou, 2005); questo pathway di controllo traduzionale è utilizzato dalla 

cellula per svariati geni coinvolti nella risposta allo stress. Tale sistema di 

regolazione risulta alterato in un topo ipomorfico DKC1m, sebbene l’importanza 

della pseudouridilazione degli rRNA nella traduzione IRES-mediata non sia, ad 

oggi, stata chiarita (Yoon et al., 2006). 

In letteratura è possibile rinvenire un numero crescente di esempi di 

regolazione traduzionale di specifici trascritti da parte di RP. RPL26 infatti lega 

la regione 5’ UTR del messaggero di p53 e ne upregola l’espressione in risposta 



INTRODUZIONE 

 
30 
 

al danno al DNA (Takagi et al., 2005). RPL13a è fosforilata in risposta 

all’interferone gamma e lega la regione 3’ UTR del messaggero della 

ceruloplasmina, inibendone la traduzione (Mazumder et al., 2003). 

Un esempio di regolazione post-traduzionale deriva dallo studio di RPL5, RPL11 

e RPL23, che legano ed inibiscono MDM2, portando alla stabilizzazione ed 

all’attivazione di p53 (Zhang et al., 2003). Partendo da quest’ultima 

osservazione è stata formulata una nuova ipotesi patogenetica. Infatti, la 

riduzione della sintesi di una RP o dell’rRNA nei pazienti DBA porterebbe ad un 

aumento di RP libere nel citoplasma. In particolare, l’aumentata concentrazione 

di RPL5 e RPL11 libere potrebbe indurre la stabilizzazione di p53. In queste 

condizioni, è possibile che alcuni tessuti, più sensibili di altri, vadano incontro 

ad arresto del ciclo cellulare ed apoptosi (Dianzani e Loreni, 2008). 

E’ fondamentale sottolineare, infine, che molti geni implicati nelle IBMFS sono 

coinvolti in processi extra-ribosomali; è perciò ipotizzabile che anche i geni 

implicati nella DBA abbiamo dei ruoli, tuttora non noti, indipendenti da quello 

strutturale nel ribosoma. 
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2.1 SCOPO DEL LAVORO 

Durante il mio corso di dottorato ho voluto cercare di chiarire i meccanismi 

patogenetici alla base dell’anemia di Diamond-Blackfan. 

Obiettivo della ricerca era spiegare il motivo per cui mutazioni in una proteina 

ribosomale, quindi ubiquitariamente espressa, conducessero ad un fenotipo 

patologico soltanto in un tessuto specifico. Ci siamo focalizzati su RPS19, che 

fino al 2006 ha rappresentato l’unica causa molecolare nota della DBA. Sono 

state seguite due diverse vie sperimentali. 

Dapprima ci siamo concentrati sulla ricerca di interattori di RPS19 utilizzando 

una tecnica di proteomica ad alta resa, la µLCMS/MS (µLiquid Chromatography 

Tandem Mass Spectrometry). L’identificazione dei complessi multiproteici a cui 

una proteina prende parte può infatti suggerire nuovi ruoli ad essa attribuibili e, 

nel caso specifico, fare emergere delle nuove funzioni extra-ribosomali per la 

proteina di nostro interesse. 

Inoltre, abbiamo eseguito studi di espressione, a livello sia trascrizionale sia di 

proteomica, in cellule TF-1 in cui l’espressione di RPS19 è stata abolita 

mediante siRNA, confrontate con cellule TF-1 di controllo trasdotte con un 

siRNA scramble (Miyake et al., 2005). Con questo approccio ci siamo proposti di 

evidenziare i processi biologici alterati in condizioni di aploinsufficienza di una 

RP. 

Fondamentale è stata la scelta del modello sperimentale. In entrambi i casi, 

sono state utilizzate linee cellulari eritroleucemiche umane, in quanto 

rappresentano un sistema simile al tessuto maggiormente colpito nei pazienti 

DBA.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITOLO  3 

 

Mol Cell Proteomics, 

6:382-393, 2007 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Mol Cell Proteomics, 6:382-393, 2007 

 
34 
 

3.1 SCOPO DEL LAVORO 

Quando è stato disegnato il progetto di ricerca che ha condotto ai risultati 

riportati in questo mio lavoro, mutazioni in RPS19 rappresentavano l’unica 

causa molecolare nota della DBA, ma il rapporto di causa/effetto non era, e non 

è tuttora, stato definito. Lo scopo che ci siamo proposti è stato quello di far 

chiarezza sull’esistenza di una putativa funzione svolta da RPS19 e non 

strettamente legata al suo ruolo di componente strutturale del ribosoma.  

Sono disponibili infatti dati sperimentali riguardanti altre RP, quali RPS6 

(Ruvinsky e Meyuhas, 2006), RPL13 (Mazumder et al., 2003), RPL26 (Takagi et 

al., 2005), RPL5 e RPL11 (Zhang et al., 2003), che attribuiscono a queste 

proteine ruoli funzionali indipendenti da quello strutturale. Tale ipotesi era 

inoltre suffragata da dati sperimentali ottenuti studiando l’ortologo di RPS19 

nel lievito, di cui si è dimostrato un coinvolgimento nel processamento degli 

rRNA (Léger-Silvestre et al., 2005). Un ruolo simile è stato successivamente 

evidenziato anche nell’uomo (Flygare et al., 2007; Choesmel et al., 2007; Idol et 

al., 2007).  

Per chiarire eventuali nuove funzioni di RPS19 si è deciso di identificare i suoi 

interattori, dapprima mediante uno screening per two-hybrid nel lievito, che ha 

portato all’identificazione della serina-treonina chinasi PIM-1 (Chiocchetti et al., 

2005), e successivamente utilizzando una tecnica proteomica ad alta resa, la 

µLCMS/MS. Quest’ultimo approccio ha dato origine ai risultati presentati di 

seguito. 

 

3.2 RISULTATI E CONCLUSIONI 

Per isolare le proteine ed i complessi proteici con cui RPS19 è in grado di 

stabilire dei rapporti di interazione abbiamo sintetizzato, nei batteri, la proteina 

di fusione GST-RPS19. Tale prodotto proteico è stato utilizzato per purificare gli 

interattori, sia diretti sia indiretti, di RPS19 da un estratto proteico totale di 

cellule eritroleucemiche umane K562. La scelta della linea cellulare è stata 

dettata dalla necessità di avere un modello il più possibile simile al tessuto 

maggiormente colpito nei pazienti DBA. I complessi proteici così purificati sono 
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stati sottoposti ad analisi mediante µLCMS/MS; l’utilizzo di questa tecnica, 

accoppiata all’analisi dei dati mediante opportuni strumenti bioinformatici, ha 

permesso l’identificazione di 159 partner proteici di RPS19, successivamente 

classificati secondo le seguenti categorie di Gene Ontology: NTPasi (ATPasi e 

GTPasi; 5 proteine), idrolasi/elicasi (19 proteine), isomerasi (2 proteine), chinasi 

(3 proteine), fattori di splicing (5 proteine), componenti strutturali del ribosoma 

(29 proteine), fattori di trascrizione (11 proteine), transferasi (5 proteine), 

trasportatori (9 proteine), proteine in grado di legare gli acidi nucleici (53 

proteine). A questa lista si aggiungono una deidrogenasi, una ligasi, una 

peptidasi, un recettore ed un fattore di allungamento della sintesi proteica, 

nonché 13 proteine di funzione ignota. 

Questi risultati sono stati validati tramite un saggio di purificazione per affinità 

seguito da rilevazione dell’avvenuta interazione mediante western blot. In 

corso d’opera si è inoltre reso disponibile un anticorpo monoclonale anti-

RPS19, gentilmente fornitoci dal Prof. Fabrizio Loreni (Università “Tor Vergata”, 

Roma), che ha permesso di confermare questi dati anche con saggi di co-

immunoprecipitazione. 

Il risultato di questo lavoro è stato significativo, in quanto a fianco di molti 

interattori a localizzazione nucleolare, che erano attesi in base alle conoscenze 

sulla localizzazione cellulare di RPS19, sono stati rinvenuti anche altri interattori 

quali chinasi, componenti del proteasoma ed integrine, che suggeriscono per 

RPS19 nuove funzioni che potrebbero aggiungere un tassello a quel complesso 

puzzle che è la comprensione della patogenesi della DBA. 

E’ interessante sottolineare che tra gli interattori identificati sono presenti, 

direttamente o indirettamente, proteine coinvolte in altre IBMFS. Ciò potrebbe 

suggerire un meccanismo patogenetico comune alla base di queste malattie. 

Nel complesso, tuttavia, i processi biologici più rappresentati sono quelli legati 

alla biogenesi del ribosoma ed alla sua funzione traduzionale. Non è stato 

invece riscontrato, tra gli interattori, un fattore eritroide-specifico. Quindi 

questo studio suggerisce un ruolo precipuo di RPS19 connesso con la biogenesi 

del ribosoma e la sintesi proteica.
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SUPPLEMENTAL DATA 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S1. Affinity purification including a negative control. Proteins from K562 

whole cell extracts were affinity-purified with GST,  GST-RPS19 and GST-GATA resins. In the 

lane named GST 5x pulldown we used a quantity of GST protein five fold higher than in the 

GST-pulldown lane. Total lysates (K562 lysate) and bound proteins eluted from the GST control 

resin (GST), the GST-RPS19 resin (GST-RPS19) or the GST-NTGATA1 resin (GST-GATA) were 

analysed by western blotting with antibodies specific to the three selected interactors, as 

indicated. All blots were revealed by the chemiluminescence method except the for NCL which 

was revealed by the alkaline-phosphatase. 
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Supplementary Figure S2. Co-immunoprecipitation (whole images). Proteins from K562 cell 

lysates were immunoprecipitated with a monoclonal anti-RPS19 or an anti-HA antibody as 

negative control. Immunocomplexes were fractionated by SDS-PAGE and blotted on 

nitrocellulose. After the transfer, the nitrocellulose was cut (dotted lines) and incubated with 

the indicated antibodies. All blots were revealed by the chemiluminescence method except for 

NCL which was revealed by the alkaline phosphatase. Single or double asterisk indicate 

immunoglobulin heavy or light chains, respectively. The differences in intensity depend on the 

antibody concentrations (the anti-RPS19 is a hybridoma supernatant) and exposures. 
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Supplementary Figure S3. Protein identification by tandem mass spectrometry. MS full scan, 

MS/MS scan and amino acid sequence of CCT2 (A), DDX17 (B), and NOLA3 (C). Each MS/MS 

spectrum shows the predicted peptide sequence and the tryptic identified fragment. ♦ m/z 

signal fragmented 
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Supplemental Table 1. Analysis of GST control lane by tandem mass spectrometry. 

GENE 
IDENTIFIED 

PEPTIDE SEQUENCE 
MASS ERROR 

(ppm) 
MASCOT 

SCORE 
SEQUENCE  
COVERAGE 

 
ACTB DLTDYLMK 4 38 14% 

 
QEYDESGPSIVHR 53 40 

 

 
EITALAPSTMK 85 38 

 

 
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR 5 38 

 

     BXDC2 ILIFSSR 132 48 15% 

 
FVLNLIK 121 50 

 

 
LFVINEVCEMK 90 57 

 

 
FLVQNIHTLAELK 105 38 

 

 
NFQIIEEDAALVEIGPR 142 38 

 

     DCD ENAGEDPGLAR 35 40 20% 

 
DAVEDLESVGK 43 38 

 

     DDB1 LFMLLLEK 114 50 1% 

     EEF1G KLDPGSEETQTLVR 52 38 11% 

 
LDPGSEETQTLVR 21 38 

 

 
ALIAAQYSGAQVR 14 38 

 

 
QAFPNTNR 53 38 

 

     EGFR MLLVDELR 120 38 1% 

 
ILMVGLDAAGK 90 53 

 

     HBZ ISTQADTIGTETLER 67 88 10% 

     HEJ1 EQYSAVIIAK 26 41 15% 

     HSPA6 TTPSYVAFTDTER 150 41 2% 

     HSPCB DNSTMGYMMAK 116 75 1% 

     ITGAX ESHVAMHR 110 45 2% 

 
IAPPASDFLAHIQK 80 40 

 

     K-ALPHA-1 DVNAAIATIK 110 39 2% 

     KRT1 SLDLDSIIAEVK 150 52 4% 

 
WELLQQVDTSTR 150 51 

 

     KRT14 QFTSSSSMK 85 94 8% 
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VTMQNLNDR 63 73 

 

 
MSVEADINGLR 142 80 

 

 
CEMEQQNQEYK 120 47 

 

     KRT19 VLDELTLAR 104 54 2% 

     KRT9 MTLDDFR 150 38 8% 

 
TLLDIDNTR 104 40 

 

 
QEYEQLIAK 141 43 

 

 
QVLDNLTMEK 69 38 

 

 
VQALEEANNDLENK 2 54 

 

     KTR10 DAEAWFNEK 90 91 5% 

 
LENEIQTYR 123 46 

 

 
ALEESNYELEGK 107 83 

 

     KTR15 IMATTIDNSR 72 107 5% 

 
QGVEADINGLR 80 50 

 

     RGD1307877 LALDIEIATYR 1 74 3% 

     SPATA AVAPSIIFFDELDALAVER 72 89 7% 

     TSR1 QIDAPGDPFPLNPR 68 70 7% 

 
LLHIVGYGDFQMK 72 38 

 

 
LEEMFPDEVDTPR 63 42 

 

 
LLLLDTQQEAGMLLR 46 83 

 

     TUBB4 LAVNMVPFPR 74 40 10% 

 
ISVYYNEATGGK 53 39 

 

 
IMNTFSVVPSPK 89 38 

 

 
AILVDLEPGTMDSVR 123 41 

 

     ZNF561 SFTNFSQLYAPVK 110 130 3% 
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Supplemental table 2. Identification of RPS19 interacting proteins by tandem mass 

spectrometry. 

GENE 
 

IDENTIFIED 
PEPTIDE SEQUENCE 

 

MASS 
ERROR 
(ppm) 

MASCOT 
SCORE 

 

SEQUENCE 
COVERAGE 

 

     NTPase activity 
   GTPBP4 LPTIDPNTR 107 38 12% 

 
LALGQINIAK 125 38 

 

 
QSLEYLEQVR 138 38 

 

 
TLLLCGYPNVGK 147 50 

 

 
ADVDVQPYAFTTK 149 40 

 

     PSMC5 GVCTEAGMYALR 89 38 20% 

 
VDPLVSLMMVEK 123 71 

 

 
GVCTEAGMYALR 150 65 

 

 
VPDSTYEMIGGLDK 110 50 

 

 
VHVTQEDFEMAVAK 100 40 

 

 
TMLELLNQLDGFEATK 125 38 

 

     PSMC6 EMFNYAR 91 38 1% 

     RAB11B DHADSNIVIMLVGNK 112 42 7% 

     XAB1 SMSLVLDEFYSSLR 120 83 4% 

     Hydrolase/helicase activity 
  DDX5 QVSDLISVLR 107 40 10% 

 
APILIATDVASR 88 45 

 

 
TTYLVLDEADR 96 50 

 

 
RLMEEIMSEKENK 140 39 

 

 
TGTAYTFFTPNNIK 110 46 

 

     DDX17 APILIATDVASR 98 38 2% 

     DDX18 NGTGVLILSPTR 12 53 9% 

 
EPLYVGVDDDK 150 44 

 

 
LGNGINIIVATPGR 50 78 

 

 
SAEAQKLGNGINIIVATPGR 144 38 

 

     DDX21 DFSDITKK 112 38 42% 

 
LHGELQDR 140 38 

 

 
TIIFCETK 150 38 

 

 
IGVPSATEIIK 150 38 

 

 
EQLGEEIDSK 150 39 

 

 
APQVLVLAPTR 133 40 
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TAITVEHLAIK 106 38 

 

 
NGIDILVGTPGR 147 48 

 

 
GVTFLFPIQAK 150 38 

 

 
STYEQVDLIGK 122 38 

 

 
TFSFAIPLIEK 110 38 

 

 
RIGVPSATEIIK 128 38 

 

 
EAQELSQNSAIK 136 45 

 

 
EQLGEEIDSKVK 139 39 

 

 
GRAPQVLVLAPTR 140 48 

 

 
STYEQVDLIGKK 142 40 

 

 
EEYQLVQVEQK 150 38 

 

 
NGSFGVLVATNVAAR 147 40 

 

 
LLDSVPPTAISHFK 109 38 

 

 
EGAFSNFPISEETIK 138 49 

 

 
NEEPSEEEIDAPKPK 127 40 

 

 
WQLSVATEQPELEGPR 111 40 

 

 
TFHHVYSGKDLIAQAR 105 38 

 

 
LLDSVPPTAISHFKQSAEK 148 38 

 

 

GLDIPEVDLVIQSSPPKDVESY
IHR 109 40 

 

     DDX24 DKLDILGAAETGSGK 95 76 2% 

     DDX3X VGSTSENITQK 146 38 4% 

 
VRPCVVYGGADIGQQIR 147 

 
40 

     DDX41 SGNTGIATTFINK 150 44 2% 

     DDX50 VLVLAPTR 111 44 5% 

 
VLVATNVAAR 145 38 

 

 
LSSNAVSQITR 107 50 

 

 
TFSFAIPLIER 57 48 

 

     DDX54 LLVEFAR 147 41 27% 

 
TSFFLVR 141 48 

 

 
ELALQTLK 144 39 

 

 
TIPVILDGK 129 48 

 

 
AGLTEPVLIR 146 39 

 

 
ATIFEINASSR 124 74 

 

 
LVHVAVEMSLK 117 47 

 

 
SGGFQSMGLSYPVFK 74 40 

 

 
LPGGHQTVLFSATLPK 144 38 

 

 
LQSVEYVVFDEADR 78 45 

 

 
TIPVILDGKDVVAMAR 106 38 

 

 
EMDLVGLGLHPLFSSR 150 38 

 

 
LFEMGFAEQLQEIIAR 84 69 
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AKEMDLVGLGLHPLFSSR 96 38 

 

 
GLDIPLLDNVINYSFPAK 112 38 

 

 
MEDQFAALHENPDIIIATPGR 5 54 

 

 

VPQSVVDEEDSGLQSTLEASL
ELR 85 49 

 

     DHX9 LGGIGQFLAK 119 40 21% 

 
MLNMIR 105 43 

 

 
LNMATLR 113 38 

 

 
MGGEEAEIR 115 38 

 

 
MTPSYEIR 106 38 

 

 
LSMSQLNEK 96 40 

 

 
DFVNYLVR 146 38 

 

 
VFDPVPVGVTK 138 38 

 

 
DVVQAYPEVR 59 40 

 

 
TPLHEIALSIK 122 38 

 

 
AAMEALVVEVTK 133 38 

 

 
KVFDPVPVGVTK 93 39 

 

 
LAAQSCALSLVR 146 40 

 

 
YPSPFFVFGEK 127 38 

 

 
SFIAEMTIYIK 120 38 

 

 
ETPFELIEALLK 135 39 

 

 
YQILPLHSQIPR 143 38 

 

 
GISHVIVDEIHER 106 38 

 

 
QPAIISQLDPVNER 150 40 

 

 
VQSDGQIVLVDDWIK 111 38 

 

 
ELDALDANDELTPLGR 52 38 

 

 
GMTLVTPLQLLLFASK 109 38 

 

 
QLYHLGVVEAYSGLTK 96 42 

 

 
AIEPPPLDAVIEAEHTLR 30 38 

 

 
KFESEILEAISQNSVVIIR 3 40 

 

 
NELMYQLEQDHDLQAILQER 7 38 

 

 

LGGIGQFLAKAIEPPPLDAVIE
AEHTLR 150 38 

 

 
DINTDFLLVVLR 142 38 

 

     DHX15 EVDDLGPEVGDIK 148 54 2% 

     DHX36 ELDILLQEK 146 38 3% 

 
NLQSDVLMTVVK 108 63 

 

 
ASLLDDYQLPEILR 110 69 

 

     MCM2 VAVGELTDEDVK 149 38 6% 

 
QLVAEQVTYQR 147 49 

 

 
DTVDPVQDEMLAR 112 53 

 

 
YDPSLTFSENVDLTEPIISR 148 81 
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     MCM6 YLQLAEELIRPER 147 46 7% 

 
EIESEIDSEEELINK 17 76 

 

 
LFLDFLEEFQSSDGEIK 143 45 

 

     MCM7 AGILTTLNAR 150 38 4% 

 
SITVLVEGENTR 147 47 

 

     RUVBL2 TTEMETIYDLGTK 20 70 3% 

     SKIV2L2 ALFATETFAMGINMPAR 110 38 2% 

     SMARCA5 FEYLLK 147 48 14% 

 
EILFYR 139 43 

 

 
FDWFLK 116 39 

 

 
DIDILNSAGK 147 44 

 

 
YLVIDEAHR 117 52 

 

 
LDSIVIQQGR 106 61 

 

 
FITDNTVEER 33 64 

 

 
KANYAVDAYFR 83 62 

 

 
TLQTISLLGYMK 130 45 

 

 
LRLDSIVIQQGR 122 38 

 

 
LGFDKENVYDELR 150 38 

 

 
ESEITDEDIDGILER 121 70 

 

 
TPEEVIEYSAVFWER 43 62 

 

 
NFTMDTESSVYNFEGEDYR 34 61 

 

     XRN2 TGGYLTESGYVNLQR 88 38 6% 

 
ELTMASLPFTFDVER 115 38 

 

 
AALEEVYPDLTPEETR 102 38 

 

 
VQMIMLAVGEVEDSIFK 105 35 

 

     Isomerase activity 
   DKC1 LHNAIEGGTQLSR 140 41 6% 

 
ALETLTGALFQRPPLIAAVK 150 38 

 

     PPIH IIDGLLVMR 105 61 10% 

 
IELFADVVPK 115 69 

 

     Kinase activity 
   CSNK2A1 ALDYCHSMGIMHR 112 55 4% 

     SRP72 LTNAEGVEFK 144 43 10% 

 
VLANNSLSFEK 147 38 

 

 
GTQGATAGASSELDASK 135 63 

 

 
TVSSPPTSPRPGSAATVSAST 146 38 
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SNIIPPR 

     PRKCQ AKGQSLQDPFLNALR 6 41 2% 

     Splicing factor activity 
   SF3B1 TEILPPFFK 76 43 8% 

 
QLVDTTVELANK 145 42 

 

 
LLVDVDESTLSPEEQK 122 38 

 

 
ILVVIEPLLIDEDYYAR 113 40 

 

 

MVMETIEKIMGNLGAADIDH
K 107 38 

 

 

AAGLATMISTMRPDIDNMD
EYVR 109 55 

 

     SF3B2 YGPPPSYPNLK 150 40 3% 

 
GIEKPPFELPDFIK 150 38 

 

     SF3B3 SVAGGFVYTYK 126 55 11% 

 
LTISSPLEAHK 147 39 

 

 
IVPGQFLAVDPK 93 38 

 

 
FLAVGLVDNTVR 123 53 

 

 
ILELLRPDPNTGK 150 38 

 

 
TVLDPVTGDLSDTR 107 67 

 

 
ITLETDEDMVTEIR 42 90 

 

 
NENQLIIFADDTYPR 83 46 

 

 

ELAAEMAAAFLNENLPESIFG
APK 114 60 

 

     SFRS9 HGLVPFAFVR 144 44 10% 

 
IYVGNLPTDVR 24 38 

 

     SFRS10 VDFSITK 150 38 12% 

 
YGPIADVSIVYDQQSR 133 7 

 

     Structural costituent of Ribosome 
  RPL10A DTLYEAVR 20 46 10% 

 
KYDAFLASESLIK 74 50 

 

     RPL14 GTAAAAAAAAAAAAK 60 96 18% 

 
VAYVSFGPHAGK 113 50 

 

 
LVAIVDVIDQNR 15 68 

 

     RPL24 VFQFLNAK 148 52 13% 

 
TAMAAAKAPTK 97 70 

 

     RPL27A TGAAPIIDVVR 99 71 7% 
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     RPL3 HGSLGFLPR 20 38 2% 

     RPL4 NIPGITLLNVSK 142 44 3% 

     RPL6 YYPTEDVPR 147 51 3% 

     RPL7 ASINMLR 145 38 31% 

 
KVLQLLR 138 38 

 

 
SVNELIYK 145 38 

 

 
EVPAVPETLK 129 38 

 

 
SVNELIYKR 71 38 

 

 
IALTDNALIAR 76 47 

 

 
AGNFYVPAEPK 92 38 

 

 
KAGNFYVPAEPK 5 42 

 

     RPL7A AGVNTVTTLVENK 148 76 7% 

     RPL8 AVVGVVAGGGR 85 61 5% 

     RPL9 TILSNQTVDIPENVDITLK 90 49 10% 

     RPLP0 EDLTEIR 131 38 2% 

     RPLP1 AAGVNVEPFWPGLFAK 117 41 14% 

     RPLP2 LASVPAGGAVAVSAA 50 38 31% 

     RPS10 IAIYELLFK 135 64 5% 

     RPS14 IEDVTPIPSDSTR 14 46 9% 

     RPS16 DILIQYDR 122 38 40% 

 
ALVAYYQK 90 38 

 

 
TATAVAHCK 84 38 

 

 
GPLQSVQVFGR 75 38 

 

 
VNGRPLEMIEPR 150 38 

 

 
GGGHVAQIYAIR 95 38 

 

     RPS2 GTGIVSAPVPK 68 60 11% 

     RPS23 VANVSLLALYK 67 87 8% 

     RPS24 QMVIDVLHPGK 54 69 22% 

 
TTGFGMIYDSLDYAK 60 70 
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RPS26 GHVQPIR 100 70 17% 

 
LHYCVSCAIHSK 98 49 

 

     RPS3 ELTAVVQK 34 38 30% 

 
KFVADGIFK 68 42 

 

 
TEIIILATR 150 57 

 

 
AELNEFLTR 54 49 

 

 
ELAEDGYSGVEVR 56 57 

 

 
KPLPDHVSIVEPK 144 43 

 

 
DEILPTTPISEQK 41 38 

 

     RPS4X LSNIFVIGK 131 51 18% 

 
YALTGDEVK 90 38 

 

 
TIRYPDPLIK 150 38 

 

 
TDITYPAGFMDVISIDK 5 50 

 

     RPS5 QAVDVSPLR 10 44 4% 

     RPS6 LIEVDDER 20 56 8% 

 
DIPGLTDTTVPR 39 61 

 

     RPS7 AIIIFVPVPQLK 60 41 6% 

     RPS8 LTPEEEEILNK 8 47 5% 

     RPSA LLVVTDPR 150 50 25% 

 
SDGIYIINLK 70 52 

 

 
FAAATGATPIAGR 33 51 

 

 
AIVAIENPADVSVISS 46 70 

 

 

FLAAGTHLGGTNLDFQMEQ
YIYK 15 38 

 

     RSL1D1 FFTTPSK 72 38 33% 

 
SPNPSTPR 128 40 

 

 
LLFVKTEK 41 38 

 

 
QLDKEQVR 10 38 

 

 
RLLPSLIGR 19 38 

 

 
VPVSVNLLSK 5 42 

 

 
AVDALLTHCK 18 38 

 

 
KVPVSVNLLSK 84 44 

 

 
TVSQIISLQTLK 37 38 

 

 
DDVAPESGDTTVK 8 43 

 

 
TVSQIISLQTLKK 41 38 

 

 
LLSSFDFFLTDAR 26 100 

 

 
EINDCIGGTVLNISK 110 50 

 

 
ATNESEDEIPQLVPIGK 54 38 
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DEPNSTPEKTEQFYR 5 39 

 

     Transcription factor 
   BAZ1B GGLGYVEETSEFEAR 150 75 1% 

     HNRPD IFVGGLSPDTPEEK 74 78 12% 

 
EYFGGFGEVESIELPMDNK 9 74 

 

     ILF2 VLQSALAAIR 67 90 25% 

 
KLDPELHLDIK 150 38 

 

 
ILPTLEAVAALGNK 70 77 

 

 
VKPAPDETSFSEALLK 23 69 

 

 

INNVIDNLIVAPGTFEVQIEEV
R 150 38 

 

 

AQDPSEVLTMLTNETGFEISS
SDATVK 150 51 

 

     ILF3 AYAALAALEK 118 63 14% 

 
LFPDTPLALDANK 127 83 

 

 
VADNLAIQLAAVTEDK 36 63 

 

 
EPPLSLTIHLTSPVVR 78 52 

 

 
VLAGETLSVNDPPDVLDR 89 55 

 

 

VADNLAIQLAAVTEDKYEILQ
SVDDAAIVIK 57 46 

 

     NKRF DIEQIIR 131 44 13% 

 
EIPPADIPK 150 42 

 

 
INYTYMLTR 92 43 

 

 
LLTDGYACEVR 131 52 

 

 
TNPEYIYAPLK 84 54 

 

 
VILESEVIAEAVGVK 130 64 

 

     PURA FFFDVGSNK 94 65 11% 

 

LIDDYGVEEEPAELPEGTSLTV
DNK 33 59 

 

     TAF15 GEATVSFDDPPSAK 150 44 2% 

     TRIM28 LSPPYSSPQEFAQDVGR 139 46 2% 

     UBTF DYEVELLR 122 39 13% 

 
KKDYEVELLR 148 38 

 

 
HPELNISEEGITK 82 40 

 

 
ITLTELILDAQEHVK 143 38 

 

     XPO5 DPLLLAIIPK 145 45 3% 

 
LFSSVTFETVEESK 62 61 
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QGETQTELVMFILLR 62 70 

 

     YBX1 GAEAANVTGPGGVPVQGSK 53 57 10% 

 
SVGDGETVEFDVVEGEK 5 105 

 

     Transferase activity 
   FDFT1 ALDTLEDDMTISVEK 86 71 6% 

 
AIIYQYMEEIYHR 140 94 

 

     FTSJ329,47 FQFLQK 150 38 13% 

 
EVEVQAK 102 54 

 

 
TSVTDFLR 150 48 

 

 
AANPVDFLSK 141 42 

 

 
DLIDNSFNR 128 38 

 

 
AEAVVNTVDISER 150 53 

 

 
ILDPEGLALGAVIASSK 78 79 

 

 
SDDDGFEIVPIEDPAK 51 38 

 

 

LTEVQDDKEEEEEENPLLVPL
EEK 138 38 

 NAT10 SMDLSEYIIR 150 38 4% 

 
LDYLGVSYGLTPR 41 

 

 
LGQAELVVIDEAAAIPLPLVK 41 

 

     NOL1 GVNLDPLGK 119 39 14% 

 
DLAQALINR 137 60 

 

 
IQDIVGILR 145 51 

 

 
GADSELSTVPSVTK 137 38 

 

 
VLLDAPCSGTGVISK 46 44 

 

 
LGVTNTIISHYDGR 131 50 

 

 
ELLLSAIDSVNATSK 30 78 

 

 
LVPTGLDFGQEGFTR 72 53 

 

 

SPEAKPLPGKLPKGAVQTAG
K 137 47 

 

     ZC3HAV1 ASLEDAPVDDLTR 150 44 2% 

     Transporter activity 
   COPA MHSLLIK 63 38 13% 

 
VWDISGLR 105 38 

 

 
TALNLFFK 147 44 

 

 
GFFEGTIASK 150 47 

 

 
VLTIDPTEFK 106 51 

 

 
TLDLPIYVTR 126 56 

 

 
NLSPGAVESDVR 105 55 

 

 
EYIVGLSVETER 86 55 

 

 
DADSITLFDVQQK 54 65 
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SILLSVPLLVVDNK 126 61 

 

 
GITGVDLFGTTDAVVK 113 51 

 

 
VTTVTEIGKDVIGLR 69 59 

 

 
LLELGPKPEVAQQTR 71 56 

 

 
ASNLENSTYDLYTIPK 8 43 

 

     COPB2 GSNNVALGYDEGSIIVK 121 75 3% 

     CSE1L TGNIPALVR 128 50 14% 

 
VIVPNMEFR 149 62 

 

 
SANVNEFPVLK 144 58 

 

 
DAAIYLVTSLASK 126 49 

 

 
ALTLPGSSENEYIMK 60 52 

 

 
LVLDAFALPLTNLFK 66 38 

 

 
YGALALQEIFDGIQPK 68 53 

 

 
AADEEAFEDNSEEYIR 42 66 

 

 
LLQTDDEEEAGLLELLK 98 86 

 

     IPO4 QGCTVAEK 121 67 2% 

 
LLMASPTR 90 65 

 

     IPO7 ETENDDLTNVIQK 110 64 3% 

 
ENIVEAIIHSPELIR 117 68 

 

     NPEPL1 YHAAVLTNSAEWEAACVK 58 44 3% 

     STAU1 VSVGEFVGEGEGK 38 43 3% 

     SSR4 FFDEESYSLLR 112 69 6% 

     XPO1 YVVGLIIK 121 38 7% 

 
IYLDMLNVYK 148 45 

 

 
EFAGEDTSDLFLEER 40 84 

 

 
LLSEEVFDFSSGQITQVK 46 62 

 

 
MAKPEEVLVVENDQGEVVR 14 40 

 

     DNA/RNA/protein binding capacity 
 AATF DKGGPEFSSALK 150 41 2% 

     ACTR1B DWNDMER 120 67 2% 

C1orf77 LGRPIGALAR 91 69 10% 

     CCT2 GATQQILDEAER 112 58 2% 

     CCT8 DIDEVSSLLR 118 46 2% 
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CEBPZ ALLVQVVNK 133 40 10% 

 
EQIDTLFK 127 39 

 

 
QTLLLRPGGK 122 38 

 

 
MLSALLTGVNR 148 38 

 

 
QAMFLNLVYK 65 39 

 

 
LYQHEINLFK 150 38 

 

 
ELLITDLLPDNR 136 40 

 

 
DKQNIFEFFER 109 40 

 

 
EESQIPVDEVFFHR 69 38 

 

 
KLETEETVPETDVETK 59 40 

 

     CENPC1 VSDEEDK 58 80 3% 

 
QMPPVGSK 89 55 

 

 
ILATDVSSK 95 95 

 

     COPG SIATLAITTLLK 148 69 5% 

 
SLEELPVDIILASVG 32 51 

 

 
LLLLDTVTMQVTAR 126 95 

 

     DHX30 IPQLLLER 100 51 17% 

 
ALTQFPLPK 120 39 

 

 
VPGFMYPVK 123 38 

 

 
EYLTTLGQR 92 50 

 

 
AVAGWEEVLR 148 76 

 

 
LQSDDILPLGK 146 48 

 

 
AIFQQPPVGVR 99 38 

 

 
TPLENLVLQAK 98 47 

 

 
EHYLEDILAK 130 38 

 

 
ATISLSDSDLLR 77 53 

 

 
MVPFQVPEILR 89 40 

 

 
DVNTDFLLILLK 128 72 

 

 
GVLMAGLYPNLIQVR 90 44 

 

 
AVDEAVILLQEIGVLDQR 121 55 

 

 

DSGPLSDPITGKPYVPLLEAEE
VR 23 38 

 

 

WQDRSSRENYLEENLLYAPSL
R 132 38 

 

     DNAJC9 ELGLDEGVDSLK 150 41 8% 

 
ISLEDIQAFEK 150 43 

 

     FBL TNIIPVIEDAR 120 62 11% 

 
NLVPGESVYGEK 150 38 

 

 
VSISEGDDKIEYR 150 52 

 

     FUSIP1 DAEDALHNLDR 8 57 6% 
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     GNB2L1 DVLSVAFSSDNR 99 66 4% 

     HIST1H1C ALAAAGYDVEK 63 42 12% 

 
SETAPAAPAAPAPAEK 40 40 

 

     HIST1H1D ALAAAGYDVEK 72 46 10% 

 
ASGPPVSELITK 125 57 

 

     HIST1H2AK NDEELNK 110 38 5% 

     HIST1H2BL LLLPGELAK 112 38 7% 

     HIST1H2BO QVHPDTGISSK 123 50 17% 

 
AMGIMNSFVNDIFER 90 53 

 

     HIST2H4 ISGLIYEETR 93 65 36% 

 
DNIQGITKPAIR 136 48 

 

 
TVTAMDVVYALK 141 80 

 

 
TVTAMDVVYALKR 142 38 

 

     HNRPA2B1 DYFEEYGK 28 38 8% 

 
TLETVPLER 75 40 

 

 
IDTIEIITDR 76 47 

 

     HNRPA3 LFIGGLSFETTDDSLR 45 94 5% 

     HNRPC VPPPPPIAR 22 58 9% 

 
SDVEAIFSK 70 51 

 

 
KSDVEAIFSK 62 61 

 

     HNRPDL DLTEYLSR 70 46 3% 

     HNRPF SSQEEVR 70 85 13% 

 
TEMDWVLK 98 90 

 

 
VHIEIGPDGR 110 56 

 

 
DLSYCLSGMYDHR 123 48 

 

 
QSGEAFVELGSEDDVK 57 54 

 

     HNRPR LFVGSIPK 150 43 8% 

 
ENILEEFSK 150 46 

 

 
TGYTLDVTTGQR 30 57 

 

 
NLATTVTEEILEK 116 79 

 

 
DLYEDELVPLFEK 12 48 

 

     HNRPU FIEIAAR 89 38 5% 
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GYFEYIEENK 100 41 

 

 
YNILGTNTIMDK 141 38 

 

 
NFILDQTNVSAAAQR 78 97 

 HNRPUL2 EEAYHSR 112 46 2% 

 
ANFSLPEK 109 38 

 

     HP1BP3 SGASVVAIRK 101 40 9% 

 
GASGSFVVVQK 65 40 

 

 
YIIHKYPSLELER 147 47 

 

 
SSAVDPEPQVK 112 38 

 

     IGF2BP1 MVIITGPPEAQFK 150 39 10% 

 
LLVPTQYVGAIIGK 149 50 

 

 
TVNELQNLTAAEVVVPR 10 54 

 

 
LYIGNLNESVTPADLEK 21 50 

 

     IGF2BP3 ALQSGPPQSR 10 38 
 

 
IPVSGPFLVK 5 38 

 

 
QKPCDLPLR 9 51 

 

 
DQTPDENDQVVVK 9 43 

 

 
SITILSTPEGTSAACK 6 66 

 

     IMP3 LYALGLVPTR 140 52 5% 

     ITGB4BP ETEEILADVLK 31 63 4% 

     LYAR FQNWMK 150 78 3% 

 
QQAWIQK 95 48 

 

     NCL ALELTGLK 145 38 17% 

 
TGISDVFAK 124 42 

 

 
GIAYIEFK 131 41 

 

 
NDLAVVDVR 110 68 

 

 
EVFEDAAEIR 150 73 

 

 
GFGFVDFNSEEDAK 147 38 

 

 
FGYVDFESAEDLEK 73 75 

 

 
GLSEDTTEETLKESFDGSVR 91 43 

 

 
TLVLSNLSYSATEETLQEVFEK 28 67 

 

     NIP729 LHVTALDYLAPYAK 142 62 10% 

     NOLA1 FYIDPYK 105 38 13% 

 
VDEIFGQLR 18 38 

 

 
VPYFNAPVYLENK 6 49 

 

     NOL5A VVSLSEYR 148 40 1% 
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     PABPC3 IVATKPLYVALAQR 150 56 2% 

     PAK1IP1 GEQYVVIIQNK 142 61 12% 

 
FLSESVLAVAGDEEVIR 103 77 

 

 
IDIYQLDTASISGTITNEK 14 83 

 

     PNN LLALSGPGGGR 140 38 5% 

 
IEFAEQINK 120 42 

 

 
LTEVPVEPVLTVHPESK 117 42 

 

     PPP2R1A LSTIALALGVER 120 50 2% 

     RAB1B QWLQEIDR 98 49 4% 

     RAP1B LVVLGSGGVGK 85 40 6% 

     RBM19 NLPYTSTEEDLEK 117 38 5% 

 
ILGENEEEEDLAESGR 146 92 

 

 
VLLPEGGITAIVEFLEPLEAR 127 64 

 

     RBMX ALEAVFGK 72 50 13% 

 
IVEVLLMK 137 59 

 

 
LFIGGLNTETNEK 91 57 

 

 
GFAFVTFESPADAK 60 61 

 

     RNPC2 IESIQLMMDSETGR 116 36 8% 

 
TDASSASSFLDSDELER 16 94 

 

     SART3 IQLIFER 150 38 4% 

 
SALQALEMDR 148 44 

 

 
EFESAIVEAAR 133 85 

 

 
LAEYQAYIDFEMK 12 60 

 

     SNRPA1 SLTYLSILR 94 46 4% 

     SNRPG HVQGILR 80 42 9% 

     SNRPN VLGLVLLR 104 48 10% 

 
GENLVSMTVEGPPPK 19 52 

 

     SRP68 ALLQQQPEDDSKR 133 39 2% 

     SURF6 LLQEALK 65 48 2% 

     SYNCRIP LFVGSIPK 120 44 2% 
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TGYTLDVTTGQR 30 57 

 

     

     Other function 
   Dehydrogenase activity 

  DPYD VKEALSPIK 120 43 1% 

    Ligase activity 
   MARS ITQDIFQQLLK 148 37 5% 

 
GFVLQDTVEQLR 145 62 

 

 
FFGGYVPEMVLTPDDQR 5 40 

 

     Peptidase activity 
   SEC11L1 VGEIVVFR 107 70 4% 

     Receptor activity 
   REEP6 NVKPSQTPQPK 150 77 6% 

     Translation elongation factor activity 
 EEF1B2 SPAGLQVLNDYLADK 12 82 15% 

 
YGPADVEDTTGSGATDSK 28 74 

 

     Unknown function 
   EBNA1BP225,28,29DLEWVER 95 38 14% 

 

 
QAQAAVLAVLPR 150 40 

 

 

LDVTLGPVPEIGGSEAPAPQN
K 120 39 

 

     GPIAP1 QILGVIDKK 150 38 1% 

     HDCMA18P MGEEVIPLR 149 39 4% 

 
SSAVVELDLEGTR 147 38 

 

     LOC389217 LSQMQNK 110 62 1% 

     MGC3731 DPLLSQR 120 72 3% 

     NOC2L QLAIHLR 60 45 4% 

 
EIQLEISGK 106 38 

 

 
LEDLNFPEIK 105 46 

 

     NOC3L LGQASLGVIK 142 76 8% 

 
SPLLPAVLEGLAK 137 54 

 

 
FYLENLEQMVK 77 38 

 

 
YSSEVATESPLDFTK 84 40 

 

 
SMLMEQDPDVAVTVR 6 47 
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     NOL10 QLTFTLKR 150 40 2% 

 
LLEQQELR 146 38 

 

     NOLA3 VLMTQQPRPVL 139 45 17% 

     PES1 GSATNYITR 20 56 1% 

     RBM12B YAFVMFK 145 38 16% 

 
GVGLGEALVK 149 44 

 

 
NFPFDVTK 144 38 

 

 
NLSLSIDER 124 44 

 

 
FLGTEVLLR 150 67 

 

 
AENPYLFLR 142 41 

 

 
DSSVELFLSSK 148 77 

 

 
GLPYLVNEDDVR 145 56 

 

 
LLGLPFIAGPVDIR 108 42 

 

 
DPPIYSVGAFENFR 67 42 

 

 
FFADFLLAEDDIYLLYDDK 90 40 

 

 
FLYKDENRTR 43 40 

 

     RP13-36C9.1 VAVDPETVFK 144 53 13% 

 
IFEMLEGVQGPTAVR 12 58 

 

     SYNGR2 AGGSFDLR 90 42 4% 

 



Mol Cell Proteomics, 6:382-393, 2007 

 
72 
 

Supplemental Table 3. Nucleolar Interactors of RPS19. 

GENE PROTEIN YEAST GENE 

CM2 MCM2 minichromosome maintenance  MCM2 

 
deficient 2, mitotin (S. cerevisiae) 

 MCM6 p105MCM (MCM6 minichromosome  MCM6 

 
maintenance deficient 6) 

 MCM7 p85MCM protein (MCM7 minichromosome  CDC47 

 
maintenance deficient 7) 

 GTPBP4 GTP/binding protein NGB (G protein  NOG1 

 
binding CRFG) 

 DDX5 growth regulated nuclear 68 protein  DBP2 

 
(DEAD box polypeptide 5) 

 
DDX17

28
 DDX17 protein  

 DDX18 RNA helicase (DEAD box polypeptide 18) HAS1 

DDX21 RNA helicase II / Gu protein  

 

 
(DEAD box polypeptide 21) 

 
DDX24

29
 DEAD box polypeptide 24 MAK5 

DDX3X dead box , X isoform (DEAD box  

 

 
polypeptide 3) 

 DDX41 DEAD box protein abstrakt 

 DDX50 DEAD box polypeptide 50  

 

 
(Nucleolar protein GU2) 

 DDX54 ATP/dependent RNA helicase  DBP10 

 
(DEAD box polypeptide 54) 

 DHX9 RNA helicase A (DEAH box polypep. 9) 

 DHX15 DEAH box polypeptide 15  PRP43 

RUVBL2
25

 RuvB-like 2 RVB2 

SMARCA5 SWI/SNF related, matrix associated, ISW2 

 
actin dependent regulator of chromatin, 

 

 
subfamily a, member 5 

 XRN2 Dhm1-like protein (5'-3' exoribonuclease 2)  RAT1 

DKC1 Cbf5p homolog (dyskerin)  

 PPIH peptidyl prolyl isomerase H 

 
CSNK2A1

25
 casein kinase 2, alpha 1 polypeptide 

 SRP72 signal recognition particle 72 SRP72 

SF3B2 splicing factor 3b, subunit 2, 145 kDa CUS1 

SFRS10 splicing factor arg/ser rich 10 

 
RPL10A

25,28,29
 60S ribosomal protein L10a RPL1B 

RPL14 60S ribosomal protein L14 RPL4B 

RPL24 60S ribosomal protein L24 RPL24A 

RPL27A
25,28,29

 60S ribosomal protein L27a RPL28 

RPL3
25,28,29

 60S ribosomal protein L3  RPL3 

RPL4
25,28,29

 60S ribosomal protein L4 RPL4B 
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RPL6
25,28,29,32

 60S ribosomal protein L6 RPL6B 

RPL7
25,29

 60S ribosomal protein L7 

 RPL7A
25,28,29,31

 60S ribosomal protein L7a RPL8B 

RPL8
25,28

 60S ribosomal protein L8 RPL2A 

RPL9
25,28

 60S ribosomal protein L9 RPL9B 

RPLP2
25

 60S acidic ribosomal protein P2 RPP2B 

RPS10
25

 40S ribosomal protein S10 RPS10A 

RPS14
25,29

 40S ribosomal protein S14 RPS14B 

RPS16
25

 40S ribosomal protein S16 RPS16A 

RPS2
25,31

 40S ribosomal protein S2 RPS2 

RPS23
25

 40S ribosomal protein S23 RPS23A 

RPS24
25

 40S ribosomal protein S24 RPS24B 

RPS4X
25

 40S ribosomal protein S4, X-linked RPS4A 

RPS5
25,28,29

 40S ribosomal proteinS5 RPS5 

RPS6 40S ribosomal protein S6 RPS6B 

RPS7
25

 40S ribosomal protein S7 RPS7A 

RPS8
25,28,31

 40S ribosomal protein S8 RPS8B 

RPSA ribosomal protein SA RPS0A 

RSL1D1 PBK1 protein  

 BAZ1B
25

 bromodomain adjacent to zinc finger  

 

 
domain, 1B 

 HNRPD
25

 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D2 

 ILF2
30

 interleukin enhancer binding factor 2 

 ILF3
30

 nuclear factor associated with dsRNA  

 

 
NFAR-2 

 TAF15
25

 TLS protein (TBP-associated factor 15)  NPL3 

TRIM28
25

 tripartite motif-containing 28 

 UBTF upstream binding transcription factor, RNA 

 

 
polymerase I 

 FTSJ3 FtsJ homolog 3 (E. coli) SPB1 

NOL1 proliferating cell nuclear protein p120  NOP2 

 
(NOL protein 1) 

 XPO1 exportin 1 (CRM1 homolog yeast) CRM1 

AATF
25,28,29

 Ded protein (Apoptosis antagonizing  BFR2 

 
transcription factor ) 

 CCT2
25,29

 chaperonin containing TCP1, CCT2 

 
subunit 2 (beta) 

 CEBPZ CCAAT/enhancer binding protein zeta MAK21 

COPG coatomer protein complex, subunit gamma 1 SEC21 

FBL fibrillarin, U3 small nucleolar interacting NOP1 

 
protein 1 
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GNB2L1
25

 Guanine nucleotide binding protein 

 

 
(G protein), beta polypeptide 2-like 1 

 HIST1H1C
25

 Histone H1b  

 HIST1H1D
25

 Histone H1 member 3 

 HIST1H2AK
25

 Histone 1 H2Ak 

 HIST1H2BL
25

 H2B histone family, member C 

 HIST1H2BO
25

 Histone 1, H2bo 

 
HNRPA2B1

25,28,29
  

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A2/B1 

 HNRPC
25,30

 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C  

 
HNRPDL

25
 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 

(A+U-rich element RNA binding factor) 

 HNRPF heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 

 
HNRPR

25
 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R  

 
HNRPU

25,30
 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 

 

 
(scaffold attachment factor A) 

 HP1BP3 HP1-BP74  

 
IMP3

28
 U3 snoRNP protein 3 homolog IMP3 

ITGB4BP
25,28,29

 integrin beta 4 binding protein TIF6 

NCL Nucleolin 

 
NIP7

29
 60S ribosome subunit biogenesis  NIP7 

NOLA1
25

 

 
GAR1 

NOL5A
25,28

 hNop56 

 
PAK1IP1

25
 

 
MAK11 

RBM19 

 
MRD1 

RBMX
28

 

RNA binding motif protein, X-linked 

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G) 

 RNPC2 RNA-binding region containing protein 2  

 SART3 squamous cell carcinoma antigen 

 

 
recognised by T cells 3 

 
SNRPA1

25,28
 small nuclear ribonucleoprotein polypeptide 

 

 
A' (U2 small nuclear ribonucleoprotein 

 

 
polypeptide A') 

 
SNRPG

25
 small nuclear ribonucleoprotein  SMX2 

 
polypeptide G 

 
SURF6

25,28
 surfeit protein 6 RRP14 

SYNCRIP NS1 associated protein 

 EEF1B2 eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2 

 IPO4 importin 4 KAP123 

EBNA1BP2
25,28,29

 EBNA1 binding protein 2 
 MGC3731 hypothetical protein LOC79159 

 
NOC2L

28,29
 

nucleolar complex associated 2 homolog (S. 

cerevisiae; hypothetical protein) NOC2 
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NOC3L 

nucleolar complex associated 3 homolog (S. 

cerevisiae) NOC3 

NOL10
29

 

nucleolar protein 10 (hypothetical protein 

FLJ14075) ENP2 

NOLA3
25

 nucleolar protein family A, member 3 NOP10 

PES1
25,28

 Pescadillo homolog 1 containing BRCT domain NOP7 
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Supplemental Table 4. Interactors found in the Pre-Ribosome Database. 

GENE PROTEIN 
YEAST 
GENE 

FOUND IN 

AATF 
Ded protein (Apoptosis antagonizing 

transcription factor ) 
BFR2 90S*, Pre 40S 

COPG 
Coatomer protein complex, subunit 

gamma 1 
SEC21 Late 40S 

DDX18 
RNA helicase (DEAD box 

polypeptide 18) 
HAS1 

90S, Pre 60S, Late 

60S 

DDX24 DEAD box polypeptide 24 MAK5 90S, Pre 60S 

DDX5 
Growth regulated nuclear 68 protein 

(DEAD box polypeptide 5) 
DBP2 

90S, Late 40S, 

Late 60S 

DDX54 
ATP/dependent RNA helicase (DEAD 

box polypeptide 54) 
DBP10 90S, Pre 60S 

DHX15 DEAH box polypeptide 15 PRP43 
90S, Pre 60S, Pre 

40S 

EBNA1BP2 EBNA1 binding protein 2 EBP2 90S, Pre 60S 

FBL 
Fibrillarin, U3 small nucleolar 

interacting protein 1 
NOP1 90S, Pre 40S 

FTSJ3 FtsJ homolog 3 (E. coli) SPB1 90S, Pre 60S 

GTPBP4 
GTP/binding protein NGB (G protein 

binding CRFG) 
NOG1 

90S, Pre 60S, Late 

60S 

IMP3 U3 snoRNP protein 3 homolog IMP3 90S, Pre 40S 

IPO4 Importin 4 KAP123 Late 60S 

ITGB4BP Integrin beta 4 binding protein TIF6 
90S, Pre 60S, Late 

60S 

MCM2 

Minichromosome maintenance   

MCM2 deficient 2, mitotin (S. 

cerevisiae) 

MCM2 90S 

MCM6 
p105MCM (MCM6 minichromosome 

maintenance deficient 6) 
MCM6 Pre 60S 

NIP7 
60S ribosome subunit biogenesis 

protein Nip7 homolog (S. cerevisiae) 
NIP7 

90S, Pre 60S, Late 

60S 

NOC2L 

Nucleolar complex associated 2 

homolog (S. cerevisiae; hypothetical 

protein DKFZp564C186.1) 

NOC2 
90S, Pre 60S, Late 

60S 

NOC3L 
Nucleolar complex associated 3 

homolog (S. cerevisiae) 
NOC3 90S, Pre 60S 

NOL1 
Proliferating cell nuclear protein p120 

(NOL protein 1) 
NOP2 

90S, Pre 60S, Late 

60S 

NOL5A 
Nucleolar protein family A member 1 

(H/ACA small nucleolar RNPs) 
SIK1 90S, Pre 40S 

NOLA1 hNop56 GAR1 90S 

PAK1IP1 PAK/PLC-interacting protein 1 MAK11 Late 60S 

PES1 
Pescadillo homolog 1 containing 

BRCT domain 
NOP7 

90S, Pre 60S, Late 

60S 

RBM19 RNA binding motif 19 MRD1 Pre 40S 

RPL8 60S ribosomal protein L8 RPL2A Late 60S 

RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 RPP2B 90S, Pre 40S 
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RPS23 40S ribosomal protein S23 RPS23A Late 60S 

TAF15 
TLS protein (TBP-associated factor 

15) 
NPL3 90S 

XAB1 XPA binding protein 1, GTPase NPA3 
90S, Late 60S, 

Late 40S 

XRN2 
Dhm1-like protein (5'-3' 

exoribonuclease 2) 
RAT1 Late 60S 

 

*genes classified as “found in 90S” in the present table include those classified as “early-

pre40S” and “early pre-60S” in the Database.
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4.1 SCOPO DEL LAVORO 

Dal 2006 ad oggi, nei pazienti DBA sono state identificate mutazioni in RPS24 

(Gazda et al., 2006a) e RPS17 (Cmejla et al., 2007), componenti della subunità 

minore del ribosoma, così come in RPL35a (Farrar et al., 2008), RPL5 e RPL11 

(Gazda et al., 2008), facenti parte della subunità maggiore. Tali dati, in aggiunta 

alle già note mutazioni in RPS19 (Draptchinskaia et al., 1999), hanno permesso 

di classificare definitivamente la DBA tra le ribosomopatie. 

Si è reso necessario quindi disporre di un modello che mimasse ciò che accade 

in una linea cellulare eritroide in condizioni di aploinsufficienza per una RP. 

Il nostro piano sperimentale ha previsto quindi di analizzare le variazioni globali 

dell’espressione genica, sia a livello del trascrittoma sia del proteoma, in una 

linea cellulare in cui i livelli proteici di una RP fossero ridotti del 50% circa. Per 

fare questo, abbiamo scelto di utilizzare cellule TF-1 trasdotte con siRNA che 

aboliscono l’espressione di RPS19 o con un siRNA scramble, utilizzato come 

controllo negativo. Ci siamo serviti di tale modello sperimentale perché sembra 

ben ricapitolare la condizione dei pazienti DBA (Miyake et al., 2005), 

riservandoci di confermare i risultati ottenuti in linee cellulari downregolate 

anche per altre RP coinvolte nell’insorgenza della patologia. 

Le differenze di espressione tra le cellule trasdotte con i siRNA contro RPS19 

rispetto a quelle con il siRNA scramble sono state valutate utilizzando tecniche 

ad alta resa: i microarray (piattaforma Affimetrix) hanno permesso di analizzare 

le variazioni a livello del trascrittoma, mentre la 2D-DIGE (2D Differential In Gel 

Electrophoresys) ha potuto evidenziare le proteine differenzialmente espresse.  

Quello che ci siamo proposti di ottenere dall’utilizzo simultaneo di queste due 

tecniche è un quadro completo dei processi biologici maggiormente colpiti in 

cellule sottoposte a stress causato dalla ridotta quantità di una proteina 

ribosomale. La scelta di una linea cellulare eritroleucemica umana permette, 

inoltre, di sottolineare alterazioni patologiche tessuto-specifiche e questo 

potrebbe indicare la strada da seguire per capire come mutazioni in geni 

codificanti per proteine ubiquitariamente espresse possano provocare un 

fenotipo prevalentemente a livello del midollo osseo. 

E’ inoltre opportuno ricordare che tutte le malattie facenti parte del gruppo 
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IBMFS sono causate da mutazioni in proteine legate al ribosoma, quindi questo 

tipo di approccio potrebbe fornire dati di interesse non solo per quanto 

riguarda l’anemia di Diamond-Blackfan, ma anche per altre patologie simili. 

 

4.2 MATERIALI E METODI 

4.2.1 LINEA CELLULARE 

Per questo lavoro sono state utilizzate cellule TF-1 trasdotte con due diversi 

siRNA (denominati in seguito siRNA 1 e siRNA 2) in grado di abolire 

l’espressione di RPS19 e con un siRNA scramble (SCR), utilizzato come controllo 

negativo. Le linee cellulari sono state ottenute mediante una collaborazione 

con il Prof. Stefan Karlsson (Università di Lund, Svezia; Miyake et al., 2005). 

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) al 10% di 

siero fetale bovino (Invitrogen Gibco), addizionato di antibiotici (100 U/ml 

penicillina e 0.1 mg/ml streptomicina) e di 5 ng/ml di GM-CSF (R&D Systems), in 

un incubatore a 37 °C con atmosfera satura di vapore acqueo e al 5% di CO2. 

Per indurre l’attivazione trascrizionale dei siRNA, le cellule sono state trattate 

con 0,5 µg/ml di doxiciclina (Sigma-Aldrich). 

 

4.2.2 CURVE DI DOWNREGOLAZIONE 

Per la nostra indagine, abbiamo deciso di utilizzare condizioni sperimentali in 

cui i livelli proteici di RPS19 fossero ridotti del 50% circa. Per scegliere le 

condizioni ottimali, le cellule TF-1 siRNA 1, 2 e SCR sono state trattate con 

doxiciclina per sei giorni. Dal giorno 0 al giorno 6, 105 cellule sono state raccolte 

e lisate in sample buffer (750 mM Tris-HCl, pH 8.8, 5% SDS, 40% glicerolo, 10% 

β-mercaptoetanolo). Questo lisato è stato successivamente caricato su un gel 

SDS-PAGE al 12,5% di acrilammide e trasferito su una membrana di 

nitrocellulosa (Bio-Rad). Per determinare l’entità della diminuzione di RPS19, la 

proteina è stata rilevata con un anticorpo monoclonale specifico fornito dal 

Prof. Fabrizio Loreni (Università “Tor Vergata”, Roma). Il controllo della quantità 

di proteine caricate sul gel è stato effettuato mediante l’utilizzo di un anticorpo 

anti-β-actina (Sigma-Aldrich) seguendo le specifiche tecniche suggerite dal 

produttore. I risultati sono stati quantificati mediante il software informatico 
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Quantity One (Bio-Rad), che ha permesso la normalizzazione dei dati. 

 

4.2.3 ESTRAZIONE DELL’RNA, MICROARRAY ED ANALISI DEI DATI 

Questo lavoro è stato effettuato in collaborazione con il Prof. Stefano 

Gustincich (SISSA, Trieste). 

Dopo aver somministrato la doxiciclina per 3 giorni alle TF-1 siRNA 2 e per 4 

giorni alle TF-1 siRNA 1 e SCR, per tutte e tre le linee cellulari sono state 

raccolte 5*106 cellule, da cui è stato estratto l’RNA totale utilizzando il TRIzol® 

Reagent (Invitrogen) secondo le istruzioni fornite dal produttore; l’RNA è stato 

successivamente purificato con il RNeasy Mini Kit (QIAGEN), sottoposto al 

controllo qualità mediante l’Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) e 

quantificato con lo spettrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Per 

ogni linea cellulare sono stati preparati due replicati biologici. 6 μg di ogni 

campione sono stati marcati e amplificati secondo il protocollo standard 

sviluppato da Affimetrix. L’RNA marcato è stato ibridato su un Affymetrix 

GeneChip Human Genome U133A 2.0 Array contenente oltre 18.000 trascritti. 

Gli array ibridati sono stati colorati, lavati (GeneChip Fluidics Station 450) e 

successivamente analizzati (GeneChip Scanner 3000 7G). Il rilevamento delle 

sonde ed i valori di intensità sono stati calcolati dai dati grezzi utilizzando 

l’Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS). Ulteriori processamenti dei 

dati sono stati effettuati in ambiente R (http://www.r-project.org/) utilizzando 

pacchetti dal progetto BioConductor software (http://www.bioconductor.org/). 

E’ stata inoltre applicata la normalizzazione Robust Multi-Array Average (RMA) 

(Irizarry et al., 2003). I dati normalizzati sono stati filtrati in base al rilevamento 

delle sonde, in modo che solo le sonde che danno il segnale “Present” in 

almeno un array vengano incluse nell’analisi (McClintick e Edenberg, 2006). 

Sonde con valori di intensità inferiori a 100 in tutti gli array sono state escluse 

dall’analisi statistica. I dati sono quindi stati importati nel software 

MultiExperiment Viewer (MeV) (Saeed et al., 2003) e l’analisi statistica è stata 

effettuata mediante il modulo SAM (Significance Analysis of Microarrays; 

Tusher et al., 2001), implementato come descritto sul sito web http://www-

stat.stanford.edu/~tibs/SAM/. E’ stato applicato un False Discovery Rate (FDR) 
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del 10% per identificare i geni differenzialmente espressi in maniera 

statisticamente significativa nelle cellule trasdotte con i siRNA contro RPS19 

rispetto a quelle con il siRNA SCR. L’analisi funzionale dei geni differenzialmente 

espressi è stata effettuata mediante l’uso del software Ingenuity Pathways 

Analysis (http://www.ingenuity.com/). 

 

4.2.4 REAL-TIME RT-PCR 

I risultati ottenuti dal microarray sono stati validati mediante qRT-PCR, 

analizzando indipendentemente le linee cellulari TF-1 siRNA 1 e 2. Sono stati 

scelti 7 geni (CCND2, EIF4B, EPOR, FTH1, GARS, LTA4H, MYC) rappresentativi di 

un ampio range di variazione di espressione tra le cellule con il siRNA SCR e 

quelle con i siRNA contro RPS19. 

500 ng di RNA totale sono stati retrotrascritti a cDNA mediante il High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) e utilizzando dei random 

primers. Alla Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) sono 

stati aggiunti 1 μl di cDNA e primer specifici elencati in tabella 4.1, ottenendo 

una miscela di reazione dal volume finale di 25 μl; la qPCR è stata effettuata 

mediante lo strumento AbiPrism®7000 (Applied Biosystems). Per tutti gli 

esperimenti, ogni campione di cDNA è stato analizzato in triplicato. I valori di Ct 

sperimentali sono stati normalizzati sul gene della β-actina, che è stato 

utilizzato come controllo endogeno in quanto l’analisi mediante microarray non 

ne ha evidenziato variazioni di espressione. I valori dell’espressione genica sono 

stati calcolati utilizzando come calibratore le cellule TF-1 siRNA SCR, con la 

formula 2-ddCt, dove dCt è Ctgene-Ctendo e ddCt è dCtTF-1(1-2)-dCtTF-1(SCR). Le 

differenze nell’espressione genica nelle cellule contenenti il siRNA SCR rispetto 

a quelle con i siRNA contro RPS19 sono state analizzate mediante il t test per 

campioni indipendenti. 
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Tabella 4.1 Primer utilizzati nella Real-Time PCR. 

GENE PRIMER SEQUENZA 

EPOR 
Forward ATCCTCGTGGTCATCCTG 

Reverse CCTTCAAACTCGCTCTCTG 

FTH1 
Forward GAACTACCACCAGGACTCAG 

Reverse TGAGATTGGTGAAGAAAGTATTTGG 

MYC 
Forward TTCGGGTAGTGGAAAACCAG 

Reverse CTGCTGCTGGTAGAAGTTC 

EIF4B 
Forward CTCTTTCCCTCTCCCAACAT 

Reverse CATAGGTGCTTCCTCCACC 

GARS 
Forward GATGTCTGATAAGAAGTGTTCTGTC 

Reverse AGACACTGGAGGGGATAGAT 

LTA4H 
Forward CTC ACG GTC CAG TCT CAG 

Reverse TCCCTTGTAACTTTGTCTTTCTCC 

CCND2 
Forward TTGTGATGCC CTGACTGAGC 

Reverse GTTGGTCCTGACGGTACGG 

 

4.2.5 ESTRATTO PROTEICO, 2D-DIGE ED ANALISI DEI DATI 

Questa parte del lavoro è stata effettuata in collaborazione con la Prof.ssa 

Margherita Ruoppolo (Università “Federico II”, Napoli). 

Dopo 4 giorni di trattamento con doxiciclina, 107 cellule sono state raccolte e 

lisate nel tampone di lisi (7 M urea, 2 M tiourea, 30 mM Tris-HCl pH 8.5, 4% 

CHAPS (w/v), 1x Complete EDTA free (Roche Applied Science)).  I debris cellulari 

sono stati rimossi mediante centrifugazione a freddo a 14.000 rpm per 30 

minuti; le proteine contenute nel sovranatante sono state poi precipitate con il 

2D Clean Up Kit (GE Healthcare) e risospese in 100 μl di Resuspension Buffer (7 

M urea, 2 M tiourea, 30 mM Tris-HCl pH 8.5, 4% CHAPS (w/v)). 

Per evitare di avere artefatti dovuti all’eterogeneità dei campioni, sono stati 

preparati quattro replicati biologici per ogni linea cellulare. Gli otto campioni 

sono quindi stati marcati con Cy2, Cy3 e Cy5 seguendo il protocollo del Ettan 

DIGE User Manual (18-1173-17, GE Healthcare). Per dare significatività 

statistica alla nostra analisi sono stati quindi fatti quattro gel indipendenti. 

50 μg di lisato di TF-1 siRNA 1 e TF-1 siRNA SCR sono stati marcati con 400 pmol 

di Cy3 o Cy5. Per evitare che i risultati venissero alterati da artefatti causati 

dalla marcatura, il Cy3 e Cy5 sono stati randomizzati tra i lisati. Ogni coppia di 

campioni marcata con  Cy3/Cy5 è stata poi unita ad uno standard (ottenuto 
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dalla miscela in parti eguali di tutti gli otto campioni analizzati) marcato con 

Cy2. I campioni marcati sono stati quindi preparati per l’analisi mediante 2D-

DIGE e fatti correre insieme sullo stesso gel, utilizzando un range di pH tra 4 e 7. 

Le strip IPG sono state reidratate, in assenza del campione proteico, con 350 μl 

di tampone di reidratazione (350 μL DeStreak Rehydration Solution, 0.5% 

Pharmalyte, 0.5% tampone IPG) per 16 ore a temperatura ambiente e 

successivamente trasferite nel sistema Ettan IPGphor (GE Healthcare) per 

l’isoelectric focusing. In seguito, le proteine sono state ridotte con 

l’Equilibration Buffer (6 M urea, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 30% glicerolo (v/v), 2% 

SDS, 0.5% DTT) per 15 minuti. Infine, sono state alchilate per 15 minuti in un 

tampone contenente 4,5% di iodoacetammide (IAA) e separate nella seconda 

dimensione. Dopo l’elettroforesi, il gel è stato acquisito in uno scanner Typhoon 

9400 (GE Healthcare). L’immagine è stata analizzata con il Decyder software, 

versione 5.2 (GE Healthcare). Il rilevamento e la quantificazione degli spot sono 

stati effettuati mediante il modulo Differential In-Gel (DIA), mentre 

l’associazione proteina/spot in gel diversi è stata fatta mediante il modulo 

Biological Variation Analysis (BVA). L’intensità degli spot è stata comparata tra i 

due tipi cellulari e l’analisi con il t test di Student ha permesso di evidenziare le 

differenze statisticamente significative. Solo quegli spot la cui differenza di 

intensità, dopo la normalizzazione, risultava maggiore di 1,20 volte (t test: 

p<0.05) sono stati considerati statisticamente significativi. 

L’identificazione mediante spettrometria di massa è stata effettuata come 

indicato in Orrù et al., 2007. 

 

4.2.6 VALIDAZIONE DEI RISULTATI OTTENUTI DALLA 2D-DIGE 

Per validare i risultati ottenuti dall’analisi 2D-DIGE abbiamo downregolato 

nuovamente le cellule, che sono state lisate in sample buffer. 

Dopo separazione mediante SDS-PAGE e trasferimento su una membrana di 

nitrocellulosa, le proteine annessina VII, β-actina, lamina B1, nucleolina e 

vinculina sono state rilevate con specifici anticorpi (Sigma-Aldrich per la β-

actina, Santa Cruz Biotechnologies per tutte le altre) utilizzati seguendo le 

istruzioni fornite dal produttore. 
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I dati sono stati normalizzati sul GAPDH, rilevato con un anticorpo specifico 

(Sigma-Aldrich) utilizzato come suggerito dalla ditta produttrice. 

 

4.3 RISULTATI 

Le curve di downregolazione da noi disegnate ci hanno permesso di individuare, 

per ogni linea cellulare, la durata ottimale del trattamento con doxiciclina per 

poter avere una riduzione del 50% circa dei livelli proteici di RPS19 (dato non 

mostrato). Gli esperimenti descritti in seguito sono stati quindi effettuati 

downregolando le cellule TF-1 siRNA 1 e SCR per 4 giorni, mentre per le cellule 

TF-1 siRNA 2 la durata del trattamento è stata di soli 3 giorni. 

 

4.3.1. PROFILI DI ESPRESSIONE GENICA – ANALISI DEL TRASCRITTOMA 

Per identificare i geni la cui espressione viene modificata dalla downregolazione 

di RPS19, è stato effettuato uno studio di espressione su tutto il genoma, 

utilizzando gli array Affymetrix GeneChip Human Genome U133A 2.0, che 

hanno permesso di analizzare 18.400 trascritti, tra cui 14.500 geni ben 

caratterizzati. L’analisi è stata eseguita su due linee cellulari TF-1 trasdotte con 

un siRNA in grado di ridurre i livelli intracellulari di RPS19 (TF-1 siRNA 1 e 2); le 

due linee cellulari sono state considerate come replicati biologici. Il controllo 

negativo è invece costituito da cellule TF-1 trasdotte con un siRNA SCR (TF-1 

siRNA SCR). Sono state incluse nell’analisi statistica soltanto quelle sonde che 

hanno dato un segnale “Present” e intensità superiore a 100 in tutti gli array. E’ 

stata così generata una lista di 192 sonde differenzialmente espresse in 

maniera statisticamente significativa, delle quali 121 risultano upregolate e 71 

downregolate nelle cellule TF-1 siRNA 1 e 2 rispetto al controllo; i risultati sono 

mostrati in tabella 4.2. Tali sonde corrispondono a 165 geni, dei quali 104 sono 

upregolati e 61 downregolati nelle cellule TF-1 siRNA 1 e 2 rispetto a quelle di 

controllo. 

Per individuare le funzioni molecolari ed i processi biologici alterati nelle cellule 

TF-1 trasdotte con i siRNA 1 e 2 rispetto a quelle trasdotte con il siRNA SCR,  

abbiamo analizzato i dati ottenuti mediante il software Ingenuity Pathways 

Analysis. Tale elaborazione ha identificato un arricchimento statisticamente 
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significativo dei geni appartenenti alle seguenti vie metaboliche (tabella 4.3): 

metabolismo dell’azoto (ASNS, CA2, CCDC92, CTH, GLS), metabolismo di glicina, 

serina e treonina (CTH, GARS, PSAT1, PHGDH, SHMT2), trasduzione del segnale 

degli eicosanoidi (LTA4H, LTC4S, PTGS1, TBXA2R, TBXAS1), metabolismo del 

glutammato (CCDC92, EPRS, GLS), metabolismo degli aminozuccheri (CYB5R4, 

HK1, GM2A). 

Inoltre, l’analisi delle funzioni molecolari dei geni annotati ha rivelato, come 

mostrato in tabella 4.4, un arricchimento in geni implicati nelle seguenti 

funzioni biologiche: morte cellulare (58 geni), malattie genetiche (76 geni), 

morfologia tissutale (32 geni), crescita e proliferazione cellulare (60 geni), 

malattie ematologiche (32 geni). 

Per validare i dati ottenuti dall’analisi mediante microarray, abbiamo 

selezionato sette geni scelti tra quelli differenzialmente espressi nelle cellule 

TF-1 siRNA 1 e 2 rispetto alle cellule di controllo, per i quali sono stati  effettuati 

degli esperimenti di Real-Time RT-PCR sugli stessi campioni utilizzati per l’analisi 

mediante microarray. E’ stata quindi confermata l’espressione di CCND2, EPOR 

e FTH1, upregolati nelle cellule trasdotte con i siRNA 1 e 2 rispetto alle cellule 

TF-1 siRNA SCR, e di EIF4B, GARS, LTAH4 e MYC, che invece risultano 

downregolati. Tutti i geni sono risultati differenzialmente espressi in maniera 

statisticamente significativa nelle cellule interferite rispetto a quelle di 

controllo. La figura 4.1 mostra il confronto tra le variazioni ottenute con qRT-

PCR ed i risultati del microarray; i dati presentano una variazione nella stessa 

direzione per tutti i geni esaminati, indipendentemente dalla tecnica utilizzata.
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Tabella 4.2 Risultati dell’ibridazione dell’RNA estratto da cellule TF-1 trasdotte con 

i siRNA 1, 2 e SCR sul microarray Affimetrix. 

 
GENE NAME 

GENE SYMBOL 
 

 
FC 
 

ribosomal protein S19 RPS19 0,11 
ribosomal protein S19 RPS19 0,13 
asparagine synthetase ASNS 0,23 
phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH 0,29 
phosphoserine aminotransferase 1 PSAT1 0,29 
cystathionase (cystathionine gamma-lyase) CTH 0,30 
carbonic anhydrase II CA2 0,31 
cystathionase (cystathionine gamma-lyase) CTH 0,33 
solute carrier family 38, member 1 SLC38A1 0,38 
leucine rich repeat neuronal 3 LRRN3 0,39 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 
1 (soluble) HMGCS1 0,41 
inhibin, beta E INHBE 0,42 
leucine rich repeat neuronal 3 LRRN3 0,43 
ring finger protein 144 RNF144 0,43 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 DNAJC12 0,46 
leukotriene A4 hydrolase LTA4H 0,47 
neurofibromin 1 (neurofibromatosis, von 
Recklinghausen disease, Watson disease) NF1 0,48 
acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha ACACA 0,49 
Abelson helper integration site 1 AHI1 0,49 
chromatin licensing and DNA replication factor 1 CDT1 0,50 
MCM4 minichromosome maintenance deficient 4 
(S. cerevisiae) MCM4 0,50 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 
1 (soluble) HMGCS1 0,50 
chromosome 7 open reading frame 23 C7orf23 0,51 
eukaryotic translation initiation factor 4B EIF4B 0,52 
lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1 LPGAT1 0,52 
solute carrier family 7 (cationic amino acid 
transporter, y+ system), member 5 SLC7A5 0,54 
monocyte to macrophage differentiation-
associated MMD 0,54 
polymerase (RNA) I polypeptide D, 16kDa POLR1D 0,55 
thyroglobulin TG 0,55 
glioma tumor suppressor candidate region gene 2 GLTSCR2 0,55 
ubiquitin protein ligase E3B UBE3B 0,56 
target of myb1 (chicken)-like 1 TOM1L1 0,56 
dUTP pyrophosphatase DUT 0,56 
pleckstrin and Sec7 domain containing 3 PSD3 0,57 
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) BCL2L11 0,57 
phosphodiesterase 4D interacting protein 
(myomegalin) PDE4DIP 0,57 
glutamyl-prolyl-tRNA synthetase EPRS 0,58 
pantothenate kinase 3 PANK3 0,59 
c-myc binding protein MYCBP 0,59 
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ELOVL family member 5, elongation of long chain 
fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-like, yeast) ELOVL5 0,59 
minichromosome maintenance deficient 6 
homolog (S. cerevisiae) MCM6 0,60 
serine hydroxymethyltransferase 2 
(mitochondrial) SHMT2 0,60 
ring finger protein 10 RNF10 0,60 
transmembrane protein 97 TMEM97 0,60 
kinesin 2 KNS2 0,60 
cyclic AMP phosphoprotein, 19 kD ARPP-19 0,60 
glycyl-tRNA synthetase GARS 0,60 
ribosomal protein L22 RPL22 0,61 
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 
(NADP+ dependent) 2, methenyltetrahydrofolate 
cyclohydrolase MTHFD2 0,61 
exonuclease NEF-sp LOC81691 0,61 
ribosomal protein L13a RPL13A 0,62 
NA NA 0,62 
dermatan sulfate epimerase DSE 0,62 
EH domain binding protein 1 EHBP1 0,62 
histone cluster 3, H2a HIST3H2A 0,62 
protein phosphatase 4, regulatory subunit 2 PPP4R2 0,63 
cytochrome P450, family 2, subfamily R, 
polypeptide 1 CYP2R1 0,63 
ribosomal protein L3 RPL3 0,63 
nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus NPAT 0,64 
kinesin family member 1B KIF1B 0,64 
tetratricopeptide repeat domain 17 TTC17 0,65 
transmembrane protein 97 TMEM97 0,65 
24-dehydrocholesterol reductase DHCR24 0,66 
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; 
adenine nucleotide translocator), member 6 SLC25A6 0,67 
ribosomal protein L3 RPL3 0,68 
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 
(avian) MYC 0,69 
ankyrin repeat and KH domain containing 1 ANKHD1 0,69 
pituitary tumor-transforming 1 PTTG1 0,69 
ribosomal protein L3 RPL3 0,71 
ribosomal protein L3 RPL3 0,71 
ribosomal protein L3 RPL3 0,71 
FOS-like antigen 1 FOSL1 1,41 
E74-like factor 4 (ets domain transcription factor) ELF4 1,41 
transmembrane protein 39B TMEM39B 1,42 
solute carrier family 9 (sodium/hydrogen 
exchanger), member 1 (antiporter, Na+/H+, 
amiloride sensitive) SLC9A1 1,43 
thromboxane A synthase 1 (platelet, cytochrome 
P450, family 5, subfamily A) TBXAS1 1,43 
G protein pathway suppressor 2 GPS2 1,44 
cytochrome P450, family 26, subfamily A, 
polypeptide 1 CYP26A1 1,44 
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type PIP5K1B 1,45 
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I, beta 
interferon-induced protein with tetratricopeptide 
repeats 3 IFIT3 1,46 
protein arginine methyltransferase 2 PRMT2 1,46 
phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1 PRPS1 1,48 
paraspeckle component 1 PSPC1 1,48 
microtubule-associated protein, RP/EB family, 
member 1 MAPRE1 1,48 
NA NA 1,49 
caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase 
(neural precursor cell expressed, developmentally 
down-regulated 2) CASP2 1,51 
thromboxane A2 receptor TBXA2R 1,51 
inositol polyphosphate-5-phosphatase, 40kDa INPP5A 1,52 
chromosome 19 open reading frame 28 C19orf28 1,52 
SLC2A4 regulator SLC2A4RG 1,54 
dachshund homolog 1 (Drosophila) DACH1 1,55 
dual specificity phosphatase 6 DUSP6 1,55 
SH3 domain binding glutamic acid-rich protein 
like 3 SH3BGRL3 1,55 
zinc finger protein 395 ZNF395 1,55 
integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit 
of VLA-4 receptor) ITGA4 1,56 
NA NA 1,56 
linker for activation of T cells LAT 1,56 
dedicator of cytokinesis 4 DOCK4 1,56 
differentially expressed in FDCP 6 homolog 
(mouse) DEF6 1,56 
coiled-coil domain containing 69 CCDC69 1,57 
copine I CPNE1 1,58 
adipose differentiation-related protein ADFP 1,59 
methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) MECP2 1,59 
dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 DDAH2 1,59 
neurocalcin delta NCALD 1,60 
chromosome 9 open reading frame 95 C9orf95 1,60 
dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 DDAH2 1,61 
carbohydrate (chondroitin) synthase 1 CHSY1 1,61 
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) PTGS1 1,61 
GM2 ganglioside activator GM2A 1,61 
tropomyosin 1 (alpha) TPM1 1,61 
lysine-rich coiled-coil 1 KRCC1 1,61 
cut-like 1, CCAAT displacement protein 
(Drosophila) CUTL1 1,62 
ganglioside-induced differentiation-associated 
protein 1 GDAP1 1,63 
IKAROS family zinc finger 1 (Ikaros) IKZF1 1,64 
interleukin-1 receptor-associated kinase 1 IRAK1 1,64 
lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) LGALS1 1,64 
hexokinase 1 HK1 1,64 
maternally expressed 3 MEG3 1,65 
PYD and CARD domain containing PYCARD 1,65 
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dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 DDAH2 1,65 
GM2 ganglioside activator GM2A 1,66 
zinc finger protein 467 ZNF467 1,66 
EMI domain containing 1 EMID1 1,67 
methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) MECP2 1,67 
cytochrome b5 reductase 4 CYB5R4 1,68 
coiled-coil domain containing 92 CCDC92 1,69 
plasminogen activator, urokinase receptor PLAUR 1,69 
RNA binding motif, single stranded interacting 
protein 1 RBMS1 1,69 
hypothetical protein MGC14376 MGC14376 1,69 
PDZ and LIM domain 7 (enigma) PDLIM7 1,69 
centaurin, delta 3 CENTD3 1,70 
tribbles homolog 2 (Drosophila) TRIB2 1,70 
hypothetical protein FLJ11286 FLJ11286 1,70 
filamin A interacting protein 1-like FILIP1L 1,71 
mitochondrial ribosomal protein S10 MRPS10 1,72 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, 
class F PIGF 1,73 
Mdm4, transformed 3T3 cell double minute 1, 
p53 binding protein (mouse) MDM1 1,73 
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 
1 alpha, 35kDa EIF2S1 1,73 
erythropoietin receptor EPOR 1,76 
cyclin D2 CCND2 1,77 
myeloid differentiation primary response gene 
(88) MYD88 1,77 
coiled-coil domain containing 47 CCDC47 1,77 
potassium large conductance calcium-activated 
channel, subfamily M beta member 3 KCNMB3 1,77 
hypothetical protein FLJ10357 FLJ10357 1,78 
vav 1 oncogene VAV1 1,79 
leukotriene C4 synthase LTC4S 1,80 
peter pan homolog (Drosophila) PPAN 1,80 
RAS guanyl releasing protein 2 (calcium and DAG-
regulated) RASGRP2 1,81 
brain abundant, membrane attached signal 
protein 1 BASP1 1,81 
leukocyte-associated immunoglobulin-like 
receptor 1 LAIR1 1,82 
integrin, alpha M (complement component 3 
receptor 3 subunit) ITGAM 1,82 
Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; 
alpha polypeptide FCER1A 1,82 
homeobox A1 HOXA1 1,84 
interferon-stimulated transcription factor 3, 
gamma 48kDa ISGF3G 1,85 
plasminogen activator, urokinase receptor PLAUR 1,85 
early growth response 1 EGR1 1,85 
glutaminase GLS 1,86 
interleukin 15 receptor, alpha IL15RA 1,86 
protein tyrosine phosphatase, receptor type, D PTPRD 1,89 
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pre-B-cell leukemia homeobox 1 PBX1 1,92 
ferritin, heavy polypeptide pseudogene 1 FTHP1 1,93 
transmembrane protein 158 TMEM158 1,95 
nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 NR1H3 1,95 
insulin-like growth factor binding protein 7 IGFBP7 1,96 
natural killer cell group 7 sequence NKG7 1,96 
RNA binding motif, single stranded interacting 
protein 1 RBMS1 1,97 
dual specificity phosphatase 6 DUSP6 1,98 
glutaminase GLS 2,00 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, 
class F PIGF 2,00 
thromboxane A2 receptor TBXA2R 2,00 
dual specificity phosphatase 6 DUSP6 2,00 
RNA binding motif, single stranded interacting 
protein 1 RBMS1 2,01 
cyclin D1 CCND1 2,01 
KIAA0125 KIAA0125 2,01 
chromosome X open reading frame 9 CXorf9 2,06 
myeloproliferative leukemia virus oncogene MPL 2,08 
angiopoietin 1 ANGPT1 2,11 
wingless-type MMTV integration site family, 
member 11 WNT11 2,12 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, 
class K PIGK 2,12 
TYRO protein tyrosine kinase binding protein TYROBP 2,19 
cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) CDH2 2,23 
plasmalemma vesicle associated protein PLVAP 2,23 
Src-like-adaptor SLA 2,23 
RNA binding motif, single stranded interacting 
protein 1 RBMS1 2,29 
ferritin, heavy polypeptide 1 FTH1 2,30 
angiopoietin 1 ANGPT1 2,38 
deiodinase, iodothyronine, type II DIO2 2,39 
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short 
basic domain, secreted, (semaphorin) 3C SEMA3C 2,50 
G protein-coupled receptor 37 (endothelin 
receptor type B-like) GPR37 2,54 
neuropilin 1 NRP1 2,75 
NA NA 3,00 
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Tabella 4.3 Analisi mediante il software Ingenuity Pathway Analysis dei risultati 

ottenuti dal microarray; canonical pathways. 

 

Ingenuity 
Canonical 
Pathways 

-Log(P-
value) 

Ratio Molecules 

Nitrogen 
Metabolism 
 

3,88E+00 
 

3,76E-02 
 

CA2, GLS, 
CCDC92, 
CTH, ASNS 

Glycine, Serine 
and Threonine 
Metabolism 
 

3,24E+00 
 

3,47E-02 
 

PSAT1, 
PHGDH, 
GARS, CTH, 
SHMT2 

Eicosanoid 
Signaling 
 

3,24E+00 
 

5,95E-02 
 

LTA4H, 
LTC4S, 
TBXA2R, 
PTGS1, 
TBXAS1 

Glutamate 
Metabolism 
 

2,11E+00 
 

3,85E-02 
 

GLS, 
CCDC92, 
EPRS 

Aminosugars 
Metabolism 
 

1,68E+00 
 

2,88E-02 
 

HK1, 
CYB5R4, 
GM2A 
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Tabella 4.4 Analisi mediante il software Ingenuity Pathway Analysis dei risultati 

ottenuti dal microarray; top biological functions. 

 

Category P-value Molecules 

Cell Death 
 

8,76E-07-1,28E-02 
 

IL15RA, KIF1B, PTTG1, SH3BGRL3, 
FCER1A, CCND1, SLC9A1, MYC, 
SLC25A6, GPR37, TRIB2, FOSL1, 
ITGA4, LAIR1, GPS2, EPOR, IRF9, 
CDH2, CCND2, ITGAM, CASP2, 
DACH1, VAV1, ACACA, TMEM158, 
HOXA1, NRP1, FTH1, TPM1, CA2, 
PYCARD, DUSP6, TBXA2R, IKZF1, 
ARAP3, IGFBP7, INPP5A, EIF2S1, 
ASNS, DEF6, IRAK1, ELF4, HK1, MPL, 
DUT, PRMT2, ANGPT1, TYROBP, 
MYD88, EGR1, PTGS1, PLAUR, NF1, 
DHCR24, CTH, BCL2L11, WNT11, 
LGALS1 

Genetic 
Disorder 
 

4,25E-06-1,28E-02 
 

KLC1, MCM6, IL15RA, KIF1B, 
CYP26A1, UBE3B, PTTG1, GARS, 
FCER1A, PIP5K1B, SLC9A1, CCND1, 
MYC, ZNF395, PRPS1, SLC25A6, 
GPR37, SLC7A5, FOSL1, NKG7, 
TMEM97, ITGA4, RPL3, GPS2, EPOR, 
GM2A, BASP1, NR1H3, EPRS, CDH2, 
PDLIM7, CCND2, ITGAM, AHI1, 
LTC4S, VAV1, TBXAS1, RPL13A, 
HOXA1, FTH1, TG, RNF10, CA2, 
TPM1, DUSP6, TBXA2R, IKZF1, 
IGFBP7, INPP5A, EIF2S1, MCM4, 
MPL, ARPP-19, PHGDH, CYP2R1, 
PSAT1, PDE4DIP, ANGPT1, MECP2, 
MYD88, TYROBP, MAPRE1, EGR1, 
PTGS1, RPS19, PLAUR, GDAP1, 
MMD, CUX1, NF1, DHCR24, CTH, 
WNT11, BCL2L11, EHBP1, LGALS1 

Cellular Growth 
and 
Proliferation 
 

7,46E-06-1,28E-02 
 

IL15RA, PTTG1, PBX1, DOCK4, 
CCND1, MYC, SLC25A6, TCEB3, 
SLC7A5, FOSL1, EIF4B, RASGRP2, 
IFIT3, LAIR1, EPOR, PIGF, NR1H3, 
CDH2, ITGAM, CCND2, CASP2, 
DACH1, VAV1, ACACA, HOXA1, 
FTH1, TG, NRP1, TPM1, CDT1, 
DUSP6, TBXA2R, IKZF1, IGFBP7, 
TOM1L1, IRAK1, DEF6, SASH3, HK1, 
ELF4, GLTSCR2, MPL, ADFP, MEG3, 
MYCBP, ANGPT1, MECP2, MYD88, 
MAPRE1, EGR1, PTGS1, RPS19, 
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PLAUR, CUX1, DHCR24, NF1, CTH, 
BCL2L11, WNT11, LGALS1 

Hematological 
Disease 
 

1,11E-05-1,28E-02 
 

IL15RA, PYCARD, PTTG1, TBXA2R, 
FCER1A, PBX1, IKZF1, CCND1, DEF6, 
MYC, MPL, RASGRP2, ITGA4, LAIR1, 
ANGPT1, TYROBP, EPOR, NPAT, 
MYD88, EGR1, PTGS1, RPS19, 
PLAUR, ITGAM, CCND2, NF1, CASP2, 
VAV1, BCL2L11, FTH1, LGALS1, 
NRP1 
 

 

 

Figura 4.1 Confronto tra le variazioni ottenute mediante qRT-PCR e microarray. 

Un t test a due code per campioni indipendenti è stato calcolato sui valori di Ct 

ottenuti mediante qRT-PCR delle TF-1 siRNA 1 e TF-1 siRNA 2 confrontati con quelli 

delle TF-1 siRNA SCR (n=6). Sono riportati i livelli di variazione dell’espressione degli 

mRNA relativamente al controllo (posto pari a 1). I dati sono stati normalizzati 

utilizzando la β-actina come controllo endogeno. ¶ p<0.05; *p<0.01; **p<0.001
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4.3.2. PROFILI DI ESPRESSIONE GENICA – ANALISI DEL PROTEOMA 

Per le analisi di espressione genica a livello del proteoma è stato scelto di 

utilizzare solo due linee cellulari: le TF-1 siRNA 1 e le TF-1 siRNA SCR trattate 

per 4 giorni con doxiciclina. Per effettuare questa analisi, 107 cellule TF-1 siRNA 

1 e una pari quantità di cellule TF-1 siRNA SCR sono state downregolate per 

RPS19 come sopra descritto e sono successivamente state lisate come indicato 

in §4.2.5. I campioni sono stati poi separati mediante un gel bidimensionale, 

che ha fornito il pattern di spot rappresentato in figura 4.2. In totale, sono stati 

ottenuti 94 spot differenzialmente espressi nelle cellule TF-1 siRNA 1 rispetto 

alle TF-1 siRNA SCR. Ognuno di questi è stato analizzato tramite spettrometria 

di massa e, mediante un opportuno software informatico, sono state 

identificate 80 proteine. Dato che alcuni spot corrispondevano ad 

un’identificazione proteica multipla (tabella 4.5), solo a 77 di loro 

(corrispondenti a 53 proteine) è stato possibile assegnare una variazione di 

fold-change (tabella 4.6). 

I risultati ottenuti sono stati analizzati mediante il programma bioinformatico 

Ingenuity Pathway Analysis, che ha permesso di clusterizzare tali risultati come 

indicato in tabella 4.7. Tale analisi ha evidenziato che i pathway maggiormente 

colpiti dall’aploinsufficienza di RPS19 riguardano le vie di trasduzione del 

segnale che regolano le funzioni di seguito descritte: la diapedesi leucocitaria 

(ACTB, ACTG1, ACTN4, MSN, RAP1A, RAP1B, VCL), le integrine (ACTB, ACTG1, 

ACTN4, RAP1A, RAP1B, TLN1, VCL) , il citoscheletro actinico (ACTB, ACTG1, 

ACTN4, MSN, MYH9, VCL), le giunzioni occludenti (ACTB, ACTG1, MYH9, 

SPTAN1, VCL) ed i fattori di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) (ACTB, 

ACTG1, ACTN4, VCL). 

Inoltre, l’analisi delle funzioni molecolari dei geni annotati ha rivelato, come 

mostrato in tabella 4.8, un arricchimento in geni implicati nel cancro (40 geni), 

nelle malattie gastrointestinali (17 geni), nella modificazione post-traduzionale 

(8 geni), nel folding delle proteine (6 geni), nelle malattie genetiche (35 geni). 

Per validare i dati ottenuti dall’analisi mediante 2D-DIGE, abbiamo selezionato 

cinque proteine (annessina VII, β-actina, lamina B1, nucleolina e vinculina) 

scelte tra quelle che risultavano differenzialmente espresse nelle cellule TF-1 
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siRNA 1 rispetto alle TF-1 siRNA SCR. Queste sono state analizzate mediante 

western-blot utilizzando anticorpi specifici (figura 4.3). 

L’annessina VII è stata identificata in uno spot ad identificazione multipla, 

insieme alla ornitina aminotransferasi (gene OAT). Il fold-change assegnato allo 

spot è pari a -1,61, ma da questo dato non possiamo risalire all’entità della 

variazione di ciascuna delle due proteine. Dall’analisi mediante western-blot 

riscontriamo una diminuzione dell’annessina VII e, per il futuro, ci proponiamo 

di verificare con questo metodo anche la variazione dell’espressione 

dell’ornitina aminotransferasi. 

Per quanto riguarda la β-actina, non è stato invece possibile evidenziare, 

mediante il western-blot, le variazioni proteiche osservate con la 2D-DIGE. 

Recentemente è stato pubblicato un articolo scientifico (Petrak et al., 2008) in 

cui gli autori si sono occupati di verificare quali proteine risultino essere 

differenzialmente espresse più di frequente negli esperimenti di 2D-DIGE. Tra 

queste si trova la β-actina. E’ importante osservare che le proteine citate in 

Petrak et al. sono molto abbondanti nella cellula, quindi ci si attende che le loro 

variazioni siano più facilmente identificabili rispetto a variazioni di proteine 

meno espresse. Proprio il fatto che questa proteina sia così abbondante nella 

cellula rende però difficile la visualizzazione delle sue variazioni mediante 

western-blot, perché si rischia di avere un segnale a saturazione. L’utilizzo di un 

gel bidimensionale potrebbe essere, anche in questo caso, una buona 

soluzione. Infatti la β-actina è stata identificata in più spot, che però nel nostro 

gel SDS-PAGE confluiscono in una sola banda. La separazione su un gel 2D delle 

diverse forme della proteina, unitamente all’utilizzo di un anticorpo policlonale, 

potrà permettere di osservare le differenze evidenziate dalla 2D-DIGE anche 

mediante western-blot. 

La lamina B1, nell’analisi mediante 2D-DIGE, è stata identificata in diversi spot, 

con fold-change sia positivo sia negativo. Ciò potrebbe essere dovuto alla 

presenza, nel nostro estratto cellulare, di diverse forme della proteina, 

probabilmente interessate da differenti modificazioni post-traduzionali. 

Mediante western-blot tali differenze di espressione non hanno potuto essere 

visualizzate in quanto questa tecnica sperimentale è più sensibile della 2D-DIGE 
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a livello quantitativo, ma l’utilizzo di un gel monodimensionale SDS-PAGE non ci 

permettere di discriminare tra le diverse forme di una proteina. Ci proponiamo 

quindi di effettuare un’analisi su un gel bidimensionale. 

Anche la vinculina nella 2D-DIGE è identificata in due spot diversi, che 

presentano valori di fold-change non in accordo tra loro. Dato che lo spot a più 

alto peso molecolare corrisponde ad una diminuzione di quantità della proteina 

nelle cellule TF-1 siRNA 1 rispetto al controllo, mentre quello a più basso peso 

molecolare indica livelli proteici più elevati, possiamo ipotizzare un aumento 

della degradazione di questa proteina. Dall’analisi mediante western-blot siamo 

in grado di evidenziare soltanto una diminuzione della vinculina, probabilmente 

perché l’anticorpo utilizzato è monoclonale. In futuro intendiamo quindi 

procurarci un anticorpo policlonale, che possa identificare varie forme della 

proteina, ed effettuare un gel bidimensionale. 

Per quanto riguarda la nucleolina, l’anticorpo di cui disponiamo rileva elevati 

livelli di segnale aspecifico, probabilmente da ascrivere al fatto che si tratta di 

un anticorpo policlonale. Tali segnali aspecifici rendono imprecisa la 

quantificazione e quindi la valutazione della differenza di espressione. Dato che 

questa proteina, nell’esperimento di 2D-DIGE, è stata identificata in un unico 

spot, ripeteremo l’esperimento con un anticorpo monoclonale, che permetterà 

una quantificazione più precisa delle differenze di espressione nelle cellule TF-1 

siRNA 1 rispetto alle TF-1 siRNA SCR. 
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Tabella 4.5 Risultati dell’analisi 2D-DIGE. Spot  ad identificazione proteica multipla. 

SPOT GENE GENE ID MW T-test RATIO 
SCORE/   
n pep 

1546 
ASMTL 8623 69 0,099 1,55 160/3 
ACTG1 71 42 0,099 1,55 101/2 

988 
MSH2 4436 105 0,013 1,54 458/8 
UBA1 7317 118 0,013 1,54 164/3 

2113 
MYH9 4627 226 0,019 1,53 190/4 
SNX1 6642 59 0,019 1,53 124/2 

SYNCRIP 10492 70 0,019 1,53 100/2 

1866 
FKBP4 2288 52 0,025 1,51 162/3 
LCP1 3936 70 0,025 1,51 93/2 

941 
AARS 16 106,8 0,0028 -1,38 1009/16 
UBA1 7317 117,8 0,0028 -1,38 325/6 
HSPA8 3312 71 0,0028 -1,38 218/3 

946 
AARS 16 106,8 0,069 -1,38 440/7 

CASP14 23581 27,7 0,069 -1,38 193/3 
ACTB 60 41,7 0,069 -1,38 103/2 

1416 
GARS 2617 83,1 0,045 -1,38 329/6 
MSN 4478 67,8 0,045 -1,38 203/4 

1927 
VIM 7431 54 0,029 -1,4 401/7 

TUBA1C 84790 50 0,029 -1,4 356/5 

2201 

VAT1 10493 42 0,016 -1,4 161/3 
DNAJA2 10294 46 0,016 -1,4 149/3 
PA2G4 5036 44 0,016 -1,4 152/3 

SERPINB1 1992 43 0,016 -1,4 93/2 

1631 
LTA4H 4048 69 0,064 -1,41 506/8 

ILF3 3609 95 0,064 -1,41 110/2 

891 
TRIM28 10155 88 0,014 -1,43 97/2 

AARS 16 106 0,014 -1,43 181/3 

1184 
TUBA1B 10376 50 0,0031 -1,45 422/6 

RNH1 6050 50 0,0031 -1,45 172/3 
TUBB2B 347733 50 0,0031 -1,45 115/2 

1905 
WARS 7453 53 0,0025 -1,48 399/7 

TUBA1A 7846 50 0,0025 -1,48 122/2 

2219 
ANXA7 310 53 0,039 -1,61 298/5 

OAT 4942 48 0,039 -1,61 236/4 

1545 
LMNB1 4001 66 0,011 -1,68 365/7 

HSP90AA1 3320 85 0,011 -1,68 121/2 

2167 
VIM 7431 54 0,046 -2,09 213/4 

HSP90AB1 3326 83 0,046 -2,09 154/3 
IKIP 121457 39 0,046 -2,09 120/2 

2362 
WARS 7453 53 0,016 -2,19 184/3 

HNRNPH1 3187 49 0,016 -2,19 109/2 
SEPT2 4735 41 0,016 -2,19 100/2 
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Tabella 4.6 Risultati dell’analisi 2D-DIGE. Spot  univocamente identificati. 

GENE GENE ID MW T-test RATIO SCORE/n pep 

 
ACLY 

 
47 

 
120,8 

 
0,048 

 
1,26 

 
118/2 

ACTB 60 42 0,13 1,91 143/3 
ACTB 60 42 0,0048 1,89 154/3 
ACTB 60 42 0,074 1,67 269/5 
ACTB 60 42 0,012 1,48 269/5 
ACTB 60 42 0,027 1,46 135/3 

ACTG1 71 42 0,088 1,59 378/7 
ACTN4 81 104,8 0,00096 -1,36 183/4 
ANXA1 301 39 0,0048 -1,7 482/7 
ASMTL 8623 68,8 0,039 1,27 250/4 
C20orf3 57136 46,5 0,018 1,26 173/3 
CDKN2A 1029 16,5 0,033 1,47 100/2 

CLIC1 1192 27 2,30E-05 1,15 428/6 
CTPS 1503 67 0,049 -1,25 121/2 

DDAH2 23564 29,6 0,0031 1,29 409/6 
EEF1 1937 50,1 0,018 1,26 251/4 

EEF1D 1936 31 0,0052 1,36 229/3 
EEF2 1938 95 0,0017 1,93 372/6 
EEF2 1938 95 3,80E-05 1,74 195/3 

EFTUD2 9343 109 0,087 1,54 284/5 
EFTUD2 9343 109,4 0,0063 1,34 117/2 

EIF3K 27335 25 0,026 1,36 92/2 
EIF4A1 1973 46 0,11 1,52 280/4 
EIF4A1 1973 46 0,099 1,4 418/6 
ENO1 2023 47,2 0,048 1,26 215/3 
FKBP4 2288 52 0,12 -1,26 144/3 
FLNA 2316 280 0,12 1,26 121/3 

GANAB 23193 107 0,12 1,34 336/6 
GANAB 23193 107 0,0063 1,34 310/5 

HBB 3043 16 0,038 1,45 136/2 
HNRNPH1 3187 49 0,013 2,39 127/2 
HNRNPH1 3187 49 0,05 -1,29 98/2 

HSPA8 3312 71 0,19 1,36 307/5 
HSPA9 3313 74 0,19 1,36 980/15 

ILF2 3608 43 0,099 1,4 124/2 
ILF3 3609 95 0,0027 1,55 264/4 

IMMT 10989 84 0,12 1,26 490/9 
LCP1 3936 70 0,027 1,46 327/5 
LCP1 3936 70 0,0061 1,46 104/2 
LDHB 3945 37 0,021 1,42 373/7 

LMNB1 4001 66 0,0061 1,46 714/11 
LMNB1 4001 66,4 0,044 1,37 554/8 
LMNB1 4001 66 0,048 -1,49 464/9 
MCM7 4176 118 0,05 -1,41 526/9 
MCM7 4176 81 0,004 -1,56 122/2 

NCL 4691 77 0,027 1,46 111/2 
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NUMA1 4926 238 0,00011 2,19 1112/19 
P4HA1 5033 61 0,086 -1,35 101/2 

PAFAH1B3 5050 26 0,026 -1,53 116/2 
PSMD 5717 47,5 0,048 1,26 266/4 
RAP1A 5906 21 0,00096 -1,74 139/3 
RAP1B 5908 20,8 0,053 1,87 126/3 
RCN2 5955 37 0,011 2,23 150/2 
RPSA 3921 33 0,099 -1,55 92/2 

SERPINB1 1992 43 0,057 1,8 387/7 
SERPINB1 1992 43 0,21 1,41 497/8 
SPTAN1 6709 284 0,0025 1,56 586/10 
STMN1 3925 17,3 0,0079 -1,8 195/4 
STRAP 11171 38 0,041 -1,8 216/3 
TCP1 6950 60,3 0,039 1,27 504/7 
TCP1 6950 60 0,049 -1,25 373/6 
TLN1 7094 270 0,0093 2,17 1029/16 
TLN1 7094 270 0,0031 1,75 1055/16 
TLN1 7094 270 0,041 1,4 1176/19 
TLN1 7094 270 0,044 1,4 108/2 
TPR 7175 266 0,044 1,4 1170/19 
TPR 7175 267 0,0063 1,36 257/5 

TUBA1A 22142 50,1 0,018 1,26 241/3 
TUBA1B 10376 50 0,046 1,41 242/3 
TUBA1C 84790 50 0,0011 -1,61 314/4 

VCL 7414 124 0,000056 2,09 1127/18 
VCL 7414 124 0,00094 -1,51 1043/19 
VIM 7431 54 0,0019 2,81 388/7 
VIM 7431 54 0,00097 2,52 549/11 
VIM 7431 54 0,00042 1,98 614/11 
VIM 7431 54 0,028 1,49 739/12 
VIM 7431 54 0,016 -2,28 439/8 

 

Tabella 4.7 Analisi mediante il software Ingenuity Pathway Analysis dei risultati 

ottenuti dalla DIGE: canonical pathways. 
 

Ingenuity Canonical 
Pathways 

-Log(P-
value) 

Ratio Molecules 

 
Leukocyte Extravasation 
Signaling 
 

 
4,24E+00 

 

 
3,63E-02 

 

RAP1B, ACTB, ACTN4, 
VCL, RAP1A, ACTG1, 
MSN 

Integrin Signaling 
 

4,12E+00 
 

3,54E-02 
 

RAP1B, ACTB, TLN1, 
VCL, ACTN4, RAP1A, 
ACTG1 

Actin Cytoskeleton Signaling 
 

3,04E+00 
 

2,64E-02 
 

ACTB, MYH9, ACTN4, 
VCL, ACTG1, MSN 

Tight Junction Signaling 
 

2,95E+00 
 

3,05E-02 
 

ACTB, MYH9, SPTAN1, 
VCL, ACTG1 

VEGF Signaling 
 

2,78E+00 
 

4,21E-02 
 

ACTB, ACTN4, VCL, 
ACTG1 
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Tabella 4.8 Analisi mediante il software Ingenuity Pathway Analysis dei risultati 

ottenuti dalla DIGE: top biological functions. 

 

Category P-value Molecules 

 
Cancer 
 

 
1,27E-06-4,86E-02 

 

CDKN2A, ILF2, HNRNPH1, SERPINB1, 
PA2G4, TPR, LMNB1, EEF1D, NCL, 
STMN1, VCL, FLNA, HSP90AB1, ANXA1, 
TCP1, ANXA7, TUBA1C, LCP1, EEF2, VIM, 
TRIM28, ACLY, ACTG1, RAP1A, STRAP, 
HSPA8, P4HA1, TUBA1A, IMMT, MSH2, 
ENO1, EIF4A1, MSN, SNX1, MYH9, 
HSP90AA1, ACTN4, UBA1, RPSA, MCM7 
 

Gastrointestinal 
Disease 
 

1,27E-06-4,64E-02 
 

CDKN2A, HNRNPH1, ILF2, PA2G4, VIM, 
ACLY, ACTG1, HSPA8, P4HA1, TUBA1A, 
HSP90AB1, MSH2, ANXA1, TCP1, 
HSP90AA1, TUBA1C, UBA1 
 

Post-Translational 
Modification 
 

4,08E-06-1,7E-02 
 

HSPA8, P4HA1, HSP90AB1, OAT, FKBP4, 
TCP1, HSP90AA1, DNAJA2 
 

Protein Folding 
 

4,08E-06-5,7E-03 
 

HSPA8, HSP90AB1, FKBP4, TCP1, 
HSP90AA1, DNAJA2 
 

Genetic Disorder 2,32E-05-4,8E-02 

CDKN2A, SERPINB1, ILF2, GARS, LMNB1, 
LDHB, EEF1G, TUBB2B, STMN1, HBB, 
HSP90AB1, FLNA, TCP1, TUBA1C, VCL, 
LCP1, EEF2, ACTB, VIM, ACLY, TUBA1B, 
ACTG1, HSPA8, P4HA1, TUBA1A, MSH2, 
ENO1, EIF4A1, FKBP4, HSP90AA1, MYH9, 
ACTN4, UBA1, RPSA, EIF3K 
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Figura 4.2 Gel bidimensionale preparativo effettuato utilizzando un gradiente di 

pH tra 4 e 7 per la prima dimensione ed un SDS-PAGE al 10% per la seconda. I cerchi 

rossi indicano gli spot differenzialmente espressi, che sono poi stati escissi dal gel ed 

utilizzati per l’identificazione proteica mediante spettrometria di massa. Ogni proteina 

è indicata, nell’immagine, con il nome del gene. 

 

 
 

Figura 4.3 Western-blot con anticorpi specifici per annessina VII, β-actina, lamina 

B1, nucleolina, vinculina, GAPDH e RPS19. I risultati sono discussi nel testo.
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4.4 DISCUSSIONE 

In questo lavoro è stato effettuato uno studio di espressione genica globale, 

che tiene conto sia delle variazioni a livello del trascrittoma sia di quelle delle 

proteine, per caratterizzare i processi biologici e le funzioni molecolari alterate 

in una linea cellulare eritropoietica umana in cui i livelli proteici di RPS19 sono 

stati ridotti del 50%. E’ stato scelto questo modello sperimentale in quanto ben 

ricapitola la condizione dei pazienti DBA (Miyake et al., 2005). 

E’ interessante sottolineare che, incrociando le due analisi, è possibile trovare 

soltanto tre geni in comune, la cui espressione varia nella stessa direzione sia 

nel microarray sia nella 2D-DIGE. Tali geni sono: DDAH2 (upregolato), GARS 

(downregolato) e LTA4H (downregolato). Occorre ricordare che i livelli di una 

proteina sono sottoposti a differenti sistemi di regolazione, quindi non stupisce 

il rinvenimento di grandi differenze tra il profilo di espressione del trascrittoma 

e quello del proteoma. 

Nell’esperimento di proteomica differenziale si osservano variazioni dei livelli di 

espressione di molte proteine del citoscheletro facenti parte del complesso 

actinico. La riorganizzazione del citoscheletro è un evento critico per la 

progressione del ciclo cellulare e la sua alterazione potrebbe essere alla base 

del difetto proliferativo osservato nella DBA. E’ noto dalla letteratura che topi 

KO per GSN (gelsolina, un regolatore della polimerizzazione dei filamenti 

actinici) presentano un difetto a livello della maturazione eritroide e del 

meccanismo di enucleazione (Silacci et al., 2004). 

In letteratura esistono due studi di espressione effettuati su cellule di pazienti 

DBA. Nel lavoro di Gazda et al. hanno eseguito un’analisi dei profili di 

espressione genica nelle cellule CD34+ (multipotenti, eritroidi e mieloidi) isolate 

dal midollo osseo di tre pazienti DBA portatori di mutazioni in RPS19 ed in 

remissione completa (ovvero pazienti che non abbiano seguito alcun 

trattamento terapeutico per almeno 10 anni), confrontati con controlli sani 

(Gazda et al., 2006b). Koga et al. hanno invece studiato cellule mononucleate 

CD4+ ottenute da sangue periferico di due pazienti DBA con mutazioni non note 

confrontati con due soggetti affetti da anemia aplastica acquisita (Koga et al., 

2006). Paragonando i dati di Gazda et al. con quelli ottenuti dal nostro studio, è 
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possibile identificare 12 geni (CA2, CDH2, ELOVL5, FTH1, HK1, IGFBP7, ITGA4, 

LGALS1, PHGDH, PTPRD, RBMS1, TBXA2R) che variano nel nostro esperimento 

ed in almeno un tipo cellulare analizzato da Gazda et al.. Tra questi, cinque 

(FTH1, PHGDH, HK1, RBMS1, ELOVL5) variano nella stessa direzione in entrambi 

i lavori. Dalla nostra analisi emerge inoltre la downregolazione, nelle cellule con 

difetto di RPS19 rispetto a quelle di controllo, di tre geni codificanti per 

proteine ribosomali (RPL3, RPL13a e RPL22). Lo stesso pattern è stato osservato 

nei due studi precedenti (Gazda et al., 2006b; Koga et al., 2006). 

L’analisi di proteomica differenziale ha evidenziato l’overespressione di vari 

fattori d’inizio (EIF3K e EIF4A1) e di allungamento (EEF1, EEF2, EEF1D e EFTUD2) 

della traduzione. Di recente nel nostro laboratorio è stata fatta un’analisi di 

espressione genica su fibroblasti di pazienti portatori di mutazioni in RPS19 

confrontati con fibroblasti di soggetti sani (Avondo F, Roncaglia P, Krmac H, 

Crescenzio N, Garelli E, Armiraglio M, Castagnoli C, Campagnoli MF, Ramenghi 

U, Gustincich S, Santoro C, Dianzani I. Fibroblasts from patients with Diamond-

Blackfan anaemia show abnormal expression of genes involved in protein 

synthesis, amino acid metabolism and cancer. 2009. BMC Genomics, 

submitted). Anche per questa analisi sono risultate variazioni di espressione di 

fattori d’inizio della traduzione (EIF3, EIF2, EIF4E), nonché di interattori di EIF2 e 

di EIF4 (EIF3S6IP e EIF4EBP1) e di un fattore di allungamento della sintesi 

proteica (EEF1D). In questo secondo studio, gli mRNA sopra citati risultano 

invece downregolati. Il fatto che questi dati non siano in accordo tra loro fa 

supporre che tali geni siano sottoposti ad un controllo a livello sia trascrizionale 

sia traduzionale. Occorre comunque sottolineare che nei due lavori sono state 

utilizzate linee cellulari diverse. 

E’ poi interessante sottolineare che nell’indagine mediante microarray, così 

come in quella di proteomica differenziale, è stata evidenziata una 

downregolazione di diverse aminoacil-tRNA sintetasi. E’ stato infatti dimostrato 

che, nel nostro modello sperimentale, si osservano sia una riduzione 

dell’espressione degli mRNA di EPRS e GARS, sia diminuiti livelli proteici di 

AARS, GARS, WARS. Inoltre, anche nello studio di espressione su fibroblasti di 

pazienti DBA precedentemente citato, è stata osservata una downregolazione 
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di un ampio gruppo di aminoacil-tRNA sintetasi (QARS, SARS, GARS, LARS e 

WARS). I dati ottenuti da queste tre analisi indipendenti ed effettuate su linee 

cellulari diverse risultano quindi in accordo tra loro. 

Le aminoacil-tRNA sintetasi (ARS) catalizzano l’aminoacilazione dei tRNA e sono 

quindi enzimi fondamentali per il mantenimento della fedeltà della sintesi 

proteica. Inoltre, le ARS contribuiscono alla regolazione del metabolismo 

aminoacidico, processo strettamente regolato nonché essenziale per la 

biogenesi e la funzione del ribosoma. La triptofanil-tRNA sintetasi (WARS) viene 

upregolata in seguito a trattamento con IFNγ, così come l’indolamina 2,3-

diossigenasi (IDO), enzima responsabile della degradazione del triptofano. 

Quindi l’azione sinergica di questi due meccanismi permette alla cellula di 

disporre sia di un pool di Trp-tRNA, sia di triptofano libero da utilizzare per la 

sintesi proteica (Boasso et al., 2005; Shaw et al., 1999; Yasui et al., 1986). Nei 

pazienti DBA, è stato ipotizzato un ridotto catabolismo dell’eme (Rey et al., 

2008); è interessante notare che questa molecola è in grado di stimolare il 

catabolismo del triptofano, aumentando l’attività enzimatica sia di IDO sia di 

WARS (Thomas et al., 2001; Wakasugi, 2007). 

Inoltre, sono state proposte funzioni non canoniche per la glutamil-prolil-tRNA 

sintetasi (EPRS), che risulterebbe coinvolta nella regolazione traduzionale di 

specifici geni contenenti un elemento GAIT nella regione 3’ UTR (Sampath et al., 

2004). Il gene EPRS risulta essere downregolato a livello trascrizionale nelle 

cellule deprivate di RPS19 rispetto alle cellule di controllo e lo stesso risultato è 

stato ottenuto nel nostro studio di espressione sui fibroblasti dei pazienti DBA. 

La ridotta espressione di questo gene suggerisce quindi la possibilità che la 

regolazione traduzionale di specifici trascritti possa avere un ruolo 

nell’insorgenza della malattia. 

Infine, analizzando le funzioni molecolari maggiormente colpite dalla riduzione 

dei livelli di RPS19, riscontriamo un’importante alterazione a livello dei geni 

coinvolti nella morte cellulare programmata: la maggioranza dei geni 

identificati risulta essere overespresso. Nei pazienti DBA i progenitori eritroidi, 

nel midollo osseo, vanno infatti incontro ad apoptosi perché incapaci di 

differenziare (Perdahl et al., 1994). 
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Mediante l’analisi di proteomica differenziale sono state inoltre evidenziate 

alterazioni dei livelli proteici di fattori coinvolti nell’insorgenza del cancro, quali 

CDKN2A; è noto che i pazienti DBA presentano un aumentato rischio di 

sviluppare tumori (Campagnoli et al., 2004). 

Concludendo, lo studio dei profili di espressione genica da noi effettuato ha 

evidenziato una deregolazione di geni coinvolti nella biogenesi del ribosoma e 

nella sintesi proteica, ma ha sottolineato anche, per la prima volta, il 

coinvolgimento di enzimi responsabili del metabolismo aminoacidico. 

Riteniamo quindi interessante approfondire l’ipotesi secondo cui la patogenesi 

dell’anemia di Diamond-Blackfan possa dipendere dalla alterata regolazione 

della traduzione di specifici trascritti.
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5 CONCLUSIONI 

Il ribosoma è il complesso ribonucleoproteico responsabile della sintesi 

proteica. Negli eucarioti, presenta un coefficiente di sedimentazione di 80S, è 

composto da quattro molecole di rRNA e circa 80 proteine. La biogenesi del 

ribosoma è un processo molto complesso, coinvolge infatti oltre 200 proteine 

non ribosomali, che ha inizio nel nucleolo e si conclude nel citoplasma. Proprio 

per l’elevato numero dei fattori coinvolti, il meccanismo è finemente regolato a 

livello sia trascrizionale sia traduzionale (Fromont-Racine et al., 2003). 

Benché i ribosomi siano presenti in tutti i tipi di cellule, mutazioni in proteine 

ribosomali o in fattori coinvolti nella biogenesi di questo complesso conducono 

ad un gruppo di malattie, le IBMFS, dal fenotipo simile, caratterizzato 

principalmente da insufficienza midollare, presenza di malformazioni ed alta 

incidenza di tumori. Sono classificate tra le IBMFS la discheratosi congenita, la 

sindrome di Shwachman-Diamond, l’ipoplasia cartilagine-capillizio e l’anemia di 

Diamond-Blackfan (Liu e Ellis, 2006). 

La DBA è una rara aplasia eritroide pura congenita, caratterizzata da anemia 

normocromica e macrocitica. Il midollo osseo si presenta normocellulare, ma 

con un difetto selettivo a livello dei precursori eritroidi. Il 30% dei pazienti è 

affetto da malformazioni congenite, in particolare dismorfismi cranio-facciali e 

all’arto superiore. Nei pazienti affetti da anemia di Diamond-Blackfan si 

riscontra, inoltre, un aumentato rischio di sviluppare tumori. La terapia di prima 

scelta è il trattamento con steroidi e la principale alternativa terapeutica è 

rappresentata dalle trasfuzioni croniche, le quali però hanno pesanti effetti 

collaterali  (Campagnoli et al., 2004). 

Oggi, è nota la causa molecolare della malattia nella metà circa dei pazienti: 

sono state trovate infatti mutazioni in RPS19 (Draptchinskaia et al., 1999), 

RPS24 (Gazda et al., 2006a), RPS17 (Cmejla et al., 2007; Gazda et al., 2008), 

RPL35a (Farrar et al., 2008), RPL5 e RPL11 (Gazda et al., 2008), tutti geni che 

codificano per proteine ribosomali. 

Lo scopo del mio lavoro di dottorato è stato quello di gettare luce sul 

meccanismo patogenetico alla base della DBA, in particolare sul nesso tra il 

difetto in una RP e l’aplasia midollare. 
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Per fare questo, abbiamo utilizzato due strategie. Da un lato abbiamo 

identificato l’interattoma completo di RPS19, dall’altro abbiamo valutato i 

profili di espressione genica, a livello sia del trascrittoma sia del proteoma, in 

una linea cellulare in cui i livelli proteici di RPS19 erano ridotti del 50% circa. 

E’ stata utilizzata come modello sperimentale una linea cellulare eritroide. Ciò 

ha permesso di valutare sia le interazioni proteiche sia le variazioni 

dell’espressione genica in maniera tessuto-specifica. Il fatto di esserci serviti di 

tecnologie ad alta resa ha inoltre consentito di analizzare i complessi molecolari 

a cui RPS19 prende parte ed i processi cellulari alterati dall’aploinsufficienza di 

questa RP in modo sistematico. 

L’interattoma di RPS19 comprende svariate proteine nucleolari coinvolte nel 

processo biogenetico del ribosoma, nonché diverse RP. Tali risultati sono perciò 

in accordo con  i dati che dimostrano un difetto nella biogenesi del ribosoma in 

presenza di bassi livelli di una RP (Robledo et al., 2008). 

Inoltre, il 20% degli interattori da noi identificati sono coinvolti nel metabolismo 

delle proteine. Tra questi troviamo anche la metionina-tRNA sintetasi (MARS) 

ed un fattore di allungamento della sintesi proteica (EEF1B2). L’espressione di 

geni facenti parte di queste due categorie risulta essere deregolata a livello sia 

del trascrittoma sia del proteoma in una linea cellulare downregolata per 

RPS19, nonché nei fibroblasti dei pazienti DBA. Ciò suggerisce un nesso tra 

mutazioni in una RP e alterazione della sintesi proteica, generale o specifica. 

In conclusione, la nostra indagine sperimentale ha chiarito alcuni aspetti del 

meccanismo patogenetico alla base della DBA. Infatti, dai dati ottenuti si può 

supporre che tali risultati siano validi anche per le altre RP trovate mutate nella 

DBA. 

Per indagare se le funzioni in cui è coinvolta RPS19 siano condivise anche dalle 

altre RP mutate nei pazienti DBA,  vogliamo verificare, mediante western-blot, 

che anche queste RP siano presenti nell’interattoma di RPS19. 

Inoltre, verranno preparate delle linee cellulari trasdotte con siRNA in grado di 

abolire l’espressione anche delle altre RP coinvolte nell’insorgenza della DBA. 

Tale sistema sarà ideale per confermare la compromissione dei processi 

biologici già osservati alterati nelle cellule downregolate per RPS19. 
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Inoltre, vorremmo effettuare un’analisi mediante microarray per valutare la 

differenza di espressione dei micro-RNA (miRNA) nel sistema cellulare utilizzato 

per gli esperimenti sopra descritti. Questo potrebbe permettere di verificare se 

le variazioni osservate nell’esperimento di proteomica differenziale siano 

dovute ad una regolazione a livello traduzionale.
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