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SOMMARIO 
 
 
La clusterina e’ una proteina ubiquitaria il cui ruolo biologico e’ attualmente motivo 

di studio e discussione. 

 Studi condotti da diversi gruppi di ricerca ne hanno evidenziato sia la overespressione 

che il silenziamento in differenti tumori umani. Definire un ruolo fisiologico per  

questa proteina risulta ulteriormente difficile  in seguito a studi che  la descrivono 

come promotore dell’apoptosi, della motilita’ cellulare e dell’ infiammazione. Il gene 

della clusterina codifica per diverse isoforme proteiche, quella citoplasmatica e quella 

nucleare, derivanti da uno stesso mRNA, in seguito a modificazioni post-traduzionali. 

Queste diverse isoforme sono implicate sia nel processo di sopravvivenza cellulare, 

sia in quello di morte cellulare. 

E’ possible che la scelta tra soppravvivenza cellulare e apoptosi sia strettamente 

correlata con la differente espressione di queste due isoforme, quella citoplasmatica e 

quella nucleare. Nel cancro, l’alterazione nel pattern d’espressione della clusterina e’ 

stato visto nella prostata, seno, pancreas, vescica ed esofago. Nel neuroblastoma, studi 

precedetemente condotti nel nostro laboratorio hanno evidenziato come la clusterina 

sia in grado di regolare negativamente l’oncoproteina NF-kB. Inoltre la delezione 

genetica di clusterina determina un’incremento dell’incidenza di neuroblastomi in 

modello murino. 

Recentemente e’ stato dimostrato che la clusterina, nel neuroblastoma, e’ 

negativamente e indirettamente regolata dal protooncogene MYCN attraverso 
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l’attivazione del cluster miRNAs 17-92. MYCN e’ un fattore trascrizionale in grado 

di regolare direttamente o indirettamente l’espressione genetica dei suoi geni 

bersaglio. L’interazione indiretta avviene mediante il reclutamento di altre molecole 

quali HDAC o DNA metiltransferasi che , agendo a livello della struttura della 

cromatina, modulano l’espressione del gene bersaglio. MYCN agisce direttamente 

legandosi a specifiche sequenze consenso (E-BOX) presenti sul promotore del gene 

target. Il promotore della clusterina presenta diverse sequenze consenso target-

specifiche per MYCN. 

 L'alterazione delle strutture che riducono o aumentano l'accessibilità alla trascrizione 

e traduzione dei geni, si configura come un evento epigenetico che determina 

un'alterazione dell' equilibrio cellulare favorendo lo sviluppo di cellule tumorali. 

L'utilizzo di farmaci demetilanti e/o inibitori dell'istone deacetilasi sono in grado di 

riportare il livello d'espressione di ApoJ/clusterina a livelli normali in diversi tipi di 

linee celluari, comprese quelle di neuroblastoma. 
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INTRODUZIONE 
 
 

1. IL NEUROBLASTOMA 
 

 

Il neuroblastoma è un tumore maligno embrionale, specifico del bambino, che origina dal 

tessuto nervoso simpatico e colpisce piu' facilmente la ghiandola surrenale e i gangli 

paraspinali (1,2). Fra i tumori solidi dell'infanzia è, dopo quelli che interessano il SNC 

(sistema nervoso centrale), il più diffuso (8%), con un'incidenza pari a 10 casi per 

milione ogni anno ( 3,4). 

La localizzazione cambia a seconda dell'età del soggetto:  Nei bambini di età inferiore ad 

un anno ad esempio è molto diffuso nel torace (33%), in quelli più grandi la sede di 

maggiore diffusione è l'addome (55-75%) (3,4). 

Nonostante  il neuroblastoma rappresenti il tumore solido extra cranico più frequente in 

soggetti d’età inferiore ai 5 anni, e’uno dei tumori più misteriosi, caratterizzato da una 

grande eterogeneicità sia del quadro clinico, che della prognosi che va dalla relativa 

benignità dello stadio 4S, all'estrema gravità dello stadio 4, la forma più aggressiva , con 

probabilità di sopravvivenza bassa e  letalità del 40% nonostante l'utilizzo di terapie (2, 5, 

6). 

I sintomi del neuroblastoma  sono variabili e dipendono in parte dalla sede del tumore 

primitivo, ma anche dalla presenza o meno di metastasi o di sindromi paraneoplastiche 
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(7). Sebbene vi possano essere delle sovrapposizioni, tre sono i possibili quadri di 

presentazione (insorgenza) caratteristici della malattia (6) (Fig.1): 

 

1.  

Tumori localizzati: Circa il 40% dei pazienti si presenta con una forma di malattia 

localizzata, che può andare dalla scoperta casuale di una massa surrenalica evidenziata 

nel corso di un’ ecografia prenatale, all’identificazione di tumori molto estesi e 

localmente invasivi, lungo la catena del sistema nervoso simpatico in pazienti di età 

maggiore. Anche questi tumori primitivi a localizzazione toracica possono essere 

identificati in maniera accidentale nel corso di un esame radiologico del torace, a 

differenza delle masse a livello cervicale  che spesso si associano alla sindrome di Horner 

(ptosi della palpebra superiore + miosi + restringimento della fessura palpebrale) (8). 

I tumori paraspinali del torace, dell'addome e della pelvi si ritrovano nel 5-15% dei 

pazienti: si possono estendere ai forami neurali intervertebrali (neuroblastomi a 

clessidra), determinando sintomi da compressione delle radici nervose e del midollo 

spinale. Circa il 5% di tutti i neuroblastomi sono diagnosticati in pazienti che presentano  

segni neurologici di interessamento del midollo, con stanchezza, dolore e perdita della 

sensibilità. Questi  tumori localizzati in generale rispondono al trattamento 

chemioterapico e/o alla laminectomia (asportazione chirurgica parziale o totale della/e 

lamina/e di una o più vertebre, ottenendo in tal modo un'apertura del canale vertebrale 

che consente l'approccio diretto per il trattamento di patologie spinali degenerative, 

traumatiche, malformative o neoplastiche). La laminectomia può pero’ avere delle 
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conseguenze a lungo termine, quindi la maggior parte dei ricercatori raccomanda la 

chemioterapia come trattamento di scelta per i neuroblastomi paraspinali sintomatici.  

In questi pazienti si osservano due importanti sindromi paraneoplastiche: la diarrea 

acquosa intrattabile, che cessa con l'asportazione del tumore, e la sindrome opsoclono-

mioclono, osservata nel 2-4% dei pazienti con neuroblastoma: essa consiste in movimenti 

rapidi degli occhi, atassia e movimenti muscolari irregolari. In questi casi la prognosi è 

favorevole, anche se il 70-80% di questi bambini presentano successivamente deficit 

neurologici permanenti (9). 

 
2.  

Malattia metastatica: Circa la metà dei pazienti si presenta con metastasi ematogene. Le 

metastasi possono essere a distanza, quindi localizate in aree come la parte corticale delle 

ossa, midollo,  fegato e nei linfonodi regionali non contigui, o per diffusione del tumore 

primitivo nei linfonodi adiacenti.  

A differenza di quanto si osserva nei bambini con tumori localizzati, le condizioni 

generali dei bambini con tumori metastatizzati sono povere al momento della diagnosi. 

Peraltro questi tumori hanno una tendenza, la cui ragione e’ a tutt’oggi inspiegata, a 

metastatizzare nelle ossa dell'orbita e quindi indurre ecchimosi delle orbite e 

proptosi.(protrusione o avanzamento anomalo dell'occhio). Talvolta questi pazienti 

possono presentare sintomi  ipertensivi, renina-mediati, dovuta alla compromissione della 

vascolarizzazione renale. Con l‘evolvere della malattia, si  puo osservare la diffusione del 

tumore nel sistema nervoso centrale (10). 
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3.  

Malattia 4S: Nel 1971 D'Angio e collaboratori descrissero per primi questa forma di 

neuroblastoma che si osserva nel 5% dei pazienti (11). Questi bambini hanno un piccolo 

tumore primitivo con metastasi al fegato, alla cute e al midollo osseo, che regrediscono 

quasi sempre spontaneamente. Tuttavia i bambini in età inferiore ai 2 mesi possono 

presentare una diffusione epatica estesa e rapidamente progressiva, che può addirittura 

arrivare a compromettere la respirazione. 
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Fig 1. American Society of Clinical Oncology 2005 
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Stadiazione del tumore 

 

L'International Neuroblastoma Staging System ha sviluppato i criteri di stadiazione che 

vengono utilizzati in tutto il  mondo (Tabella 1). Questi studi hanno dimostrato che le 

caratteristiche radiologiche del tumore primario sono utili per predire quale possa essere 

il  trattamento chirurgico migliore con la più alta probabilita’ di successo. Gli aspetti 

(loco) radiologici sono stati usati per distinguere i tumori locoregionali che non 

interessano strutture  adiacenti (INRG stadio L1) dai tumori localmente invasivi (INRG 

stadio L2). Gli stadi M ed MS sono stati proposti per categorizzare tumori che siano 

ampiamente metastatici  o che abbiano un comportamento 4S 

(Neuroblastoma,Ganglioneuroblastoma, and Ganglioneuroma: Radiologic -pathologic 

Correlation, Gael F., Lonergan Lt Col., USAF, MC• Cornelia M. Schwab, MD Eric S. 

Suarez, CDR, MC, USN• Christian L. Carlson, 2LT, MC, USA; AFIP  Archives ). 
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Stadio Caratteristiche del tumore 
1 Tumore localizzato con completa escissione grossolana, con o senza 

malattia microscopica residua, rappresentata da linfonodi ipsolaterali 
negativi microscopicamente per tumore (i linfonodi aderenti al tumore e 
rimossi con il tumore primitivo possono essere positivi). 
 

2A Tumore localizzato con escissione grossolana incompleta, con linfonodi 
ipsolaterali non aderenti, positivi per tumore. 

2B Tumore localizzato con o senza escissione completa grossolana, con 
linfonodi ipsolaterali non aderenti positivi per tumore. I linfonodi 
controlaterali ingranditi debbono essere negativi microscopicamente. 
 

3 Tumore unilaterale non resecabile con o senza ineteressamento dei 
linfonodi regionali o tumore localizzato unilaterale con interessamento dei 
linfonodi regionali contro laterali o tumore della linea mediana con 
estensione bilaterale dell'infiltrazione (non resecabile) o con 
interessamento dei linfonodi 

4 Ogni tumore primario con disseminazione a linfonodi distanti, all'osso, al 
midollo osseo o ad altri organi (eccetto lo stadio 4S 

4S Tumore primario localizzato in lattanti più giovani di un anno (come 
definiti dagli stadi 1, 2A e 2B), con disseminazione limitata alla pelle, al 
fegato o al midollo osseo (< 10% di cellule maligne) 
 
 

 
Tabella 1. Stadiazione INSS 
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Nel 1984 Shimada  (12) ha presentato uno schema classificativo che mette in relazione 

gli aspetti isto-patologici del tumore con il comportamento clinico. I tumori sono stati 

classificati come favorevoli e non favorevoli a seconda del grado di differenziazione 

neuroblastica, il contenuto di stroma Schwanniano, l'indice di mitosi  e l'età alla diagnosi. 

(Tabella 2). 
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Classificazione 
internazionale del 
neuroblastoma 

Eta’(in 
anni) 

Istologia Prognosi 

Neuroblastoma (povero 
in stroma) 

<1.5 Poco differenziato 
o differenziato e 
MKI basso 
 o intermedio 

Favorevole 

 1,5-5 Differenziato con 
MKI basso 

Favorevole 

 <1,5 Tumore 
indifferenziato 
MKI basso 

Sfavorevole 

 1,5-5 Tumore 
indifferenziato  
o  
poco differenziato, 
qualunque MKI 

Sfavorevole 

 >5 Tutti i tumori Sfavorevole 
Ganglioneuroblastoma 
 intermedio 
(ricco in stroma) 

A tutte le 
eta’ 

Tutti i tumori Favorevole 

Ganglioneuroma  
in maturazione e  
maturo  
(stroma dominante) 

A tutte le 
eta’ 

Tutti i tumori Favorevole 

Ganglioneuroblastoma 
Nodulare  
(sia stroma ricco, sia 
povero che dominante) 

A tutte le 
eta’ 

Tutti i tumori Favorevole 

 
Tabella 2. International Neuroblastoma Staging System 
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Terapia 

 

Attualmente il  trattamento è basato sulla chemioterapia, che riduce le dimensioni del 

tumore primitivo (facilitando la chirurgia) ed eradica le metastasi a distanza. 

L'intervento chirurgico è raccomandato in tutti i casi in cui la localizzazione del tumore 

lo consente; la radioterapia locale è utile nel completare la terapia. Le possibilità di 

sopravvivenza senza recidiva sono comprese tra il 50 e il 70% in generale, ma solo il 

30% nei tumori metastatici. 
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Alterazioni genetiche e molecolari: L’oncoproteina MYCN 
 

 

All'interno del quadro delle alterazioni genetiche e molecolari e' di rilievo 

l'amplificazione del protooncogene MYCN, un gene a risposta precoce originariamente 

isolato da cellule di neuroblastoma (13, 14). Il gene MYCN mappa sul braccio corto del 

cromosoma 2. L'amplificazione di MYCN si riscontra in circa il 30% dei neuroblastomi 

ed e' associata con lo stadio piu' avanzato della malattia (15, 16). 

A conferma di quanto appena detto, da dati ottenuti da pazienti con 

ganglioneuroblastoma nodulare e' emerso  che l'amplificazione di MYCN in tumori non 

metastatici e' associata con una prognosi sfavorevole del tumore (17, 18). 

Anche la delezione del braccio corto del cromosoma 1 (1p), riscontrabile nel 25-35% 

dei casi, e' correlata sia con l'amplificazione di MYCN che con lo stadio avanzato della 

malattia (19). L’onocoproteina MYCN appartiene alla famiglia dei fattori trascrizionali 

b/HLH/zip (cerniera a leucina e un motivo HLH) implicati nella regolazione della 

crescita e proliferazione cellulare. Il fattore trascrizionale MYCN e' costituito da un 

dominio N-terminale per l'attivazione trascrizionale e da un dominio C-terminale  

b/HLH/zip per la dimerizzazione delle proteine, legame sequenza specifico al DNA e 

regolazione della trascrizione (20). MYCN forma un eterodimero con un membro della 

stessa famiglia di proteine, Max, che in condizioni fisiologiche, interagisce con le 

sequenze E-BOX di vari promotori target per MYCN (21). L'associazione tra Max e 
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MYCN e' necessaria perche' si produca la trasformazione maligna mediata 

dall'oncogene MYCN (22) (Fig.2). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig 2: Meccanismo d'azione del complesso eterodimerico MYCN/MAX 

 

 

 
 

Diversamente dall'oncogene MYC, il quale è espresso in maniera ubiquitaria, MYCN 

ha una espressione molto ristretta dopo la nascita nelle cellule di mammifero, confinata 

al sistema nervoso centrale e pereiferico, reni, polmoni e milza (23). 
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MYCN e il suo ruolo nello sviluppo del neuroblastoma e di altre 
patologie neoplastiche 
 

L'espressione dell'oncogene MYCN in un modello transgenico murino causa lo 

sviluppo di neuroblastoma con caratteristiche sovrapponibili al neuroblastoma umano, 

dimostrando il ruolo chiave di MYCN nell'insorgenza e sviluppo di questo tumore (24, 

25). Nello stesso modello animale, la riduzione dell'espressione di MYCN mediante 

l'impiego di oligonucleotidi antisenso, causa una riduzione della proliferazione ed 

induce la differenziazione neuronale delle cellule di neuroblastoma (26). Esperimenti 

condotti in cellule di neuroblastoma umano hanno evidenziato che, la riduzione dei 

livelli di MYCN provoca una riduzione del tempo necessario per procedere attraverso 

le varie fasi del ciclo cellulare, riduzione della proliferazione e dell’adesione  alla 

matrice extracellulare (27).  

La proteina  p53 svolge un ruolo fondamentale nel controllo della crescita cellulare 

umana e, mutazioni a carico di questa, sono spesso associate con la formazione di 

tumori. Inoltre, p53 ricopre un ruolo determinante nel mantenimento dell'integrita' 

genomica ,durante la divisione cellulare mediante interazioni molecolari con MDM2, 

BAX e la proteina p21WAF1 , un'inibitore  delle chinasi ciclina-dipendenti che, quando 

viene attivato da p53, determina l'arresto del ciclo cellulare in fase G1 (28). Durante 

questa fase di arresto del ciclo cellulare, nella cellula si attivano meccanismi  in grado 

sia di riparare  l’eventuale DNA danneggiato, oppure  dare inizio al processo della 

morte cellulare programmata (apoptosi) (29). 
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 La proteina p53, nella sua forma wild type, e’ in grado di legare sequenze specifiche 

dei geni codificanti  proteine che regolano l’apoptosi, attivandoli.  

 Negli ultimi 20 anni sono state identificate, in una varieta’ di cellule tumorali, diverse 

mutazioni nella sequenza del gene codificante per p53. Le proteine, codificate dal gene 

mutato, hanno in comune la caratteristica di aver perso la capacita' di legare le sequenze 

specifiche nel DNA dei geni normalmente controllati da p53 e, di conseguenza, non 

possono attivarne la trascrizione e l’attivazione (30).  

In studi effettuati sull'espressione di p53 nel neuroblastoma e' emerso che raramente 

questa proteina risulta mutata (31,32). MDM2, un oncogene che interagisce con p53 

inducendone la degradazione, e' un gene target per MYCN che si lega alla E-BOX 

presente nella regione   P2 del promotore di MDM2. Questa interazione comporta un 

incremenrto nell'espressione di MDM2 con consecutiva diminuzione nell'espressione di 

p53 ed inibizione dell’apoptosi (33). 

Da diversi studi e' emerso che MYCN e' in grado di reprimere l’espressione genica, 

senza interagire direttamente con le sequenze E-BOX presenti  sui promotori dei suoi 

geni bersaglio ma, formando un complesso con la proteina Miz-1, appartenente alla 

famiglia dei fattori trascrizionali POZ/domain zinc finger (dominio POZ/dita di zinco). 

Il complesso MYCn/Miz1 si lega al promotore di geni bersaglio e con l'aiuto di Dnmt3a 

( DNA-metiltransferasi in grado di aggiungere gruppi metilici al DNA senza 

modificarlo)  ne determina il silenziamento (34, 35). 

MYCN puo’ quindi essere considerato un fattore trascrizionale in grado sia di attivare 

che reprimere l’espressione di molti geni bersaglio. Negli ultimi anni la ricerca ha 
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focalizzato la sua attenzione sullo studio dei microRNAs (miRNAs), piccole molecole 

di RNA a singolo filamento di 20-22 nucleotidi ,che sono coinvolte nella regolazione di 

diversi processi fisiologici quali ad esempio, apoptosi, proliferazione e 

differenziamento (36). Gli miRNAs agiscono a livello post-trascrizionale degradando 

l’mRNA e reprimendone la traduzione mediante interazione diretta sequenza-specifica 

con la 3'UTR dell'mRNA bersaglio (37). MYCN sembra svolgere un ruolo nella 

regolazione dell’espressione degli miRNAs (36). Berwanger e collaboratori, da 

un’analisi di microarray, eseguita su 384 differenti miRNA, ha identificato 7 miRNA 

indotti da MYCN in vitro e overespressi in neuroblastoma primari con MYCN 

amplificato. Tre dei sette miRNAs appartengono ai cluster miR-106a e miR-17 i quali 

sono a loro volta regolati da c-MYC. Il policistrone miR-17-92 agisce come oncogene 

nelle cellule progenitrici emapoietiche (38). Gli stessi autori  hanno idendificato 

un’altro miRNA indotto da MYCN: l’miR-221. Queste considerazioni hanno 

contribuito all’ipotesi che MYCN reprima l’espressione di molti geni bersaglio 

mediante l’induzione di diversi miRNAs. 

 

 

 

 

 

 

 



 23 

MYCN e il controllo della struttura della cromatina 

 

Da studi eseguiti sulle cellule staminali pluripotenti (iPS) (39) sembra evidente  che 

MYCN riveste un ruolo determinante anche nella regolazione  di queste cellule. Il 

meccansimo d’azione non e’ stato ancora chiaro, ma sembrerebbe  che MYCN sia 

coinvolto nel processo di regolazione degli  istoni con consecutivo rimodellamento 

della cromatina (40, 41). L’espressione di un gene e’ regolata dallo stato della 

cromatina sia localmente (sul promotore) che nel dominio circostante. La struttura della 

cromatina puo’ infatti essere modificata  sia dall’attivazione specifica di un singolo 

gene bersaglio, ed in questo caso i cambiamenti della struttura e dell’ organizzazione 

dei nucleosomi si verificano nelle immediate vicinanze del promotore; ma anche  da 

cambiamenti piu’ generali che influenzano una ampia regione genica ,che puo’ arrivare 

a coprire un intero cromosoma. Questi ultimi sono in grado di controllare il potenziale 

di un gene di essere espresso. Il meccanismo, alla base di entrambi i tipi di modifiche, 

e’ in realta’ lo stesso:  complessi proteici si legano alla cromatina e direttamente o 

indirettamente impediscono ai fattori di trascrizione e alla RNA polimerasi di attivare 

promotori presenti nella regione. I cambiamenti a livello di un singolo promotore 

controllano l’inizio della trascrizione di un gene particolare e possono essere attivatori o 

repressori (42). 

 La subunità fondamentale della cromatina è il nucleosoma. Esso è costituito da 146 

paia di basi di DNA avvolte attorno all’ottamero istonico, che consiste di un tetrametro 

(H3)2 – (H4)2  e  di due dimeri  H2A - H2B. A questo primo livello di compattamento 
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ne segue un secondo che richiede la presenza dell’istone H1. L’interazione con l’istone 

H1 fa sì che i nucleosomi si avvolgano ulteriormente ,formando una struttura a 

solenoide (fibra di 30nm) con 6 nucleosomi per giro. Il solenoide, a sua volta, si 

organizza topologicamente in anse ancorate ad uno scaffold proteico (fibra di 300 nm), 

ed infine la fibra si condensa ulteriormente fino a costituire il cromosoma metafisico 

(43).Tale grado di compattamento della cromatina ha un effetto repressivo sulla 

trascrizione. L’attivazione dell’espressione genica richiede il rimodellamento della 

cromatina ,che può avvenire sia attraverso  modifiche delle code N-terminali degli 

istoni  H3 e H4, quali acetilazione e ubiquitinazione delle lisine, metilazione delle lisine 

e arginine, fosforilazione delle serine, sia attraverso il  reclutamento di complessi 

proteici, come ad esempio SWI-SNF, che rimodellano la cromatina idrolizzando ATP 

(44).  Le modificazioni riducono la carica positiva e possono influenzare direttamente 

la struttura del nucleosoma o creare siti di legame per l’attacco di proteine non 

istoniche, che cambiano le proprieta’ della cromatina.  L’acetilazione è catalizzata dalle 

HAT (istone acetiltransferasi) che, trasferendo il gruppo acetile dall’acetil coenzima A 

ai residui di lisina presenti nelle code N-terminali degli istoni, determinano il 

decompattamento della cromatina e quindi la formazione di una struttura 

trascrizionalmente permissiva. La deacetilazione è catalizzata dalle HDAC (istone 

deacetilasi) che, aumentando l’interazione DNA-istoni e istone-istone, inducono un 

maggiore compattamento della cromatina e quindi generano una struttura 

trascrizionalmente inattiva (45). Esiste una correlazione generale in cui l’acetilazione e’ 

associata alla cromatina attiva mentre la metilazione e’ associata alla cromatina inattiva, 
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ma questa non e’ una regola semplice e, oltre a combinazioni di specifiche 

modificazioni, possono essere importanti i particolari siti che sono modificati. Nelle 

cellule neuronali staminali  la mancanza di MYCN e’ sufficente a determinare il 

massimo livello di condensazione del DNA, suggerendo cosi’ un ruolo chiave di 

MYCN nell’attivazione dell’espressione genica. MYCN e’ in grado di interagire con 

diversi istoni acetiltransferasi quali GCN5 (46) e TIP60 (47) che acetilano diverse lisine 

dell’istone H3 e H4, ed e’ coinvolto nel meccanismo di rimodellamento della 

cromatina, mediante  metilazione del residuo di lisina 4 dell’istone H3 (40). 

 Concludendo, l’onocogene MYCN e’ in grado di influenzare la  regolazione dei diversi 

processi biologici quali: ciclo cellulare, metabolismo, differenziazione, senescenscenza 

e replicazione del DNA, mediante interazione diretta con il DNA bersaglio,il 

reclutamento di altri fattori trascrizionali o miRNAs, e in ultimo, influenzando il 

rimodellamento della cromatina. 
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2. LA CLUSTERINA 

 

Struttura della clusterina 

 
La clusterina è una glicoproteina di secrezione coinvolta in diversi processi fisiologici e 

patologici come la regressione tissutale o la neurodegenerazione nella malattia di 

Alzheimer (48). La clusterina è costitutivamente espressa in quasi tutti i tessuti di 

mammifero, ed è presente nei fluidi fisiologici come plasma, urina, latte e liquido 

seminale (49, 50, 51, 52). 

L’induzione della clusterina è comune in molti stati fisiopatologici e di accrescimento 

cellulare, tanto da far supporre che il controllo del livello d’espressione sia molto 

importante.  

La clusterina e' stata isolata per la prima volta nella prostata di ratto sottoposto a 

castrazione nel 1986 da Montpetit  (53) ma a tutt’oggi non è ancora stata definita in 

modo chiaro la sua funzione. 

A questa proteina sono stati attribuiti molti nomi differenti, quali apolipoproteina J 

(appartenente alla famiglia delle HDL) (54), TRPM-2 (testosterone-repressed prostate 

message-2), SP 40-40 (secreted protein 40-40) (55), gp80 (glycoprotein 80), sulphate 

glycoprotein-2 (sulfated glycoprotein). 

La forma  secreta della clusterina è un eterodimero di 65-70 kDa. 

Il gene codificante per la clusterina è stato isolato e sequenziato in diverse specie, tra 

cui l’uomo (56), il topo (57) ed il ratto (58). Il gene umano, presente in singola copia, si 
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estende su circa 16 Kb ed è composto da 9 esoni ed 8 introni. Il gene umano si trova sul 

cromosoma 8, regione p21 (48).  
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Sintesi e degradazione 

 

La trascrizione del gene della clusterina dà origine generalmente ad un singolo mRNA 

di 2 Kb che viene consecutivamente tradotto dai ribosomi endoplasmatici  in un 

polipeptide di 449 amminoacidi. Essendo una proteina di secrezione, possiede una 

sequenza leader di 22 amminoacidi  necessaria per la sua traslocazione nel lume del 

reticolo endoplasmatico (59). Una volta incanalata nella via reticolo endoplasmatico-

vescicole del Golgi, la clusterina va incontro a diverse modificazioni post-traduzionali 

che prevedono la formazione di ponti di-solfuro, glicosilazione e proteolisi. 

L’eterodimero risultante è costituito da 2 subunità: α e β. Le 2 catene sono disposte 

antiparallelamente una rispetto all’altra ed unite, a livello centrale, da 5 ponti disolfuro. 

La molecola matura è costituita da un cuore idrofobico fiancheggiato da 3 α-eliche 

anfipatiche e 2 α-eliche coiled-coil, e presenta 6 siti di possibile glicosilazione (Fig.3) 

(60, 61). 
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 Fig 3. : Rappresentazione schematica della struttura della clusterina umana. Lo studio di modelling 

prevede 2 domini ad α-elica “coiled-coil” (in verde) e tre domini ad α-elica antipatici (in blu).  I 6 potenziali 

siti di glicosilazione sono indicati come punti gialli. 
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La catena aminoacidica della clusterina contiene almeno tre segnali di localizzazione 

nucleare (NLS), il primo tra i residui 74 e 81, il secondo tra i residui 324 e 340 (62) e il 

terzo tra i residui 442 e 446 (63). La struttura cristallografica di questa proteina non e’ 

stata ancora risolta, probabilmente a causa del fatto che contiene strutture “molten 

globule-like” e per la sua promiscua affinità di legame con un elevato numero di 

molecole, come e’ stato evidenziato in vitro (64).  
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 Il ruolo biologico della clusterina e il suo coinvolgimento 
nell’attivazione e/o sopressione tumorale 
 
 
La clusterina è in grado di interagire in vitro con un numero elevato di molecole come 

lipidi, proteine amiloidi, componenti del complesso d’ancoraggio alla membrana ed 

immunoglobuline; il suo livello d’espressione è direttamente correlato con fenomeni 

d’accrescimento cellulare, apoptosi, stress cellulare e fenomeni neurodegenerativi (65). 

Per questa proteina sono state descritte funzioni di chaperone (66,67) ,di protezione di 

membrana e di inibizione del complemento (68). In particolare, l’espressione di 

clusterina nell’interfaccia epitelio-matrice viene interpretata come meccanismo 

citoprotettivo verso insulti extracellulari (69). In alcuni sistemi sperimentali sembra 

infatti modulare l’eliminazione dei detriti cellulari tramite interazione con macrofagi 

(70). La clusterina e’ presente in due forme: la forma secreta (sCLU) e la forma 

troncata nucleare (nCLU) di 45kDa, che induce apoptosi (71). Il rapporto sCLU: nCLU 

sembra essere determinante per la sopravvivenza cellulare. Il Dr. E. Kolettas, ha 

condotto studi su cheratinociti umani HaCaT mutanti per p53 esposti al solfato di 

vanadile (VOSO4), riscontrando che il processo di morte cellulare programmata e’ 

correlato all’ overespressione di c-fos, una diminuzione nell’espressione di Bcl-2, 

dell’attivita’ caspasica e del valore del rapporto sCLU:nCLU. Inoltre l’overespressione 

di c-fos e v-fos determina la stessa risposta in cellule HaCaT wild type. Infine, da 

questo studio e’ emerso che se da una parte l’overespressione di sCLU non e’ 

sufficiente per proteggere le cellule dall’effetto del solfato di vanidile, 
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contemporaneamente l’overespressione di nCLU induce morte cellulare programmata 

(72) (Fig.4).  

 Martin Gleave e collaboratori hanno focalizzato la loro attenzione sul ruolo 

antiapoptotico della clusterina. Diversi studi eseguiti su linee cellulari tumorali 

prostatiche hanno evidenziato come la forma secreta sCLU svolga un ruolo 

citoprotettivo, conferendo alle cellule resistenza nei confronti dei convenzionali metodi 

terapeutici (73, 74, 75, 76) da Gleave). Gleave ha messo a punto uno studio di clinical 

trials eseguito su  pazienti con cancro prostatico localizzato mediante l’impiego di oligo 

antisenso (AS clusterin ODN) anticlusterina (77). In un pannello di 80 oligo, l’utilizzo 

dell’ oligo antisenso OGX-011, somministrato ad intervalli regolari via intravenosa per 

29 giorni totali, ha determinato una riduzione del 90% dell’espressione di sCLU, con 

consecutivo ritardo nella progressione androgeno-indipendente di questa forma 

tumorale (77). Studi condotti da Bettuzzi e collaboratori hanno dimostrato come la 

sovra-espressione di questa glicoproteina sia in grado di determinare un rallentamento 

del ciclo cellulare in cellule epiteliali immortalizzate di prostata umana (78) e come 

l’accumulo dell’ isoforma di clusterina di 45 KDa nel nucleo sia un evento associato 

con l’innesco del processo di morte cellulare programmata, in seguito a distaccamento 

cellulare dalla matrice (anoikis) (79, 80).    

L’espressione di clusterina è stata associata con la progressione di diversi tumori 

umani, quali quello  della vescica (81), colon (82), prostata (83, 84, 85), seno (86), e 

reni (87). Inoltre il coinvolgimento della clusterina nei meccanismi di riparazione del 
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DNA suggerisce un suo ruolo specifico nella regolazione dell’avanzamento, 

accrescimento o regressione di varie forme tumorali (88). 

Sono stati infine evidenziati per questo gene sia effetti anti-apoptotici (89, 90, 91, 92), 

sia ruoli pro-apoptotici (93, 94, 95, 96).  

Il promotore del gene della clusterina contiene alcuni elementi regolatori tessuto-

specifici, altamente conservati (AP-1, AP-2 e Sp1, NF1) (97, 98, 99, 100); il sito AP-1 

è stato identificato come elemento di risposta del fattore di crescita tumorale TGF-β 

(101), del fattore della crescita delle cellule nervose (NGF) e del fattore della crescita 

epidermico (EGF) (102)  in cellule CCL64 e PC12.  Una specifica sequenza altamente 

conservata di 14 bp è riconosciuta dall’heat shock transcription factor 1 (HSF1) che, 

una volta attivato, induce trascrizione (103). Il gene della clusterina  interagisce con 

diverse citochine e fattori di crescita rispondendo a diversi agenti ,che inducono stress 

cellulare e morte cellulare programmata. Da quanto detto fin’ora emerge che il 

cambiamento nell’espressione della clusterina e’ un’importante indicatore di stress 

ossidativo in cellule di mammifero (104) e che la clusterina gioca un ruolo importante 

nella instabilita’ genomica (105, 106, 79) sia durante la progressione tumorale che in 

condizioni patologiche specifiche (Alzheimer, malattie a carattere infiammatorio, 

attacchi cardiaci). Lo stesso rapporto sCLU:nCLU sembra essere cruciale nel 

determinare la sopravvivenza e progressione delle cellule tumorali.  

Anche in cellule di  neuroblastoma, la clusterina e' una proteina di secrezione 

ampiamente espressa (107). 
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Fig 4 : Le funzioni biologiche della clusterina 
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Studi eseguiti su topi “knockout” per la clusterina (Clu -/-) hanno evidenziato il duplice 

ruolo di questa proteina ubiquitaria: l’assenza di clusterina ha un’effetto protettivo in 

cellule neuronali danneggiate in seguito ad ipossia-ischemia, mentre determina un 

peggioramento del danno al cuore in un modello di miocardite autoimmune (108, 109). 

E’ possible che questa duplice azione pro o anti-apoptotica sia dipendente dal contesto 

cellulare come accade gia’ per altre molecole come p-53 o Bcl-x (110). L’aumento dei 

livelli d'espressione del RNA messaggero e della proteina, in vitro e in vivo, sono stati 

rilevati in diversi tessuti sottoposti a stress come cuore, cervello, reni, fegato e tessuti 

della retina. 

Per quanto riguarda la sua espressione nei tessuti tumorali sono stati riportati aumenti 

(111, 112) o diminuzioni (113, 114, 115) della sua espressione, a seconda del tipo di 

tessuto, di tumore e di approccio sperimentale. Risultati contrastanti sono stati osservati 

studiando il suo ruolo nel ciclo cellulare. In alcuni casi si è osservata una significativa 

relazione tra clusterina e progressione cellulare (113). Studi condotti dal gruppo di 

ricerca del Prof. Saverio Bettuzzi (Universita’ degli Studi di Parma, Italy) hanno 

evidenziato come il silenziamento di sCLU mediante l’impiego di siRNA sia correlato 

con la progressione del ciclo cellulare (114). Inoltre e’ stato osservato che topi TRAMP 

(un ceppo transgenico di animali che sviluppa spontaneamente il tumore alla prostata) 

incrociati con topi “knockout” per la clusterina, sviluppano un cancro prostatico molto 

aggressivo. In  contrasto con questi dati, altri ricercatori hanno dimostrato un 

coinvolgimento della sCLU nella proliferazione tumorale. La Dr. Sabina Pucci, ad 

esempio, ha evidenziato la presenza di alti livelli di sCLU nei campioni di siero raccolti 
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da  pazienti affetti da tumore colorettale. In questo particolare tipo di tumore 

l’interluchina 6 (IL-6) e il fattore di crescita enodeteliale vascolare A (VEGF-A) 

influenzano la proliferazione delle cellule tumorali, favorendo la migrazione cellulare 

ed una porgressione del cilco cellulare grazie anche all’interazione con il complesso 

proteico Ku70-CLU-Bax. Questa interazione e’ modulata da IL-6 che insieme a VEGF-

A inbisce la morte cellulare dipendente da Bax, incrementa l’espressione di sCLU, 

promuovendo cosi’ la sopravvivenza cellulare e la progressione tumorale ( 115).  
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3. IL RUOLO DELLA CLUSTERINA NEL 

NEUROBLASTOMA 

 

Studi condotti nel nostro laboratorio hanno messo in evidenza la capacita’ della 

clusterina di regolare negativamente NF-kB (116),  un fattore trascrizionale che e’ 

attivato in differenti tipi di tumore (117, 118). NF-kB è un dimero composto da due 

subunità, p65 e p50, trattenuto nel citoplasma da un regolatore negativo denominato 

I-kB. Quando I-kB è fosforilato, viene degradato, rilasciando quindi NF-kB che entra 

nel nucleo e attiva la trascrizione dei suoi geni bersaglio, caratterizzati dalla presenza 

del motivo kB nella sequenza del promotore o enhancer. NF-kB è un’oncoproteina 

che regola molteplici funzioni cellulari quali: apoptosi, proliferazione, motilita’ 

cellulare, angiogenesi, trasformazione e resistenza ai farmaci (119, 120-123). 

La clusterina regolara l’attivita’ di NF-kB attraverso il controllo diretto 

dell’espressione dell’inibitore I-kB. 

In studi condotti in  fibroblasti embrionali murini e’ stato visto che la delezione 

genetica di clusterina causa una drastica riduzione nei livelli  della proteina I-kB, 

determinando di conseguenza un aumento nell’attivita’ di NF-kB che,a sua volta, 

induce un’incremento della trascrizione di c-IAP, uno dei geni bersaglio di NF-kB, e 

una riduzione nei livelli di p53 (116).   

 Inoltre, e’ stato dimostrato che l’espressione ectopica della clusterina causa  una 
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drastica riduzione  nell’invasivita’ di cellule tumorali di neuroblastoma in vitro (124). 

Questi dati suggeriscono un ruolo determinante della clusterina nell’inibizione di NF-

kB e nella soppressione della motilita’ cellulare tumorale. 

Studi condotti nel laboratorio  di Arturo Sala, Thomas-Tikhonenko e Saverio Bettuzzi 

hanno evidenziato che la delezione genetica di clusterina determina un’incremento 

dell’incidenza di neuroblastomi in un modello murino (82). 

Infine, l’espressione della clusterina e’stata studiata  in neuroblastomi umani 

metastatici. In queste forme tumorali piu aggressive, la proteina e’ espressa a livelli 

molto bassi fino ad essere completamente assente.  

Questi dati sono di notevole importanza nel sostenere la teoria secondo la quale la 

clusterina e’ un sopressore tumorale.  
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MATERIALI E METODI 
 
Colture cellulari 
 
La cellule SH-SY5Y sono cellule neuroepiteliali di neuroblastoma umano, 

provenienti da metastasi al midollo osseo. Questa linea cellulare, considerata un 

modello di neuroblasti, deriva da subclonazioni di cellule SK-N-SH (linea cellulare 

ottenuta da un tumore osseo metastatico). Le cellule SH-SY5Y sono geneticamente 

caratterizzate da una delezione presente sul cromosoma 1. L'amplificazione del 

protooncogene MYCN non e' riscontrabile in questa linea cellulare. Le SH-SY5Y 

sono state coltivate in DMEM (Dulbecco's Modified Eagles medium, GIBCO) 

contenente il 10% di siero fetale bovino (FBS). 

I cloni stabili SH-SY5Y-MYCN e SH-SY5Y empty sono cellule di neuroblastoma 

stabilmente transfettate, rispettivamente con un vettore d' espressione in grado di 

esprimere  MYCN (pCDNA 3.1-MYCN) o con il vettore d'espressione vuoto 

(pCDNA 3.1). Le cellule crescono in DMEM contenente il 10% di FBS e   0.8 mg/ml 

di G418 ( Geneticina, GIBCO).  

Le cellule HEK-293 derivano dalla trasformazione di cellule umane di fegato 

d'embrione con il DNA adenovirus 5 e sono state descritte per la prima volta nel 1977 

da Graham et al. In questa linea cellulare il protoocogene MYCN e' poco espresso. Le 

cellule crescono in DMEM contenente il 10% di FBS. 

Le cellule  umane LAN-1 derivano da metastasi di neuroblastoma e sono 

caratterizzate dall'amplificazione di MYCN. Crescono in DMEM contenente il 10% 
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di FBS e l' 1% di NEAA ( GIBCO, MEM Non-Essential Amino Acids Solution 

10mM). 

Le cellule Kelly sono cellule di neuroblastoma umano caratterizzate 

dall'amplificazione del gene MYCN. Crescono in RPMI-1640 (GIBCO), contenente 

il  10%  di FBS, 1% di L-glutammina al 1% e 1% di Penicillina /Streptomicina 

(GIBCO) al 1%. 

Le cellule TET-21N,  forniteci dal laboratorio del Prof. Giovanni Perini ( Universita' 

degli Studi di Bologna), sono cellule di neuroblastoma transfettate stabilmente con un 

transattivatore tTA( tetracycline-controlled transactivator protein) e  con un vettore 

d'espressione per MYCN. 

Le cellule crescono in DMEM, contenente il  10% di FBS, 2mM L-glutammina  e 50 

ug/ml gentamicina. Per selezionare le cellule contenti  il sistema TET OFF si usano 

200 ug/ml di G418 e 150ug/ml di Igromicina B (Invivogen- Autogen Bioclear UK 

Ltd). Per spegnere l'espressione di MYCN vengono aggiunti al terreno di coltura 50 

ug/ml di  Tetraciclina  (Tetracycline solution 12,5 mg/ml- Bioline). 

In tutti i casi le cellule sono cresciute a 37 °C in un’atmosfera al  5% di CO2.  

 

 

 
 
Saggio colorimetrico 
 
 La vitalità cellulare è stata determinata con il test d’esclusione del Trypan Blue. 

Brevemente, le cellule sono state raccolte mediante tripsinizzazione e sucessivamente 
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centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti. Il pellet risultatnte è stato risospeso in PBS 1X. 

Ogni campione e' stato diluito con il Trypan Blue (SIGMA Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA) in un rapporto 1:1 e le cellule negative al colorante (vitali) sono state 

contate tramite emocitometro. La vitalità è stata determinata come percentuale di 

cellule vive (bianche) sul totale di cellule (bianche + blu) ai vari tempi indicati. Tre 

differenti campi contenenti all’incirca 150 cellule sono stati scelti in maniera casuale 

per ogni punto sperimentale.  

 
 
Trattamento con farmaci epigenetici 
 
Diverse linee cellulari di neuroblastoma (SH-SY5Y, LAN-1, IMR-32 e LN-1 

stabilmente trasfettate con i vettori d'espressione pSUPER.gfp+neo.Clu e 

pSUPER.gfp+neo.Scr, Kelly) sono state seminate ad una densita' di 5x104 

cellule/well o 2,1x106 cellule/dish e a 24h dalla semina sono state trattate con 

differenti farmaci epigenetici per  24h, 48h e 72h. I farmaci epigenetici usati sono: 

1. Tricostatina A (TSA)= farmaco appartenente alla classe degli inibitori 

dell'istone deacetilasi 

2. Acido valrpoico (VPA)= inibitore dell'enzima istone deacetilasi 1 

3.  5'-aza- 2'- deoxycytidine (AZA)= appartenente alla classe degli agenti 

demetilanti in grado di inibire DNMT 

I  3 farmaci sono stati acquistati dalla SIGMA (SIGMA Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA) ed usati singolarmente o in combinazione a divesre concentrazioni: 
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TSA VPA AZA AZA+TSA TSA+VPA 

1uM 1,5mM 10uM 10uM+0,5uM 1.0uM+1.5mM 

 

Saggi di Western blot, analisi del ciclo e della proliferazione cellulare, sono stati 

eseguiti sulle cellule di neuroblastoma trattate con i tre differenti farmaci epigenetici. 

 

 
Western blotting  
 
Le cellule sono state raccolte nel buffer di lisi RIPA  (50 Mm Tris-HCl pH 7.4, 150 

mM NaCl, 1mM EDTA, sodio deoxycholate, 1% NP-40, 0,1% SDS, miscela di 

inibitori di proteasi e fosfatasi 1pastiglia/10 ml) a 4°C per 15 minuti. Le cellule sono 

state centrifugate a 13.200 rpm per 15 minuti a 4°C e il sopranatante  recuperato. Per 

la determinazione della concentrazione proteica è stato usato il metodo Bradford 

(SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) utilizzando come standard la 

BSA(albumina di siero bovino, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA). 

L’assorbanza e' stata misurata a 595 nm. 20-25 ug  di estratto proteico ,sono stati 

miscelati 1:1 con SDS-loading buffer 4X e denaturati a 100°C per 5 minuti, prima di 

essere separati mediante elettroforesi su gel di SDS-poliacrilamide al 10% e 

successivamente trasferiti su membrane Hybond-C extra (Amersham Biosciences) 

per 1 ora e 30 minuti a 80 Volt in camera fredda. Il protocollo di rivelazione prevede 

30 minuti di incubazione a temperatura ambiente in blocking solution 1%  (PBS 1X, 

0,1% NP-40, 5 gr latte magro in polvere), ibridazione con anticorpo primario in 
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blocking solution 1%, seguita da  2 lavaggi da 10 minuti ciascuno con 0,1% NP-40 in 

PBS 1X e da ibridazione con anticorpo secondario anti-mouse o anti-rabbit (GE 

Healthcare, UK) o anti-goat (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca USA) diluito 

1:10.000 in blocking solution 1% per 30 minuti a temperatura ambiente ed infine 2 

lavaggi da 5 minuti ciascuno in PBS 1X con 1% NP-40. La rivelazione per 

chemioluminiscenza é stata eseguita con pierce ECL Western Blotting Substrate 

(Pierce, Thermo Scientific).  Gli anticorpi primari impiegati sono i seguenti: mouse 

anti-clusterina umana (diluito 1:1000, Upstate Biotechnology, Inc., Lake Placid, NY, 

USA),  goat polyclonal IgG 200ug/ml anti-clusteina β (diluizione 1:500, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, Ca USA); mouse monoclonal IgG2A  200ug/ml anti-

MYCN (diluito 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca USA ).Gli 

anticorpi secondari ECL anti-rabbit IgG Horseradish peroxidase liked whole 

Anntibody (from donkey) e ECL anti-mouse IgG Horseradish peroxidase liked whole 

Anntibody (from sheep) sono stati acquistati presso la  GE Healthcare (GE 

Healthcare, UK) e da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, Ca USA) ed utilizzati ad una diluizione di 1:10000. Il caricamento uniforme dei 

campioni su gel e l’efficienza di trasferimento su membrana (blottaggio) dei 

campioni proteici è stato verificato con colorazione Red Ponceau (SIGMA Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA) e mediante l'impiego dell'anticorpo primario goat 

polyclonal IgG 200ug/ml anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca 

USA), usato come controllo. 
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Vettori d’espressione  
 
Il cDNA di MYCN umano  è stato estratto mediante l'impiego degli enzimi di 

restrizione XbaI  e EcorI  (Promega Biosciences, Promega Corporation San Luis 

Oispo, CA USA) dal vettore d'espressione pSP64CRNX-3 ( fornito da Bill Weiss) e 

sucessivamente subclonato nel vettore d'espressione pcDNA 3.1(+)/His (Invitrogen).  

Il promotore umano di clusterina (CLU) e' stato ottenuto per amplificazione da PCR 

di genoma umano mediante l'impiego dei seguenti primers: 

FW 5' CGACTGGTAC|CCTGTGTGTGCTCTCTTCTCCAGCA 3' (con sito di 

restrizione per KpnI ) 

Rw 5' TTCGATCGA|ATTGGGGCTGGCTGCAAACCTG 3' ( con sito di restrizione 

per HindIII). Il prodotto di PCR e' stato estratto da gel e subclonato in pCRII-TOPO 

Vector mediante l'impiego del kit TOPO TA Cloning Kit (Dual Promoter-no manual 

with One Shot TOP 10F' Chemically Competent E.Coli, Invitrogen) che prevede 

l'impiego di 1mM  isopropyl-D-thiogalactopyranoside (IPTG, SIGMA Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA) e dello 0,01% di 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-

galactopyranoside (X-Gal, Biockemika, Fluka, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA) (W/V) per la selezione delle colonie batteriche ricombinanti bianche, seguendo 

il protocollo suggerito dalla casa produttrice (Invitrogen) 

Il promotore della clusterina è stato estratto dal TOPO vector mediante l'impiego 

degli enzimi di restrizione KpnI  in 5' e HindIII in 3' (Roche, La Roche Ltd, 

Germany) ed inserito in un vettore di luciferasi pGL2-Promoter  Vector (Promega 

Biosciences, Promega Corporation San Luis Oispo, CA USA) precedentemente 
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tagliato con gli stessi enzimi KpnI e HindIII. Il vettore pGL2-Promoter Vector e' stato 

utilizzato come vettore di controllo nel saggio di luciferasi. 

Il primer siRNA  per la clusterina e il primer siRNA per  la sequenza scramble 

(controllo) sono stati clonati in un vettore pSUPERgfp+neo (OligoEngine) (Olesya 

Chayka) e sucessivamente trasfettati in differenti linee cellualri di neuroblastoma. 

Sequenza del siRNA per la clusterina (Clu): 

GATCCCCAGGAAGAACCCTAAATTTATTCAAGAGATAAATTTAGGGTTCT

TCCTTTTTGGAAAGGGTCCTTCTTGGGATTTAAATAAGTTCTCTATTTAAATCCCA

AGAAGGAAAAACCTTTTCGA 

Sequenza del siRNA per il controllo (Scr): 

GATCCCCGGTTTATATGATCTTCATATTCAAGAGATATGAAGATCATATA

AACCTTTTGGAAAGGGCCAAATATACTAGAAGTATAAGTTCTCTATACTTCTAGT

ATATTTGGAAAACCTTTTCGA 

Ogni plasmide è stato sottoposto a sequenziamento per verificare l’assenza di 

mutazioni nei cDNA inseriti.  

 

Mutagenesi sito-diretta con oligonucleotidi e PCR 

Il vettore pGL2-CLU e' stato modificato nella  sequenza E-BOX (CGCGT= sito di 

legame per MYCN) mediante l'impiego di un kit di mutagenesi sito diretta  in vitro 

(QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit, STRATAGENE, Agilent 

Technologies Company, CA) seguendo il protocollo suggerito dalla casa produttrice.  
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Brevemente, il vettore pGL2-CLU e' stato amplificato per PCR mediante l'impiego di 

primer mutati nella corrispettiva sequenza E-BOX: 

FW:5'-TCCCAGATGGGTCTGCTAGTTCAGGCTCTTCCCTACTGGA-3' 

RW:5'-TCCAGTAGGGAAGAGCCTGAACTAGCAGACCCATCTGGGT-3' 

Il prodotto di PCR e' satato trasformato in batteri competenti XL10-Gold.  

La selezione delle colonie batteriche bianche e' avvenuta mediante l'impiego di 1mM  

isopropyl-D-thiogalactopyranoside (IPTG, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA) e dello 0,01% di 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactopyranoside (X-Gal, 

Biockemika, Fluka, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) (W/V). 

Ogni plasmide  è stato sottoposto a sequenziamento. 

 

Saggio di attivita' luciferasica 
 
Cellule di neuroblastoma SH-SY5Y sono state trasfettate transientemente con il 

vettore di luciferasi pGL2 Promoter Vector (Promega Biosciences, Promega 

Corporation San Luis Oispo, CA USA), contenente o il promotore della clusterina 

wild type (pGL2-CLU WT) o il promotore della clusterina mutato nella sequenza E-

BOX (pGL2-CLU MUT), un vettore di controllo Renilla (Promega Biosciences, 

Promega Corporation San Luis Oispo, CA USA) e il vettore pcDNA3.1(+)/His 

contenente il cDNA per MYCN (CMV-MYCN). Per ogni trasfezione sono state 

seminate 0,4 x 106  cellule/well, in una piastra da 12 well. 

A 24h dalla trasfezione e' stata misurata l'attivita' luciferasica in presenza o in assenza 

di MYCN, rispetto al controllo di riferimento,che determina l'efficenzia di trasfezione 
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mediante lutilizzo del kit Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega Biosciences, 

Promega Corporation San Luis Oispo, CA USA) ,seguendo il protocollo suggerito 

dalla casa produttrice. L’emissione di luce e' stata normalizzata rispetto al vettore di 

controllo, esprimente la luciferasi, Renilla. 

 

Trasfezione stabile e transiente 
 

Le trasfezioni stabili e transienti delle due linee cellulari di neuroblastoma 293 e SH-

SY5Y con il vettore d'espressione pCDNA3.1(+)/MYCN sono state effettuate usando 

il reagente Lipofectamine 2000  (Invitrogen) ,seguendo il protocollo suggerito dalla 

casa produttrice. Per ogni trasfezione sono state seminate 5x104 cellule/well o 2,1x106 

cellule/dish e sucessivamente trasfettate transientemente con 2 ug di DNA plasmidico 

e stabilmente con 15 ug di DNA plasmidico. L’efficienza di trasfezione è stata 

valutata calcolando le cellule positive alla GFP (proteina a fluorescenza verde) in 

seguito alla trasfezione del vettore pEGFP-N1 (Clontech Laboratories, Inc., East 

Meadow Circle, Palo Alto, CA, USA). In ogni esperimento  l’efficienza di 

trasfezione è sempre risultata superiore al 50% del numero totale di cellule presenti in 

coltura. 

Per i cloni stabili SH-SY5Y/MYCN e' stata ottenuta una popolazione mista dopo 3 

settimane in selezione con 0.8 mg/ml G418 (Gibco). 

Le due linee cellualari IMR-32 e LAN-1 sono state trasfettate stabilmente con i due 

plasmidi pSUPER.gfp+neo.Clu e pSUPER.gfp+neo.Scr usando il reagente  

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) come precedentemente descritto. Le cellule sono 
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state mantenute in selezione con 2.4 mg/ml G418 per le IMR-32 e 1.2 mg/ml per le 

LAN-1, per  3 settimane per ottenere cloni singoli. 

 

 

Saggio di Imunoprecipitazione della cromatina (ChiP assay) 

Il saggio di immunoprecipitazione della cromatina e' stato eseguito su 3 differenti 

linee cellulari di neuroblastoma: LAN-1 (MYCN amplificato), SH-SY5Y MYCN 

(cloni stabili contenenti MYCN) e TET 21N ON o OFF ( cellule esprimenti o non 

esprimenti MYCN). Per la frammentazione della cromatina e' stato seguito il 

protocollo (PROT11) disponibile sul  sito http://www.epigenome-noe.net/. 

Brevemente, le cellule vengono raccolte ad una densita' pari a 2-5 x107/ T75 e 

risospese in 27 ml di mezzo fresco DMEM con il 10% di FBS. Vengono fissate con 

l'aggiunta di 3 ml di formaldeide (Formaldehyde solution for molecular biology, 

36.5-38% in H2O, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) ed incubate per 30 

minuti a RT (temperatura ambiente). 

La reazione viene bloccata con l'aggiunta di 3 ml di glicina 1,375 M. Le cellule 

vengono lavate con PBS 1X e sucessivamente centrifugate a 1200 rpm per 3 volte ed 

infine risospese in 3 ml di Swelling buffer (25M Hepes pH 7.8, 1,5 mM MgCl2,10  

mM KCl, 0,1% NP-40, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, protease Inhibitor Cocktail). 

Dopo un'incubazione di 10 minuti in ghiaccio le cellule vengono frantumante con 

l'omogenizzatore Dounce in ghiaccio per 25 volte e centrifugate immendiatamente a 

2000 rpm per 5 minuti. Il pellet, che contiene la frazione nucleare, viene risospeso in 
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2-3 ml di Sonication Buffer (50 mM Hepes pH 7.9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% 

Triton X-100, 0.1 % Na- deoxycholate, 0.1% SDS, 0.5 mM PMSF, Protease Inhibitor 

Coctail). Per tutte e tre le linee cellulari la cromatina e' stata sonicata per 15 cicli della 

durata di 45 secondi l'uno ad una potenza pari al 60% ( Vibra Cell Sonicator) ed 

infine centrifugata a 14000 rpm per 15 minuti. Da questa separazione viene 

recuperato solo il sopranatante, contenente la cromatina solubile, che viene poi 

conservata a -80C. La cromatina verra’ sucessivamente immunoprecipitata con  due 

anticorpi: il primo e’ un mouse monoclonal IgG2A  200ug/ml anti-MYCN (, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca USA) e il secondo e’ un mouse monoclonal 

IgG2A  100ug/ml anti-GAL-4 (controllo negativo, 100ug/ml, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, Ca USA). Il complesso antigene/anticorpo viene 

precipitato mediante l'impiego di biglie magnetiche (Chip -IT Express Kit Active 

Motif, Active Motif Europe, Germany) seguendo il protocollo suggerito dalla casa 

produttrice. Infine la cromatina immunoprecipitata e’  stata amplificata con primer 

specifici per la regione del promotore di Clusterina contenente le E-BOX (FW: 5'-

TTGTGTCTTGGACTGGGACA-3'; RW: 5'-GAAAGCAAGGGGAGCTTTCT-3') e 

corsa su gel d'agarosio al 2% per 45-50 minuti. Le dimensioni del prodotto di PCR e’ 

di 220 bp. 

 

Analisi del ciclo cellulare mediante l'impiego del Citofluorimetro 

(Analisi al FACS) 

Per ogni anslisi del ciclo cellulare sono state piastrate 5x104 cellule/well e la raccolta  
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e' avvenuta a 24 ore dalla semina.  

Brevemente, le cellule sono state staccate mediante tripsinizzazione e  centrifugate a 

1500 rpm per 5 minuti. Il pellet viene  lavato in PBS 1X con l'aggiunta di BSA 

1:1000 e centrifugato per 10 minuti a 1500 rpm. Le cellule sono state poi fissate in 

EtOH al 70%   e conservate a - 20C. Prima dell'analisi al Citofluorimetro  le cellule 

vengono centrifugate per 5 minuti a 2000 rpm e risospese in PBS1X con l'aggiunta di 

BSA 1:1000 e Rnase 1:1000, e incubate a 37C per 1 ora. 

Al termine dell'incubazione viene eliminato il sopranatante tramite centrifugazione e 

il pellet  risospeso in  PBS 1X con l'aggiunta di BSA 1:1000 e Propidio Ioduro 50 

ug/ml (PI, intercalante del DNA) . Il PI e’ un fluorocromo intercalante del DNA, 

appartenente alla famiglia dei fenantridinici le cui molecole presentano la 

caratteristica di non essere fluorescenti quando sono libere nel solvente, mentre 

sviluppano un elevata efficienza quantica quando si trovano intercalati nella doppia 

elica del DNA.  

Per quanto riguarda le caratteristiche spettrali, il PI ha una larga banda di 

assorbimento nel visibile, con un massimo nel verde. Il PI puo’ essere rivelato sia con 

strumenti dotati di luce laser Argon a 488 nm, sia con una strumentazione a lampada 

ai vapori di mercurio. Lo spettro di emissione e’ localizzato nel rosso con un 

massimo ad una lunghezza d’onda di 610 nm. 

Il PI non ha specificita’ assoluta per il DNA, ma si lega a qualsiasi coppia di basi, 

quindi e’ in grado di intercalare anche l’RNA a doppia elica e proprio per questa 
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ragione, ogni analisi deve sempre essere preceduta da una preventiva digestione 

enzimatica dell’RNA. 

 L’analisi citofluorimetrica e’ stata eseguita utilizzando un citometro LSRII (Becton 

Dickinson) dotato di un sistema di eccitazione a quattro laser (488-nm, 633-nm, 405-

nm e 355-nm). La luce viene trasmessa tramite fibre ottiche ad un ottagono di 

detector contenente una serie di fotomoltiplicatori e filtri Bandpass. 

Inoltre l’LSRII e’ provvisto di un modulo per la discriminazione dei , che processa gli 

impulsi analizzando l’area in FL2 (FL2-A) (che per i doppietti e’ maggiore che per le 

cellule tetraploidi) in funzione del picco FL2 (FL2-W). Pertanto, in una 

rappresentazione biparametrica di FL2-A in funzione di FL2-W, la popolazione delle 

cellule aggregate e’ distinta dalle cellule tetraploidi. 

I dati sono stati analizzati utilizzando il software FlowJo v8.6.3 (Becton Dickinson). 

 

 

Saggio di Invasivita’ cellulare 
 
 
Il saggio di invasivita’ cellulare in vitro e’ stato eseguito sulle cellule di 

neuroblastoma LAN-1 SH CLU 1-2 (cloni stabili espreimenti un sh RNA contro la 

clusterina) e LAN-1 SH CONTROL 1-2 (cloni stabili esprimenti un sh RNA 

scramble). 

Ciascuna cameretta di invasivita’e’ costituita da due compartimenti sovrastanti, 

separati da una membrana porosa attraverso cui, applicando un gradiente 
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chemiotattico, e’ possibile indurre la migrazione delle cellule. La porosita’ della 

membrana e’ in funzione della dimensione delle cellule e deve essere tale da impedire 

il passaggio passivo delle cellule,  ma favorire la loro migrazione attiva. 

Brevemente, le cellule trattate per 24h con TSA ( 1uM) o VPA (1.5mM) sono state 

raccolte ad una densita’ di 2.5x 104 /well in 500 ul di DMEM e piastrate  in una 

cameretta di invasivita’ cellulare (BD BioCoatTM MatrigelTM Invasion Chamber, BD 

Biosciences) precedentemente reidrata per 2 h a 37°C . La base della cameretta e’ 

stata  riempita con DMEM contenente il 10% di FBS (500 ul), che svolge il ruolo di 

chemio-attraente. Dopo 22 h a 37°C, le cellule presenti sulla parte inferiore della 

membrana sono state fissate in MetOH al 100% e colorate con 0.2% di Crystal 

Violetto in EtOH al 2%. La conta cellulare e’ avvenuta al microscopio ottico, in 

triplicato per ogni campione. I dati sono stati espressi in percentuale di invasivita’ 

attraverso la membrana rispetto al controllo valutato come 100% di invasivita’ 

cellulare. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RISULTATI 



 53 

 
1. LIVELLO D’ESPRESSIONE DI CLUSTERINA IN 

TUMORI UMANI E NEUROBLASTOMA 
 
 

Nel nostro laboratorio stiamo lavorando all' ipotesi che la clusterina possa essere un 

nuovo sopressore tumorale regolato negativamente da alcuni oncogeni. 

L'osservazione iniziale e' stata fatta tramite lo screening di microarrays eseguiti su 

diversi tumori umani, nei quali e’ stata osservata la diminuzione dei livelli 

d’espressione della clusterina (Fig.5). Abbiamo poi osservato la diminuzione 

dell’espressione dell'mRNA di ApoJ/clusterina  in neuroblastomi in cui il gene 

MYCN e' amplificato (Fig.6).  
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Fig 5: 

 livello d’espressione della clusterina nei tumori umani 
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Fig 6:  

downregulazione dei livelli d'espressione del mRNA della clusterina in presenza di MYCN 

amplificato in neuroblastomi umani. 
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2. CALO DEL LIVELLO D’ESPRESSIONE DI 
CLUSTERINA IN PRESENZA DI MYCN 

  
 
Per verificare la correlazione tra CLU e MYCN abbiamo trasfettato alcune linee  

cellulari umane di neuroblastoma, transientemente o stabilmente, con un vettore 

d'espressione contenenente il cDNA di MYCN. Il livello d’espressione proteico e del 

mRNA di clusterina sono stati analizzati mediante saggi di Western Blotting (Fig.7) e  

PCR semiquantitativa (Fig.8). Dai dati ottenuti e’ emerso che la clusterina e’ 

negativamente regolata da MYCN. MYCN e' un fattore di trascrizione che, in 

maniera simile  agli altri membri della famiglia MYC, e' in grado di regolare 

l’espressione dei suoi geni target indirettamente, mediante il reclutamento di altre 

molecole o direttamente via legame sequenza-specifico con il promotore del gene 

bersaglio (124). 

Anche nel caso di ApoJ/clusterina  la riduzione nei livelli del mRNA, in seguito ad 

una acuta overespressione di MYCN ,sembra essere causata da una interazione diretta 

a livello del promotore della clusterina, come verra’ dimostrato nel capitolo 

successivo. 
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Fig 7 : 

 Saggio di Western blot : 

Cellule 293 trasfettate transientemente a 48h con il vettore d'espressione pcDNA 3.1  contenente il 

cDNA di MYCN(lane 2  o 3) o con il vettore vuoto (lane 1) 

Cellule SH-SY5Y trasfettate stabilmente con il vettore d'espressione pcDNA 3.1  contenente il 

cDNA di MYCN (lane 1) o con il vettore vuoto (lane 2).  
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Fig 8 : 

 PCR semiquantitativa: 
Saggio di quantificazione dell'espressione di ApoJ/clusterina  in cellule SH-SY5Y stabilmente 

trasfettate con un vettore d'espressione pcDNA 3.1 vuoto o con il cDNA di NMYC (empty = clone 

stabile SH-SY5Y/pcDNA 3.1;nmyc2 = clone stabile SH-SY5Y MYCN 2) a 20,25,30 e 35 cicli 

 

 
 
 

3.LA RIDUZIONE NEI LIVELLI D’ESPRESSIONE DELLA 
CLUSTERINA E’ CAUSATA DA UN’INTERAZIONE 
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DIRETTA DI MYCN CON IL PROMOTORE DELLA 
CLUSTERINA 

 

 

In studi precedenti eseguiti nel nostro laboratorio e’ stato dimostrato che la clusterina 

e’ negativamente  regolata dal protooncogene MYCN attraverso l’attivazione del 

cluster miRNAs 17-92 (125). 

Dall’analisi computazionale con l’algoritmo miRANDA (126) e’ emerso che 4 dei 6 

miRNAs del cluster miR17-92 sono possibili target per la clusterina e che l’attivita’ 

di questi miRNAs e’ regolata da c-Myc (127). 

Si e’ ipotizzato, quindi, che MYCN rivesta un ruolo cruciale nella regolazione 

dell’espressione di questo cluster. A conferma di cio’, dati di Real-Time PCR hanno 

evidenziato l’overespressione di 2 dei 6 miRNAs, miR- 18a e miR- 19a in cellule 

epiteliali di neuroblastoma (SH-SY5Y) stabilmente trasfettate con un vettore 

d’espressione per MYCN (125).  

Anche altri membri del cluster, miR-17-5p e miR-92, sono risultati essere 

overespressi in presenza di MYCN in differenti  linee cellulari (128).  

 

  

 

 

MYCN e’ in grado di legare direttamente il promotore della clusterina 
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Parallelamente a quanto appena detto, e’ possibile che MYCN possa regolare 

l’espressione della clusterina direttamente legandosi alle sequenze consenso (E-BOX) 

presenti sul promotore del gene stesso. Questa ipotesi e’  supportata dalla presenza di 

diverse sequenze consenso E-BOX su tutto il gene della clusterina (Fig.9).  
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Fig 9 : 
 promotore della clusterina; in rosa i due siti di legame( MYC BS1 e MYC BS2) per il fattore 

trascrizionale MYCN.In verde i primer usati per l’amplificazione dell’area del promotore con la E-

BOX. 

  

 

 

 

 

 

Interazione in vitro ed interazione in vivo di MYCN con la clusterina 
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Attraverso saggi di Gel-Shift in vitro (125) e saggi di immunoprecipitazione della 

cromatina (ChiP) in vivo abbiamo visto se MYCN interagisce con il promotore della 

clusterina.  

 Il saggio di mobilita’ elettroforetica (Gel-Shift) serve a studiare le interazioni in vitro 

tra presunti fattori trascrizionali e sequenze di DNA a doppia catena. Nel nostro 

laboratorio, il saggio e’ stato eseguito  su estratti nucleari ottenuti da cellule di 

neuroblastoma transientemente trasfettate con un vettore d’espressione per MYCN  e 

ha evidenziato un’interazione in vitro tra MYCN e le E-BOX presenti nella regione 

5’ del gene della clusterina (Fig.10). La sonda utilizzata e’ stata sintetizzata in vitro: 

un oligonucleotide di DNA a doppia elica che viene marcato  terminalmente con P32 

(125). 

Il saggio di ChiP (129, 130) e’ stato eseguito su 3 linee cellulari di neuroblastoma: 

LAN-1(MYCN amplificato), SH-SY-SY5Y stabilmente trasfettate con un vettore 

d'espressione contenente MYCN (pcDNA 3.1) e TET-21N transfettate stabilmente 

con un transattivatore tTA( tetracycline-controlled transactivator protein) e  con un 

vettore d'espressione per MYCN. Anche in vivo MYCN e’ in grado di interagire con 

il promotore della clusterina (Fig.11). 
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Fig 10 : 

Gel-Shift eseguito su estratti nucleari ottenuti da cellule di neurtoblastoma transientemente 

trasfettate con un vettore d'espressione per MYCN. 

Empty= 293 trasfettate transientemente con il vettore d'espressione vuoto 

pcMYCN e pcMYCNbis= 293 trasfettate transientemente con il vettore d'espressione per MYCN in 

doppio. 

Gli estratti nucleari sono stati marcati con sonde al  333 222P contenenti un motivo consenso "wild type" 

(1,2,3,4,9,10,11,12) o mutato (5,6,7,8,14,14,15,16) per MYCN. 

NS= complesso DNA-proteina aspecifico 

1,9,13= senza sonda 

L'interazione MYCN/DNA e' stata analizzata per le 2 sequenze consenso(E-BOX) presenti sul 

promotore di ApoJ/clusterina 

MYCBS1= sequenza consenso numero 1 

MYCBS2= sequenza consenso numero 2 
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Fig 11 A-B : 
Saggio di immunoprecipitazione della cromatina eseguito su 3 differenti linee cellulari. 

11A: LAN-1  (MYCN amplificato) e SH-SY5Y MYCN  (cloni stabilmente trasfettati con un vettore 

d'espressione contenente MYCN). 

11B: TET-21N trattate (TET-OFF) o non  (TET-ON) per 24h con 50 ug/ml di tetraciclina  per lo 

spegnimento dell’espressione di MYCN. 

 La cromatina e' stata  immunoprecipitata con un'anticorpo per MYCN e uno per GAL4 (controllo 

negativo) e amplificata con primer specifici per la regione del promotore di ApoJ/clusterina 

contenente le E-BOX. 

Nel caso delle TET-21N la cromatina e’ stata immunoprecipitata anche con un’anticorpo per 

l’istone H4 e l’istone H3. 
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MYCN e’ in grado di regolare negativamente l’espressione della 

clusterina attraverso l’ interazione diretta con la E-BOX presente sul 

promotore della clusterina 

 

Dai dati ottenuti con il saggio di Gel Shift in vitro e di ChiP in vivo e’ emerso che 

MYCN interagisce direttamente con la E-BOX del promotore della clusterina. 

MYCN e’ un fattore trascrizionale che normalmente regola negativamente 

l’espressione dei suoi geni bersaglio in modo indiretto, reclutando altri fattori.  

Per capire se, nel caso della clusterina, la regolazione negativa dell’espressione di 

quest’ultima e’ direttamente dipendente dall’interazione di MYCN con la E-BOX 

abbiamo eseguito un saggio di attivita’ luciferasica. 

Le cellule di neuroblastoma SH-SY5Y sono state trattate per 24h con un vettore di 

Luciferasi pGL2 Promoter Vector contenente  il promotore della clusterina wild type 

(pGL2- CLU WT) oppure  il promotore della clusterina mutato nella E-BOX ( pGL2-

CLU MUT), in presenza o meno di un vettore d’espressione per MYCN (CMV-

MYCN). Quanto ottenuto mette in evidenza che solo nella condizione wild type 

(Fig.12) MYCN e’ in grado di intereferire con l’attivita’ luciferasica, inibendola. 

Questo risultato conferma la nostra ipotesi secondo la quale MYCN e’ in grado di 

regolare negativamente l’espressione della clusterina per interazione diretta con la E-

BOX presente sul promotore della clusterina. 
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Fig 12 : 

Saggio di attivita’ luciferasica: 

Le cellule di neuroblastoma SH-SY5Y sono sono state trasfettate transientemente con un vettore di 

luciferasi pGL2 Promoter Vector contenente o il promotore della clusterina wild type (pGL2-CLU 

WT) o il promotore della clusterina mutato nella sequenza E-BOX (pGL2-CLU MUT), un vettore 

di controllo Renilla e un vettore CMV contenente  il cDNA MYCN. 

A 24h dalla trasfezione e' stata misurata l'attivita' luciferasica nella condizione WT o MUT in 

presenza o in assenza di MYCN rispetto al controllo di riferimento. 

 

Clu promoter 
WT 

Clu promoter MUT 

 

 

n=4 
p=0.0413 
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4.LA CLUSTERINA E’ SOGGETTA AD ALTERAZIONI 
EPIGENETICHE CHE NE INIBISCONO 

L’ESPRESSIONE 
 

Il gene della clusterina e' soggetto a modificazioni epigenetiche e la sua espressione 

puo' essere modulata dall' istone deacetilasi HDAC e dagi inibitori della DNA 

metiltrasferasi DNMT (131). La metilazione del DNA consiste nel legame di un 

gruppo metile (-CH3) ad una base azotata. Differenti basi azotate possono subire 

questo tipo di modificazione per diverse funzioni. Nel caso specifico del genoma 

eucariotico, la metilazione puo' avvenire a livello della citosina del dinucleotide CpG. 

Il promotore di ApoJ/clusterina e' ricco di isole CpG che possono essere soggette a 

metilazione determinando cosi' un silenziamento trascrizionale. 

Il DNA genomico e' presente nel nucleo cellulare sottoforma di un complesso 

multiproteico associato a proteine, che prende il nome di cromatina. Il nucleosoma e' 

l'unità di strutturazione fondamentale della cromatina ed è costituito dagli istoni legati 

al DNA.  

L’acetilazione degli istoni  è stata a lungo associata alle regioni, nella cromatina, 

trascrizionalmente attive (132, 133). Al contrario, la deacetilazione, all’induzione 

della repressione in molti geni inducibili. L’acetilazione è una modificazione post-

traduzionale reversibile delle code associate al “core” istonico, essa consiste nel 

trasferimento della porzione acetile dell’acetil-CoA  sul gruppo ε-NH3+ dei residui 

conservati di lisina.(134). 

La capacita' trasformante dell'oncoproteina MYCN e' in parte  causata dalla sua 
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capacita' di inibire l'espressione di geni sopressori tumorali, attraverso il reclutamento 

di macromolecole, quali ad esempio metilasi o istone deacetilasi, che agiscono 

direttamente a livello di specifiche regioni genomiche. L'alterazione delle strutture 

che riducono o aumentano l'accessibilità alla trascrizione e traduzione dei geni, si 

configura come un evento epigenetico ,che determina un'alterazione dell' equilibrio 

cellulare favorendo lo sviluppo di cellule tumorali. La trasformazione del gene Ras, 

per esempio, e' associata al silenziamento in seguito a metilazione del gene di 

ApoJ/clusterina (135). 

ChiP and Chip bologna 
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5.TRATTAMENTI CON FARMACI DEMETILANTI E/O 
DEACETILANTI IN GRADO DI RIPORTARE IL 

LIVELLO D’ESPRESSIONE DELLA CLUSTERINA A 
LIVELLI NORMALI 

 

 

Da studi precedenti e’ emerso che la clusterina e’ silenziata da modificazioni 

epigenetiche in cellule tumorali endoteliali (136) e che l'utilizzo di farmaci 

demetilanti e/o inibitori dell'istone deacetilasi e’ in grado di riportare il livello 

d'espressione della clusterina a livelli normali in diversi tipi di linee celluari, 

comprese quelle di neuroblastoma (136). Alla luce di questi risultati, nel nostro 

laboratorio, si e’ ipotizzato che il rimodellamento eseguito dal promotore della 

clusterina, ad opera di MYCN, e’ necessario per il silenziamento della clusterina nel 

neuroblastoma. 

Abbiamo deciso di trattare alcune linee cellulari di neuroblastoma (Kelly e LAN-1) 

con differenti farmaci epigenetici, quali: 

• Tricostatina A (TSA)= farmaco appartenente alla classe degli inibitori 

dell’istone deacetilasi 

• Acido Valproico (VPA)= inibitore dell’enzima istone deacetilasi 1 

• 5’-aza-2’-deoxycitidine (AZA)= appartenente alla classe degli agenti 

demetilanti in grado di inibire DNMT (DNA metyl transferase) 

A 24 h dal trattamento l’espressione proteica della clusterina e’ stata analizzata 

mediante saggio di Western Blot. Abbiamo osservato che il livello d’espressione 
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della clusterina subisce un’incremeto sostanziale, specialmente dopo il trattamento 

con la Tricostatina A e l’Acido Valproico (Fig.13).   
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Fig 13: 
 
Saggio di Western Blot: 
 
Cellule LAN-1 e Kelly trattate con Tricostatina A (T), Acido Valrpoico (V), 5’-aza-2’-

deoxycitidine (A). I tre farmaci sono stati usati singolarmente o in combinazione. A 24h dal 

trattamento e’ stata analizzata l’espressione della clusterina usando come controllo (C) il campione 

non trattato. 
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Correlazione con effetti sul ciclo cellulare ed apoptosi in cellule di 

neuroblastoma 

 
Alla luce di quanto e’ emerso dai risultati precedenti, si e’ deciso di trattare la linea 

cellulare di neuroblastoma LAN-1 con TSA o VPA per 24h e 48h ed analizzare gli 

effetti di questi due farmaci sulla proliferazione cellulare ( Fig. 14) e sul ciclo 

cellulare (Fig. 15). 

Le cellule trattate con i due farmaci mostrano una diminuita proliferazione gia’ a 24h 

dal trattamento se confrontate con il controllo.  

Nell’analisi del ciclo cellulare il trattamento epigenetico determina un blocco in G1 

con un aumento consistente del numero di cellule in apoptosi (Fig15). 
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Fig 14: 
 
Saggio di vitalita’ cellulare: 
 
Saggio di vitalita' cellulare  mediante l'impiego del trypan blu su cellule di neuroblastoma ,LAN-1, 

trattate a vari tempi con TSA (1uM) e con VPA (1,5 mM). 

 

 

 
 
Fig 15: 
 
Analisi al FACS: 
 
Analisi quantitativa del contenuto di DNA nelle varie fasi del ciclo cellulare a 24 h dal trattamento 

con farmaci epigenetici. 

A= LAN-1 wt (linea parentale non trattata) 

B= LAN-1 trattate per 24 h con TSA ad una concentrazione di  1uM 

C= LAN-1 trattate per 24 h con VPA ad una concentrazione di 1,5 mM 

G
1 G

1 
G
1 S S S 

G2/M G2/M G2/
M 

A C B 
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6.L’EFFICACIA DI FARMACI DEACETILANTI (HDAC 
INHIBITORS) E’ DIPENDENTE DALLA RIATTIVAZIONE 

DELLA CLUSTERINA 
 

 

Per capire se effettivamente esiste una correlazione tra efficacia dei farmaci 

deacetilanti e riattivazione della clusterina, si e’ deciso di trattare due linee di cloni 

stabili di neuroblastoma esprimenti un Sh-RNA contro la clusterina sia con la 

Tricostatina A che con l’Acido Valproico.  

A 24 h dal trattamento e’ stata analizzata l’espressione proteica della clusterina  

mediante saggio di Western Blot (Fig.16). Il livello d’espressione della clusterina, nei 

cloni contenenti il costrutto sh-CLU e’ molto piu’ basso dei controlli, sia in 

condizioni normali che indotte .  

Inoltre, in termini di proliferazione cellulare (Fig.17), analisi del ciclo cellulare 

(Fig.18) ed invasivita’ cellulare (Fig.20), il silenziamento della clusterina sembra 

essere correlato con un incremento sia della  proliferazione che dell’invasivita’ 

cellulare. 
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Fig 16: 
 
Saggio di Western Blot: 
 
Cellule IMR-32 e LAN-1 stabilmente trasfettate con un  Sh-RNA contro la clusterina (IMR-32 SH 

CLU 1-2 e LAN-1 SH-CLU 1-2) o stabilmente trasfettate con un Sh-RNA scramble (IMR-32 SH-

CONTROL 1-2 e LAN-1 SH-CONTROL 1-2) trattate con Tricostatina A (T) o con Acido 

Valproico (V). A 24h dal trattamento e’ stata analizzata l’espressione della clusterina usando come 

controllo (C) il campione non trattato. 
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Fig 17: 
 
Analisi al FACS: 
 
Analisi quantitativa del contenuto di DNA nelle varie fasi del ciclo cellulare a 24 h dal trattamento 

con farmaci epigenetici. 

L’analisi e’ stata eseguita su cloni stabili LAN-1  esprimenti  un Sh-RNA contro la clusterina o un 

Sh-RNA scramble, trattati per 24h con TSA (1uM) e con VPA (1,5 mM). 
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Fig 18: 
 
Saggio di vitalita’ cellulare: 
 
Saggio di vitalita' cellulare  mediante l'impiego del trypan blu  su cloni stabili LAN-1  esprimenti  

un Sh-RNA contro la clusterina o un Sh-RNA scramble, trattati a vari tempi con TSA (1uM) e con 

VPA (1,5 mM). 
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Fig 19: 
 
Saggio di vitalita’ cellulare: 
 
Saggio di vitalita' cellulare  mediante l'impiego del trypan blu  su cloni stabili IMR-32  esprimenti  

un Sh-RNA contro la clusterina o un Sh-RNA scramble, trattati a vari tempi con TSA (1uM) e con 

VPA (1,5 mM). 
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Fig 20: 
 
Saggio di invasivita’ cellulare: 
 
Saggio di invasivita' cellulare  eseguito  su cloni stabili LAN-1  esprimenti  un Sh-RNA contro la 

clusterina o un Sh-RNA scramble, trattati per 24h con TSA (1uM) e con VPA (1,5 mM). I dati sono 

stati espressi in percentuale di invasivita’ attraverso la membrana rispetto al controllo valutato come 

100% di invasivita’ cellulare.  
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DISCUSSIONE 
 

 
In questa tesi sono stati riportati i dati relativi allo studio della relazione tra 

l’interazione diretta tra MYCN e clusterina e la riduzione nei livelli d’espressione di 

quest’ultima con consecutivo incremento della proliferazione ed invasività delle 

cellule tumorali. 

Inizialmente e’ stato dimostrato che un’ acuta overespressione di  MYCN  e’ 

strettamente correlata con una drastica diminuzione nei livelli d’espressione della 

clusterina ,sia a livello proteico (Fig.7) che al livello del RNA messaggero (Fig.8). 

Inoltre MYCN e’ in grado di legare le sequenze E-BOX presenti sul promotore della 

clusterina sia in vitro che in vivo (Fig. 10-11), facendo supporre che questa 

diminuzione d’espressione sia legame dipendente e che il blocco avvenga  a livello 

trascrizionale. Il meccanismo d’azione del fattore di trascrizione MYCN prevede una 

regolazione negativa indiretta dei suoi geni bersaglio, ma in questo caso e’ proprio 

mediante interazione diretta con il promotore, che riesce ad agire negativamente 

sull’espressione della clusterina (Fig.12). 

Questa azione negativa farrebbe presupporre un’alterazione della struttura della 

cromatina, mediante deacetilazione istonica, con consecutiva riduzione 

dell’accessibilita’ alla trascrizione e traduzione dei geni. La cromatina gioca un 

ruolo attivo  nella repressione temporanea e nell’attivazione di specifici geni. La 

regolazione della trascrizione mediata dalla cromatina coinvolge diversi meccanismi 
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come il posizionamento dei nucleosomi, il rimodellamento cromatinico e la 

modificazione post-trascrizionale degli istoni (137). 

Dai nostri dati ottenuti in vivo (Fig. 11B) emerge un’incremento nei livelli di 

acetilazione degli istoni H3 e H4 la’ dove MYCN e’ espresso e legato alle sequenze 

E-BOX presenti sul promotore della clusterina. L’acetilazione istonica, caratterizzata 

da una modificazione post-traduzionale reversibile delle code associate al “core” 

istonico, e’ associata alle regioni, nella cromatina, trascrizionalmente attive (138, 

139). Si ritiene che la neutralizzazione delle cariche positive della lisina tramite 

l’acetilazione riduca l’interazione delle code del “core” istonico con il DNA. I dati 

da noi ottenuti sono quindi in netto disaccordo con quanto riportato in letteratura. 

L'oncoproteina MYCN, nel nostro caso, regola negativamente l’espressione  della 

clusterina mediante legame diretto sul promotore e mediante il reclutamento di istoni 

deacetilasi (HDAC) ,che  agiscono direttamente a livello istonico riducendo 

l’accessibilita’ alla trascrizione e traduzione del gene bersaglio. Questo evento 

epigenetico  determina un'alterazione dell' equilibrio cellulare favorendo lo sviluppo 

di cellule tumorali.  

Studi recenti hanno evidenziato, come ad oggi, l’impiego di sostanze epigenetiche 

sia alla base della ricerca per sconfiggere il cancro. Lo sviluppo di cellule tumorali e 

la loro progressione sembra esssere determinata da uno squilibrio che origina sia da 

irregolarita’ genetiche che irregolarita’ epigenetiche.  

L’impiego, in vitro, di farmaci epigenetici demetilanti (in grado di inibire DNMT) 

e/o inibitori dell'istone deacetilasi (inibitori delle HDAC) ,si e’ rivelato 
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fondamentale  per  riportare il livello d'espressione della clusterina a livelli normali 

in diversi tipi di linee celluari di neuroblastoma  (Fig.13). 

L’impiego di questi farmaci, inoltre, è responsabile di un rallentamento sia nella 

proliferazione cellulare (Fig.14) che nella progressione del ciclo cellulare con  

arresto finale in fase G1 e aumento consistente del numero di cellule in apoptosi 

(Fig.15). 

 Dai nostri studi è emerso che il rallentamento della proliferazione cellulare e 

l’arresto del ciclo cellulare in G1 è associato ad un progressivo riaccumulo di 

clusterina. I farmaci epigenetici utilizzati non sembrano essere efficaci se non 

associati alla riattivazione della clusterina stessa (Fig. 17-19).  

Dai risultati ottenuti in questo studio, si puo’ concludere che il silenziamento della 

clusterina, determinato dalla overespressione dell’oncoproteina MYCN, comporta 

un’incremento della proliferazione ed invasività cellulare (Fig.20) in neuroblastoma. 

Questo porta a classificare la clusterina come nuovo soppressore tumorale nel 

neuroblastoma in quanto, promuovendo il processo apoptotico, contrasta 

l’avanzamento e proliferazione delle cellule tumorali. 
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