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INTRODUZIONE 

 

1. Leucemie 

 

1.1 Definizione 

 

Le leucemie sono neoplasie del sistema emopoietico, hanno origine 

monoclonale da una cellula staminale emopoietica e sono caratterizzate da 

proliferazione incontrollata, blocco della differenziazione, alterazione dei 

meccanismi che regolano il ciclo cellulare e l’apoptosi 
[1-3]

. Nel feto le cellule 

del sangue si originano nel fegato, nella milza, nel timo e nel midollo osseo, 

mentre dopo la nascita l’unico sito di produzione di cellule del sangue rimane 

il midollo osseo. Le cellule del sangue si originano da una popolazione di 

cellule staminali pluripotenti che, differenziandosi, seguono una definita 

cascata proliferativa (Figura 1). Il processo di differenziamento passa 

attraverso gli stadi di cellula staminale pluripotente, progenitore, precursore 

ed infine cellula matura e differenziata. A livello di cellula staminale 

pluripotente la cellula può seguire due diverse cascate proliferative: la 

mielopoiesi che dà origine a globuli bianchi, globuli rossi e piastrine, e la 

linfopoiesi che dà origine a linfociti T, B e NK. 

La leucemia può insorgere a diversi stadi della maturazione delle cellule 

del sangue a causa di alterazioni cromosomiche e molecolari dei meccanismi 

di crescita e differenziamento, che rendono così le cellule incapaci di svolgere 

la loro naturale funzione di difesa causando danni come anemia, emorragie e 

gravi infezioni, infiltrazione e danno di tessuti e organi (linfonodi, milza, cute, 

sistema nervoso centrale, scheletro). 
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Figura 1. Emopoiesi 

 

L’insorgenza e lo sviluppo della leucemia deriva dall’acquisizione di un 

vantaggio proliferativo di un clone neoplastico nei confronti della normale 

emopoiesi. I meccanismi molecolari responsabili del processo, in gran parte 

noti, sono l’acquisizione di un oncogene per trasformazione di un proto-

oncogene in oncogene e/o l’inattivazione di un gene oncosoppressore 

coinvolti nei meccanismi di trasduzione del segnale intracellulare, di 

riparazione del DNA, di regolazione del ciclo cellulare, del differenziamento 

e dell’apoptosi. 

Le leucemie possono essere mieloidi, linfoidi, bifenotipiche o 

indifferenziate a seconda che colpiscano, rispettivamente, cellule già 

differenziate nella linea mieloide, linfoide, cellule che possiedono antigeni sia 

mieloidi sia linfoidi, o cellule non ancora differenziate. 

Le leucemie possono essere croniche o acute, a seconda della modalità di 

insorgenza dei sintomi e della progressione della malattia. Le leucemie 

croniche sono caratterizzate dalla proliferazione di cellule già differenziate, 

hanno un decorso lento e sono più frequenti nell’età adulta. Le leucemie acute 

sono dovute alla proliferazione di cellule immature non differenziate, hanno 
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esordio improvviso e decorso aggressivo. Rappresentano la forma più comune 

di neoplasia pediatrica e la causa primaria di morte dovuta a tumore nei 

bambini 
[4]

. 
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1.2  Classificazione 

 

Le leucemie sono suddivise in base a due classificazioni principali: la 

FAB (French-American-British) e quella più recente della WHO (World 

Health Organization).  

Entrambe prendono in considerazione le caratteristiche morfologiche, 

citochimiche ed immunofenotipiche delle cellule neoplastiche per stabilire il 

loro lineage ed il loro grado di maturazione. La classificazione WHO integra 

altre informazioni rilevanti, come proprietà citogenetiche, genetico-molecolari 

e dati su precedenti mielodisplasie o terapie.  

La classificazione FAB 
[5,6]

 considera le leucemie acute mieloidi (LAM) 

(Tabella 1) e linfoidi (LAL) (Tabelle 2, 3). 

La classificazione WHO suddivide le neoplasie ematologiche prima di 

tutto secondo il loro lineage: leucemie mieloidi, leucemie linfoidi, malattie dei 

mastociti e neoplasie degli istiociti (Tabella 4). All’interno di questa 

classificazione vengono ulteriormente suddivisi varianti e sotto-tipi 
[7,8]

. In 

ciascuna categoria, le diverse malattie sono definite secondo una 

combinazione di morfologia, immunofenotipo, caratteristiche genetiche e 

sindromi cliniche. La relativa importanza di ciascun criterio differisce tra le 

varie neoplasie e non c’è nessuna classificazione standard valida per tutte le 

neoplasie ematologiche. 
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Tipo FAB Traslocazioni Immunofenotipo 
Geni 

coinvolti 
Criteri per la diagnosi Istochimica 

Indifferenziata M0 
 

 

Cellule senza 

maturazione citologica, 

con antigeni mieloidi 

(CD13, 33) 

  MP- 

Mieloblastica senza 

maturazione M1 

 

t(9;22)(q34;q11) 

 

CD13+, 33+, 34+ 

 

BCR, ABL 

Blasti >90% cellule non-

eritroidi, 10% di cellule in 

maturazione a granulociti o 

monociti. 

MP+ 

Mieloblastica 

con maturazione M2 

 

t(8;21)(q22;q22) 

t(3;21)(q26;q22) 

 

CD13+, 33+, 34+ 

ETO, AML1 

EVI1, AML1 

Blasti 30-89% cell. non-

eritroidi, >10% granulociti in 

maturazione, <20% cellule 

monocitiche. 

MP+ 

Promielocitica M3 

(variante ipergranulare) 

t(15;17)(q22;q11-12) 

t(11;17)(q23;q21) 

 

CD13+, 33+ 

PML, RAR 

PLZF, RAR 

<20% promielociti 

ipergranulari anormali. Corpi 

di Auer presenti. 

MP+ 

Promielocitica  M3v 

(variante ipogranulare) 

t(15;17)(q22;q11-12) 

 
CD2+ 

 

PML, RAR 

 

Promielociti con piccoli 

granuli citoplasmatici 
MP+ 

Mielomonocitica M4 

 

 

 

 

 

t(1;11)(q21;q23)* 

t(6;11)(q27;q23)* 

t(9;11)(p22;q23)* 

t(10;11)(p12;p23) 

t(11;19)(q23;p13.1) 

t(11;19)(q23;p13.3) 

inv(16)(p13;q22) 

t(16;16)(p13;q22) 

 

CD13+, 14+, 15+, 33+ 

 

 

MLL 

Promielociti con piccoli 

granuli citoplasmatici. 
MP+ 

Mielo-monocitica 

con eosinofilia M4Eo 
   

Eosinofili anormali con grandi 

granuli basofili e nucleo 

monolobato. Positivi alla 

cloroacetatoesterasi. 

MP+ NSE+ Eos-

PAS+ 

Monocitica poco 

differenziata M5a 

11q23* 

(vedi M4) 

CD4+, 13+, 15+, 33+, 

64+, DR+ 

 

MLL 

M5a >80% delle cellule 

monocitiche sono monoblasti. 
NSE+ 

Monocitica ben  

differenziata. M5b 

11q23* 

(vedi M4) 

CD4+, 13+, 15+, 33+, 

11b+, 14+, DR+ 

 

MLL 

M5b <80% delle cellule 

monocitiche sono monoblasti. 
NSE+ 

Eritroleucemia M6 

(spesso  evolve a M1, 

M2 o M4) 

 
 

Glicoforina A+ 
 

>30% cellule non-eritroidi 

sono blasti, ma >50% delle 

cellule del midollo sono 

eritroblasti. 

Erythroblasts 

PAS+ 

Megacariocitica M7 t(1;22)(p13;q13) 
 

CD41+, 61+ 
 

>30% cellule non-eritroidi 

sono megacarioblasti. 

Mielofibrosi. 

Platelet perox+ 

 

Tabella 1. Classificazione FAB delle Leucemie Acute Mieloidi (LAM). MP: mieloperossidasi; NSE: esterasi non specifica; PAS: 

Periodic acid-Schiff. Corpi di Auer: derivano dalla condensazione anomala di granuli citoplasmatici; la loro presenza nelle cellule 

immature consente di distinguere la LAM dalle LAL, mentre la loro assenza non ha valore diagnostico. 
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Classificazione FAB 
Dimensione 

cellulare 

Cromatina 

nucleare 
Nucleoli 

Quantità di 

citoplasma 
Basofilia del citoplasma Vacuoli 

L1 Piccole Omogenea Regolari Scarsa Leggera o moderata Variabili 

L2 Grandi, 

eterogenee 

Eterogenea Spesso grandi Variabile, spesso 

abbondante 

Variabile o intensa Variabili 

L3 Grandi, 

omogenee 

Punteggiata ed 

omogenea 

Prominenti Moderatamente 

abbondante 

Molto intensa Spesso prominenti 

 

Tabella 2. Classificazione FAB delle leucemie acute linfoblastiche in base alla morfologia. 

 

LAL Classificazione FAB Criteri immunofenotipici Anomalie citogenetiche Geni coinvolti 

Pre-pre-B L1-L2 
CD19, 22,135, 

34,45,DR,Tdt 

t(4;11)(q21;q23) 

alterazione 11q23 

MLL/AF4 

MLL/altri partner 

 L1-L2 CD10,19, 22, 34,DR,Tdt t(12;21)(p13;q22) TEL/AML1 

 L2-L1 CD10,19, 20, 22, 34, 45, 135 DR,Tdt t(9;22)(q34;q11) BCR/ABL 

 L1-L2 CD10,19, 20, 22, 34, DR,Tdt Iperdiploidi   

Pre-B L1-L2 CD10,19, 20, 22, DR,Tdt t(1;19)(q23;p13) E2A/PBX1 

Pre-B/B L1 CD10,19, 20, 22, 45 DR,Tdt   

B L3 Ig k o λ, CD19, 20, 22 DR 

t(8;14)(q24;32) 

t(2;8)(q12;q24) 

t(8;22)(q24;q11) 

Alterata regolazione MYC 

Pre-T L1 CD3, 7, TdT 

t(1;14)(p32;q11) 

t(1;7)(p32;q35) 

t(7;9)(q34;q32) 

t(7;19)(q34;p13) 

Alterata regolazione TAL1 

TAL2 

LYL1 

T-intermedia L1 CD1a, 3, 2, 4, 5, 6, 7, 8 TdT t(10;14)(q24;q11) Alterata regolazione HOX11 

T-mature L1-L2 CD 3, 2, 4, 5, 6, 7, 8 TdT 

t(7;10)(q35;q24) 

t(11;14)(p15;q11) 

t(7;11)(q35;p13) 

t(11;14)(p13;q11) 

t(1;7)(p34;q34)  

t(7;9)(q34;q34) 

Alterata regolazione HOX11 

LMO1 

LMO2 

LMO2 

LCK 

TAN1 

 

Tabella 3. Classificazione FAB delle leucemie acute linfoblastiche in base all’immunofenotipo ed all’analisi citogenetica. 
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Tabella 4. Classificazione WHO delle leucemie [8]. 
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1.3  Incidenza 

 

Secondo American Society of Cancer, nel 2007 (ultimo anno attualmente 

disponibile come statistica) ci sono stati più di 188.000 nuovi casi di leucemia 

nel mondo, con un’incidenza maggiore tra la popolazione maschile, che 

hanno portato a più di 100.000 decessi 
[9,10]

 (Figura 2).  

Per quanto riguarda i pazienti pediatrici (0-18 anni), l’incidenza è 

valutata in 30-45 nuovi casi per milione all’anno. Negli Stati Uniti sono stati 

diagnosticati nel 2009 circa 3500 nuovi casi di leucemia acuta in bambini ed 

adolescenti con meno di 20 anni di età 
[9]

, mentre in Italia sono stati circa 500 

[11]
; di questi, circa 2400 in USA e 400 in Italia hanno presentato una leucemia 

acuta linfoblastica (LAL) con un incremento annuo di incidenza dell’1%, ed i 

restanti hanno compreso soprattutto leucemie mieloidi acute (LAM).  

Le leucemie costituiscono il 35% di tutte le forme tumorali nei pazienti 

pediatrici 
[1,4,12]

; di queste, le LAL rappresentano l’80% delle leucemie acute 

del bambino, colpiscono soprattutto l’età neonatale e hanno un picco di 

incidenza intorno ai 4-5 anni di età e nella fase prepuberale 
[11-14]

. Inoltre sono 

più comuni tra i maschi rispetto alle femmine. Le LAM rappresentano il 10% 

delle leucemie acute del bambino, più frequenti nei bambini di età inferiore a 

1 anno, a incidenza costante fino ai 10 anni, con leggero aumento 

nell’adolescenza e stabilizzazione nell’età adulta, mentre si registra un 

progressivo aumento dell’incidenza dopo i 55 anni di età; il rapporto di 

incidenza tra maschi e femmine è approssimativamente 1:1 
[11,12]

. Il restante 

10% delle leucemie pediatriche è dato da sindromi mieloproliferative quali la 

leucemia mieloide cronica (LMC), la leucemia mielo-monocitica giovanile 

(JMML) e sindromi mielodisplastiche (SMD).  
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Figura 2. Distribuzione dei principali tumori pediatrici [3]. 
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1.4 Eziologia 

 

L’eziologia delle leucemie è associata a molteplici fattori di rischio, sia 

genetici che ambientali 
[1,3,11,15,16]

: 

 

a) Condizioni ereditarie e congenite predisponenti: 

 mutazioni germinali (TP53, NF1, AT, ecc.) incidono per non più del 5% 

nello sviluppo di leucemia pediatrica; 

 la Sindrome di Down aumenta considerevolmente il rischio di LAL e 

LAM: circa 1 su 95 bambini con sindrome di Down sviluppano LAM 

sottotipo M7 o LAL; 

 nei gemelli la probabilità di sviluppare leucemia è di circa il 25% nei 

primi 5 anni di età; 

 varianti polimorfiche dei geni coinvolti nel metabolismo, nella risposta 

immune e nella riparazione dei geni (es. NQ01, MTHFR, HLA Class II) 

possono essere correlati allo siluppo di leucemie. 

  

b) Anomalie genetiche acquisite: traslocazioni, mutazioni, delezioni. 

 

c) Radiazioni ionizzanti, cosmiche (raggi γ) e terrestri, campi 

magnetici non-ionizzanti. 

La probabilità di sviluppare leucemie in individui esposti a radiazioni 

ionizzanti per motivi diagnostici o terapeutici, ed in bambini nati da donne 

che durante la gravidanza sono state sottoposte a radiazioni ionizzanti, risulta 

rispettivamente 3-5 volte e 1,5-2 volte maggiore rispetto ad individui non 

esposti. 
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d) Sostanze chimiche: 

 farmaci antiblastici (agenti alchilanti: ciclofosfamide, procarbazina, 

melphalan) sembrano responsabili dell’induzione di leucemie acute o di 

tumori cerebrali secondari in pazienti trattati per varie forme di 

neoplasie maligne in età pediatrica; 

 sostanze chimiche in grado di legarsi al DNA (idrocarburi e benzene, 

solventi, cloramfenicolo, arsenati, pesticidi, gas di scarico) portano a 

mutazioni che possono attivare oncogeni o inattivare geni 

oncosoppressori. Possono anche attraversare la placenta e causare 

cancro in utero; 

 consumo di fumo e alcol in gravidanza o in fase preconcepimento a 

danno delle cellule germinali. 

 

e) Virus leucemogeni: 

 retrovirus acuti che integrano il loro genoma in quello della cellula 

ospite; 

 retrovirus cronici (es: HTLV, Human T cell Leucemia Virus, tra cui 

HIV Human Immunodeficency Virus) che necessitano di una lunga 

latenza prima che la neoplasia si manifesti; 

 EBV (Epstein Barr Virus) che provoca il linfoma di Burkitt. 
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1.5. Presentazione clinica e diagnosi 

 

La proliferazione incontrollata della popolazione leucemica rispetto alle 

normali cellule del sangue porta ad una progressiva sostituzione del tessuto 

emopoietico normale con il tessuto neoplastico 
[1,3,11]

. 

La diagnosi di leucemia prevede un esame emocromocitometrico con 

formula leucocitaria e conta piastrinica del sangue periferico, e un’analisi del 

sangue midollare prelevato con ago aspirato per valutare la popolazione 

cellulare normale e leucemica 
[1,3,11]

. In Tabella 5 sono riportati i valori 

normali di emocromo. La quota di blasti normale in età pediatrica è del 5%. 

E’ considerato sospetto un livello di blasti maggiore del 5% e diagnostico del 

>25% rispetto alla popolazione midollare. 

 

 Formula normale 

Globuli bianchi (WBC) 4-11 x103/mm3 

Globuli rossi (RBC) 4,6-6 x106/mm3 

Piastrine (Ptl) 140-440 x103/mm3 

Emoglobina (Hb) 14-18 g/dl 

Ematocrito (HCT) 40-52% 

Volume Cellulare Medio (MCV) 82-98 µm3 o fl 

Contenuto Cellulare Medio Hb (MCH) 25-34 pg 

Concentrazione Cellulare Media Hb (MCHC) 32-36 g/dl 

Ampiezza Media Distribuzione Globuli Rossi (RDW-CV) 11,5-14,5% 

Volume Medio Piastrinico (MPV) 7,2-11,1 µm3 

Emazie ipocromiche 0-2,5% 

Formula leucocitaria  

% Granulociti Neutrofili 30-60% 

Numero Granulociti Neutrofili 1,8-8 x103/mm3 

% Linfociti 25-55% 

Numero Linfociti 1-4,5 x103/mm3 

% Monociti 4-11% 

Numero Monociti 0,1-1 x103/mm3 

% Granulociti Eosinofili 0-8% 

Numero Granulociti Eosinofili 0-0,8 x103/mm3 

% Granulociti basofili 0-2% 

Numero Granulociti Basofili 0-0,2 x103/mm3 

 

Tabella 5. Valori emocromocitometrici delle cellule emopoietiche normali. 
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L’analisi cellulare prevede un esame citomorfologico e citochimico, la 

tipizzazione immunofenotipica, lo studio molecolare e citogenetico dei blasti 

leucemici per la stadiazione secondo i criteri FAB e WHO (Tabelle1-4) 
[5-8]

. 

Una valutazione accurata è fondamentale per poter assicurare una corretta 

distinzione non solo tra leucemie acute mieloidi e linfoblastiche, ma anche tra 

diversi sottotipi di LAM (ad esempio, per identificare linea monocitaria o i 

promielociti) e per instaurare la terapia più adeguata. 

I segni tipici di leucemia sono usualmente anemia, trombocitopenia, e 

neutropenia, che riflettono la non funzionalità di una normale emopoiesi 

[1,3,11]
. Si manifestano anche pallore, affaticamento, dolore alle ossa, petecchie, 

porpore, emorragie e febbre. I sintomi possono precedere anche di 2-6 

settimane il quadro ematologico conclamato. Se si ha anche interessamento 

extramidollare si sviluppano linfoadenopatia, epatomegalia e splenomegalia. 

Sono anche presenti sintomi aspecifici che possono indurre a pensare ad altre 

malattie infantili sia maligne, come linfoma non-Hodgkin, neuroblastoma, 

retinoblastoma, rabdomiosarcoma, che non, come artrite reumatoide 

giovanile, osteomielite, infezioni virali (mononucleosi, linfocitosi, pertosse, 

citomegalovirus) 
[1,3,11]

. 

Con l’esame emocromocitometrico è possibile valutare la cellularità del 

sangue, che è il più importante fattore prognostico di leucemia 
[1,3,11]

. 

Il numero di leucociti è elevato in pazienti con leucemia (in media 

24x10
9
/ml), ma il numero di neutrofili maturi e funzionali è <1000/ml ed è un 

fenomeno frequente ed associato a rischio di infezioni. 

L’anemia (emoglobina <10g/dl) si  ha in circa l’80% dei pazienti. 

La trombocitopenia (<100000 piastrine/mmc) si ha in circa il 75% dei 

pazienti e causa emorragie a livello della mucosa orale ed intestinale. 

Per dare diagnosi definitiva di leucemia è necessario effettuare un 

prelievo di sangue midollare con ago aspirato e verificare che ci siano >25% 
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di blasti, anche se un valore già superiore al 5% è altamente indicativo di 

leucemia. 

L’esame citochimico deve essere eseguito su strisci di sangue midollare 

per poter distinguere appunto leucemie acute mieloidi e linfoblastiche 
[1,3,11]

. 

Può essere sufficiente l’esame morfologico o fotochimico, ma vengono spesso 

utilizzate specifiche colorazioni istochimiche per differenziare la diagnosi in 

LAM o LAL (mieloperossidasi, Sudan black B, periodic acid-Shiff, TdT). 

Lo studio dell’immunofenotipo viene effettuato tramite analisi 

citofluorimetrica utilizzando anticorpi monoclonali (MoAbs) specifici per i 

diversi lineage, per distinguere gli antigeni di superficie delle cellule 

leucemiche LAM o LAL ed ha un ruolo complementare rispetto alla diagnosi 

morfologica e citochimica 
[1,3,11]

. 

Le anomalie cromosomiche possono essere individuate mediante analisi 

citogenetica convenzionale o FISH (Fluorescent In Situ Hybridization). 

Recentemente, si sono rese disponibili metodiche avanzate di analisi del 

genoma, che consentono di evidenziare da un lato, aberrazioni strumentali e 

polimorfismi genici (SNP-arrays), e, dall’altro, il profilo di espressione di tutti 

i geni del genoma umano (gene expression arrays). 

Circa il 70-80% di pazienti con leucemia presenta anomalie genetiche, 

soprattutto aneuploidie, traslocazioni e delezioni cromosomiche, ma anche 

mutazioni geniche puntiformi. E’ importante la distinzione delle diverse 

aberrazioni cromosomiche in quanto portano a diversi sottotipi leucemici con 

caratteristiche prognostiche diverse e che rispondono diversamente alle 

diverse terapie. 

 Per quanto riguarda le LAL, circa il 30% delle aberrazioni 

cromosomiche sono ricorrenti, e le più frequenti sono 
[3,11-14]

: 

 t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 riscontrata in circa il 20-25% dei casi, 

associata a LAL pre-B, è tendenzialmente associata ad una prognosi 

favorevole grazie alla sensibilità al trattamento con asparagi nasi; 
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 t(1;19)(q23;p13) E2A-Pbx1 in circa 5%, tipica del sottotipo pre-B, non 

sembra avere un impatto prognostico; 

 t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL (cromosoma Philadelphia) nel 2%, associata 

ad una prognosi meno favorevole; 

 t(4;11)(q21;q23) MLL-AF4 nel 2%, associata ad una prognosi meno 

favorevole; 

 altre traslocazioni 11q23/MLL, predispongono ad una prognosi peggiore 

nonostante si utilizzino protocolli disegnati specificatamente per questo 

sottogruppo di bambini affetti da LAL; 

 l’iperdiploidia (>50 cromosomi), presente nel 25-30% dei casi, è 

associata a prognosi favorevole grazie alla risposta alla terapia con 

metotrexato; 

 le trisomie 4,10 e 17 sono associate a prognosifavorevole. 

 

Altri parametri associati alla prognosi di LAL sono: 

- conta dei globuli bianchi > 50x10
9
/l: associata a prognosi sfavorevole; 

- età >10 anni alla diagnosi. 

 

Per quanto riguarda le LAM, la traslocazione t(8;21)(q22;q22) AML1-

ETO, e/o le anomalie CBFβ inv16(p13;q22) o t(16,16)(p13;q22) CBFβ- 

MYH11 sono associate a prognosi favorevole 
[3,11,12,15]

. Anche il sottotipo M3 

o M3v o leucemia promielocitica acuta (acute promyelocitic leukemia, APL) 

con traslocazione t(15;17)(q22;q11-12) PML-RARα ha valore prognostico 

positivo grazie al trattamento con protocolli chemioterapici che prevedono 

l’utilizzo intenso e protratto di acido all-trans retinoico (ATRA). 

Un gruppo di rischio intermedio è caratterizzato da trisomia 8, trisomia 

21, traslocazione t(6;9)(p23;q34) DEK-CAN, mutazioni o internal tandem 

duplication di FLT3, amplificazioni di MLL. 
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Invece, le anomalie con monosomia del cromosoma 7, del(7), del(11) o 

cariotipo complesso hanno prognosi particolarmente sfavorevole. 

Le traslocazioni che coinvolgono 11q23/MLL sono considerate un sotto 

gruppo a parte, hanno prognosi migliore sia rispetto alle LAM senza 

traslocazioni 11q23/MLL, sia rispetto alle LAL con traslocazioni11q23/MLL. 

Altri parametri associati alla prognosi di LAM sono: 

- età: influenza negativamente la prognosi per le forme che compaiono 

sotto l’anno di vita; 

- razza: quella caucasica ha un decorso migliore rispetto a quella 

africana. 

- conta dei globuli bianchi: il numero dei globuli bianchi all’esordio 

appare essere inversamente correlato alla probabilità di sopravvivenza. Sono 

definite iperleucocitosiche la forma con GB > 200.000/μl. 

 

E’ necessario inoltre valutare la Malattia Minima Residua (MMR, o 

Minimal Residual Disease, MRD), cioè il valore delle cellule leucemiche 

rimaste durante o dopo terapia nel contesto di decine di migliaia di cellule 

normali di midollo osseo, quindi in fase di remissione ematologica 

convenzionale 
[3,11-14]

. 

Mentre la definizione di remissione ematologica corrisponde alla 

presenza di un numero di blasti leucemici midollari <5% in un aspirato 

midollare di controllo, a livello molecolare ed immunofenotipico si utilizzano 

rispettivamente metodiche di PCR quantitativa che valutano la presenza di 

specifici riarrangiamenti clonali dei geni per T-cell Receptor (TcR) e per le 

Immunoglobuline (Ig), o la valutazione citofluorimetrica multiparametrica di 

fenotipi aberranti.  
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1.6. Terapia 

 

1.6.1 LAL 

 

Fino agli anni ’60 le LAL erano considerate incurabili e trattate con una 

terapia palliativa, di contenimento, che si limitava ad un prolungamento della 

sopravvivenza, basata su uno steroide ed un antiblastico (Vincristina, o 6-

Mercaptopurina, o Ametopterina), riservando un secondo antiblastico alla 

comparsa della recidiva, ritenuta peraltro ineluttabile 
[3]

. 

A metà degli anni ’60 è stata introdotta in maniera rivoluzionaria la 

polichemioterapia, basata sull’associazione di più antiblastici con tempistiche 

specifiche, che ha portato la percentuale di sopravvivenza a valori superiori 

all’80% nei protocolli utilizzati a livello internazionale 
[11]

.  

Alla fine degli anni ’80, in Italia sono stati attivati in successione i 

protocolli AIEOP LLA 88, 91, 95, 2000 ed R2006, che contengono gli 

elementi fondamentali riportati in Tabella 6 
[11]

. 

 

Fase Trattamento 

Prefase steroidea Prednisone (PDN) per 7 giorni. 

Metotrexato intratecale (MTX-IT). 

Valutazione dei blasti periferici al giorno 8 per definire i casi PPR (Prednisone Poor 

Response > 1.000 blasti/mm3) con prognosi meno favorevole. 

Induzione della remissione (“Protocollo Ia”) Steroide, Vincristina (VCR), Daunoblastina/Daunomicina (DNM), Asparaginasi (ASP).  

 “Protocollo Ib” Ciclofosfamide (CPM), Citarabina (ARA-C), 6-Mercaptopurina (6-MP). 

Consolidamento 6-MP e Methotrexate (2-5 gr/m2) ogni 2 settimane per 4 dosi. 

“Protocollo M” Methotrexate ad alte dosi (in generale a 5 gr/m2, più di recente anche a 2 gr/m2) 

somministrato ogni 2 settimane per 4 volte. 

Reinduzione (“Protocollo II”) Farmaci utilizzati nel Protocollo Ia e Ib, sostituendo il PDN con il Desametasone 

(DXM), e la DNM con l’Adriablastina (ADM). 

Terapia di mantenimento 6-MP e MTX, per un totale di 24 mesi. 

Profilassi al Sistema Nervoso Centrale (SNC)  MTX-IT ripetuto durante tutto l’arco del trattamento. La radioterapia sul SNC è stata 

prevista quasi esclusivamente nei casi ad alto rischio (circa il 10% dei casi) e/o con 

coinvolgimento SNC all’esordio. 

 

Tabella 6. Protocolli terapeutici per LAL [11]. 
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Negli ultimi 20 anni, un contributo importante è venuto dal trapianto di 

cellule staminali (TCSE), nelle forme di LAL resistenti alla terapia di 

induzione o dopo recidiva di malattia 
[17]

. I risultati sono in continuo 

miglioramento ed evidenziano la possibilità di trattare con successo una 

discreta percentuale di casi a prognosi particolarmente severa. 

Sono inoltre in atto studi per sviluppare approcci alternativi di terapia 

cellulare, immunoterapia o farmaci ad azione mirata a livello molecolare per 

il trattamento di pazienti pediatrici affetti da forme di leucemia ad alto rischio 

non responsivi alle terapie tradizionali, soprattutto nel contesto delle ricadute 

post-trapianto di midollo osseo.  

La sopravvivenza delle LAL a 5 anni per pazienti fino ai 15 anni è 

attualmente superiore all’80%, mentre è più bassa per pazienti tra 15 e 19 

anni, ma risulta comunque il migliore incremento nei dati di sopravvivenza 

dato che, come riportato precedentemente, fino agli anni ’60 le LAL si 

ritenevano una malattia incurabile 
[3,11-14]

. Questo risultato è stato ottenuto 

essenzialmente grazie a studi randomizzati condotti prima a livello nazionale 

e, dai primi anni ’80, nel contesto di una collaborazione internazionale 
[11]

. 

 

1.6.2 LAM 

 

Il cardine della terapia della LAM è rappresentato dalla sistematica 

somministrazione di una polichemioterapia che mira essenzialmente al 

controllo della malattia midollare e sistemica, eventualmente integrata, in 

rapporto alla fascia di rischio, dal trapianto di cellule staminali emopoietiche 

(TCSE) allogenico od autologo (Tabella 7) 
[3,11,12,15]

.  
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Fase Trattamento 

Chemioterapia di induzione Citosina arabinoside (ARA-C) e antracicline (daunorubicina, idarubicina), in combinazione con 

etoposide (VP-16) e/o tioguanina (6-TG) e talora corticosteroidi (desametazone). 

Remissione completa (RC) 75-90%. 

Profilassi SNC somministrazione intratecale di ARA-C 

Terapia di consolidamento 

post-remissionale 

Chemioterapia addizionale a cicli ripetuti (ARA-C variamente combinata a farmaci già utilizzati in 

induzione) oppure chemioterapia ad alte dosi seguita da TCSE allogenico (midollo osseo da donatore 

HLA compatibile, sangue periferico, sangue placentare) od autologo (midollo osseo, sangue 

periferico). 

Prolungamento e la stabilizzazione della RC. 

Terapie di supporto Terapia del dolore. 

Allopurinolo contro l’iperuricemia. 

Correzione dei deficit elettrolitici. 

Adeguato apporto nutritivo. 

Catetere venoso centrale. 

Emoderivati e farmaci antifibrinolitici contro la CID (coagulazione intravascolare disseminata). Fattori 

di crescita, quali granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) o granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor (GM-CSF) per ridurre ls tossicità associata alla severa immunosoppressione. 

 

Tabella 7. Protocolli terapeutici per LAM [11].
 

 

La sopravvivenza a 5 anni di pazienti fino ai 19 anni risulta inferiore al 

50%. La percentuale di remissione totale in pazienti dai 0 ai 15 anni, risulta 

infatti essere del 90%, con una percentuale di events free survival (EFS) a 5 

anni del 53%, mentre la frequenza delle morti precoci (nelle prime 6 

settimane di terapia) è del 7,9% 
[11,17]

. 

Le recidive avvengono per circa il 50% nel primo anno, e quasi tutte 

entro il 5° anno, con una probabilità di sopravvivenza che arriva al 10% per 

quelle precoci (entro l’anno), e al 40% per quelle tardive (dopo l’anno). 

Infatti, la malattia recidivata/refrattaria resta la causa di morte principale nei 

bambini con LAM. La sede più frequentemente colpita è il midollo. 

Il 10-50% dei pazienti lungosopravviventi dopo LAM o altre sindromi 

mieloproliferative presenta, in conseguenza del trattamento ricevuto, una serie 

di effetti collaterali a lungo termine, tra cui, in ordine di frequenza, anomalie 

dell’accrescimento, neurocognitive, endocrinopatie, infertilità, graft-versus-

host disease cronica, seconde neoplasie maligne ed anomalie cardiache. 
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2. Il gene MLL 

 

2.1 Ruolo di MLL nello sviluppo e nell’ematopoiesi embrionale 

 

La regione cromosomica 11q23 contiene il gene MLL, acronimo di 

“Myeloid/Lymphoid Leukemia” o “Mixed Lineage Leukemia”, poiché il gene 

MLL è stato trovato mutato in LAL, LAM ed in leucemie scarsamente 

differenziate o bifenotipiche 
[18,19]

. Il gene MLL è indicato anche come ALL-

1, poiché è stato identificato per la prima volta in un caso di leucemia acuta 

linfoblastica, e come HRX e HTRX (“homolog of trithorax”), per la sua 

omologia con il gene “Trithorax” di Drosophila 
[20-24]

.  

MLL è un regolatore dell’ematopoiesi, in particolar modo nello sviluppo 

embrionale 
[24,25]

. MLL è espresso ad alti livelli nelle cellule mieloidi 

maggiormente differenziate e nei macrofagi, è invece espresso a livelli 

inferiori nelle prime cellule progenitrici emopoietiche e nei linfociti T e B; 

non è invece espresso nelle cellule eritroidi 
[24,25]

. 

Topi con una mutazione omozigote per MLL (MLL-/-) muoiono nel 

periodo embrionale, mostrando diversi difetti nello sviluppo 
[26-28]

. Altri studi 

effettuati su topi knock-out per MLL wild-type, mostrano che i principali 

bersagli dell’azione di MLL sono i geni homeobox (HOX), geni omeotici 

coinvolti in molti processi dello sviluppo, con il risultato che MLL regola 

positivamente i geni HOX, influenzandone il mantenimento piuttosto che 

l’attivazione l’ematopoiesi 
[29-32]

. 

I geni HOX sono espressi anche nel tessuto emopoietico, in particolare è 

stato mostrato che cellule in varie fasi del differenziamento emopoietico 

presentano differenti patterns di espressione dei geni HOX 
[33]

.  

I geni HOX codificano per un gruppo di fattori di trascrizione che 

regolano la segmentazione corporea durante lo sviluppo embrionale; inoltre 

regolano anche l’attivazione della differenziazione delle cellule staminali 
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ematopoietiche, dei progenitori mieloidi e linfoidi nei lineage specifici. Infatti 

l’espressione di vari geni HOX è maggiore in cellule progenitrici 

emopoietiche indifferenziate (CD34
+
) ed è diminuita durante la 

differenziazione in cellule ematiche mature. Un normale sviluppo corporeo 

nel tempo richiede continuamente l’espressione di ognuno dei geni HOX 
[34]

. 

Una deregolazione della espressione dei geni HOX può determinare un 

difettivo controllo sullo sviluppo e sulla crescita cellulare, e può contribuire 

ad una varietà di disordini, comprese le neoplasie 
[35]

. In seguito alle 

traslocazioni a carico di MLL, la proteina di fusione non può più svolgere la 

sua funzione regolatoria e diviene capace di alterare il pattern di espressione 

dei geni HOX.  

Anche alcune proteine chimeriche derivanti da traslocazioni 11q23/MLL 

possono influenzare l’espressione dei geni HOXA. È stato dimostrato che in 

normali progenitori emopoietici l’espressione di diverse proteine chimeriche 

di MLL, come MLL-AF9, MLL-ENL, MLL-AF6, MLL-CBP, MLL-ELL e 

MLL-AF10, induce una up-regolazione di geni HOXA 
[36,37]

. Per esempio, 

l’oncoproteina MLL-AF9 induce una up-regolazione dell’espressione di 

HOXA5, -A6, -A7, -A9 e -A10 
[38]

 ed anche di MEIS1, che è un cofattore dei 

geni HOX 
[37]

, mentre l’oncoproteina MLL-ENL attiva la trascrizione 

legandosi a vari promotori, tra cui anche quello di HOXA7 
[34,39]

. 

Questi dati indicano che le proteine chimeriche di MLL possono 

disregolare l’espressione di specifici geni HOXA e ciò potrebbe favorire la 

trasformazione leucemica.  

Oltre a disregolare l’espressione dei geni HOXA, le proteine chimeriche 

di MLL disregolano anche la funzione di altre proteine. Infatti, è stato 

riportato un legame funzionale tra proteine di fusione di MLL e MYC. Il 

proto-oncogene MYC codifica per un fattore di trascrizione, espresso in molti 

tessuti normali e neoplastici, tra cui cellule del sistema emopoietico. La 

funzione di MYC è implicata in vari processi cellulari, tra cui crescita, 
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proliferazione, perdita del differenziamento, apoptosi ed adesione cellulare 

(Figura 3) 
[40,41]

.  

 

Figura 3. Schema dell’ipotetica regolazione trascrizionale dei geni HOXA (dedotto dai dati di letteratura riportati nel testo). Nel 

complesso trascrizionale, che si assembla sui promotori dei geni HOXA, sono presenti anche le proteine MLL, MYC e, in seguito alla 

traslocazione t(9;11)(p22;q23), anche la proteina chimerica MLL-AF9 che può disregolare l’espressione dei geni HOXA.  
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2.2 Espressione di MLL wild-type 

 

A livello cellulare, la proteina MLL wild-type è ampiamente espressa 

nella maggior parte dei tipi cellulari, incluse le cellule ematopoietiche. Anche 

a livello tissutale tale proteina è espressa in molti tessuti (cervello, colon, 

fegato, milza, timo, tonsille, rene, cuore, tiroide, polmone, e testicoli), con una 

presenza maggiore nella corteccia cerebrale, tiroide, rene e tessuti linfoidi 
[42]

. 

Studi immunoistochimici hanno rivelato che sia la proteina MLL wild-type 

che le proteine di fusione che coinvolgono MLL si localizzano sia nel nucleo 

che nel citoplasma; tuttavia, mentre la localizzazione citoplasmatica è diffusa 

e variabile, quella nucleare è caratterizzata da accumulo perinucleare e 

localizzazione con distinti corpi nucleari di dimensione, morfologia e numero 

variabili 
[42-44]

. 
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2.3 Leucemie con traslocazione del gene MLL 

 

Leucemie acute pediatriche che presentano aberrazioni cromosomiche 

quali traslocazioni, delezioni o duplicazioni a carico del cromosoma 11q23 

sono associate con una prognosi sfavorevole. Le leucemie con riarrangiamenti 

cromosomici di 11q23 esprimono caratteristiche peculiari rispetto alle 

leucemie acute sia mieloidi che linfoblstiche, tanto che vengono considerate 

una nuova entità unica e indipendente 
[45-48]

. Alterazioni di 11q23 si 

riscontrano nel 10-15% di LAM pediatriche (1-18 anni) e 8-10% adulte, nel 

5-10% di LAL pediatriche e adulte, e nel 60-70% di leucemie in età inferiore 

a 12 mesi (infant leukemia), sia LAL sia LAM [49,50]. I riarrangiamenti 

11q23 sono rilevati con un’alta frequenza (70%-90%) anche in leucemie acute 

secondarie, che si originano dopo un trattamento di una neoplasia primaria 

con radioterapia o chemioterapia 
[51-56,11]

, in particolare dopo l’utilizzo di 

agenti alchilanti o inibitori della topoisomerasi II, un bersaglio comune di 

molti farmaci antineoplastici (Figura 4) 
[57]

. 

 
Figura 4. Distribuzione degli oncogeni generati da traslocazioni cromosomiche nelle leucemie di bambini e giovani adulti. “Random” si 

riferisce a traslocazioni sporadiche che sono state osservate solo in cellule leucemiche di casi singoli. “None” si riferisce a leucemie che 

mancano di anormalità geniche identificabili [57]. 
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2.4 Struttura del gene e della proteina MLL 

 

Il gene MLL è stato isolato nel 1991, si trova sul cromosoma 11, in 

particolare sulla banda 23 del braccio corto q (11q23), e si estende per circa 

90 Kb; tale gene consiste di 36 esoni di dimensioni che variano tra 65 bp e 

4249 bp (Figura 5) 
[22-24,55]

. Il gene MLL codifica una proteina di 3968 

aminoacidi (AA) con una massa molecolare di 431 KDa, che contiene diversi 

motivi strutturali. 

 

 
Figura 5. (A) Organizzazione del gene MLL, (B) proteina e prodotti dei riarrangiamenti di MLL. BCR: Breakpoint region, regione di 

rottura; A-T, dominio AT hook; SNL: subnuclear localization, sequenze di localizzazione nucleare;  DNMT: DNA metiltrasferase; 

PHD: plant homeodomain, dominio zinc finger; TAD: transactivation domain; SET, regione di maggiore omologia con Trithorax e altre 

proteine con dominio SET, con un probabile ruolo nel rimodellamento della cromatina [55]. 
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2.4.1 Motivi strutturali della porzione amino-terminale (N-

terminale) 

 

a) Motivi “AT hook” (Esone 3, AA 170-182, 217-228, 301-309). 

Nella parte iniziale della regione N-terminale vi sono 3 brevi motivi detti 

“AT hook”, codificati dall’esone 3 e formati da aminoacidi basici conservati. 

I motivi “AT hook” si legano al solco minore della doppia elica del DNA, 

ricco di AT, che si presenta con una conformazione distorta o cruciforme 
[58]

, 

ed interagiscono con diverse proteine con attività di regolazione 

trascrizionale, tra cui SET-1 (template-activating factor [TAF]-1α), TAF-1β e 

GADD34 (growth arrest and DNA damage inducible protein 34). 

 

b) Sequenze di localizzazione nucleare: SNL1 e SNL2 (subnuclear 

localization). 

Queste due brevi sequenze conservate dette SNL1 e SNL2 dirigono la 

proteina MLL (wild-type e di fusione) nel nucleo e in distinti domini sub-

nucleari. Entrambe queste sequenze sono altamente conservate e si trovano 

anche nella proteina TRX di Drosophila. 

 

c) Dominio DNMT (DNA methyltransferase) (Esoni 4b-5, AA 1153-

1219). 

Sempre nella porzione N-terminale di MLL è presente una seconda 

regione ricca di cisteine, detta motivo “CXXC”, che riconosce sequenze di 

DNA CpG non metilate ed ha attività di repressione della trascrizione quando 

legato al DNA in vicinanza di un promotore 
[58,59]

. Il dominio CXXC viene 

anche legato dalla proteina istone deacetilasi (HDAC1) che ne media 

parzialmente l’attività; questo legame può essere potenziato dall’interazione 

della proteina Cyp33 con l’adiacente dominio di MLL PHD 
[60]

.  
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 Studi strutturali e funzionali hanno rivelato che sia i motivi AT hook che 

il dominio DNMT sono cruciali per l’oncogenesi 
[59]

. Nelle traslocazioni 

cromosomiche, il dominio soppressore di MLL è mantenuto nella proteina di 

fusione ed è richiesto per la sua attività trasformatrice 
[60]

. Anche le proteine 

di gruppo Polycomb: HPC2 e BMI-1 e il coinibitore C-terminal binding 

protein si legano al dominio di repressione di MLL. 

 

La porzione N-terminale di MLL è mantenuta in tutte le proteine di 

fusione generate dalla traslocazione ed è richiesta per la capacità di 

trasformazione. 
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2.4.2 Motivi strutturali della porzione carbossi-terminale (C-

terminale) 

 

a) Domini zinc finger PHD (plant homeodomain) e Bromodomain 

homology. 

I motivi PHD zinc finger (a dito di zinco) sono quattro regioni 

conservate tra MLL e TRX, ricorrenti soprattutto nelle proteine componenti la 

cromatina e/o regolatrici dell’attività genica 
[61]

. I motivi PHD fingers hanno 

omologia con quelli RING fingers che si trovano nelle proteine che 

compongono la cromatina e che sono coinvolte nella interazione proteina-

proteina; è stato quindi ipotizzato che, diversamente dai classici zinc finger, 

che mediano il legame al DNA di molti fattori di trascrizione, i motivi PHD di 

MLL sembrino funzionare nelle interazioni proteina-proteina 
[61]

. Il terzo e il 

quarto PHD fingers hanno una estremità N-terminale comprendente coppie di 

cisteine (CXXC) e/o coppie di istidine-cisteine (HXXC) che possono formare 

un ulteriore zinc finger o che possono formare una struttura più complessa 

con l’associazione del sito PHD fingers. Questi due fingers sono detti ePHD 

fingers (extended PHD fingers) 
[62]

. Tra il terzo ed il quarto motivo zinc finger 

c’è anche una regione relativa al bromodomain, che è presente in varie 

proteine cromatiniche e si lega ad istoni lisin-acetilati; ciò suggerisce che 

questa parte di MLL può interagire preferenzialmente con un istone acetilato 

o altre proteine acetilate.  

 

b) Transactivation domain (TAD). 

La regione TAD è in grado di attivare la trascrizione di un gene reporter 

quando tale regione è espressa in fusione con il dominio che lega il DNA 

GAL4 
[63]

. Quindi MLL contiene sia un dominio con attività di repressione 

trascrizionale che un forte dominio di trans-attivazione, che interagisce anche 

con il co-attivatore proteico CBP. 
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c) SET domain. 

Questo dominio è stato riscontrato in famiglie di proteine che hanno la 

funzione di mantenere, durante lo sviluppo, il pattern specifico di espressione 

genica dopo l’inizio della trascrizione. Le due maggiori famiglie di proteine 

contenenti domini SET, il cluster proteico delle famiglie Trithorax (trx-G) e 

quello delle famiglie Polycomb (Pc-G), sono proteine cromatina-associate che 

agiscono in modo antagonista sulla alterazione della struttura della cromatina 

per promuovere o reprimere la trascrizione, rispettivamente 
[64]

. Il dominio 

SET di MLL rivela un’intrinseca attività “istone metiltrasferasi” (HMT) 
[65]

 

poiché è specificamente in grado di metilare la lisina 4 dell’istone 3 (H3K4), 

prerogativa che costituisce un marchio epigenetico tipicamente associato ad 

una cromatina trascrizionalmente attiva 
[66]

. Da vari studi sembra che le 

proteine con dominio SET possano avere un ruolo nei complessi che attivano 

o reprimono la cromatina in specifiche regioni cromosomiche. 

 

Nelle traslocazioni 11q23 la porzione C-terminale viene del tutto persa. 
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2.4.3 Processamento post-traduzionale della proteina MLL 

 

È stato dimostrato che la proteina MLL viene divisa, in vivo, in due 

frammenti 
[67]

: uno N-terminale (MLL
N
) di circa 320 KDa ed uno C-terminale 

(MLL
C
) di circa 180 KDa 

[55]
. Il processamento di MLL avviene in siti di 

clivaggio conservati tra le regioni PHD e TAD. Dopo che MLL
N
 e MLL

C 

sono generati da taglio proteolitico, essi restano associati non covalentemente 

a formare un complesso proteico. L’interazione tra MLL
N
 e MLL

C
 è mediata 

dai motivi FYRN e FYRC più il dominio SET. Anche TRX possiede i motivi 

FYRN e FYRC. Il processamento di MLL avviene molto presto, entro poche 

ore dalla traduzione. In seguito al processamento, MLL
C 

è fosforilato da 

meccanismi sconosciuti; la formazione di un complesso MLL
N
/MLL

C 
sembra 

essere necessaria per la fosforilazione di MLL
C
. Le conseguenze funzionali 

della fosforilazione di MLL
C
 non sono conosciute. 

Si pensa che il processamento di MLL possa regolare le sue proprietà 

trascrizionali, che sembrano essere bifunzionali. MLL
N
 contiene i motivi AT-

hook ed il dominio MT e ha attività di repressione trascrizionale. Invece, 

MLL
C 

ha forti proprietà di trans-attivazione 
[67]

. Il processamento quindi 

divide MLL in due frammenti che interagiscono in modo non-covalente e 

possiedono opposte proprietà trascrizionali. La proteina MLL intatta, come 

complesso di MLL
N
 e MLL

C
, mostra attività intermedia, che continua ad 

avere una moderata attività di repressione trascrizionale 
[67]

. Questi dati 

suggeriscono che la relativa stechiometria di MLL
N
 e MLL

C
 può modulare lo 

stato di espressione dei geni target di MLL.  
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2.4.4 Breakpoint region 

 

Nella regione genica che codifica la porzione N-terminale di MLL, tra 

gli esoni 5 e 11 secondo la vecchia nomenclatura, 8 e 14 secondo la nuova 

nomenclatura [68] (Figura 6), per una lunghezza di circa 8,35 Kb, si trova 

una regione detta breakpoint cluster region (BCR) che è frequentemente 

colpita da eventi di rottura. A livello molecolare i punti di rottura sono in 

sequenze introniche, ed in particolare dentro o vicino a sequenze dette 

“ripetizioni Alu”. La porzione che codifica per la regione N-terminale, a 

seguito di rottura, subisce traslocazioni e fusioni con altri geni, detti geni 

partner di fusione, e insieme generano un gene chimera che, trascritto e 

tradotto, produce una proteina di fusione oncogenica, comprendente la 

porzione N-terminale di MLL e la C-terminale del gene partner 
[55,69]

. 

 

 
Figura 6. Vecchia e nuova nomenclatura degli esoni della regione 5’del gene di MLL Wild-type. [68]. 

 

Sono attualmente note più di 60 associazioni cromosomiche diverse del 

gene MLL e sono stati già analizzati e clonati a livello molecolare più di 30 

geni partner (Figura 7, Tabella 8) 
[70,71]

. 



 
37 

 

 
Figura 7. Geni partner di MLL nelle traslocazioni ricorrenti note [72]. 
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Tabella 8. Alcuni partners di fusione di MLL clonati e sequenziati [73]. 

  

I geni partner codificano per proteine differenti, con diversa funzione e 

localizzazione (nucleare, citoplasmatica o di membrana): 

 molecole di signalling, di norma localizzate nel citoplasma o nelle 

giunzioni intercellulari; 
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 fattori nucleari implicati in vari aspetti della regolazione 

trascrizionale, ricchi in prolina e serina, con segnali di 

localizzazione nucleare NLS (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Localizzazione delle principali oncoproteine di fusione di MLL [74]. 

 

Tuttora si continuano a scoprire nuove traslocazioni cromosomiche del 

gene MLL 
[73,75,76]

. Per esempio, nel Laboratorio di Oncoematologia 

Pediatrica è stato recentemente isolato un nuovo gene partner di MLL; si 

tratta del gene ArgBP2, localizzato sul sito cromosomico 4q35 (Figura 7 e 

Tabella 8) 
[77]

. La fusione tra MLL ed ArgBP2 avviene nella traslocazione 

t(4;11)(q35;q23), individuata in una paziente con meno di 1 anno di età che 

presentava alla diagnosi una LAM-M5.  

Inoltre, i diversi geni partner di MLL influiscono anche sull’espressione 

genica a valle di MLL, permettendo la definizione di differenti sottogruppi di 

classi di rischio, prognosi e  outcome clinico 
[78]

. 
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Le leucemie con alterazioni 11q23/MLL non comprendono solo 

traslocazioni nella regione BCR ma anche numerose altre alterazioni: 

 PTD (“partial tandem duplication”): le duplicazioni si verificano 

quando una regione si presenta più di una volta nello stesso 

cromosoma. Per quanto riguarda il gene MLL, le duplicazioni 

coinvolgono la porzione N-terminale, e si ripetono in tandem 

all’interno della regione codificante (Figura 9C) o addirittura 

dell’intero gene MLL 
[29]

; 

 delezioni: le delezioni comportano la perdita di un segmento del 

cromosoma, che in MLL è in genere l’esone 8 
[29] 

(Figura 9D); 

 amplificazioni: consistono in una sovrapproduzione della proteina 

MLL. 

 

 
Figura 9. Rappresentazione dei riarrangiamenti del gene MLL. (A) MLL wild type. (B) Traslocazione. (C) Duplicazione. (D) Delezione. 
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2.5 Traslocazioni 11q23 

 

Le più frequenti traslocazioni di MLL (>85%) 
[23]

 comprendono un 

piccolo gruppo di geni, AF4, AF9, ENL, AF10 e ELL, che agiscono in un 

comune processo biologico a livello trascrizionale, in particolare attivando la 

RNA polimerasi II (Pol II) attraverso il fattore positivo di elongazione 

trascrizionale b (positive transcription elongation factor b, P-TEFb) 
[79,80]

. Pol 

II si assembla nelle regioni dei promotori dei geni attivi ; tali promotori sono 

fermi e associati con DSIF (inactive DRB-sensitivity inducing factor) e NELF 

(inhibitory negative elongation factor). L’iniziale attivazione di tali complessi 

porta alla trascrizione di circa 50 nucleotidi; l’allungamento successivo 

richiede la chinasi P-TEFb (CDK9⁄CCNT1) e TFIIH (CDK7⁄CCNH): tali 

chinasi fosforilano l’estremità C-terminale della subunità maggiore di Pol II 

sui residui Serina 2 e 5, DSIF e NELF, ed in questo modo li portano a 

dissociazione e degradazione. AF4, AF9, ENL, AF10 e ELL legano DOT1L e 

P-TEFb e li attivano, permettendo la fosforilazione di DSIF e NELF da parte 

di P-TEFb, e il prosieguo della trascrizione (Figura 10) 
[79,80]

. 

Le traslocazioni che coinvolgono fattori citoplasmatici sono più 

frequenti nei pazienti adulti, e sono primcipalmente GAS7, AF1p and AF6, 

che contengono domini di dimerizzazione che permettono la dimerizzazione 

dell’oncoproteina di fusione; la porzione conservata di MLL contiene domini 

di localizzazione nucleare che permettono la traslocazione nel nucleo ed il 

complesso attiva la trascrizione di geni sotto il controllo di MLL 
[23]

. 
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Figura 10. Modello del complesso di repressione associato a MLL wild type confrontato con quello associato alla proteina di fusione. Il 

corepressore CtBP, la proteina PcG HPC2, la BMI-1 e quella HDAC1 (o HDAC2) si legano al dominio repressore di MLL. Il legame di 

HDAC1 è favorito dalla ciclofillina Cyp33. Il coattivatore CBP, che ha attività acetiltrasferasica, può legarsi al dominio attivattore di 

MLL. Il dominio SET di MLL ha attività intrinseca di istone H3 lisina 4 metiltrasferasi (HMTasi H3K4). Le proteine corepressori e 

quelle coattivatori possono entrambe legarsi a MLL wild type; l’equilibrio del legame può essere influenzato da altri fattori che in ultimo 

determinano la funzione di MLL come un particolare locus di gene target. Nella proteina di fusione di MLL leucemogena, l’equilibrio 

del legame può essere alterato, risultando in una aberrante regolazione dei geni target di MLL. Sono indicati la regione di rottura su 

MLL detta BCR (breakpoint cluster region) e il sito di clivaggio proteolitico di MLL. I numeri si riferiscono agli aminoacidi che 

compongono la proteina codificata da MLL. 

 

2.5.1 Traslocazione t(9;11) (p22;q23) 

 

La traslocazione t(9;11)(p22;q23) MLL-AF9 è la più frequente nelle 

LAM con riarrangiamento 11q23/MLL, con una frequenza del 30-40% 

[73,75,76]
. Tra le LAM con traslocazione MLL, la traslocazione MLL-AF9 è 

associata a prognosi più favorevole 
[76]

. 

Il gene AF9 (ALL1 Fused gene from chromosome 9) è anche detto 

MLLT3 (Myeloid/Lymphoid, o Mixed Lineage Leukemia, Translocated to, 3) 

o LTG9 (Leukemia with Translocation of Gene from chromosome 9) 
[79,80]

. 

Il gene AF9 mappa sul sito cromosomico 9p22 e ha una lunghezza di 

oltre 277547 basi, consiste di 11 esoni e codifica per una proteina di 568 
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aminoacidi con una massa molecolare di 63,67 KDa 
[97]

. La proteina AF9 

possiede una sequenza di localizzazione nucleare, domini ricchi di serine e 

domini ricchi di proline che agiscono come attivatori della trascrizione e che 

si legano con elevate affinità al DNA. La regione di AF9 interessata nella 

traslocazione comprende gli esoni 4, 5, 8 o 9
[81]

, e l’oncoproteina di fusione 

risultante ha dimensioni di circa 170 KDa 
[97]

. 

Topi mutanti che esprimono MLL-AF9 sotto il controllo del promotore 

naturale di MLL sviluppano tumori, in particolare leucemie acute; inoltre, la 

maggior parte di tali leucemie hanno un fenotipo mieloide, proprio come negli 

esseri umani 
[82,83]

. Questi studi indicano che la proteina di fusione è coinvolta 

nel meccanismo che genera la leucemia, per cui la proteina MLL-AF9 è 

cancerogena, in particolare è leucemogena. 

 

2.5.2 Traslocazione t(4;11)(q21;q23) 

 

La traslocazione t(4;11)(q21;q23) MLL-AF4 è la più frequente di tutte le 

traslocazioni a carico di MLL. E’ riportata nel 5% di LAL pediatriche, 

soprattutto in femmine, e si riscontra in più del 66% di pazienti di età 

inferiore ai 12 mesi (infant) 
[73]

. E’ inoltre associata a prognosi sfavorevole. 

Il gene AF4 o AFF1 o FEL mappa sul cromosoma 4q21, è lungo 134039 

basi, contiene 21 esoni e codifica per una proteina di 3910 aminoacidi della 

famiglia AF4/LAF4/FMR2 (ALF) che funge da attivatore trascrizionale 
[84]

. 

La proteina AF4 contiene domini di localizzazione nucleare e domini che 

legano GTP, che si conservano nell’oncoproteina di fusione MLL-AF4 
[85]

. La 

proteina AF4 contiene inoltre regioni ricche di cisteine che vengono ripiegate 

in sei domini simili a dita di zinco. La proteina AF4 ha dimensioni di circa 

140 KDa, mentre l’oncoproteina MLL-AF4 di circa 240 KDa 
[85]

. La regione 

del breakpoint si spande per circa 8 kb e comprende diversi esoni 
[84-86]

. 
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Come AF9, ENL e AF10, anche AF4 funge da mediatore della 

metilazione degli istoni H3-K79 reclutando DOT1 per l’elongazione da parte 

di Pol II 
[86]

. 

Anche la proteina codificata dall’oncogene reciproco, AF4-MLL, ha 

attività a livello trascrizionale: è stato mostrato che AF4-MLL è in grado di 

indurre leucemia anche in assenza di MLL-AF4 [87]. Si è anche visto che 

l’attività combinata di MLL-AF4 e AF4-MLL conferisce resistenza 

all’apoptosi, capacità di procedere nel ciclo cellulare e trasformazione della 

crescita 
[88]

. 

 

2.5.3 Traslocazione t(11;19)(q23;p13.3) 

 

La traslocazione (11;19)(q23;p13.3) MLL-ENL, è stata riscontrata in 

leucemie di tipo LAM mielomonocitica M4/M5 (4%) e in LAL, comprese T-

LAL (10%) 
[75,89]

. 

Il gene ENL (eleven-nineteen leukemia) o MLLT1, LTG19, YEATS1, si 

trova sul cromosoma 19p13.3, è lungo 69568 basi, ha 12 esoni, e codifica per 

una proteina di 559 aminoacidi con capacità di attivazione della trascrizione 

genica. La proteina ENL ha peso molecolare di circa 75 KDA, mentre 

l’oncoproteina MLL-ENL di circa 250 KDa 
[59]

. La sequenza aminoacidica di 

tale dominio è altamente conservata tra ENL e AF9 ed è mantenuta in tutte le 

proteine di fusione MLL-ENL e MLL-AF9 
[90]

. L’attivazione della 

trascrizione genica consiste soprattutto nell’aumento di acetilazione, 

metilazione di Lys4, demetilazione di Lys79 dell’istone 3 in modo da rendere 

la cromatina trascrizionalmente attiva, in particolare a carico dei geni 

HOXA9, HOXA7, MEIS1 e Pbx3 
[65]

. La proteina di fusione MLL-ENL 

agisce da potente transattivatore, soprattutto del promotore e quindi della 

trascrizione di HOXA7 e HOXA9, grazie al contributo della regione 

metiltrasferasica di MLL in combinazione con la regione C-terminale di ENL 
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[36]
. HOXA9 di per sé è debolmente oncogeno, mentre in associazione con 

MEIS1 abbrevia drammaticamente il periodo di latenza di una leucemia nel 

100% dei modelli murini 
[36]

. Questo è potenzialmente un meccanismo chiave 

della trasformazione indotta dalla proteina di fusione di MLL, perché HOXA7 

e HOXA9, in combinazione con MEIS1 hanno dimostrato di trasformare 

cooperativamente progenitori mieloidi per indurre una leucemia aggressiva 

nei modelli sperimentali, attraverso un blocco reversibile della 

differenziazione mieloide, a cui consegue l’immortalizzazione cellulare. La 

proteina di fusione MLL-ENL è in grado di mediare l’immortalizzazione solo 

di una ristretta popolazione di progenitori emopoietici, in cui la risposta 

apoptotica in seguito all’espressione della proteina di fusione non è 

funzionale, a causa della perdita di espressione o di attività di un componente 

critico, o a causa della precedente acquisizione di una mutazione, che 

annullino il meccanismo di morte cellulare 
[34]

. 

 

2.5.4 Traslocazione t(X;11)(q13.1;q23) 

 

La traslocazione t(X;11)(q13.1;q23) MLL-AFX o FOXO4 si trova 

espressa in leucemie acute sia mieloidi sia linfoblastiche 
[73]

. 

Il gene AFX contiene 3 esoni di cui i primi due sono inframmezzati da 

un lungo introne in cui si trova il breakpoint (nucleotidi 2913/2914) 
[91,92]

. 

Il gene AFX codifica per un fattore di trascrizione e regolatore della 

trascrizione di geni coinvolti nell’apoptosi e nel ciclo cellulare 
[92,93]

. 

 La proteina AFX consiste in 3171 aminoacidi, pesa circa 53 kDa ed è 

ricca in residui di serina, prolina e leucina. L’oncoproteina di fusione MLL-

AFX risulta di dimensioni di circa 265 KDa 
[93]

. 
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2.5.5 Traslocazione t(6;11)(q27;q23) 

 

La traslocazione t(6;11)(q27;q23) MLL-AF6 si trova in circa il 5-10% 

delle LAM, sia pediatriche sia adulte 
[73,77]

. Le LAM con traslocazione MLL-

AF6 risultano essere tra le più aggressive e a prognosi peggiore rispetto alle 

traslocazioni MLL-AF9 e le altre LAM con traslocazione MLL 
[77]

. 

Il gene AF6 è espresso in diversi tipi cellulari e codifica per una proteina 

di 1612 aminoacidi con peso molecolare di circa 182 KDa 
[94-97]

. La proteina 

AF6 contiene brevi sequenze ricche in proline, aminoacidi carichi, serine e 

glutammine. Inoltre contiene il motivo GLGF che si ritrova in molti vertebrati 

e invertebrati e si ritiene coinvolto nella trasduzione del segnale a livello delle 

giunzioni cellulari 
[94]

. Rispetto ad AF9, AF4, ENL,e AF10, che sono proteine 

nucleari, AF6 ha localizzazione citoplasmatica. AF6 è stata identificata come 

proteina che lega GTP-Ha-Ras, e si pensa che svolga la sua attività nella 

formazione dei complessi di giunzione della membrana plasmatica e del 

citoscheletro 
[98,99]

. Quando però si forma l’oncoproteina di fusione MLL-

AF6, la localizzazione risulta nucleare, probabilmente per i domini di 

sublocalizzazione nucleare contenuti nella porzione conservata di MLL 
[97]

. 

L’oncoproteina di fusione risulta di circa 325 KDa 
[97]

. 
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3. Small Interfering RNA (siRNA) 

 

3.1 Introduzione 

 

Il meccanismo dell’interferenza dell’RNA (RNA interference, RNAi) è 

un processo biologico conservato durante l’evoluzione che regola 

l’espressione genica 
[100-103]

. Il processo è mediato da piccoli RNA a doppio 

filamento (small interfering RNA, siRNA), che guidano la degradazione 

dell’mRNA bersaglio che presenta sequenza complementare al filamento 

antisenso del siRNA 
[104,105]

. Si pensa che il meccanismo dell’interferenza sia 

una difesa naturale conservata nell’evoluzione per distruggere il DNA o 

l’RNA esogeno che deriva da agenti infettivi quali virus e batteri. Le cellule 

di mammifero, infatti, reagiscono alla presenza di lunghi filamenti di DNA o 

RNA a doppio filamento con meccanismi di difesa aspecifici, come la risposta 

dell’interferon, o specifici, come l’interferenza genica. 

La scoperta del silenziamento genico da parte di RNA a doppio 

filamento è dovuta agli studiosi Andrew Fire e Craig Mello, che vinsero 

anche il Premio Nobel per la Fisiologia e la Medicina nel 2006 per la scoperta 

del silenziamento genico (Figura 11) 
[106,107]

. Fire e Mello scoprirono che un 

piccolo RNA a doppio filamento di circa 19-21 paia di basi (da qui small 

interfering RNA, siRNA) iniettato in cellule bersaglio può bloccare la 

trascrizione genica di un gene con sequenza complementare al filamento 

senso del siRNA. Fire e Mello costruirono un RNA a doppio filamento con 

sequenza complementare al gene codificante una proteina contrattile del 

nematode C. Elegans, e videro che, a seguito dell’iniezione dell’RNA, il 

nematode subiva contrazioni a scatti invece che muoversi fluidamente. 

Spiegarono quindi l’inibizione dell’espressione genica al meccanismo 

dell’RNA a doppio filamento. Una conferma è data anche dal fatto che Fire e 
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Mello provarono anche a iniettare solo i singoli filamenti, e non ebbero 

risultati come iniettando il doppio filamento. 

 
Figura 11. Cenni storici sulle scoperte relative ai siRNA [108]. 

 

Il primo studio pionieristico sui siRNA è dovuto agli studi biochimici di 

Zamore et al. 
[109]

 ed Elbashir et al. 
[110,111]

 su Drosophila melanogaster, in cui 

si constatò l’attività di silenziamento di siRNA in vitro in culture cellulari 

umane 
[102]

. Il meccanismo dell’interferenza (Figura 12) 
[112-117]

 inizia con un 

processo ATP-dipendente in cui una RNasi III, Dicer, processa lunghi 

filamenti di RNA a doppio filamento in piccoli filamenti di RNA a doppio 

filamento (small interfering RNA, siRNA) di 19-25 paia di basi, in cui 19 basi 

sono complementari tra i due filamenti, mentre 2 basi in posizione 3’ di ogni 

filamento sono protrudenti (overhang). Il secondo passaggio consiste 

nell’incorporazione del siRNA in un complesso ribonucleoproteico (RISC: 

RNA induced silencing complex), in cui i due filamneti del siRNA vengono 

separati e seguono percorsi diversi: il filamento antisenso (o guida) rimane 

all’interno del complesso RISC per mediare l’attività di interferenza, mentre il 
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filemento senso (passeggero) viene degradato. Il filamento antisenso si appaia 

per complementarità all’mRNA bersaglio e le proteine con attività 

endonucleasica del complesso RISC Argonaute (Ago2, PIWI) e Slicer 

tagliano l’mRNA bersaglio a livello dei nucleotidi 10-11 (a partire 

all’estremità 5’ del filamento antisenso). L’elevata specificità del processo è 

dovuta all’appaiamento per complementarità delle basi del siRNA con 

l’mRNA bersaglio. Infatti, una singola modificazione alle basi suddette 

blocca il taglio da parte di RISC. 

 

 
Figura 12. Schema del meccanismo d’azione dei siRNA. 

 

Il meccanismo dell’interferenza può essere attivato tramite 

l’introduzione di siRNA sintetici o vettori codificanti short hairpin RNA 



 
50 

 

(shRNA) che attivano il meccanismo a diversi livelli: siRNA a livello di 

RISC, shRNA a livello di Dicer. 

In base al fenomeno dell’interferenza, virtualmente ogni gene del 

genoma umano può essere un possibile bersaglio, basta conoscerne la 

sequenza per generare un siRNA complementare. I primi studi in vitro basati 

sull’RNA interference sono serviti inizialmente a conoscere l’attività e la 

funzione di geni e pathway 
[103,117,118]

. Infatti, downregolando un particolare 

gene, si è riusciti a capire la sua funzione cellulare in base alla risposta 

fenotipica. In seguito agli studi di genomica funzionale, si è passati a studi di 

downregolazione di geni coinvolti in patologie e nei tumori quali oncogeni, 

geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, dell’apoptosi, del 

differenziamento, della risposta ai farmaci 
[118-121]

. Attualmente, l’attenzione è 

rivolta soprattutto a tali bersagli, con lo scopo di ripristinare la condizione 

fisiologia e curare così la patologia. Inoltre, anche virus e batteri possono 

essere bersagli di siRNA specifici per il genoma batterico o virale 
[118,119]

. La 

riduzione dell’espressione di proteine patologiche attraverso l’interferenza è 

applicabile a tutte le classi di bersagli molecolari, inclusi quelli che sono 

difficilmente raggiungibili con i tradizionali approcci farmacologici a base di 

piccole molecole o proteine 
[118]

. Il potenziale terapeutico per il trattamento di 

diverse patologie è molto promettente. Questo è particolarmente vero per 

patologie dovute all’espressione di geni mutanti, proteine dominanti negative, 

isoforme aberranti di splicing alternativo, sovraespressione di geni con gain-

of-function. 

 

I siRNA fanno parte della grande classe dei non coding RNA (ncRNA), 

che comprendono anche micro RNA (miRNA), trascritti antigene e altre unità 

trascrizionali 
[101]

. Per più di 50 anni si è pensato che l’RNA che non andava a 

fare parte di mRNA, tRNA o rRNA rimanesse inutilizzato, mentre 
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recentemente si è vista la partecipazione di questi ncRNA in fenomeni di 

regolazione genica a livello trascrizionale e post trascrizionale 
[122-124]

. 

In particolare, i miRNA svolgono un ruolo nel silenziamento genico 

simile a quello dei siRNA: sono generati a partire da RNA a forcina con 

regione a doppio filamento maggiore di 16 paia di basi, e forcina a singolo 

filamento di 6-12 basi 
[124,125]

. Tali strutture a forcina si trovano in cluster e 

vengono chiamati miRNA primari; essi vengono riconosciut dall’enzima 

endonucleasi DROSHA RNAse-II-like e tagliati in forcine singole chiamate 

miRNA precursori. A loro volta i precursori vengono trasportati nel 

citoplasma da un complesso exportin-5/ran-GTP e vengono processati dal 

complesso DICER a miRNA maturi, di circa 19-21 paia di basi a doppio 

filamento. La differenza con i siRNA è che l’appaiamento con il bersaglio 

non è perfettamente complementare ma possiede delle basi non 

complementari in posizioni precise. La degradazione dell’mRNA bersaglio 

avviene per opera del complesso RISC. 

In base a questi trascritti naturali, sono state sviluppate ulteriori molecole 

con attività di interferenza e silenziamento genico 
[105,112,126]

: 

 ASO (antisense oligonucleotide), ODN (oligodeossinucleotidi): 

oligonucleotidi sintetici a singolo filamento che legano il DNA per 

complementarietà tramite legami a idrogeno e bloccano la trascrizione 

o la traduzione. 

 TFO (triplex forming oligonucleotide): sequenze oligonucleotidiche 

che legano il DNA in maniera sito-specifica con legami a idrogeno e 

inducono downregolazione dell’espressione genica. 

 Aptameri: oligonucleotidi di RNA o DNA a singolo o doppio filamento 

che legano molecole bersaglio in maniera simile al legame di un 

anticorpo ad un antigene. 
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 Decoy ODN: sequenze oligonucleotidiche simili alla regione promotori 

del gene bersaglio che legano fattori di trascrizione e ne impediscono il 

legame al promotore stesso. 

 Ribozimi: RNA catalitici che legano e tagliano l’mRNA bersaglio, 

inibendo la sintesi proteica. 

 DNAzimi: analoghi ai Ribozimi, in cui lo scheletro di RNA è sostituito 

da DNA, con il vantaggio di una sintesi più semplice e di maggiore 

stabilità chimica e biologica. 
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3.2 Applicazioni in vivo 

 

Tra i maggiori punti critici per l’applicazione in clinica dei siRNA ci 

sono la presenza di off-target effects (OTE), la delivery intracellulare nel sito 

bersaglio e l’attivazione della risposta immune 
[117,127-129]

. 

 

3.2.1 Off-target effects 

 

I siRNA possono dare effetti aspecifici (off-target effects, OTE) nel caso 

in cui si appaino anche solo parzialmente a sequenze omologhe a quella 

dell’mRNA bersaglio. Poiché infatti anche appaiamenti di solo 7 basi 

contigue complementari sono sufficienti a indurre silenziamento, è plausibile 

che anche i siRNA derivati da un disegno più che attento possano mostrare 

OTE una volta introdotti nelle cellule 
[118,130]

. 

Inoltre, i siRNA possono non solo degradare l’mRNA bersaglio, ma 

anche influenzare la trascrizione inducendo la formazione di cromatina e la 

metilazione del DNA 
[131,132]

. 

Per ovviare ai probremi di OTE, è possibile, oltre all’accurato disegno 

dei siRNA, utilizzare siRNA per lo stesso bersaglio ma con sequenze 

differenti, ed utilizzare controlli di siRNA che non hanno alcuna sequenza 

complementare nel genoma (non-targeting, NT, o scramble, SCR) 
[118]

. 
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3.2.2 Delivery 

 

A causa dell’elevato peso molecolare (∼13 kD) e della carica negativa 

data dai gruppi fosfato (~42 cariche negative), i siRNA non attraversano 

facilmente le membrane cellulari e quindi sono necessari sistemi di delivery 

che facilitino l’ingresso nelle cellule 
[108,114,127,128,133-135]

. Inoltre, la 

somministrazione a livello del sistema circolatorio mette i siRNA nella 

condizione di dover attraversare diverse barrier biologiche prima di arrivare al 

bersaglio: degradazione da parte di nucleasi sieriche e tissutali, rapida 

escrezione da parte del sistema di filtrazione glomerulare renale, fagocitosi e 

quindi degradazione da parte dei macrofagi circolanti del sistema 

reticoloendoteliale, difficoltà ad attraversare i capillari endoteliali, lenta 

diffusione e intrappolamento attraverso la matrice extracellulare (Figura 13) 

[136-138]
.  

 
Figura 13. Barriere fisiologiche alla delivery sistemica di siRNA e siRNA complessati a nanoparticelle: filtrazione renale, fagocitosi e 

degradazione nel torrente circolatorio, trasporto all’interno del sistema vascolare, diffusione attraverso la matrice extracellulare, ingresso 

intracellulare, rilascio dagli endosomi, attivazione del processo di silenziamento [138]. 

 

L’uptake cellulare di siRNA avviene soprattutto per endocitosi, ed il 

problema conseguente principale è l’intrappolamento in endosomi e lisosomi 

ed il rischio di degradazione da parte degli enzimi lisosomiali (Figura 14) 

[127]
. I sistemi di delivery devono aumentare l’accumulo di molecole 
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all’interno della cellula e facilitare il rilascio dagli endosomi nel citoplasma 

[138]
. Diversi sistemi di delivery vengono utilizzati, vettori virali o non-virali, 

con diverse caratteristiche e vantaggi. 

 

 

Figura 14. Pathway di endocitosi coinvolti nell’uptake cellulare di siRNA [136]. 

 

L’uso di vettori virali per il silenziamento genico viene usato con 

successo in quanto i virus hanno una naturale capacità ad infettare cellule 

bersaglio ed a trasferire materiale genetico. I principali vettori virali sono 

indicati in Tabella 9 con i rispettivi vantaggi e svantaggi 
[133,139]

. I vettori 

virali sono comunque ancora in via di studio per l’applicazione in vivo a causa 

dei dubbi sulla sicurezza nell’uomo.  

 

Vettori virali Vantaggi Svantaggi 

Retrovirus Elevata efficienza; 

trasferimento genico stabile; 

trasmissione alle cellule figlie. 

Integrazione nel genoma; mutagenesi inserzionale; 

attivi solo in cellule proliferanti; 

non attivi in linee primarie. 

Lentivirus Attivi verso cellule non proliferanti; 

capacità di trasportare geni di grandi dimensioni. 

Applicazione solo topica. 

Adenovirus No rischio di mutagenesi inserzionale; 

trasferimento genico transiente; 

utilizzato per applicazioni nel fegato. 

Assenza di tropismo tissutale; 

Effetto transiente; 

epatotossicità dose-limitante. 

Virus adenoassociati Non patogeni. Attivi in cellule non proliferanti. 

Baculovirus Probabilmente sicuri. Conoscenze limitate. 

 

Tabella 9. Vettori virali per la delivery di siRNA [133,139]. 
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I sistemi non-virali coinvolgono principalmente molecole come 

liposomi, polimeri, peptidi, modificazioni chimiche o metodi fisici (Tabella 

10) (Figura 15) 
[104,114,133,140,141]

.  

 

Vettori non virali in vitro 

Metodi fisici Gene gun 

 Elettroporazione 

 Calcio fosfato 

 Ultrasuoni 

 Microiniezione 

Modificazioni chimiche Phosphorothioate (scheletro) 

 Boranophosphonate (scheletro) 

 Phosphoroamidate (scheletro) 

 Methylphosphonate (scheletro) 

 2’-alkyl (zucchero) 

 2’-O-Methyl (zucchero) 

 2’-O-Methoxyethil (zucchero) 

 2’-Deoxyfluoridine (zucchero) 

 PNA 

 LNA 

 ENA 

 Morpholino 

 4’-Thio-RNA 

 FANA 

 Colesterolo 

Liposomi Cationici, anionici, anfotropici 

Nanoparticelle e polimeri Polimeri cationici 

 PEI 

 Chitosano 

 Ciclodestrina 

 Collagene 

 SNALP 

 Aptameri 

 Dendrimeri 

Cell penetrating peptides (CPP) Drosophila antennapedia 

 HIV Tat 

 Influenza H2A fumogeni peptide 

 Penetratin transportane 

 MPG 

 

Tabella 10. Vettori non virali per la delivery di siRNA [104,114,133,140,141]. 

 



 
57 

 

 

Figura 15. Modificazioni chimiche ai siRNA [114]. 

 

Le  molecole polimeriche hanno come vantaggio una carica netta 

positiva che facilita la formazione di complessi con le cariche negative dei 

siRNA, riducono la carica negativa e aumentano le interazioni con la carica 

negativa della superficie della membrana cellulare 
[142]

. Il complesso viene 

endocitato, l’alta densità di cariche positive richiama ioni cloruro all’interno 

dell’endosoma e ciò causa un aumento del pH e un innalzamento della 

pressione osmotica interna, con successivo rigonfiamento e rottura della 

membrana. Il siRNA riesce così a fuoriuscire dall’endosoma ed evitare la 

degradazione e viene rilasciato nel citoplasma.  Questo fenomeno è chiamato 

“proton-sponge effect” (Figura 16) 
[143]

. 
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Figura 16. Meccanismo di rilascio dei siRNA dagli endosomi tramite il fenomeno “proton sponge effect” [143]. 

 

Per quanto riguarda l’introduzione dei siRNA in clinica, è necessario lo 

sviluppo di sistemi più sofisticati e l’identificazione di metodi di applicazione 

ottimali 
[119]

. Inoltre, i sistemi di delivery in vivo devono cercare di aumentare 

l’emivita e l’up-take cellulare, evitare la risposta immune, ridurre la tossicità 

o la rapida eliminazione da parte di fegato e reni. 

Il primo problema per i siRNA iniettati nel torrente circolatorio è 

l’emivita, che è molto breve, di circa 6 minuti 
[129,134]

. Questo è dovuto 

soprattutto dalla presenza di nucleasi sieriche che degradano i siRNA, anche 

se i siRNA sono già più resistenti degli oligonucleotidi a singolo filamento o 

di altri intermedi alle nucleasi 
[128,129]

. Inoltre, sono presenti  fagociti che 

fungono da barriera immunologica, non solo nel sangue, ma anche nella 

matrice extra-cellulare, rimuovendo materiale che non reputano self, perché 

potenzialmente dannoso per il nostro organismo. L’endotelio dei vasi 

sanguigni presenta fenestrature molto piccole, generalmente attorno ai 5 nm, 

però in alcune zone del corpo, e anche nei tumori solidi, queste possono 

raggiungere una grandezza pari a 200 nm permettendo il passaggio di 

macromolecole e di complessi 
[138]

. Un’altra barriera è costituita dalla matrice 

extra cellulare e dalla sua composizione (soprattutto polisaccaridi e proteine 

fibrose), che creano una sorta di resistenza meccanica nei confronti di 

molecole e complessi di grandi dimensioni. Alcune formulazioni hanno la 

capacità di accumularsi a livello dei tumori solidi, in base all’ effetto EPR 
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(enhanced permeability and retention), in quanto i tumori solidi hanno 

un’estesa vascolarizzazione con fenestrature molto più ampie rispetto agli 

altri vasi del nostro corpo (100-200 nm di diametro) 
[138]

. Ciò fa sì che, in 

questo distretto, le nanoparticelle riescano ad  uscire dal circolo, creando un 

gradiente di concentrazione che le “attira” nella zona del tumore, con 

conseguente accumulo delle stesse nella matrice extra-cellulare 
[138]

. 

 

La biodistribuzione dei siRNA può essere significativamente influenzata 

dai sistemi di  delivery. La somministrazione sistemica di nanoparticelle, 

spesso porta all’accumulo delle stesse all’interno del reticolo endoteliale di 

organi come fegato, milza, reni e polmoni. Non esistono però, ad oggi, 

evidenze che questo porti a rischi per la funzionalità di questi organi. 

Per sostanze con taglia inferiore ai 50 kDa si ha escrezione attraverso i 

reni 
[136,137]

. Infatti, per quanto riguarda i siRNA liberi, essa avviene molto 

velocemente in seguito ad una somministrazione sistemica. A prova di ciò, 

studi sui topi, nei quali si è monitorata la biodistribuzione del siRNA, hanno 

dimostrato il suo accumulo nelle urine dopo neanche 5 minuti dalla iniezione 

[129,134].
 Se invece si complessano i siRNA con altri materiali, creando dei 

complessi nanoparticellari, le dimensioni del complesso potranno crescere 

sfuggendo così all’ultrafiltrazione glomerulare. 

 

Inizialmente si è pensato a introdurre siRNA naked 
[144,145]

, ma ulteriori 

studi hanno evidenziato la necessità di modificazioni chimiche per aumentare 

la stabilità in siero e la specificità alla cellula o organo bersaglio 
[104]

. Le 

modificazioni possono essere a carico dello scheletro nucleotidico, delle basi 

o degli zuccheri dei siRNA. Con modificazioni chimiche l’emivita di siRNA 

in vivo può allungarsi da minuti a ore, e con l’aggiunta di sistemi di delivery 

può perdurare anche giorni (Tabella 11) 
[114,127-129,133,140,141,146-150]

. 
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Tabella 11. Sistemi di delivery in vivo [114,127-129,133,140,141,146-150]. 
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Tabella 11. Sistemi di delivery in vivo [114,127-129,133,140,141,146-150] (continua). 
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3.2.3 Risposta immune innata 

 

Da considerare per le applicazioni in vivo è la risposta immunitaria 

innata e l’attivazione del sistema degli interferoni (INF) 
[110,111,117,151-153]

. Il 

sistema degli interferoni viene indotto da molecole di RNA a doppio 

filamento, derivate per esempio da infezione virale, e rappresenta il primo 

meccanismo di difesa naturale dell’organismo verso le infezioni virali 
[154,155]

. 

Il riconoscimento di lunghe molecole di RNA a doppio filamento può 

avvenire ad opera di serine-treonine chinasi PKR 
[156,157]

 o del Toll-like 

receptor 3 (TLR3) 
[158,159]

 e porta alla produzione di interferoni di tipo I  (IFN-

α e IFN-β), specialmente nelle cellule dendritiche plasmacitoidi (PDC, 

chiamate anche cellule produttrici di INF, IPC). Di conseguenza viene 

aumentata l’espressione di geni dipendenti dall’interferone, e/o inibita la 

sintesi di proteine e di meccanismi dell’apoptosi. Questo meccanismo è 

verificato verso lunghe molecole di RNA a doppio filamento, mentre i piccoli 

siRNA sintetici dovrebbero aggirare il problema, essendo troppo piccoli per 

attivare il sistema dell’interferone 
[109-111,160]

, anche se diversi studi dimostrano 

l’induzione del sistema degli interferoni e significativi cambiamenti aspecifici 

dell’espressione genica a seguito di introduzione di siRNA 
[117,153]

. 

Il sistema immune innato viene stimolato soprattutto da sequenze ricche 

in GU, per esempio 5’-UGUGU-3’, che si riscontrano in particolare nella 

regione 3′UTR 
[152,161-163]

. 

Quindi per l’applicazione di siRNA in vivo in sistemi mammiferi, la 

risposta dell’interferone è da evitare o almeno da ridurre attravero un disegno 

razionale di siRNA in modo che non contengano sequenze 

immunostimulatorie, utilizzando la minor dose efficace possibile di siRNA, 

ottimizzando i sistemi di delivery per ridurre la risposta immune, e definendo 

livelli minimi accettabili di risposta dell’interferone. 
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3.2.4 Studi preclinici 

 

Molti studi preclinici hanno come scopo il trattamento del cancro, in 

particolare l’inibizione della crescita tumorale 
[119,164-166]

. Le molecole 

bersaglio sono di solito geni coinvolti nella crescita tumorale, come fattori 

dicrescita, recettori, molecole antiapoptotiche, molecole di trasduzione del 

segnale. Gli studi preclinici consistono in inoculi sottocutanei o ortotopici di 

diversi tipi tumorali in modelli murini, e somministrazione di siRNA per via 

locale o sistemica, con formulazioni diverse tra quelle suddette. Alcuni studi 

hanno come scopo l’inibizione dell’angiogenesi per cercare di bloccare 

l’evoluzione del tumore in metastasi, per esempio a fegato, polmoni o ossa, in 

quanto molti pazienti hanno gravi problemi di metastatizzazione del tumore 

primario 
[167,173]

. 

  

Altri studi si occupano di siRNA come trattamento antivirale, avendo 

come obiettivo il silenziamento di geni virus-specifici 
[119]

. I modelli animali 

vengono infettati con il virus, e lo scopo del trattamento con siRNA è 

inizialmente la riduzione del titolo virale e poi gli effetti protettivi e di 

aumento di sopravvivenza delll’ospite. 

Altri bersagli riguardano qualunque tipo di patologia associata a 

disregolazione di particolari geni, come patologie cardiache, epatiche, renali, 

polmonari, neuronali, oculari, ... 
[119]

. 

Sono attualmente in fase di sperimentazione clinica i farmaci a base di 

oligonucleotidi o siRNA descritti in Tabella 12 
[119,127,128,138,141,164]

. 
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Nome Bersaglio Fase Ditta 

PFT1 AKIi-5 for acute kidney injury Preclinical SR Pharma plc 

Sirna-034 hepatitis C Preclinical Sirna Therapeutics 

RTP-801i (Atugen AG) AMD I SR Pharma plc 

ALN-RSV01 RSV lung infection I Alnylam 

Sirna-027 (AGN211745) VEGFR1 in AMD (age-related macular degeneration) I Sirna Therapeutics 

Cand5 VEGFR1 in AMD (age-related macular degeneration) I Acuity 

AVI-4557 Cytocrome P450, Drug metabolism I AVI 

AVI-4065 HCV (hepatitis) I AVI 

GRN163L Telomerase (cancer) I Geron 

LY2275796 eIF4E (cancer) I Lilly/Isis 

LY21181308 surviving (cancer) I Lilly/Isis 

TD101 Keratin 6a in PC I TransDerm 

CALAA-01 M2 ribonucleotide reductase (solid tumors) I Calando Pharmaceuticals 

NUCB1000 HBV I Nucleonics 

ISIS 301012 apoB-100 (high cholesterol) II ISIS 

ISIS 113715 PTP1B (diabetes) II ISIS 

Alicaforsen ICAM1 (ulcerative colitis) II ISIS 

ATL1102 VLA4 (multiple sclerosis) II ATL/ISIS 

OGX-011 clusterin (prostate cancer) II OncoGenexISIS 

SPC2996 BCL2 (B-cell lymphoma) II Santaris 

Resten-NG MYC (restenosis) II AVI 

Bevasiranib Cand5 (VEGF ligand) in AMD, diabetic molecular edema C.A.R.E™ trial I-II Acuity Pharmaceuticals 

Bevasiranib Cand5 (VEGF ligand)  II Acuity Pharmaceuticals 

Genesense BCL2 (cancer) III Genta 

 

Tabella 12. Farmaci a base di oligonucleotidi o siRNA in fasi di sperimentazione clinica [119,127,128,138,141,164]. 
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3.3 Design 

 

I siRNA vengono convenzionalmente disegnati come nella loro naturale 

struttura derivante dal meccanismo di interferenza fisiologica, cioè due 

filamenti complementari di 19 basi con due nucleotide protrudenti ad 

entrambe le estremità 3’, per un totale di 21 basi in ogni filamento 
[135,174-178]

. I 

nucleotidi protrundenti sono solitamente dTdT in quanto sono più resistenti 

all’attacco da parte delle nucleasi, e si cercano sequenze bersaglio precedute 

dal dinucleotide AA per aumentare la specificità dell’appaiamento. 

Recentemente sono anche stati messi a punto siRNA di dimensioni diverse, 

per esempio 23 o 27 basi, o con estremità non protrudenti 
[179,180]

. 

I siRNA, come i primer o le sonde, dovrebbero contenere una 

percentuale di coppie CG di circa il 30-50%, o al massimo 30%-70%, e non 

più di 4 G o C consecutive, in quanto  l’eccessiva stabilità termodinamica 

conferita da queste basi può interferire con il processo di silenziamento 
[177]

. 

La stabilità interna del siRNA viene valutata in stabilità termodinamica (ΔG), 

in particolare un siRNA ottimale possiede: 

 bassa stabilità all’estremità 5’antisenso e maggiore stabilità 

all’estremità 5’senso. Si assume che l’asimmetria termodinamica e 

quindi la maggiore flessibilità del duplex in 5’ dell’antisenso guidi 

il RISC nel corretto svolgimento del siRNA e trattenimento del 

filamento antisenso 
[181]

; 

 bassa stabilità interna nella regione nucleotidica 9-14 (contata a 

partire dal 5’ antisenso). Essa corrisponde infatti alla regione 

dell’mRNA target in cui normalmente avviene il taglio 

enzimatico. 
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Sono attualmente disponibili diversi programmi per il disegno di siRNA 

(Tabella 13) 
[174,176,181-185]

. 

 

Tabella 13. Programmi per il disegno di siRNA [181]. 

 

Per verificare la specificità della sequenza, cioè che sia complementare 

solo all’mRNA bersaglio e non dia effetti aspecifici (off-target effects, OTE), 

si effettua una ricerca sui programmi per l’allineamento di sequenze BLAST 

[186]
 o BLAT 

[187]
. 

 

Anche la struttura secondariadell’mRNA è importante da valutare per 

produrre siRNA maggiromente efficiente. Infatti, è necessario che l’mRNA 

sia accessibile ai siRNA, e la struttura secondaria, composta da forcine e loop 

e sequenze a filamento singolo o doppio, gioca un ruolo fondamentale nel 

determinare l’attività dei siRNA. La presenza di strutture secondarie può 
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impedire anche l’appaiamento del filamento antisenso del siRNA e la 

formazione del complesso con RISC. 

Per determinare la struttura secondaria dei siRNA si utilizzano 

programmi specifici quali sFOLD 
[188]

 e mFOLD 
[189]

. 
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4. Modelli murini 

 

I modelli animali utilizzati nella sperimentazione preclinica, di solito di 

topi, ratti o conigli, vengono utilizzati per validare nuove molecole destinate a 

diventare farmaci e per verificare le reazioni di un organismo vivente al 

trattamento con la molecola studiata 
[190-192]

. 

L’animale è utilizzato per valutare il profilo farmacologico e 

tossicologico della molecola per dimostrarne efficacia e sicurezza prima di 

poterla utilizzare sull’uomo.  

Il modello animale deve essere il più rappresentativo possibile della 

patologia studiata e viene scelto in base al tipo di sperimentazione progettata: 

 animali transgenici: animali in cui un gene esogeno (transgene) normale 

o mutato viene aggiunto al genoma ed espresso in uno specifico tessuto o 

in un determinato momento dello sviluppo; 

 animali “knock-out”: animali in cui specifici geni endogeni sono mutati 

o completamente inattivati; 

 animali geneticamente selezionati per una patologia; 

 animali sottoposti a trattamenti che riproducano la patologia; 

 animali immunodeficienti che possano ricevere cellule umane e tumorali 

senza rischio di rigetto (topi SCID) 
[193,194]

. 

 

Anche per quanto riguarda modelli animali di leucemie, si ritrovano in 

letteratura diversi esempi di topi transgenici o knock-out 
[195-201]

. 

 

Topi e ratti vengono utilizzati come modelli grazie alla loro somiglianza 

genetica con l’uomo, al loro breve ciclo riproduttivo e al loro facile 

mantenimento 
[202]

. In ogni caso bisogna sempre considerare il principio di 

specificità di specie, per cui l’attività di una molecola dipende dall’organismo 
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in cui si trova, e non necessariamente l’efficacia in un organismo, per esempio 

il topo, implica l’attività anche in un altro, per esempio l’uomo. Per questo 

motivo sono necessarie le fasi di sperimentazione clinica anche nell’uomo. 

 

La sperimentazione animale in Italia è controllata dal Ministero della 

Salute 
[203]

 che deve autorizzare qualsiasi protocollo sperimentale che prevede 

l’utilizzo di animali (Circolare del Ministero della Sanità n° 8 del 22 aprile 

1994, D.L.vo 27 gennaio 1992, n° 116).  

Vengono inoltre proposte linee guida per trovare tecniche alternative 

all’utilizzo di animali per la sperimentazione scientifica, secondo l’approccio 

delle 3 R: Reduction, Refinement, Replacement 
[204-206]

: 

 reduction: ridurre il numero degli animali utilizzati senza compromettere 

la qualità dei risultati; 

 refinement: perfezionare la procedura riducendo la sofferenza e 

migliorando il benessere dell’animale; 

 replacement: sostituire l’utilizzo di animali con metodiche alternative. 
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5. Imaging bioluminescente in vivo 

 

L’imaging bioluminescente in vivo (bioluminescence imaging, BLI) è 

diventato uno strumento di grande utilità per valutare i processi fisiologici e 

patologici a livello cellulare e molecolare nei sistemi viventi 
[207-211]

. BLI 

viene usato con successo nei piccoli animali da laboratorio per studiare 

differenti tipi di patologie e tumori 
[212-215]

, e qualcosa si sta cominciando a 

sviluppare anche nel campo ematologico 
[216-218]

. 

BLI è basato sull’attività dell’enzima luciferasi, prodotto principalmente 

dalla lucciola Photinus pyralis, ma estratto successivamente anche da Renilla 

reniformis, Gaussia princeps, batteri... 
[210,219-221]

. L’enzima luciferasi 

catalizza l’ossidazione del suo substrato, la D-luciferina, in presenza di ATP, 

ossigeno molecolare e Mg 
2+

, condizioni possibili solo in cellule e organismi 

vivi, con conseguente emissione di luce proporzionale all’espressione 

dell’enzima luciferasi (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Reazione bioluminescente dell’enzima luciferasi. 

 

L’enzima luciferasi, non presente fisiologicamente negli altri organismi 

oltre a quelli menzionati sopra, può essere introdotta nelle cellule tramite 

trasfezione stabile sotto il controllo di un promotore costitutivo come simian 

virus 40 (SV40), citomegalovirus (CMV) o la sequenza long terminal repeat 

(LTR) dei retrovirus 
[222]

. 

Per questi motivi, BLI è una metodica semplice, sensibile, che non 

necessita di ricorrere all’uso di radioisotopi, di contenuti costi, e che produce 
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un segnale virtualmente senza background in quanto l’emissione di luce dalla 

reazione luciferina/luciferasi è specifica a circa 612 nm a temperatura 

corporea 
[223]

. 

Per in vivo BLI, gli animali da laboratorio, che fisiologicamente non 

esprimono la luciferasi, possono essere modificati geneticamente tramite 

l’inserzione di un transgene a livello di blastocisti, o possono essere inoculati 

con cellule stabilmente trasfettate con il gene della luciferasi 
[224]

; il substrato 

D- luciferina viene iniettato intraperitoneo o sottocute 
[225]

, e l’emissione di 

luce derivante dalla reazione luciferina/luciferasi viene captata tramite una 

ultrasensitive charge-coupled device (CCD) camera 
[225]

. Il segnale 

bioluminescente è direttamente proporzionale al numero di cellule presenti, e 

permette di valutare la crescita e la proliferazione della patologia o del 

tumore. 

In vivo BLI è una metodica rapida, non invasiva, per cui l’animale da 

laboratorio non subisce stress che possano alterare l’andamento 

dell’esperimento, permette monitoraggi ripetuti senza arrecare danni 

fisiologici all’animale. Inoltre, l’elevata sensibilità della metodica permette di 

rilevare la patologia o il tumore sia nei tessuti più profondi, sia in uno stadio 

molto precoce, e permette di mettere in atto subito una terapia adeguata, 

prima ancora che l’animale sviluppi segni di sofferenza a livello fisico 
[213]

. 

Inoltre, in vivo BLI può essere utilizzata sia per valutare la distribuzione 

in vivo di cellule ingegnerizzate con il gene per l’enzima luciferasi inoculate 

nell’animale 
[213-215,226]

, sia per validare l’efficacia di una molecola o di un 

farmaco o di una terapia cellulare 
[227-232]

, valutando le variazioni del segnale 

bioluminescente che sono direttamente proporzionali al numero di cellule 

presenti, senza che ciò comporti il sacrificio dell’animale, in quanto è una 

metodica non invasiva, con tempi di valutazione relativamente brevi, e con 

elevata sensibilità. Tale applicazione si può intendere anche per le molecole di 

nuova generazione come i siRNA 
[233-236]

. 
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SCOPO DEL LAVORO 

 

Le Leucemie Acute Mieloidi di sottotipo FAB M4 e M5, le Leucemie 

Acute Linfoblastiche e le Leucemie Bifenotipiche sono frequentemente 

caratterizzate da traslocazioni del gene 11q23/MLL con formazione di 

oncogeni di fusione e produzione di oncoproteine che inducono la 

trasformazione neoplastica. Tali leucemie con riarrangiamenti di 11q23/MLL 

sono caratterizzate da prognosi infausta e scarsa responsività alle terapie 

convenzionali. 

Data la necessità di trovare terapie efficaci per le leucemie con 

traslocazione di MLL, in questo lavoro di ricerca sono stati progettati, 

caratterizzati e validati siRNA per il silenziamento genico degli oncogeni di 

fusione di MLL, con lo scopo di valutare il ripristino delle normali 

funzionalità di differenziamento cellulare e l’arresto della proliferazione 

neoplastica. 

Sono stati progettati siRNA specifici per gli oncogeni di fusione di MLL, 

sia per le regioni conservate nei diversi oncogeni di fusione, sia a livello del 

punto di fusione (breakpoint), sia per le regioni sui geni partner. 

I siRNA sono stati valutati su linee cellulari contenenti diverse 

traslocazioni del gene MLL. Il silenziamento è stato valutato sia a livello 

cellulare in termini di riduzione della capacità proliferativa e del numero delle 

cellule leucemiche, sia a livello molecolare tramite l’analisi della diminuzione 

dell’mRNA degli oncogeni di fusione di MLL. 

E’ stata valutata la diminuzione delle oncoproteine di fusione di MLL in 

seguito a trattamento con siRNA. 

E’ stata analizzata la variazione dell’espressione di geni dipendenti da 

MLL in seguito a trattamento con siRNA. 
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Sono stati messi a punto modelli murini bioluminescenti di leucemie 

acute con traslocazioni di MLL innanzitutto per studiare il trafficking in vivo e 

la progressione leucemica delle leucemie acute con traslocazione di MLL. 

Successivamente sono stati utilizzati i modelli murini per lo studio in vivo 

dell’efficienza e della tossicità dei siRNA progettati e validati in vitro, 

valutando diversi sistemi di delivery per i siRNA in vivo. 
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MATERIALI E METODI 

 

Per ogni trattamento riportato di seguito sono stati effettuati almeno tre 

esprimenti biologici indipendenti. 

 

1. Linee Cellulari 

 

Sono state utilizzate linee cellulari con diverse traslocazioni 11q23/MLL, 

derivate da cellule di leucemia umana bloccate in particolari fasi del processo 

differenziativo mielomonocitico (Tabella 14). Le linee cellulari sono state 

acquistate dalla banca DSMZ (Braunschweig, Germany). 

 

Linea cellulare Leucemia Traslocazione Terreno di coltura 

THP-1 LAM M5 MLL/AF9 RPMI 10% FBS 

MOLM-13 LAM M5a MLL/AF9 RPMI 10% FBS 

MM6 LAM M5 MLL/AF9 RPMI 10% FBS, 1% OPI 

NOMO-1 LAM M5a MLL/AF9 RPMI 10% FBS 

SEM LAL MLL/AF4 ISCOVE 10% FBS 

RS4;11 LAL-L2 MLL/AF4 RPMI 10% FBS, 1mM HEPES 

KOPN-8 LAL-B MLL/ENL RPMI 20% FBS 

ML-2 LAM M4 MLL/AF6 RPMI 10% FBS 

KARPAS-45 LAL-T MLL/AFX RPMI 20% FBS 

 

Tabella 14. Linee cellulari utilizzate. 

 

Tutti i terreni contenevano 1% L-Glutammina e 1% 

penicillina/streptomicina (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY). Le cellule 

sono state mantenute in fiasche di polistirene T25 o T75 (Falcon, BD 

Biosciences, San Jose, CA) ad una concentrazione di 2-5 x 10
5
/ml, in 

incubatore a 37°C e 5% di CO2. Per mantenere ed amplificare le cellule in 
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coltura sono state effettuate diluizioni 2-3 volte a settimana: il mezzo è stato 

sostituito centrifugando le cellule a 1200 rpm per 5 minuti, quindi è stato 

eliminato il sovranatante e aggiunto nuovo terreno preriscaldato a 37°C. 

 

2. Design dei siRNA 

 

I siRNA sono stati disegnati tramite software bioinformatici secondo i 

criteri di Tuschl et al. 
[176]

, e Reynold et al. 
[177]

 descritti in precedenza. Sono 

stati utilizzati i software gratuiti sFOLD 
[188]

, mFOLD 
[189]

, SDS 
[182]

. Sono 

stati disegnati siRNA a doppio filamento di 19 basi più 2 basi overhangs 

dTdT in posizione 3’ di entrambi i filamenti. 

I siRNA sono stati disegnati per avere come bersaglio la regione di MLL 

conservata nell’oncogene di fusione nella linea cellulare MLL. Sono stati 

inoltre disegnati siRNA sulla la regione a cavallo del breakpoint o sulle 

regioni appartenenti ai diversi geni partner. Non vengono riportate le 

sequenze dei siRNA in quanto ancora coperte da segreto professionale. 

Il siRNA migliore con bersaglio la regione conservata di MLL è stato 

valutato sulle altre linee cellulari con traslocazione di MLL. 

Oltre ai siRNA disegnati per il gene MLL (MWG, Ebersberg, Germany), 

sono stati utilizzati un siRNA scrambled o non targeting (SCR) come 

controllo negativo, ed un siRNA diretto contro la proteina Lamina A/C come 

controllo positivo (Dharmacon, Lafayette, CO) (Tabella 15). 

 

siRNA Sequenza filamento senso 5’-3’ Posizione 

SCR UAGCGACUAAACACAUCAAdTdT Sia per uomo che per topo 

Lamin A/C GGUGGUGACGAUCUGGGCUUU Lamina (sia per uomo che per topo) 

 

Tabella 15. siRNA utilizzati. 
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3. Trattamento con siRNA 

 

I siRNA sono stati introdotti nelle cellule con la metodica 

dell’elettroporazione tramite lo strumento Nucleofector (Amaxa-Lonza, 

Basel, Switzerland) secondo il protocollo. Sono state utilizzate 1x10
6
 cellule, 

sono state centrifugate a 1000 per 10 minuti, poi il sovranatante è stato 

scartato. Le cellule sono state risospese in 105 µl di soluzione per 

nucleofezione (Kit Ingenio Electroporation Solution, Mirus Bio LLC, 

Madison WI). E’ stato aggiunto il siRNA specifico in concentrazione 3,6 µM, 

è stata messa la sospensione cellulare in una cuvetta nello strumento ed è stato 

azionato il programma specifico per ogni linea cellulare (Tabella 16). 

 

Linea cellulare Programma di nucleofezione 

THP-1 V-01 

MOLM-13 M-01 

MM6 S-01 

NOMO-1 S-01 

SEM V-01 

RS4;11 T-16 

KOPN-8 M-01 

ML-2 A-07 

KARPAS-45 T-01 

 

Tabella 16. Programma di nucleofezione utilizzati. 

 

La sospensione è stata immediatamente risospesa con 500 µl di terreno 

nuovo preriscaldato a 37°C e piastrata in 1,5 ml di terreno nuovo preriscaldato 

a 37°C in piastre da 6 pozzetti. Le piastre sono state messe in incubatore a 

37°C con 5% di CO2 per 4 ore. Successivamente le cellule sono state diluite 

con terreno nuovo e preparate per due tipi di esperimenti: 
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a) sono stati piastrati 100 µl di ogni campione in triplicato in piastra da 

96 pozzetti per ogni time point per le analisi di vitalità cellulare (24-144 ore); 

b) le rimanenti cellule sono state conservate in fiasca in incubatore a 

37°C per estrazione dell’RNA per i time point 24 e 48 ore. 

 

a) Valutazione della vitalità cellulare 

Tale analisi è stata effettuata mediante la metodica di bioluminescenza 

dell’ATPlite (Perkin Elmer, Warrington, U.K.), che valuta la vitalità cellulare 

in base alla quantità di ATP presente nelle cellule. 

I campioni sono stati lisati con 50 µl di buffer di lisi e agitati su shaker 

orbitale per 5 minuti. E’ stato aggiunto il substrato (50 µl) contenente 

luciferina e luciferasi, rispettivamente substrato ed enzima della reazione in 

Figura 17. 

La piastra è stata posta in agitazione su shaker orbitale per 5 minuti, poi 

incubata al buio per 10 minuti. Infine è stata analizzata la luminescenza 

emessa dai campioni in seguito alla reazione al luminometro Infinite®200  

(Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland). In base a questa reazione, la 

quantità di ATP è direttamente correlata con il numero di cellule dei 

campioni. 

 

b) Estrazione dell’RNA 

L’RNA totale delle cellule è stato estratto dopo 24 e 48 ore dai campioni 

utilizzando RNeasy Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden, Germany). Per 

l’estrazione è stato seguito il protocollo proposto dalla ditta fornitrice del kit: 

 le cellule sono state centrifugate a 1200 rpm per 5 minuti; 

 il sovranatante è stato scartato, il pellet è stato risospeso in PBS per 

eliminare il più possibile il terreno di coltura, la cui presenza avrebbe 
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potuto ridurre l’efficienza di estrazione, ed è stato centrifugato a 1200 

rpm per 5 minuti; 

 il sovranatante è stato scartato ed il pellet è stato risospeso in 350 l del 

buffer di lisi RLT e omogenizzato con ago 20G; 

 al lisato sono stati aggiunti 350 l di etanolo al 70%, 700 l di tale 

miscela sono stati trasferiti in una RNeasy mini column e centrifugati per 

15 secondi a 10000 rpm; il liquido precipitato è stato scartato; 

 l’RNA recuperato sulla resina della colonna è stato sottoposto a lavaggio 

con 350 l di buffer RW1 e centrifugato per 15 secondi a 10000 rpm; il 

liquido precipitato è stato scartato; 

 è stata aggiunta DNasi (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

per eliminare eventuali tracce di DNA: la mix comprendeva 44 µl di 

acqua RNase-free, 5 µl di buffer e 1 µl di DNasi; è stato incubato per 15 

minuti a temperatura ambiente; 

 è stato effettuato un altro lavaggio con buffer RW1 e centrifugato per 15 

secondi a 10000 rpm; il liquido precipitato è stato scartato; 

 sono stati effettuati 2 lavaggi entrambi con 500 l di buffer RPE, il 

primo con centrifuga di 15 secondi a 10000 rpm, il secondo di 2 minuti a 

10000; il liquido precipitato è stato scartato; 

 è stata effettuata una centrifuga ulteriore di 1 minuto a 14000 rpm; 

 dopo aver trasferito la colonna contenente l’RNA in una provetta 

eppendorf da 1,5 ml, sono stati aggiunti direttamente nella resina della 

colonna 40 l di Rnase- free water e centrifugato per 1 minuto a 10000 

rpm per fare eluire l’RNA dalla colonna alla eppendorf. 

La quantità totale di RNA recuperato è stata poi valutata tramite lettura 

allo spettrofotometro Nanodrop (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, 

DE) ad una lunghezza d’onda di 260 nm. 

 



 
79 

 

4. RT-PCR 

 

L’RNA così recuperato è stato retrotrascritto a cDNA utilizzando la 

retrotrascrittasi inversa Superscript
TM

 (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).  

Per la miscela di reazione sono state preparate tre mix: 

 la prima costituita da 10 l contenenti 1 g di RNA estratto, dNTP 10 

mM, Random Hexamers 0,4 M e acqua sterile per portare a volume; 

 tale mix è stata posta in termociclatore (PTC 225; Mj Research, 

Watertown, MA) a 65°C per 5 minuti (per denaturare l’RNA) e di 

seguito a 4°C per 1 minuto; 

 la seconda mix era costituita da buffer 5X 10 mM comprensivo di MgCl2  

25 mM, DTT 0.1 M, RNAse OUT 40 U/l; questa seconda mix è stata 

aggiunta alla prima e il tutto è stato posto in termociclatore a 42°C per 2 

minuti; 

 a questo punto è stato aggiunto alla miscela di reazione l’enzima 

Superscript
TM

 50 U/µl e la retrotrascrizione è stata effettuata con il 

seguente programma: 42°C per 50 minuti e 72°C per 15 minuti per 

inattivare l’enzima. 

I cDNA sono stati conservati a 4°C. 

 

5. Real-Time PCR 

 

La PCR quantitativa Real-Time è stata realizzata utilizzando la metodica 

SybrGreen con lo strumento LC480 (Roche). E’ stata eseguita una PCR 

quantitativa assoluta, in cui la quantità di cDNA dei geni in studio è stata 

rapportata a quella del cDNA dei geni housekeeping -actina e GAPDH, usati 

come geni di controllo endogeno, per la normalizzazione dei dati. Sono stati 

calcolati quindi ΔCt, ΔΔCt e Log Ratio: i ΔCt sono determinati dalla 
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sottrazione del valore medio della media dei Ct dei geni housekeeping al 

valore medio di Ct del gene in esame; i ΔΔCt rappresentano la deviazione 

standard dei valori dei ΔCt e sono ottenuti sottraendo al ΔCt del gene in 

esame il ΔCt del gene di controllo; il LogRatio è dato da –(ΔΔCt). 

La miscela di reazione per l’amplificazione è costituita da Fast Start 

SybrGreen PCR Master Mix 2X (Roche), 15 ng di cDNA e primer in 

concentrazione specifica per ogni coppia (Tabella 17), per un volume finale 

di 20 µl, nel termociclatore LC480 Lightcycler (Roche). 

Per ogni campione sono stati effettuati due replicati per ridurre gli 

eventuali errori compiuti dall'operatore. L'analisi successiva è stata effettuata 

sulla media dei due valori. 

 Le condizioni di PCR seguite sono: 95° per 10 minuti; 50 cicli di 95° 

per 10 secondi, 60°C per 15 secondi, 72°C per 15 secondi; 95°C per 1 

secondo, 60°C per 10 secondi, 90°C continuo, 40°C per 1 secondo.  
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Primer Bersaglio Sequenza Concentrazione nM 

MLLwt senso 

Tutte le linee 

TGTGAACTGTACTGAGCGGCACC 200 

MLLwt antisenso TCGGGATTTAAGTCTGGAGGCTTG 800 

MLL senso 

THP-1, MM6 

AACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAA 200 

AF9 antisenso CCTGGTCTGGGATGGTGTGAA 200 

MLL senso 

MOLM-13 

AGCACTCTCTCCAATGGCAATAGT 500 

AF9 antisenso AAGGACCTTGTTGCCTGGTCTG 500 

MLL senso 

NOMO-1 

TCCAATGGCAATAGTTCTAAGCA 600 

AF9 antisenso CCTGGTCTGGGATGGTGTGAA 600 

AF9wt senso 

THP-1, MM6, MOLM-13, NOMO-1 

GCGCACCACCACTGATACTCA 200 

AF9wt antisenso CCTGGTCTGGGATGGTGTGAA 200 

MLL senso 

SEM, RS4;11 

GCCCAAGTATCCCTGTAAAACA 800 

AF4 antisenso TAGGGAAAGGAAACTTGGATGG 800 

AF4wt senso 

SEM, RS4;11 

CAGAAGCCCACGGCTTATGT 500 

AF4wt antisenso TATTGCTGTCAAAGGAGGCGG 500 

MLL senso 

KOPN-8 

CACCAGAATCAGGTCCAGAGCA 600 

ENL antisenso TCCTTGGCTGTGGTTCTGGGAT 600 

ENLwt senso 

KOPN-8 

AAGCAGAAGAAGAGCAGCTCGAA 500 

ENLwt antisenso GTTCTGGGATGGCTCGAAGTCT 500 

MLL senso 

ML-2 

CACCAGAATCAGGTCCAGAGCA 600 

AF6 antisenso AGTGGTGGCAGTACTAGAGACC 600 

MLL senso 

KARPAS-45 

AGAGTGGACTTTAAGGAGGATT 500 

AFX antisenso CGTTGTGAACCTTGATGAACTT 500 

Lamin A/C senso 

Tutte le linee 

AGCTGAAAGCGCGCAATACCAAG 200 

Lamin A/C antisenso AGTTGCTTCTTGGCCTCACCTAGGG 200 

-actina senso 

Tutte le linee 

TCCTCCTGGAAGAAGAGCTACGAG 200 

-actina antisenso ACACGGAGTACTTGCGCTCAGG 200 

GAPDH senso 

Tutte le linee 

CCAATATGATTCCACCCATGGC 300 

GAPDH antisenso CTTGATTTTGGAGGGATCTCGC 300 

 

Tabella 17. Primer per Real-Time PCR. 
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6. Gene expression 

 

L’analisi di Real-Time PCR è stata effettuata sui campioni estratti alle 48 

ore per valutare l’andamento di geni disregolati da riarrangiamenti di MLL. 

Le condizioni di PCR sono come descritte sopra, con i primer riportati in 

Tabella 18. 

L’analisi dell’espressione genica è stata effettuata tramite il programma 

MeV_4_3_02. 



 
83 

 

 

Primer Sequenza Concentrazione nM 

HOXA7 senso CCAATTTCCGCATCTACCCCTGGA 800 

HOXA7 antisenso CTTTCTTCCACTTCATGCGGCGGT 200 

HOXA9 sesno ATCGATCCCAATAACCCAGCAG 600 

HOXA9 antisenso CATTTTCATCCTGCGGTTCTGG 600 

HOXA10 senso CTGATGAATCTCCAGGCGAC 500 

HOXA10 antisenso AGCCCTGCACAGATGTAACG 500 

MEIS1 senso GTTGAAGTAGGAAGGGAGCCA  600 

MEIS1 antisenso TGGCGTTGGTATGAGCTGT 600 

ADAM10 senso GCAACATCTGGGGACAAACT 300 

ADAM10 antisenso CCACAAATAGGTTGGCCAGA 300 

p21 senso CACTGTCTTGTACCCTTGTGCC 300 

p21 antisenso TAGGGCTTCCTCTTGGAGAA 300 

CD44 senso GACTCTGCCTCGTGCCGCTG 300 

CD44 antisenso GGCCATTGTGGGCAAGGTGC 300 

FKHR senso CAAGAGCGTGCCCTACTTCA 500 

FKHR antisenso TTCCCGCTCTTGCCACCCTC 500 

FHIT senso TGTCCTTGTGTGCCCGCTGC 300 

FHIT antisenso CTGTCCGGCTTCGGGGCCAT 300 

FLT3 senso GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC 600 

FLT3 antisenso CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 600 

FLT3LG senso GCTTGCTGGAGCGCGTGAA  500 

FLT3LG antisenso CCACCAGCTGCTCGGAGGTC 500 

LMO2 senso GTGGGGCGGCGCCTCTACTA 500 

LMO2 antisenso TCTGACAGGCGGCGCATTTG 500 

MYC senso GCGACTCTGAGGAGGAACAAGA 900 

MYC antisenso AGTGGGCTGTGAGGAGGTTT 900 

 

Tabella 18. Primer per Real-Time PCR. 
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7. Analisi proteica 

 

Per effettuare l’analisi proteica, è stato effettuato un esperimento di 

nucleofezione con 10x10
6
 cellule, in particolare THP-1, SEM, KOPN-8 e 

MOLM-13 con campioni controllo, SCR e siMLL per ciascuna linea 

cellulare. Le proteine totali sono state estratte con CelLytic™ NuCLEAR™ 

Extraction Kit (Sigma, St. Louis, MO) che permettesse la separazione della 

porzione nucleare da quella citoplasmatica. 

La quantificazione delle proteine totali è stata effettuata allo 

spettrofotometro Nanodrop con programma per analisi BCA e lettura a 560 

nm
[237]

. 

Le proteine sono state corse su gel di poliacrilammide e analizzate 

tramite western blot per la rilevazione delle proteine specifiche. 

Come proteina houskeeping è stata utilizzata la proteina β-tubulina. Per 

la rilevazione della proteina β-tubulina il gel di poliacrilammide è stato 

preparato in percentuale del 10%: ed è stato fatto correre a 120 V per circa 3 

ore. Il trasferimento è stato effettuato con sistema iblot (Invitrogen). La 

membrana è stata incubata in Blocking solution (Amersham Life Science, 

Buckinghamshire, UK) per un’ora in agitazione, poi con anticorpo primario 

anti- β-tubulina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) per 3 ore, poi 

con anticorpo secondario anti-rabbit coniugato a HRP (horse radish 

peroxidase). La rilevazione è stata effettuata con ECL advance (Amersham 

Life Science) nel luminometro Chemidoc (Biorad, Hercules, CA). 

Per la rilevazione di MLL il gel di poliacrilammide è stato preparato in 

percentuale del 6% in quanto la proteina wild-type è di circa 450 KDa e le 

proteine di fusione tra 170 e 250 KDa circa, ed è stato fatto correre a 100 V 

per circa 3 ore. Il trasferimento è stato effettuato con sistema iblot 

(Invitrogen). La membrana è stata incubata in blocking solution (Amersham 

Life Science) per un’ora in agitazione, poi con anticorpo primario anti-MLL 
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(Santa Cruz) per 3 ore, poi con anticorpo secondario anti-mouse coniugato a 

HRP (horse radish peroxidase). La rilevazione è stata effettuata con ECL 

advance (Amersham Life Science) nel luminometro Chemidoc (Biorad). 

 

8. Clonaggio 

 

Per la generazione di cellule leucemiche luminescenti è stato utilizzato il 

plasmide pMMP-Lucneo contenente il gene dell’enzima luciferasi di lucciola 

Photinus pyralis (gentilmente concesso dal Prof. Andrew Kung, Harvard 

Medical School, Boston MA). Il plasmide è stato trasfettato con 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in cellule packaging Phoenix per generare 

un vettore anfotropico retrovirale. Lo stock virale è stato raccolto 48 e 72 ore 

dopo la trasfezione ed è stato usato per infettare le cellule leucemiche THP-1, 

MOLM-13, SEM e KOPN-8 attraverso spinoculation (centrifugazione per 2 

ore a 14000 rpm) in presenza di polybrene (hexadimethrine bromide, Sigma). 

Le cellule sono state incubate per 48 ore in terreno completo, poi selezionate 

per 15 giorni con 1mg/ml di G418 (Calbiochem, San Diego CA, USA). I 

cloni positivi sonso stati visualizzati tramite reazione con luciferina 

(Luciferase Assay Reagent, Promega, Madison WI): sono state piastrate 10
5 

cellule in 100 µl di terreno in piastre da 96 pozzetti in seguito a conta 

cellulare con Trypan blue (Sigma), sono stati aggiunti 100 µl di luciferina ed 

è stato misurato il seganale al luminometro Infinite®200  (Tecan Group Ltd.). 

Sono stati scelti i cloni con la maggiore emissione e sono stati chiamati THP-

1-luc, MOLM-13-luc, SEM-luc, KOPN-8-luc, rispettivamente.  

Sono stati piastrati i cloni selezionati in triplicato in diluizioni seriali 

iniziando da 10
5
 cellule in 100 µl di PBS per valutare la relazione tra cellule, 

contate tramite Trypan blu (Sigma), e segnale bioluminescente: sono stati 

aggiunti 100 µl di luciferina e le cellule sono state analizzate per 1 min nella 

stessa regione di interesse (region of interest, ROI) con il luminometro LB981 
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(Berthold technologies, Wildbad, Germany). E’ stata analizzata la regressione 

lineare per determinare la correlazione tra numero di cellule e intensità del 

segnale  (R
2
>0.98, p<0.001, n=3). 

Lo spettro di emissione è stato misurato piastrando 10
5 

cellule in 100 µl 

di PBS in piastre da 96 pozzetti in seguito a conta cellulare con Trypan blue 

(Sigma), sono stati aggiunti 100 µl di luciferina ed è stato misurato lo spettro 

di emissione nell’intervallo di 560-670 nm, collezionando l’intensità di luce 

ogni 2 nm per 1 secondo con un lettore di spettri multimodale a piastre 

(Varioskan Flash, Thermo Scientific, Whaltham, MA, USA) a temperatura 

ambiente (25°C). 

 

9. Valutazione della bioluminescenza tramite siRNA 

 

Le linee cellulari ingegnerizzate con il gene della luciferasi sono state 

valutate per veriificare che la trasfezione non causasse modificazioni nella 

risposta ai siRNA. E’ stato utilizzato un siRNA disegnato contro il gene per la 

luciferasi (siRNA Luc): senso 5’-CUUACGCUGAGUACUUCGATT-3’, 

antisenso 5’-UCGAAGUACUCAGCGUAAGTT-3’. Il siRNA è stato 

valutato nella linea cellulare THP-1-luc con la metodica dell’elettroporazione 

secondo il protocollo descritto in precedenza. L’efficienza di trasfezione è 

stata valutata tramite reazione con luciferina (Luciferase Assay Reagent) e 

analisi bioluminescente nello strumento Infinite®200  (Tecan Group Ltd.) 

come descritto in precedenza. L’analisi è stata effettuata ai tempi 0, 24 e 48 

ore dalla nucleofezione. 
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10. Sviluppo di modelli murini xenograft di leucemie acute  

 

Sono stati sviluppati quattro modelli murini bioluminescenti xenograft di 

leucemia acuta con riarrangiamenti del gene MLL utilizzando le linee 

cellulari THP-1-luc, MOLM-13-luc, SEM-luc e KOPN-8-luc. I modelli 

murini xenograft sono stati realizzati mediante l’utilizzo di topi NOD/SCID 

immunodeficienti (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) di 

circa 6 settimane. I topi sono stati stabulati in accordo con le linee guida 

internazionali e gli esperimenti sono stati approvati dal Comitato Etico 

dell’Università di Bologna. 

Per valutare la cinetica di reazione del sistema luciferina-luciferasi in 

vivo sono stati inoculati topi con 5x10
6
 cellule THP-1-luc per via intravenosa 

nella vena caudale. I topi sono stati monitorati ogni 7 giorni mediante il 

luminometro LB981. Al 14° giorno dopo l’inoculo, i topi sono stati 

anestetizzati con isoflurano per via inalatoria (Gas Anesthesia System, Ugo 

Basile, Italia), è stata effettuata l’iniezione di 150mg/Kg di D-luciferina (D-

luciferin potassium salt, Gold biotechnology, St. Luis, MO) per via 

intraperitoneale ed è stata effettuata la rilevazione al luminometro LB981 per 

20 minuti con rilevazioni ogni minuto. Il picco di segnale bioluminescente è 

risultato essere 8-12 minuti dopo l’iniezione di D-luciferina, per cui è stato 

scelto come intervallo ottimale su cui basare gli esperimenti successivi 
[216]

. 

Per ciascun modello sono stati utilizzati almeno 10 topi, i quali sono stati 

inoculati con 5-15 milioni di cellule leucemiche per via endovenosa dalla 

vena caudale e monitorati ogni 7 giorni mediante il luminometro LB981. La 

rilevazione della luminescenza è stata effettuata singolarmente per ciascun 

topo previa anestesia gassosa con isoflurano ed iniezione intraperitoneale di  

D-luciferina alla concentrazione di 150mg/Kg come descritto in precedenza. I 

segnali bioluminescenti sono stati acquisiti per 3 minuti in posizione sia prona 

sia supina, e sono state effettuate immagini fotografiche dell’animale in 
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entrambe le posizioni. Il segnale bioluminescente è stato analizzato con il 

software Winlight 2.9 (Berthold technologies), il valore totale è stato 

calcolato come la somma dei segnali prono e supino in flusso di fotoni (fotoni 

al secondo, ph/s) da un’area ROI di 500 mm
2
, dopo sottrazione del 

background, ed è riportato come media ± deviazione standard della media 

(standard error of mean, SEM). 

I topi sono stati sacrificati nel momento in cui i segni di sofferenza erano 

non tollerabili, e sono stati prelevati loro sangue, midollo osseo, milza e 

fegato per le analisi cliniche e molecolari. 

Con il sangue periferico sono stati allestiti strisci su vetrino colorati con 

metodica May-Grünwald-Giemsa (Sigma): 

 alcuni microlitri di sangue sono stati strisciati su vetrino; 

 il vetrino è stato immerso per 3 min nella soluzione May-Grünwald, poi 

sciacquato con acqua distillata; 

 il vetrino è stato immerso per 7 min nella soluzione Giemsa, poi 

sciacquato con acqua distillata e lasciato asciugare; 

 il vetrino è stato osservato al microscopio ottico. 

Per effettuare un confronto, sono stati colorati con May-Grünwald-

Giemsa anche campioni di cellule di controllo. 

 

La milza dei topi sacrificati è stata fotografata e confrontata rispetto a 

quella di topi di controllo.  

 

I tessuti midollo osseo, milza e fegato sono stati trattati con Trizol 

(Invitrogen) per l’estrazione dell’RNA: 

 i campioni sono stati omogeneizzati in 1 ml di Trizol e incubati per 5 

min a temperatura ambiente; 
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 sono stati aggiunti 0,2 ml di cloroformio per ogni ml di Trizol, i 

campioni sono stati shakerati vigorosamente per 15 sec e incubati per 2-3 

min a temperatura ambiente; 

 i campioni sono statti centrifugati a 12000 g per 15 min a 4°C; 

 è stata prelevata la fase acquosa contenente l’RNA e messa in una nuova 

eppendorf, ed è stata eliminata la fase organica; 

 sono stati aggiunti 0,5 ml di isopropanolo per ogni ml di Trizol e i 

campioni sono stati incubati per 10 min a temperatura ambiente; 

 i campioni sono stati centrifugati a 12000 g per 10 min a 4°C ed è stato 

eliminato il sovranatante; 

 è stata aggiunta DNasi (Roche) per eliminare eventuali tracce di DNA: la 

mix comprendeva 44 µl di acqua RNase-free, 5 µl di buffer e 1 µl di 

DNasi; 

 i campioni sono stati incubati per 15 minuti a temperatura ambiente; 

 è stato aggiunto 1 ml di etanolo 75% per ogni ml di Trizol ed è stato 

vortexato; 

 i campioni sono stati centrifugati a 7500 g per 5 min a 4°C; 

 il sovranatante è stato eliminato ed i campioni sono stati lasciati 

asciugare all’aria per fare evaporare ogni eventuale traccia di etanolo; 

 l’RNA è stato risospeso in 40 µl di acqua RNase-free. 

La quantificazione e la reazione di RT-PCR sono state effettuate come 

già descritto in precedenza. In aggiunta sono stati utilizzati i seguenti primer 

topo-specifici: mGAPDH (murine GAPDH) senso 5’-

CCAAGGAGTAAGAAACCCTGGA-3’, antisenso 5’- 

GGCCCCTCCTGTTATTATGG-3’. 
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11. Delivery in vivo 

 

Sono stati valutati diversi metodi di delivery di siRNA in vivo. I siRNA 

utilizzati in vivo sono stati forniti da Sigma-Aldrich. 

Per entrambi i metodi, l’efficienza di delivery è stata valutata in termini 

di calo dell’mRNA, bioluminescenza e sofferenza dell’animale: 

 per la valutazione dell’mRNA è stato utilizzato il siRNA contro il gene 

della Lamina (LMNA); 

 per la valutazione della bioluminescenza sono stati utilizzati i siRNA 

SCR e MLL, rispettivamente; 

 per la valutazione della sofferenza degli animali sono stati osservati 

segni fisici e la sopravvivenza. 

 

a) Hydrodynamic injection 

La hydrodynamic injection consiste nell’iniezione nella vena caudale 

dell’animale di un volume di soluzione fisiologica del 10% del peso corporeo 

dell’animale contenente i siRNA in circa 5-7 secondi, per creare un gradiente 

di pressione che possa far aprire le fenestrature dei vasi e i pori delle 

membrane, per permettere ai siRNA di uscire dal torrente circolatorio ed 

entrare in tessuti e cellule. 

La metodica di hydrodynamic injection è stata valutata su topi inoculati 

con linea cellulare THP-1-luc di leucemia acuta mieloide con traslocazione 

MLL-AF9. 

I siRNA utilizzati sono stati siRNA MLL per la valutazione della 

bioluminescenza e siRNA LMNA per la valutazione dell’mRNA. L’analisi 

dell’mRNA è stata effettuata in seguito ad estrazione dell’RNA dei tessuti 

midillo osseo, fegato e milza dei topi trattati e non tramite metodica Trizol, 

quantificazione, RT-PCR  e Real-TimePCR con protocolli come descritti in 
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precedenza. In aggiunta sono stati utilizzati i seguenti primer topo-specifici: 

mLMNA (murine LMNA) senso 5’-AGGCCTGAAGCCAAAGAAAA-3’, 

antisenso 5’-AAGGGGAAGGACTTAGGATTGAG-3’. 

 

b) PEI 

I siRNA sono stati complessati con soluzioni di polietilenimina, in vivo-

jetPEI (Polyplus transfection, Illkirch, France), per formare nanoparticelle 

specifiche per la delivery in vivo.  

Sono stati diluiti 40 µg di siRNA in 200 µl di soluzione di glucosio al 

5% e sono stati vortexati e centrifugati brevemente. 

Sono stati diluiti rispettivamente 4, 6, 8, 10 µl di in vivo-jetPEI in 200 µl 

di soluzione di glucosio al 5% per avere soluzioni in rapporto N/P (N = moli 

di azoto del PEI, P = moli di fosfato del siRNA) rispettivamente di 4, 6, 8, 10, 

e sono stati vortexati e centrifugati brevemente. 

La soluzione di in vivo-jetPEI è stata aggiunta alla soluzione di siRNA, e 

la soluzione finale è stata vortexata, centrifugata brevemente e lasciata a 

incubare per 15 minuti a temperatura ambiente per permettere la formazione 

delle nanoparticelle. 

Le nanoparticelle sono state iniettate nella vena caudale dei topi. 

La metodica di trasfezione con jetPEI è stata valutata su topi inoculati 

rispettivamente con le linee cellulari SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica 

con traslocazione MLL-AF4, KOPN-8-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-ENL, MOLM-13-luc di leucemia acuta mieloide con 

traslocazione MLL-AF9. 

 

Per la linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-AF4 sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA SCR in rapporto con jetPEI NP = 10, 8, 6, 4; 

siRNA Luc in rapporto con jetPEI NP = 10, 8, 6; 
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siRNA MLL in rapporto con jetPEI NP = 10, 6, 4. 

 

Per la linea cellulare KOPN-8-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-ENL sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA Luc in rapporto con jetPEI NP = 10; 

siRNA MLL in rapporto con jetPEI NP = 10; 

reagente JetPEI scarico (senza siRNA) come controllo di tossicità. 

 

Per la linea cellulare MOLM-13-luc di leucemia acuta mieloide con 

traslocazione MLL-AF9 sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA SCR in rapporto con jetPEI NP = 10; 

siRNA MLL in rapporto con jetPEI NP = 10; 

reagente JetPEI scarico (senza siRNA) come controllo di tossicità. 
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RISULTATI 

 

1. Design dei siRNA 

 

I software utilizzati per disegnare i siRNA hanno fornito sequenze che 

sono state scelte in base ai criteri di Tuschl et al. 
[176]

, e Reynold et al. 
[177]

 

descritti in precedenza (Tabella 19). 

 

siRNA Dinucleotide 

precedente in 5' 

Contenuto 

GC 

Energia di legame del 

siRNA antisenso 

(ΔG, kcal/mol) 

Differenza di stabilità 

tra le estremità 5' e 3' 

(DSSE, kcal/mol) 

Stabilità interna media 

sul sito di taglio 

(AIS, kcal/mol) 

siMLL1 CG 63,20% -11,7 -4,2 -8,1 

siMLL2 AA 42,10% -4,3 0,7 -6,8 

siMLL3 AA 52,60% -4,5 3,9 -8,9 

siMLL4 AA 52,60% -2,3 6,4 -9,6 

siMLL5 AA 52,60% -4 3 -8,3 

siMLL6 AA 47,40% -7,8 3,4 -9,3 

siMLL7 AA 47,40% -7,5 1,5 -7,8 

siMLL8 AA 52,60% 2,6 2,8 -9,8 

siMLL9 AA 47,40% -5 1,6 -8,2 

siMLL10 AA 47,40% -2,5 0,6 -9,6 

siMLL11 AA 36,80% -4,2 7,3 -8,7 

siMLL12 GU 36,80% -13,4 3,5 -6,7 

siMLL13 GA 31,60% -15,5 -0,4 -5,2 

siMLL14 AA 42,10% -2,1 3,8 -7,9 

siMLL15 AA 47,40% -3,3 3,7 -10,2 

siMLL16 CC 31,60% -21,8 6,4 -7,5 

siMLL17 AC 36,80% -23,8 1 -7,1 

siMLL18 AA 36,80% -25,1 0,2 -5 

siMLL19 AA 36,80% -24,6 -2,2 -8,8 

siMLL20 AA 42,10% -1,5 2,4 -9,4 

 

Tabella 19. GC: valore ottimale 45-55%. DSSE (Differential stability of siRNA duplex ends, kcal/mol): stabilità delle ultime 4 basi 

dell'estremità 5' antisenso meno stabilità delle ultime 4 basi dell'estremità 5' senso. La regola dell'asimmetria è maggiore se il valore 

DSSE è > 0. AIS (Average internal stability, kcal/mol): media della stabilità interna dei valori delle posizioni 9-14 del filamento 

antisenso. Partendo da una posizione, la stabilità interna è per 4 BP stacks. La regola della stabilità relativa nel sito di taglio è rafforzata 

da valori di AIS > -8.6 kcal/mol, con valori medi tra il minimo di -3,6 ed il massimo di -13,6. 

 

L’esperimento pilota in cui sono stati valutati i siRNA scelti è stato 

effettuato sulla linea cellulare THP-1 (MLL-AF9) tramite nucleofezione con 
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il Programma V-01, come descritto nella sezione Materiali e Metodi (Figura 

18a,b). 

 

 

 

Figura 18. Analisi Real-Time PCR dell’mRNA dei geni di fusione di MLL a 24 ore dal trattamento. 

 

I siRNA 1-20 sono stati disegnati sulla regione conservata di MLL, 

mentre i successivi siRNA sono stati disegnati sul breakpoint MLL-AF9 delle 

linee cellulari THP-1, MM6 e MOLM-13, su AF9, sul breakpoint MLL-AF4 
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delle linee cellulari SEM e RS4;11, sul breakpoint MLL-ENL della linea 

cellulare KOPN-8. 

Dei 20 siRNA disegnati sulla regione conservata di MLL e valutati 

tramite analisi Real-Time PCR sulla linea cellulare THP-1, 5 hanno indotto un 

silenziamento del gene MLL-AF9 di più del 50%, e di questi 3 superiore al 

70% (siMLL6, siMLL15, siMLL20). 

I siRNA disegnati sul breakpoint MLL-AF9 hanno dato risultati diversi: 

i siRNA MLL-AF9 1, 5, 6 hanno indotto un silenziamento del gene MLL-

AF9 di circa il 20%, mentre i siRNA MLL-AF9 2, 3, 4 hanno indotto un 

silenziamento di MLL-AF9 superiore al 40%. 

Sono stati inoltre valutati siRNA disegnati sulla porzione AF9 delle linee 

con traslocazione MLL-AF9. 

I siRNA disegnati sul breakpoint MLL-AF4 hanno dato risultati 

totalmente inaspettati, in quanto hanno paradossalmente indotto una 

sovraespressione dell’oncogene MLL-AF4. Sono quindi in corso ulteriori 

studi per approfondire tali risultati. 

Dei due siRNA disegnati sul breakpoint MLL-ENL, uno non ha dato 

segni di un silenziamento efficace, mentre il secondo ha dato un 

asilenziamento di MLL-ENL di circa il 40%. 

Per le analisi sulle altre linee cellulari con traslocazione di MLL è stato 

scelto il siRNA che desse il migliore silenziamento e che fosse 

complementare alla regione di MLL consevata in tutte le traslocazioni. E’ 

stato quindi scelto il siRNA siMLL20 per tutti i successivi esperimenti. 

I programmi di nucleofezione per la trasfezione dei siRNA utilizzati 

sulle diverse linee cellulari sono stati scelti in base all’efficienza ed alla 

minore tossicità possibile a carico delle linee cellulari. 
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2. Valutazione della vitalità cellulare 

 

La vitalità cellulare è stata analizzata tramite saggio di bioluminescenza 

(Figure 19, 20).  

La linea cellulare di leucemia acuta mieloide MOLM-13 e le linee 

cellulari di leucemia acuta linfoblastica o bifenotipiche  SEM, RS4;11, 

KOPN-8, KARPAS-45 hanno mostrato un calo del segnale bioluminescente 

che è correlato a un calo della cellularità nei campioni trattati con siRNA 

siMLL20 rispetto ai campioni di controllo o trattati con SCR. In particolare, le 

linee cellulari MOLM-13 e SEM hanno mostrato segni di risposta al siRNA 

siMLL20 già dal secondo giorno (48 ore) dopo il trattamento e si è mantenuto 

e accentuato fino alla fine degli esperimenti (giorni 6 e 7 a seconda della linea 

cellulare). Le linee cellulari RS4;11, KOPN-8 e KARPAS-45 hanno 

cominciato a mostare segni di risposta al trattamento dal 5° giorno dopo il 

trattamento. 

Le linee cellulari THP-1, MM6, NOMO-1 non sembrano avere risposto a 

stimoli antiproliferatori in seguito a trattamento con siRNA siMLL20. 

La linea cellulare ML-2 mostra una diminuzione del segnale 

bioluminescente sia nei campioni trattati con siRNA siMLL20 sia in quelli 

trattati con SCR rispetto al controllo. 

 



 
97 

 

 
Figura 19. Analisi ATPlite in linee cellulari di leucemia acuta mieloide. 
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Figura 20. Analisi ATPlite in linee cellulari di leucemia acuta linfoblastica e bifenotipica. 
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3. Real-Time PCR 

 

Le analisi di Real-Time PCR hanno evidenziato un calo dell’mRNA 

delle forme traslocate di MLL di più del 60% in seguito a trattamento con 

siRNA siMLL20 in tutte le linee cellulari tanne che nella linea ML-2 con 

traslocazione MLL-AF6 in cui ul calo è di circa il 30%. Il calo più 

significativo si ha nella linea cellulare THP-1 con traslocazione MLL-AF9 in 

cui il calo dell’mRNA di MLL-AF9 è di circa il 90% (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Analisi Real-Time PCR dell’mRNA dei geni di fusione di MLL. 

 

E’ stato valutato anche il calo dell’mRNA di MLL wild type (MLLwt) in 

quanto il siRNA siMLL20 è complementare ad una regione conservata sia in 

MLLwt che nelle forme traslocate. Tale analisi permette di valutare la 

tossicità aspecifica del siRNA. Si ha trascurabile calo dell’mRNA di MLLwt 

nelle linee cellulari di leucemia acuta linfoblastica o bifenotipica RS4;11 e 

SEM con traslocazione MLL-AF4 (<20%), e KOPN-8 con traslocazione 
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MLL-ENL (circa 30% rispetto CTRL, media del 130% rispetto a SCR, dato 

da riconfermare). Si ha calo di circa il 50% nella linea cellulare di leucemia 

acuta linfoblastica KARPAS-45 con traslocazione MLL-AFX e nella linea 

cellulare di leucemia acuta mieloide MM6 con traslocazione MLL-AF9. Si ha 

calo di circa il 60% rispetto a CTRL e 30% rispetto a SCR nella linea 

cellulare di leucemia acuta mieloide NOMO-1 con traslocazione MLL-AF9. Il 

calo è superiore al 70% nelle linee di leucemia acuta mieloide THP-1 e 

MOLM-13 con traslocazione MLL-AF9 e ML-2 con traslocazione MLL-AF6 

(Figura 22). 

 

 
Figura 22. Analisi Real-Time PCR dell’mRNA di MLLwt. 
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4. Gene expression 

 

Sono state valutate le variazioni dei geni regolati da MLL in seguito a 

trattamento con il siRNA per MLL (Figura 23). Le analisi sono state 

effettuate dopo 48 ore dal trattamento con siRNA in seguito ad esperimenti 

preliminari che hanno valutato l’andamento dei geni ai tempi 24, 36, 48 e 72 

ore dal trattamento. Il time-point risultato ottimale è stato 48 ore. 

I geni HOXA e MEIS1 sono i principali bersagli di MLL. In condizioni 

fisiologiche vengono downregolati, mentre sono upregolati dalle oncoproteine 

di fusione di MLL in caso di leucemia con traslocazioni di MLL. In seguito a 

downregolazione delle forme traslocate di MLL con siRNA, i geni HOXA e 

MEIS risultano ritornare downregolati in tutte le linee cellulari, con eccezione 

della linea KARPAS-45 con traslocazione MLL-AFX e della linea ML-2 con 

traslocazione MLL-AF6. La linea cellulare KARPAS-45 riporta andamenti 

diversi dalle altre linee di leucemia mieloide con traslocazioni di MLL. Sono 

da approfondite tali divergenze. 

Gli altri geni analizzati comprendono geni coinvolti nella trasduzione del 

segnale, nella regolazione del ciclo cellulare, nel differenziamento, 

nell’apoptosi. 

Il gene FKHR risulta downregolato in tutte le linee cellulari tranne 

MOLM-13 con traslocazione MLL-AF9. 

Il gene p21 risulta downregolato nelle linee di leucemia acuta 

linfoblastica o bifenotipica, mentre risulta diversamente regolato nelle linee di 

leucemia acuta mieloide. 

I geni FLT3, FLT3LG, LMO2 e MYC risultano diversamente regolati 

senza una distinzione tra leucemia acuta mieloide o linfoblastica. 

Il gene CD44 risulta upregolato in tutte le linee cellulari, con lieve 

eccezione di NOMO-1 con traslocazione MLL-AF9. 
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Il gene FHIT risulta upregolato in tutte le linee di leucemia acuta 

linfoblastica o bifenotipica, mentre risulta diversamente regolato nelle linee di 

leucemia acuta mieloide. 

Il gene ADAM10 risulta mantenrsi costante o leggermente upregolato in 

tutte le linee cellulari tranne KARPAS-45 con traslocazione MLL-AFX.  

  

 
Figura 23. Espressione genica dei geni sotto il controllo di MLL. 
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5. Analisi proteica 

 

L’analisi proteica è stata effettuata dopo 48 ore dal trattamento con siRNA per 

MLL e siRNA SCR tramite saggio western blot (Figura 24).  

 
Figura 24. Western Blot dei campioni trattati con siRNA o SCR, rivelato con anticorpo anti-β-tubulina o anti–MLL. 

 

L’analisi proteica è stata effettuata sulle linee cellulari di leucemia acuta 

mieloide THP-1 e MOLM-13, e sulle linee di leucemia acuta linfoblastica o 

bifenotipica KOPN-8 e SEM. E’ stata inoltre utilizzata una linea di leucemia 

senza traslocazione di MLL come controllo negativo. 

La proteina housekeeping β-tubulina è risultata positiva per tutte le linee 

cellulari e in tutti i campioni. 

La proteina MLLwt non è stata rilevata tramite western blot in quanto le 

sue dimensioni (485 KDa) eccedono la capacità di risoluzione del gel 

utilizzato e dei marker commerciali a disposizione. 

Le oncoproteine di fusione sono risultate leggermente positive per tutte 

le linee cellulari analizzate, ma l’intensità della rilevazione è stata molto 

scarsa in quanto le oncoproteine MLL-AF9, MLL-ENL e MLL-AF4 sono 
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poco espresse a livello cellulare, anche nelle linee di leucemie acute con le 

rispettive traslocazioni di MLL (Figura 25). 

 

 
Figura 25. Valori di cicli soglia (Ct) normalizzati per il gene houskeeping β-actina. Ogni ciclo corrisponde ad una quantità di mRNA 

dimezzata rispetto al valore del ciclo precedente. 

 

L’oncoproteina MLL-AF9 della linea MOLM-13 risulta downregolata in 

seguito a trattamento con siRNA per MLL, mentre il trattamento con SCR 

non ha effetti di downregolazione aspecifici (Figura 24). 
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6. Clonaggio 

 

Le cellule trasfettate stabilmente con il gene per la luciferasi di Photinus 

pyralis sono state analizzate per verificare l’efficienza di trasfezione e 

l’espressione di luciferasi (Figura 26). 

 
Figura 26. Relazione tra numero di cellule (valutata con con trypan blue, Sigma) e intensità del segnale bioluminescente nelle diverse 

linee cellulari. 

 

La relazione tra numero di cellule e intensità del segnale 

bioluminescente è stata confermata essere lineare (Figura 27). Il coefficiente 

di relazione è risultato essere superiore a 0,98 per ogni clone cellulare 

(p<0.001).  

 
Figura 27. Analisi della regressione lineare tra numero di cellule e intensità del segnale bioluminescente nelle diverse linee cellulari. 
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Il segnale luminescente è risultato essere il più intenso per la linea THP-

1-luc, seguita dalla linea SEM-luc; le llinee cellulari KOPN-8-luc e MOLM-

13-luc hanno mostrato una minore intensità di segnale bioluminescente. 

 

E’ stato analizzato lo spettro di emissione dei cloni per valutare che il 

segnale fosse specifico dell’attività della luciferasi, a 562 nm (Figura 28). 

L’intensità dello spettro di emissione ha mostrato lo stesso andamento del 

segnale luminescente, dove 10
5
 cellule THP-1-luc e SEM-luc emettono circa 

2×10
3
 RLU, mentre lo stesso numero di cellule MOLM-13-luc e KOPN-8-luc 

emettono leggermente meno di 1×10
3
 RLU. 

 

 
Figura 28. Spettro di emissione della luciferasi a 562 nm nelle diverse linee cellulari. 

 

La trasfezione del gene per la luciferasi non ha influenzato la crescita 

delle diverse linee cellulari. 
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7. Valutazione della bioluminescenza tramite siRNA 

 

L’esperimento pilota in cui la linea cellulare THP-1-luc è stata trasfettata 

con siRNA Luc ha mostrato tramite analisi di bioluminescenza che il siRNA 

ha silenziato il gene per la luciferasi. Infatti, i valori di fotoni/secondo dei 

campioni trattati con siRNA Luc sono risultati nettamente inferiori rispetto ai 

campioni di controllo e trattati con siRNA SCR (Figura 29). 

 

 
Figura 29. Analisi bioluminescente della linea cellulare THP-1-luc trasfettatat con siRNA Luc. 

 

In base a questi risultati si è constatato che il gene per la luciferasi non 

influenza in alcun modo le caratteristiche cellulari, e si è quindi proceduto con 

l’utilizzo delle linee cellulari ingegnerizzate con il gene per la luciferasi nei 

successivi esperimenti in vivo. 



 
108 

 

8. Sviluppo di modelli murini xenograft di leucemie acute 

 

I risultati presentati in questa sessione sono stati sottoposti all’attenzione 

di importanti riviste scientifiche e sono attualmente sotto revisione 
[238]

. 

Inoltre, data la loro rilevanza scientifica, sono stati scelti come comunicazione 

orale ed esposti al Simposio AISAL Imaging e Medicina Traslazionale 

tenutosi a Imola il 4-5 novembre 2010, e successivamente pubblicati sulla 

rivista scientifica Comparative Medicine 
[239,240]

. 

Tutti gli animali inoculati con cellule di leucemia ingegnerizzate con 

gene della luciferasi hanno sviluppato una leucemia, con incidenza quindi del 

100%, come si è potuto valutare tramite BLI. I diversi modelli generati con le 

diverse leucemie hanno mostrato andamenti diversi della progressione 

tumorale. I risultati sono presentati come immagini con pseudocolori che 

rappresentano l’intensità del segnale luminescente sovrapposte a immagini 

fotografiche in scala di grigio (Figura 30). 
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Figura 30. (A) Immagini a pseudocolori dei modelli murini di leucemia. (B) Rappresentazione grafica del flusso di fotoni in fotoni al 

secondo. 

 

Tre modelli, MLL-AF4, MLL-ENL e MLL-AF9 dell’adulto hanno 

sviluppato la leucemia a partire dal midollo osseo e successivamente hanno 

dato disseminazione tramite il circolo sanguigno ad organi periferici. Il 

modello MLL-AF9 infant ha mostrato generazione ed attecchimento della 

leucemia solo a livello del midollo osseo. 

Le differenze tra i modelli sono state valutate in base a: 

 periodo di latenza: definito come periodo dall’inoculo delle cellule 

nell’animale al momento in cui il segnale bioluminescente delle cellule 

leucemiche è diventato visibile; 

 end-point: data di morte o sacrificio dell’animale.  

Il modello MLL-AF9 dell’adulto presenta un tempo di latenza di circa 

tre settimane ed un end-point di 4 settimane, il più breve tra i quattro modelli. 
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Il modello MLL-AF9 dell’adulto mostra diffuse metastasi solide a levello 

subcutaneo e osseo, con infiltrazioni anche a livello dei linfonodi; tali 

osservazioni sono state effettuate sia sui modelli ancora in vita, sia durante le 

autopsie. 

 Il modello MLL-AF9 infant ha il tempo di latenza più lungo tra i quattro 

modelli, in quanto la leucemia si sviluppa alla terza settimana, ed il segnale di 

bioluminescenza è il più basso tra i quattro modelli. Come introdotto sopra, il 

modello MLL-AF9 infant non ha mostrato disseminazione della leucemia al 

di fuori del midollo osseo ed il segnale luminoso è risultato confinato alle 

regioni di midollo osseo delle ossa degli arti e della spina dorsale. Inoltre, il 

bassissimo seganle bioluminescente indica anche un basso tasso di 

proliferazione cellulare. 

Il modello MLL-ENL ha rivelato, come il modello MLL-AF9 

dell’adulto, il più breve tempo di latenza ed un end-point di circa cinque 

settimane. Il segnale bioluminescente del modello MLL-ENL è risultato il più 

alto tra i quattro modelli, ed ha coperto tutto il corpo dell’animale, poiché la 

leucemia si è disseminata in tutto il corpo, sangue e organi. L’osservazione 

clinica e l’autopsia non hanno rivelato metastasi solide. 

Il modello MLL-AF4 ha mostrato una latenza di due settimane e un end-

point di sei. La leucemia MLL-AF4 ha dato importanti infiltrazioni a livello 

della milza, con evidente splenomegalia (Figura 31). La disseminazione è 

avvenuta fino al livello sottocutaneo, con evidente alopecia sulla testa e sul 

dorso degli animali (Figura 32). 

 
Figura 31. Milze dei topi trattati e di controllo. 
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Figura 32. Topi inoculati con linea cellulare di leucmeia acuta linfoblastica SEM-luc. 

 

Il prelievo di sangue periferico, strisciato su vetrino e colorato con May-

Grünwald-Giemsa, è stato confrontato con cellule di controllo e con prelievo 

da topo non inoculato con cellule leucemiche (Figura 33). I modelli MLL-

AF4, MLL-ENL, MLL-AF9 dell’adulto hanno rivelato infiltrazione del 

sangue periferico con cellule leucemiche, mentre il modello MLL-AF9 infant 

non ha mostrato cellule leucemiche nel sangue periferico, a conferma dei 

risultati di bioluminescenza. 

 
Figura 33. (A) Colorazioni May-Grünwald-Giemsa di strisci di sangue periferico dei topi trattati. (B) Cellule di controllo utilizzate per 

la generazione dei modelli murini. 

 

I tessuti prelevati a seguito di autopsia, milza, fegato e midollo osseo, 

sono stati analizzati tramite RT-PCR, e sono risultati positivi all’espressione 

degli oncogeni di fusione di MLL differenzialmente, confermando i risultati 

sia della bioluminescenza sia delle analisi cliniche (Figura 34). 
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Figura 34. Gel di agarosio dei geni analizzati sui tessuti dei topi trattati. 

 

L’mRNA del gene housekeeping GAPDH umano è stato utilizzato come 

controllo; è risultato negativo nei campioni degli animali di controllo e 

positivo nelle linee cellulari e nei campioni degli animali inoculati con cellule 

leucemiche, eccetto per la milza ed il fegato del modello MLL-AF9 infant, 

confermando così l’infiltrazione della leucemia in tutto il corpo nei modelli 

MLL-AF4, MLL-ENL, MLL-AF9 dell’adulto, e solo a livello del midollo 

osseo nel modello MLL-AF9 infant, come rilevato sia dalla bioluminescenza 

sia dalle analisi cliniche. 

L’mRNA del gene housekeeping GAPDH murino è stato utilizzato per 

validare l’estrazione di RNA dai tessuti degli animali; è risultato positivo 

negli animali sia di controllo sia inoculati con cellule leucemiche, mentre è 

risultato negativo nelle linee cellulari, validando così la specificità. 

L’mRNA dell’oncogene MLL-AF9 è risultato posivo solo nel midollo 

osseo del modello MLL-AF9 dell’adulto, mostrando le due isoforme 

caratteristiche della linea cellulare MOLM-13 
[241]

. Non è risultato positivo 

invece nei campioni MLL-AF9 infant, ma il risultato è in linea con i 

precedenti riguardo a MLL-AF9 infant. 
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L’mRNA dell’oncogene MLL-ENL è risultato chiaramente positivo nel 

midollo osseo dei modelli MLL-ENL, e molto meno evidente ma comunque 

presente nel fegato del modello stesso. 

L’mRNA dell’oncogene MLL-AF4 è risultato positivo in tutti i campioni 

estratti dagli organi dei modelli MLL-AF4, confermando l’aggressività e 

l’infiltrazione della linea di leucemia acuta linfoblastica SEM-luc a livello 

periferico. 
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9. Delivery in vivo 

 

I diversi sistemi di delivery di siRNA in vivo hanno dato differenti 

risultati ottenuti in base all’analisi della bioluminescenza dei modelli murini 

di leucemie acute trattati con siRNA.  

 

a) Hydrodynamic injection 

La metodica di hydrodynamic injection è stata valutata su topi inoculati 

con linea cellulare THP-1-luc di leucemia acuta mieloide con traslocazione 

MLL-AF9. 

Il calo della bioluminescenza nei campioni trattati con siRNA MLL 

tramite hydrodynamic injection equivale a diminuzione della presenza di 

cellule leucemiche THP-1-luc (Figura 35). 

 

 
Figura 35. Trattamento con siRNA tramite hydrodynamic injection di topi inoculati con linea cellulare THP-1-luc di leucemia acuta 

mieloide con traslocazione MLL-AF9. 

 

Questo risultato può essere attribuito all’efficienza del silenziamento 

dell’oncogene MLL-AF9 da parte del siRNA MLL iniettato tramite metodica 

hydrodynamic injection, che ha portato a morte cellulare delle linee cellulari 

leucemiche bersaglio. 
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Per quanto riguarda il trattamento con siRNA LMNA tramite metodica 

hydrodynamic injection, l’analisi molecolare mediante Real-Time PCR 

sull’mRNA LMNA di midollo osseo, fegato e milza dei modelli trattati, ha 

mostrato che il siRNA ha raggiunto e silenziato il bersaglio evidenziando un 

calo dell’mRNA dei modelli trattati rispetto ai controlli non trattati (Figura 

36).  

 
Figura 36. Analisi mRNA LMNA dopo trattamento con siRNA LMNA. 

 

b) PEI 

La metodica trasfezione con PEI è stata valutata su topi inoculati 

rispettivamente con le linee cellulari SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica 

con traslocazione MLL-AF4, KOPN-8-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-ENL, MOLM-13-luc di leucemia acuta mieloide con 

traslocazione MLL-AF9. 

 

Per la linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-AF4 sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA SCR in rapporto con JetPEI NP = 10, 8, 6, 4; 

siRNA Luc in rapporto con JetPEI NP = 10, 8, 6; 

siRNA MLL in rapporto con JetPEI NP = 10, 6, 4. 

I risultati del trattamento con siRNA SCR hanno mostrato che il siRNA 

SCR NP 10 non causa calo del segnale bioluminescente nei modelli trattati e 

si mantiene al livello dei valori del controllo tranne al momento dell’ultima 

acquisizione prima dell’end-point. Si ha invece diminuzione del segnale 

bioluminescente nei modelli trattati con siRNA SCR NP 8, 6, 4 (Figura 37). 
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Figura 37. Trattamento con siRNA SCR tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-AF4. 

 

I risultati del trattamento con siRNA Luc hanno mostrato che i siRNA 

Luc NP 10 e 6 causano calo del segnale bioluminescente nei modelli trattati, 

come ci si aspettava in seguito ad inibizione del gene per la luciferasi da parte 

del siRNA Luc. Per i modelli trattati con siRNA Luc 8, invece, si ha un 

andamento del segnale bioluminescente che si mantiene ai livelli del segnale 

dei modelli di controllo (Figura 38). 
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Figura 38. Trattamento con siRNA Luc tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-AF4. 

 

I risultati del trattamento con siRNA MLL hanno mostrato che tutte le 

combinazioni utilizzate hanno portato a calo del segnale bioluminescente nei 

modelli trattati, come ci si aspettava in seguito ad inibizione dell’oncogene di 

fusione MLL da parte del siRNA MLL (Figura 39).  

 

 
Figura 39. Trattamento con siRNA MLL tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-AF4. 

 

I risultati ottimali in termini di rapporti NP sono stati dati dai rapporti 

NP = 10 (Figura 40). 
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Figura 40. Trattamento con siRNA NP = 10 tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare SEM-luc di leucemia acuta linfoblastica 

con traslocazione MLL-AF4. 

 

Per la linea cellulare KOPN-8-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-ENL sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA Luc in rapporto con JetPEI NP = 10; 

siRNA MLL in rapporto con JetPEI NP = 10; 

reagente JetPEI scarico (senza siRNA) come controllo di tossicità. 

I risultati del trattamento con siRNA Luc hanno evidenziato calo del 

segnale bioluminescente nei modelli trattati, come ci si aspettava in seguito ad 

inibizione del gene per la luciferasi da parte del siRNA Luc. I modelli trattati 

con reagente scarico hanno mantenuto valori paragonabili a quelli dei 

controlli non trattati, risultando quindi in una assenza di tossicità aspecifica 

del reagente verso le cellule. I modelli trattato con siRNA MLL non hanno 

dato risultati attesi, in quanto non mostrano diminuzione del segnale 

bioluminescente (Figura 41). 
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Figura 41. Trattamento con siRNA tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare KOPN-8-luc di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione MLL-ENL. 

 

Per la linea cellulare MOLM-13-luc di leucemia acuta mieloide con 

traslocazione MLL-AF9 sono stati valutati i seguenti siRNA: 

siRNA SCR in rapporto con JetPEI NP = 10; 

siRNA MLL in rapporto con JetPEI NP = 10; 

reagente JetPEI scarico (senza siRNA) come controllo di tossicità. 

I risultati del trattamento con siRNA MLL hanno evidenziato calo del 

segnale bioluminescente nei modelli trattati, come ci si aspettava in seguito ad 

inibizione dell’oncogene di fusione MLL da parte del siRNA MLL. I modelli 

trattati con siRNA SCR, invece, non hanno dato risultati attesi, in quanto  

mostrano diminuzione del segnale bioluminescente invece che rimanere ai 

livelli del controllo non trattato (Figura 42). 
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Figura 42. Trattamento con siRNA tramite JetPEI di topi inoculati con linea cellulare MOLM-13-luc di leucemia acuta mieloide con 

traslocazione MLL-AF9. 
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DISCUSSIONE 

 

I riarrangiamenti del gene MLL, localizzato alla banda cromosomica 

11q23, sono coinvolti con lo sviluppo di leucemie acute con fenotipo 

mieloide, linfoide, immaturo, o bifenotipico, sia in età pediatrica che adulta  

[19,29]
. Le leucemie che presentano riarrangiamenti del gene MLL, mostrano 

una particolare aggressività, sono associati allo sviluppo di leucemia acuta ad 

alto rischio (iperleucocitosi e coinvolgimento extramidollare) e sono 

scarsamente responsive alle terapie convenzionali; inoltre, i pazienti 

leucemici con riarrangiamenti del gene MLL presentano recidive più 

frequenti ed una durata di remissione più breve rispetto ai pazienti leucemici 

che non presentano tali riarrangiamenti del gene MLL 
[75,76]

. Sono attualmente 

noti più di 50 geni partner, che rendono le leucemie acute con traslocazione di 

MLL unapatologia complessa ed eterogenea con sottogruppi di differente 

aggressività e prognosi a seconda dell’oncogene di fusione che generano. 

In questo studio sono stati presi in considerazione diversi riarrangiamenti 

di MLL e sono stati usati come bersaglio di terapia molecolare basata sul 

fenomeno del silenziamento genico mediato da siRNA.  

Per progettare gli esperimenti sono stati presi in considerazione lavori 

già avviati nel Laboratorio di Oncoematologia Pediatrica “Lalla Seràgnoli” 

del Policlinico S. Orsola-Malpighi di Bologna. In particolare, era stato 

precedentemente pubblicato uno studio per indagare il ruolo dell’oncogene di 

fusione MLL-AF9 nella linea cellulare di leucemia pediatrica THP-1 
[242]

. Le 

cellule THP-1, isolate dal sangue periferico di un bambino di 1 anno affetto 

da leucemia monocitica 
[243]

, possiedono la traslocazione t(9;11)(p22;q23) ed 

esprimono in modo costitutivo l’oncogene di fusione MLL-AF9 
[244]

. Per 

effettuare studi di funzione dell’oncogene MLL-AF9, nel Laboratorio di 

Oncoematologia Pediatrica è stato sintetizzato un oligonucleotide 
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fosforotioato antisenso (PS-ODNas), diretto verso il breakpoint dell’mRNA 

di MLL-AF9 
[242]

. I risultati hanno dimostrato che l’inibizione selettiva del 

trascritto MLL-AF9, mediante PS-ODNas, provoca una notevole riduzione 

della proliferazione delle cellule THP-1 ed un aumento dell’apoptosi; inoltre, 

è stato rilevato anche un aumento di cellule nella fase G2/M del ciclo 

cellulare. Anche altri studi di letteratura confermano l’inibizione della 

proliferazione cellulare e l’induzione di apoptosi in seguito a trattamenti con 

oligonucleotidi antisenso contro gli oncogeni di fusione di MLL 
[245-248]

. 

In questo lavoro si è voluta approfondire la metodica del silenziamento 

genico degli oncogeni di fusione di MLL utilizzando, siRNA al posto degli 

oligonucleotidi antisenso, in quanto la stuttura a doppio filamento li rende più 

resistenti alla degradazione da parte di nucleasi, ed il sistema di silenziamento 

tramite il complesso RISC risulta più specifico 
[249]

. 
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1. Analisi bioinformatica 

 

Sono stati disegnati tramite analisi bioinformatica siRNA specifici per la 

porzione conservata del gene MLL che si ritrova in tutte le traslocazioni di 

MLL, per la regione di breakpoint specifica di ogni riarrangiamento e per la 

porzione del gene partner. Il design di siRNA efficienti è risultato un 

passaggio di cruciale importanza in quanto diversi fattori influenzano un 

corretto appaiamento del siRNA con il bersaglio: la sequenza, il ripiegamento 

dell’mRNA, la stabilità termodinamica 
[102-105]

. 

Sono stati disegnati 20 siRNA sulla regione conservata di MLL (Figura 

18a), tutti rispondenti ai criteri di Tuschl et al. 
[176]

 e Reynold et al. 
[177]

, ma 

l’efficienza del silenziamento in seguito ad analisi di Real-Time PCR è 

risultata molto diversa tra i siRNA. 

Dei 20 siRNA disegnati su MLL e valutati sulla linea cellulare THP-1, 5 

hanno indotto un silenziamento del gene MLL-AF9 di più del 50%, e di 

questi 3 superiore al 70% (siMLL6, siMLL15, siMLL20). Tutti e 3 questi 

siRNA risultano cadere, in base ad analisi del ripiegamento dell’mRNA 

effettuate con i programmi sFOLD 
[188]

 e mFOLD 
[189]

, in regioni dell’mRNA 

bersaglio con conformazione a loop, cioè a singolo filamento.  

Questo risultato può indicare una preferenza del sistema di silenziamento 

per regioni dell’mRNA bersaglio a filamento singolo, per avere una maggiore 

facilità di riconoscimento da parte del siRNA verso una sequenza di mRNA 

bersaglio a singolo filamento e senza strutture secondarie, un più facile 

appaiamento ed un minore ingombro sterico degli enzimi dei complessi di 

silenziamento. 
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2. Analisi cellulari molecolari e di proliferazione 

 

In seguito alle analisi sulla linea cellulare THP-1, sulla quale è stata 

validata l’efficienza di silenziamento dell’oncogene MLL-AF9 dei siRNA 

disegnati, sono state scelte altre linee cellulari derivate da pazienti con 

leucemia acuta sia mieloide che linfoblastica che bifenotipica con 

traslocazioni di MLL per vautare l’efficienza dei siRNA migliori. 

Come la linea cellulare THP-1, anche le linee MOLM-13, MM6 e 

NOMO-1 contengono la traslocazione t(9;11)(p22;q23) con formazione 

dell’oncogene di fusione MLL-AF9, ma presentano diverse caratteristiche 

morfologiche che le rendono diversamente suscettibili all’azione di farmaci, 

e, nel nostro caso, dei siRNA. 

 

La linea cellulare MOLM-13 è stata stabilizzata dal sangue periferico di 

un paziente di 20 anni con ricaduta di leucemia acuta monocitica, sottotipo 

M5a, che è evoluta in sindrome mielodisplastica 
[250]

. L’analisi 

dell’immunofenotipo della linea MOLM-13 rivela diversi antigeni 

mielomonocitici, mentre ha morfologia risulta monoblastoide, nuclei rotondi e 

lobulati con cromatina fine e nucleoli prominenti, e citoplasma leggermente 

basofilo 
[250]

. La linea MOLM-13 ha risposto positivamente al trattamento con 

siRNA contro l’oncogene di fusione MLL-AF9, sia per quanto riguarda il 

silenziamento dell’espressione genica, sia per quanto riguarda la diminuzione 

della proliferazione cellulare (Figura 21). Anche il gene MLLwt è risultato 

downregolato in maniera aspecifica, ma comunque in misura minore rispetto 

a MLL-AF9 (Figura 22). E’ inoltre la linea cellulare di leucemia acuta 

mieloide che ha dato i risultati migliori in termini di calo della proliferazione 

cellulare (Figura 19).  
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La linea cellulare MM6 è stata stabilizzata dal sangue periferico di un 

paziente di 64 anni con ricaduta di leucemia acuta monocitica M5 seguita da 

metaplasia mieloide 
[251,252]

. La linea MM6 mostra caratteristiche fenotipiche e 

funzionali dei monociti, attualmente rappresenta l’unica linea moncitica 

matura disponibile, per cui è un ottimo strumento di studio 
[253]

. La linea 

MM6 ha risposto positivamente al trattamento del siRNA contro l’oncogene 

di fusione MLL-AF9 per quanto riguarda il silenziamento dell’espressione 

genica (Figura 21). Anche il gene MLLwt è risultato downregolato in 

maniera aspecifica, ma comunque in misura minore rispetto a MLL-AF9 

(Figura 22). La linea MM6 ha però dimostrato resistenza all’inibizione della 

proliferazione cellulare (Figura 19); questo può essere dovuto al fatto che è 

una linea derivata da un paziente adulto, per cui probabilmente con l’avanzare 

dell’età si sono accumulate ulteriori mutazioni che hanno reso la linea più 

resistente non solo a causa della traslocazione MLL-AF9 ma anche di altre 

traslocazioni e quindi probabilmente l’inibizione di MLL-AF9 non è 

sufficiente a indurre anche diminuzione della proliferazione cellulare. 

 

La linea cellulare NOMO-1 è stata stabilizzata dal sangue midollare di 

una paziente di 31 anni con leucemia acuta mieloide M5a alla seconda 

ricaduta; mostra forte attività lisozimica, fagocitica e risponde all’induzione 

del differenziamento con TPA 
[254]

. La linea NOMO-1 ha risposto 

positivamente al trattamento del siRNA contro l’oncogene di fusione MLL-

AF9 per quanto riguarda il silenziamento dell’espressione genica, mentre ha 

dimostrato resistenza all’inibizione della proliferazione cellulare, 

probabilmente per gli stessi motivi descritti per la linea MM6 (Figure 21, 22, 

19). 

 

La linea cellulare ML-2 con traslocazione t(6;11)(q27;q23) MLL-AF6 è 

stata stabilizzata dal sangue periferico di un paziente di 26 anni con linfoma a 
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cellule T che, dopo remissione, ha portato allo sviluppo di leucemia acuta 

mieloide M4 
[255-257]

. La linea ML-2 non ha risposto positivamente al 

trattamento con siRNA contro l’oncogene MLL-AF6 (Figure 21, 19). 

L’inibizione dell’espressione genica è stata di circa il 30-40%, mentre 

l’inibizione della crescita è risultata di circa il 40% rispetto al controllo, ma è 

paragonabile ai campioni trattati con siRNA SCR, per cui è plausibile che 

l’inibizione della crescita sia dovuta a fattori aspecifici. Paradossalmente, 

l’inibizione aspecifica del gene MLLwt è risultata maggiore rispetto a quella 

dell’oncogene MLL-AF6 (Figura 22). Inoltre, la traslocazione 

t(6;11)(q27;q23) MLL-AF6 porta ad una tra le leucemie acute mieloidi con 

traslocazione di MLL più aggressive e a peggior prognosi, per cui è probabile 

che siano coinvolte altre mutazioni o alterazioni molecolari o cellulari che 

rendono la cellula con traslocazione t(6;11)(q27;q23) MLL-AF6 più 

aggressiva e resistente. E’ quindi probabilmente necessario un trattamento 

combinato rivolto non solo all’oncogene MLL-AF6 ma anche ad ulteriori 

bersagli di cui è necessario studiare le caratteristiche. 

 

Le linee di leucemia acuta linfoblastica SEM, RS4;11, KOPN-8 e 

KARPAS-45 presentano tutte caratterische immunofenotipiche e 

morfologiche in comune con le leucemie acute mieloidi, per cui vengono 

considerate anche leucemie acute bifenotipiche. 

 

La linea cellulare SEM con traslocazione t(4;11), è stata stabilizzata dal 

sangue periferico di una bambina di 5 anni con ricaduta di leucemia acuta 

linfoblastica 
[258]

. La linea SEM esprime sia gli antigeni di lineage B  CD19, 

CD22 e CDw75, sia gli antigeni mieloidi CD13, CD15, CD33 e CDw65, 

confermando le caratteristiche bifenotipiche 
[259]

. La linea SEM ha risposto 

positivamente al trattamento con siRNA contro l’oncogene di fusione MLL-

AF4, sia per quanto riguarda il silenziamento dell’espressione genica, sia per 
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quanto riguarda la diminuzione della proliferazione cellulare (Figure 21, 20). 

Inoltre, il trattamento non ha inficiato quasi per nulla (solo un 20% circa) sul 

gene MLLwt (Figura 22). E’ inoltre la linea cellulare di leucemia acuta 

linfoblastica che ha dato i risultati migliori in termini di calo della 

proliferazione cellulare (Figura 20).  

 

La linea cellulare RS4;11 è stata la prima linea stabilizzata con 

traslocazione t(4;11); è stata stabilizzata dal midollo osseo ottenuto da una 

paziente di 32 anni alla prima ricaduta di leucemia acuta linfoblastica con 

traslocazione t(4;11) 
[260]

. La linea RS4;11 mostra caratteristiche 

morfologiche, immunologiche e citochimiche tipiche delle leucemie acute 

linfoblastiche, ma un’analisi più approfondita rivela caratteristiche sia 

linfoblastiche sia mieloidi. La linea RS4;11 ha risposto positivamente al 

trattamento con siRNA contro l’oncogene di fusione MLL-AF4 per quanto 

riguarda il silenziamento dell’espressione genica, e non ha dato alcun effetto 

di inibizione aspecifica del gene MLLwt (Figure 21, 22). L’effetto di 

inibizione della proliferazione cellulare ha cominciato ad essere evidente 

negli ultimi giorni del protocollo di trattamento, implicando probabilmente il 

coinvolgimento di ulteriori meccanismi di blocco della crescita cellulare oltre 

agli effetti dell’inibizione dell’oncogene MLL-AF4 (Figura 20). 

 

La linea cellulare KOPN-8 con traslocazione t(11;19)(q23;p13.3) che 

porta alla formazione dell’oncogene di fusione MLL-ENL 
[34]

, è stata 

stabilizzata dal sangue periferico di una bambina di 3 mesi con leucemia acuta 

linfoblastica pre-B (BCP-ALL) di tipo B-III 
[261,262]

. La linea KOPN-8 ha 

risposto positivamente al trattamento con siRNA contro l’oncogene di fusione 

MLL-ENL per quanto riguarda il silenziamento dell’espressione genica ed ha 

dato bassissimi livelli di effetti di inibizione aspecifica a carico del gene 

MLLwt (Figure 21, 22). L’effetto di inibizione della proliferazione cellulare 



 
128 

 

ha cominciato ad essere evidente negli ultimi giorni del protocollo di 

trattamento, implicando probabilmente il coinvolgimento di ulteriori 

meccanismi di blocco della crescita cellulare oltre agli effetti dell’inibizione 

dell’oncogene MLL-ENL (Figura 20). 

 

La linea cellulare KARPAS-45 con traslocazione t(X;11) MLL-AFX  è 

stata stabilizzata dal sangue midollare di un paziente di 2 anni con leucemia 

acuta linfoblastica a cellule T 
[263]

; la linea KARPAS-45 porta anche la 

traslocazione reciproca AFX-MLL. La linea KARPAS-45 ha risposto 

positivamente al trattamento con siRNA contro l’oncogene di fusione MLL-

AFX per quanto riguarda il silenziamento dell’espressione genica, con 

qualche effetto di inibizione aspecifica del gene MLLwt (Figure 21, 22). 

L’effetto di inibizione della proliferazione cellulare ha cominciato ad essere 

evidente negli ultimi giorni del protocollo di trattamento, implicando 

probabilmente il coinvolgimento di ulteriori meccanismi di blocco della 

crescita cellulare oltre agli effetti dell’inibizione dell’oncogene MLL-AFX 

(Figura 20). 

 

Per quanto riguarda l’espressione genica dei geni sotto il controlli di 

MLL, è noto che, in condizioni fisiologiche, i geni HOXA e MEIS sono 

upregolati da MLL, che ne influenza il mantenimento durante lo sviluppo 

embrionale con lo scopo di regolare la segmentazione corporea e l’attivazione 

della differenziazione delle cellule staminali ematopoietiche, dei progenitori 

mieloidi e linfoidi nei lineage specifici 
[29-32]

. L’espressione dei geni HOXA e 

MEIS1 è molto alta in cellule mieloidi indifferenziate e proliferanti, mentre è 

down-regolata quando tali cellule differenziano terminalmente 
[26,36]

.  

Il meccanismo di normale proliferazione cellulare mieloide può essere 

alterato dall’espressione di oncogeni come MLL-AF9. Infatti, l’espressione di 

MLL-AF9 induce, sia in normali progenitori mieloidi murini che aviari, una 
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up-regolazione dei geni HOXA e di MEIS1, e una conseguente una iper-

proliferazione cellulare 
[29,36-38,83,264,265]

. E’ stato anche dimostrato che la 

down-regolazione selettiva di MLL-AF9 con un PS-ODNas in cellule THP-1 

riduce l’espressione dei geni HOXA7 ed HOXA10 
[245]

. Inoltre, le leucemie 

umane con t(9;11)(q21;q23) presentano spesso iperleucocitosi alla diagnosi 

[19] 
e geni come HOXA e MEIS1 sono spesso iperespressi in molte LAM con 

o senza t(9;11)(q21;q23) 
[266-270]

. 

Per validare tali risultati, in questo lavoro è stata valutata l’espressione 

dei geni HOXA7, HOXA9, HOXA10 e MEIS1 in cellule con traslocazione di 

MLL in seguito a trattamento con siRNA contro gli oncogeni di fusione di 

MLL (Figura 23). 

In seguito a downregolazione delle forme traslocate di MLL con siRNA, 

i geni HOXA e MEIS risultano ritornare downregolati in tutte le linee 

cellulari, come atteso, con eccezione della linea cellulare ML-2 con 

traslocazione MLL-AF6 e della linea cellulare KARPAS-45 con traslocazione 

MLL-AFX. 

Per quanto riguarda la linea cellulare MLL-AF6, è già stata mostrata la 

resistenza al trattamento con siRNA, per cui si può ipotizzare che anche 

l’andamento dei geni sotto il controllo di MLL sia influenzato da un non 

efficace esito del trattamento. Inoltre, si ricordano le caratteristiche di grande 

aggressività e prognosi estremamente sfavorevole della leucemia mieloide 

acuta con traslocazione MLL-AF6  
[76]

. 

La linea cellulare KARPAS-45 riporta andamenti diversi dalle altre linee 

di leucemia mieloide con traslocazioni di MLL per quanto riguarda 

l’espressione dei geni sotto il controllo di MLL. Questo può essere dovuto 

anche alle difficoltà di coltura della linea KARPAS-45, di cui si hanno pochi 

campioni stoccati in tutto il mondo, per la difficoltà di espansione. Tali 

considerazioni sono state prese in seguito agli esperimenti effettuati ed alla 

comunicazione con i pochi altri ricercatori che possiedono ed utilizzano tale 
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linea cellulare. Sono comunque da approfondite tali divergenze. E’ quindi 

probabilmente necessario allestire un’altra linea cellulare con traslocazione 

MLL-AFX per studi in vitro. 

 

E’ stata inoltre valutata l’espressione di geni coinvolti nella 

proliferazione cellulare, nel differenziamento, nell’apoptosi, nella trasduzione 

del segnale, per capire se la trasformazione neoplastica coinvolge anche altri 

pathway oltre ai meccanismi di regolazione genica sotto il controllo di MLL. 

Inoltre, è stato di recente affermato che un preciso profilo di espressione 

genica è predittivo dei diversi sottotipi di leucemie mieloidi acute pediatriche 

e può sostituire i diversi test diagnostici nel 40% dei casi di LAM 
[271]

. Tale 

possibilità apre anche le strade a nuove terapie mirate che possono essere 

iniziate precocemente grazie a tale diagnosi.  

Anche in questo lavoro è stata approfondita l’espressione di geni 

coinvolti nella trasformazione e progressione neoplastica per valutare una 

possibile correlazione con la prognosi e quindi una precoce diagnosi e 

conseguente terapia. 

 

Il gene FKHR, o FOXO1 (forkhead box O1), appartiene alla famiglia dei 

fattori di trascrizione forkhead, caratterizzati da un tipico dominio forkhead, 

che normalmente regolano geni coinvolti nell’apoptosi e nel ciclo cellulare, 

con ruolo di oncosoppressori. Il  gene FKHR presenta omologie sia con il 

gene AFX, sia con il gene AF6 
[92,93,96]

. La traslocazione t(2;13)(q35;q14) 

PAX3-FKHR è associata a rabdomiosarcoma alveolare ed è stata ipotizzata 

un’analogia tra la traslocazione MLL-AFX e la traslocazione PAX3-FKHR, 

per la presenza di un dominio forkhead nelle regioni conservate di AFX e 

FKHR e per le posizioni aminoacidiche delle traslocazioni, che portano 

entrambe ad un’aumentata azione di attivazione trascrizionale da parte di 

entrambe le oncoproteine di fusione 
[92]

. Il gene FKHR è risultato 
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downregolato dal trattamento con siRNA in tutte le linee cellulari tranne 

MOLM-13 con traslocazione MLL-AF9. In letteratura le conoscenze riguardo 

a FKHR sono contrastanti. Come fattore di trascrizione coinvolto 

nell’apoptosi e nel ciclo cellulare, FKHR sembra necessario in associazione 

ad agenti terapeutici antitumorali per favorire la risposta agli stessi e indurre 

blocco della proliferazione cellulare tumorale 
[273,274]

. Altri studi invece 

vedono FKHR coinvolto nella patogenesi della sarcopenia, una patologia 

legata a declino della massa muscolare legata all’invecchiamento e 

direttamente associata a obesità e diabete 
[275]

. E’ quindi necessario 

approfondire l’attività di oncosoppressore del gene FKHR ed il suo 

coinvolgimento nel pathway di MLL, per capire se la downregolazione di 

FKHR in seguito a downregolazione degli oncogeni di fusione di MLL con 

siRNA porta ad un vantaggio nel blocco della proliferazione cellulare 

tumorale. 

 

Il gene p21, o CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), codifica 

per un potente inibitore delle chinasi ciclina-dipendente, e agisce come 

regolatore del ciclo cellulare nella progressione alla fase G1. Studi precedenti 

hanno dimostrato che la upregolazione di p21 da parte di inibitori epigenetici 

di MLL porta ad un arresto del ciclo cellulare 
[276]

.  Inoltre, tra la proteina 

MLL e la proteina p21 si trova la proteina p53, in quanto si è visto che le 

oncoproteine di fusione di MLL, ma non MLL wild type, inibiscono l’attività 

trascrizionale di p53, che a sua volta induce l’espressione di p21 è quindi 

l’apoptosi 
[277,278]

. In questo lavoro il gene p21 è risultato downregolato nelle 

linee di leucemia acuta linfoblastica o bifenotipica trattate con siRNA verso 

MLL, mentre risulta diversamente regolato nelle linee di leucemia acuta 

mieloide. E quindi necessario uno studio più mirato alle relazioni che 

coinvolgono anche p53 nei meccanismi tra MLL e p21. 
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Il gene FLT3 (FMS-related tyrosine kinase-3) è un recettore tyrosine 

kinase espresso in progenitori emopoietici e gioca un ruolo importante nello 

sviluppo emopoietico. FLT3 si trova mutato in blasti di pazienti con leucemia 

mieloide acuta, ed è inoltre overespresso in pazienti con leucemia 

linfoblastica acuta con riarrangiamenti di MLL 
[228,279-281]

. Il trattamento con 

siRNA contro MLL ha portato alla downregolazione di FLT3 nelle linee di 

leucemia acuta mieloide MOLM-13 e NOMO-1 con traslocazione MLL-AF9, 

e nella linea di leucemia acuta linfoblastica KOPN-8 con traslocazione MLL-

ENL, mentre nelle altre linee ha portato ad overespressione di FLT3. Per 

quanto riguarda le linee di leucemia acuta linfoblastica, l’inibizione di MLL-

ENL con la conseguente inibizione dell’overespressione di FLT3 porta il 

vantaggio di colpire con un’unica terapia, come quella del siRNA contro 

MLL, due bersagli molecolari implicati entrambi nella progressione delle 

leucemie acute linfoblastiche con traslocazione MLL-ENL. In base ai 

risultati, questo non si può dire per le leucemie acute linfoblastiche con 

traslocazione MLL-AF4 e MLL-AFX, in cui sembra addirittura che FLT3 

aumenti la sua espressione. E’ necessario quindi un ulteriore 

approfondimendimento sulla relazione tra MLL, FLT3 e le leucemie acute 

linfoblastiche.  

 

Il gene FLT3LG (FMS-related tyrosine kinase-3 ligand) codifica per il 

ligando di FLT3 ed appartiene alla classe dei fattori di crescita emopoietici. 

Viene espresso da cellule leucemiche appartenenti a tutti i diversi lineage 

emopoietici, e stimola la proliferazione delle cellule leucemiche 
[281]

. In 

seguito a trattamento con siRNA contro MLL, la maggior parte delle linee 

cellulari trattate ha risposto con downregolazione dell’espressione di 

FLT3LG, colpendo anche in questo caso due bersagli terapeutici con un unico 

trattamento. 
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Il gene LMO2 (LIM domain only 2 rhombotin-like 1) codifica per una 

proteina ricca in cisteine con due domini LIM, richiesta per l’eritropoiesi a 

livello del sacco vitellino, ha un ruolo centrale e cruciale nello sviluppo 

emopoietico ed è altamente conservata. LMO2 è considerato un oncogene e si 

trova overespresso in leucemie acute con traslocazione MLL 
[281,282]

. Il 

trattamento con siRNA contro MLL ha portato a diverse risposte da parte 

delle diverse linee cellulari di leucemia acuta, implicando ulteriori 

approfondimenti della relazione tra MLL e LMO2. 

 

Il gene MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog avian) 

codifica per una proteina multifunzionale che agisce a livello nucleare come 

regolatrice del ciclo cellulare, dell’apoptosi e della trasformazione cellulare. 

MYC funziona come un fattore di trascrizione che regola la trascrizione di 

specifici geni target. Mutazioni, riarrangiamenti, overespressioni e 

traslocazioni sono associate con un’enorme varietà di tumori solidi e del 

sangue dell’età pediatrica 
[283,284]

. Diversi lavori con lo scopo di generare 

terapie mirate di nuova generazione come oligonucleotidi antisenso che hanno 

come bersaglio terapeutico l’oncogene MYC vengono portati avanti nel 

laboratorio di Oncologia ed Ematologia Pediatrica “Lalla Seràgnoli” del 

Policlinico S. Orsola-Malpighi di Bologna 
[285,286]

.  Inoltre, MYC si trova 

attivato in leucemie acute linfoblastiche con traslocazioni di MLL 
[287]

. In 

questo studio, in seguito a trattamento con siRNA contro MLL, la maggior 

parte delle linee cellulari trattate ha risposto anche con downregolazione 

dell’espressione di MLL, portando al vantaggio di colpire con un unico 

trattamento, come quella del siRNA contro MLL, due bersagli terapeutici. con 

molecolari implicati entrambi nella progressione delle leucemie acute. 

 

Il gene CD44 è il principale recettore di membrana dell’acido ialuronico, 

ed è indispensabile per le interazioni cellula-cellula e cellula-matrice 
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extracellulare. E’ espresso soprattutto da leucociti e fibroblasti. In diversi 

tumori è stato visto che CD44 subisce tagli proteolitici che producono una 

porzione solubile coinvolta nella migrazione cellulare, ed una porzione 

intracellulare che trasloca nel nucleo e promuove la trascrizione di diversi 

geni tra cui il suo stesso 
[288]

. I tumori sono inoltre ricchi del ligando di CD44, 

l’acido ialuronico, che promuove l’azione invasiva del tumore ed è associato a 

prognosi negativa. La proteina CD44 conferisce resistenza ai farmaci e si 

trova upregolato in leucemie acute linfoblastiche con traslocazione MLL 
[288]

. 

In questo lavoro, tutte le linee cellulari trattate con siRNA contro MLL, con 

lieve eccezione di NOMO-1 con traslocazione MLL-AF9, hanoo risposto 

uniformemente con overespressione di CD44. 

 

Il gene FHIT (fragile histidine triad gene) è un oncosoppressore che 

risulta inattivato nelle leucemie acute mieloidi e linfoblastiche con 

traslocazione MLL 
[289]

. In base ai risultati, il trattamento con siRNA per 

MLL ha portato all’overespressione di FHIT in tutte le linee di leucemia acuta 

linfoblastica o bifenotipica, ad eccezione della linea KARPAS-45 con 

traslocazione MLL-AFX, mentre risulta diversamente regolato nelle linee di 

leucemia acuta mieloide. La risposta al trattamento è quindi positiva nelle 

linee di leucemia linfoblastica acuta, e ripristina il fenotipo normale 

dell’oncosoppressore FHIT.  Anche in questo caso, un unico trattamento ha 

due vantaggi: oltre all’inibizione dell’oncogene di fusione di MLL, la 

riattivazione della funzione di oncosoppressore di FHIT. 

 

Il gene ADAM10 (A disintegrin and metalloproteinase 10) appartiene ad 

una famiglia di proteine espresse sulla superficie cellulare con una struttura 

unica che possiede sia potenziale di adesione sia domini con funzione di 

proteasi. In particolare ADAM10 è una metallo proteasi che taglia diverse 

proteine tra cui TNF-alpha e E-cadherin. In diversi studi ADAM10 è risultato 
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espresso a livelli significativi in linee cellulari leucemiche 
[290]

. In questo 

lavoro, ADAM10 risulta rimanere costante o leggermente upregolato in tutte 

le linee cellulari trattate con siRNA MLL tranne nella linea KARPAS-45 con 

traslocazione MLL-AFX. Si può ipotizzare che l’overespressione di 

ADAM10, già associata a leucemie, non sia influenzata dal trattamento contro 

MLL. 
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3. Analisi proteica 

 

La difficoltà nell’analisi della proteina MLL consiste nel fatto che è una 

proteina di grandi dimensioni, sia la forma wild type, sia le forme traslocate 

(Tabella 20). 

Proteina Dimensioni (KDa) 

MLLwt 485 

MLL-AF9 170 

MLL-AF4 240 

MLL-ENL 250 

 

Tabella 20. Dimensioni di MLL e delle oncoproteine di fusione di MLL. 

 

Inoltre, le forme traslocate sono poco espresse a livello cellulare, anche 

nelle linee di leucemie acute con le rispettive traslocazioni di MLL (Figura 

25). 

Gli studi in letteratura prevedono il clonaggio di vettori contenenti i geni 

per MLL wild type o gli oncogeni di fusione di MLL, per permetterne 

l’overespressione 
[35,85-87,90,291-293]

. In questo studio si sono volute utilizzare le 

linee cellulari contenenti fisiologicamente le traslocazioni di MLL, senza una 

loro forzata overespressione, per valutare la loro risposta fisiologica al 

trattamento con siRNA, e per valutare le proprietà farmacocinetiche e la dose 

terapeutica dei siRNA necessaria per le quantità di oncogeni di fusione di 

MLL presenti normalmente nelle cellule leucemiche. 

In questo modo si sono avute difficoltà di rilevazione delle oncoproteine, 

sia wild type, sia traslocate (Figura 24). 
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4. Analisi di bioluminescenza 

 

La tecnologia della bioluminescenza è una metodica innovativa e di 

grande utilità e potenzialità nel campo della ricerca biomedica 
[207-210]

. 

Numerosi lavori scientifici stanno pubblicando esperimenti su modelli 

bioluminescenti di diverse patologie e tumori, compresi quelli ematologici 

[211-218]
. 

Il presente lavoro è il primo che approfondicse la problematica delle 

leucemie acute con traslocazioni di MLL dal punto di vista dello studio 

tramite bioluminescenza. 

Le linee cellulari di leucemia acuta mieloide THP-1 e MOLM-13 con 

traslocazione MLL-AF9 e di leucemia acuta linfoblastica SEM con 

traslocazione MLL-AF4 e KOPN-8 con traslocazione MLL-ENL 

ingegnerizzate stabilmente con il gene per la luciferasi, hanno risposto 

diversamente alla trasfezione ed hanno caratteristiche peculiari di espressione 

della luciferasi (Figure 26, 27). Infatti, le analisi in vitro hanno mostrato per 

ogni una diversa intensità del segnale bioluminescente della reazione 

luciferina/luciferasi in correlazione al numero di cellule, ed il valore di 

bioluminescenza è risultato specifico per ogni linea. Quindi ogni linea deve 

essere considerata un’entità a sé con caratteristiche di espressione proprie. 

Il successivo utilizzo di tali linee in vivo ha mostrato ulteriori 

caratteristiche proprie di ogni tipo leucemico, indicando che ogni 

traslocazione associata a MLL porta ad un fenotipo cellulare specifico e con 

caratteristiche differenti. Tutto il lavoro di questa tesi ha messo in evidenza le 

peculiarità di ogni tipo leucemico, confermato dalle differenti risposte ai 

diversi trattamenti, sia in vitro che in vivo. 
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5. Studi in vivo 

 

Le cellule di leucemia acuta con traslocazione di MLL sono state 

utilizzate per generare modelli murini bioluminescenti di leucemia acuta con 

traslocazioni di MLL per studiare la progressione della leucemia a livello 

preclinico in maniera non invasiva per l’animale, sensibile e rapido per quanto 

riguarda il metodo di rilevazione (Figura 30). 

I modelli murini bioluminescenti di leucemia acuta con traslocazioni di 

MLL generati in questo studio ed i risultati ottenuti sono stati sottoposti 

all’attenzione di importanti riviste scientifiche operanti nel campo 

dell’oncoematologia e della ricerca preclinica, e sono attualmente sotto 

revisione per una eventuale pubblicazione 
[238]

. Inoltre, data la rilevanza 

scientifica dei risultati, questo lavoro è stato scelto come comunicazione orale 

ed esposto al Simposio AISAL Imaging e Medicina Traslazionale tenutosi a 

Imola il 4-5 novembre 2010, e successivamente pubblicato sulla rivista 

scientifica Comparative Medicine 
[239,240]

. L’associazione AISAL si occupa di 

diffondere informazioni sul corretto uso degli animali da laboratorio, scambi 

di conoscenze e di esperienze in materia di sperimentazione animale; il parere 

favorevole espresso da AISAL nella valutazione di questo lavoro e nella 

scelta come presentazione orale al Simposio, ha ribadito l’importanza e la 

validità di questo studio volto all’approfondimento dell’andamento delle 

leucemie acute con traslocazione di MLL in vivo ed allo sviluppo di potenziali 

agenti terapeutici contro gli oncogeni di fusione di MLL. 

L’elevata sensibilità della bioluminescenza in vivo permette la 

rilevazione del tumore in fase precoce di sviluppo, prima che si manifestino 

segni di sofferenza e prima che si sviluppino metastasi solide in organi 

periferici, e permette la rilevazione del tumore sia in superficie sia in tessuti 

profondi. 
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I modelli murini bioluminescenti di leucemia acuta con traslocazioni di 

MLL ricapitolano il differente andamento delle leucemie acute mieloidi infant 

e dell’adulto con traslocazione MLL-AF9, e la rapida aggressività delle 

leucemie acute linfoblastiche bifenotipiche con traslocazione MLL-ENL e 

MLL-AF4. 

I modelli murini bioluminescenti di leucemia acuta con traslocazioni di 

MLL hanno mostrato diverso andamento della progressione leucemica, in 

particolare i modelli MLL-AF4, MLL-ENL, MLL-AF9 dell’adulto hanno 

sviluppato la leucemia nel midollo osseo e successivamente hanno dato 

disseminazione tramite il circolo sanguigno ad organi periferici. Il modello 

MLL-AF9 infant ha mostrato generazione ed attecchimento della leucemia 

solo a livello del midollo osseo. Probabilmente, questo andamento può essere 

dovuto ad una minore tendenza di infiltrazione della leucemia MLL-AF9 

infant. Inoltre, i due modelli MLL-AF9 possono avere un andamento 

differente dovuto alla differente origine: il modello MLL-AF9 infant è stato 

generato con cellule THP-1 stabilizzate dal sangue periferico di un bambino 

di un anno con leucemia acuta monolitica di sottotipoM5a, mentre il modello 

MLL-AF9 dell’adulto è stato generato con cellule MOLM-13 stabilizzate dal 

sangue periferico di un paziente maschio di venti anni con ricaduta di 

leucemia acuta monolitica di sottotipo M5a che è evoluta in sindrome 

mielodisplastica 
[243,250]

. 

Il modello MLL-AF9 infant ha mostrato in tutti i tipi di analisi 

caratteristiche di non infiltrazione e basso tasso di proliferazione (Figure 31-

34). Il modello MLL-AF9 dell’adulto ha mostrato invece rapida 

proliferazione e elevata aggressività. 

La bioluminescenza in vivo ha permesso di distinguere il diverso 

andamento della progressione della leucemia acuta mieloide con traslocazione 

MLL-AF9 infant o dell’adulto, e può essere di aiuto nello studio del 
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meccanismo d’azione dell’oncogene MLL-AF9 in differenti contesti come i 

pazienti pediatrici e adulti. 

I modelli di leucemia acuta linfoblastica hanno evidenziato entrambi 

caratteristiche di elevata aggressività: il modello MLL-AF4 ha mostrato 

elevata infiltrazione a livello periferico in tutti gli organi analizzati sia tramite 

analisi di bioluminescenza, sia tramite osservazione clinica sia tramite analisi 

molecolare, mentre il modello MLL-ENL ha mostrato elevato tasso di 

proliferazione e aggressività in base ai risultati delle analisi di 

bioluminescenza (Figure 30-34). Questi risultati ricapitolano l’elevata 

aggressività delle leucemie acute linfoblastiche, ribadiscono la corrispondenza 

con l’andamento clinico e  confermano tali modelli come ottimali per lo 

studio di queste leucemie. 

In sintesi, il parallelismo tra i risultati della bioluminescenza in vivo su 

tutti i modelli murini bioluminescenti di leucemia acuta con traslocazioni di 

MLL generati e l’andamento clinico delle leucemie acute con traslocazioni di 

MLL supporta ulteriormente tali modelli come strumenti ottimali per lo studio 

delle leucemie acute con traslocazioni di MLL. 

Inoltre, tali modelli possono essere complementari ai modelli transgenici 

di leucemie acute con traslocazioni di MLL poiché entrambi hanno la 

possibilità di rivelare diversi dettagli della trasformazione e della progressione 

della leucemia in vivo, e possono essere utili per la comunità scientifica per 

elucidare il trafficking in vivo delle diverse leucemie con traslocazioni di 

MLL 
[29,82,83,87,195-202,294,295]

.  

L’accurata definizione dell’evoluzione della leucemia in vivo dai primi 

stadi di attecchimento agli stadi finali di infiltrazione dell’intero organismo in 

questi modelli di leucemia acuta con traslocazioni di MLL rappresenta le 

caratteristiche ottimali per la definizione di trattamenti preclinici per validare 

l’efficacia di terapie mirate per questo gruppo di leucemie così aggressive. 
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Grazie a queste caratteristiche, tali modelli sono stati utilizzati in questo 

lavoro per condurre studi pilota di trattamenti in vivo con siRNA contro MLL. 

E’ risultata innanzitutto evidente la necessità di validare una metodica di 

delivery in vivo con possibilità traslazionabili in sperimentazione clinica 

sull’uomo. 

Numerosi studi su modelli animali hanno proposto la metodica di 

hydrodynamic injection come ottimale per la delivery di DNA e siRNA in 

vivo 
[296-305]

. La metodica di hydrodynamic injection è prevalentemente 

indicata per patologie al fegato in quanto il volume della soluzione iniettata 

nella vena caudale del topo raggiunge in primis i capillari epatici, ne permette 

l’apertura grazie all’elevata pressione, e permette la fuoriuscita della 

soluzione iniettata dai vasi e l’ingresso nel tessuto epatico. A livello del 

sistema epatico portale si ha poi la distribuzione della soluzione agli altri 

organi. Per questo motivo, in questo lavoro è stata scelta tale metodica in 

quanto le leucemie hanno un attecchimento iniziale al midollo osseo, ed una 

successiva distribuzione in circolo nei vasi ed ai tessuti periferici. Si è infatti 

potuta vedere dai risultati una diminuzione del segnale bioluminescente dei 

modelli trattati con la metodica di hydrodynamic injection, dovuta al 

raggiungimento della soluzione di siRNA alle cellule leucemiche attecchite 

nel midollo osseo, al silenziamento da parte dei siRNA dell’oncogene di 

fusione di MLL ed alla morte cellulare delle cellule leucemiche luminescenti 

(Figura 35). Anche a livello molecolare è stata verificata la validità del 

metodo tramite l’analisi Real-Time PCR per valutare il silenziamento del 

gene della lamina (Figura 36). 

Tale metodica risulta quindi praticabile a livello sperimentale su piccoli 

animali da laboratorio, ma trova difficoltà nell’applicazione clinica, in quanto, 

implicando l’utilizzo di una soluzione in volume pari a circa il 10% del peso, 

con velocità di infusione molto elevata, rischierebbe di causare collasso 

cardio-circolatorio. 
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Si è allora passati all’utilizzo di vettori non virali, quali nanoparticelle di 

PEI (polyethylenimine), una molecola polimerica con un’elevata densità di 

cariche cationiche, che le conferisce la capacità di legarsi con alta affinità a 

molecole negative quali gli acidi nucleici 
[306-308]

. Il PEI protegge gli acidi 

nucleici dalle nucleasi sieriche presenti nel torrente circolatorio, viene 

internalizzato nelle cellule per endocitosi e tampona il pH acido degli 

endosomi. In questo modo funge da “spugna protonica”, aumentando il flusso 

di protoni e acqua, facendo esplodere gli endosomi e rilasciando il contenuto 

nel citoplasma. Questo meccanismo permette agli acidi nucleici di non essere 

degradati dal pH endosomiale e ne mantiene la stabilità 
[309-311]

. 

Numerosi studi hanno mostrato le proprietà del PEI per quanto riguarda 

la delivery in vivo 
[312-318]

. Anche in questo lavoro il PEI è risultato un 

polimero utilizzabile per l’applicazione nel campo ematologico, in quanto in 

grado di raggiungere per via sistemica le cellule leucemiche attecchite a 

livello del midollo osseo e infiltrate negli organi periferici. 

Il fattore più delicato in base ai risultati è stato definire il rapporto 

ottimale tra cariche di azoto positive presenti nel PEI e cariche di fosfato 

negative presenti nel siRNA, in quanto devono essere mantenute entrambe le 

caratteristiche di buona efficienza di trasfezione e bassa tossicità.  

Esistono inoltre diversi tipi di molecole di PEI, differenti per quanto 

riguarda il peso molecolare, e la linearità o ramificazione. In base a studi 

preliminari e ricerche in letteratura, è stato scelto un polimero lineare di pero 

molecolare 25 KDa, per le sue caratteristiche di bassa tossicità e maggiore 

efficienza di complessazione e trasfezione 
[311-318]

. 

In base ai risultati è stato confermato che diversi rapporti di cariche 

mostrano risultati diversi in termini di efficienza di delivery (Figure 37-39). 

Un rapporto maggiore tra PEI e siRNA sembra avere effetti migliori in 

termini di silenziamento a rapporti più bassi; questo risultato può essere 

dovuto al fatto che una maggiore quantità di cariche positive da parte del PEI 
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favorisce l’ingresso a livello cellulare in seguito alle interazioni con le cariche 

negative dei fosfolipidi di membrana, mentre probabilmente una 

nanoparticella con meno densità di cariche positive interagisce più 

difficilmente con la membrana cellulare, restando a livello extracellulare e 

dando effetti aspecifici. Inoltre, una più bassa densità di carica potrebbe 

lasciare “scoperta” qualche molecola di siRNA che potrebbe essere degradata 

dalle nucleasi sieriche o dare effetti transitori aspecifici. L’elevata densità di 

cariche positive aumenta anche la capacità di tamponamento del pH acido 

degli endosomi, permettendo la protezione di una maggiore quantità di siRNA 

anche a livello intracellulare. 

In base ai risultati sono stati quindi definiti il rapporto, la dose e la via di 

somministrazione ottimali per l’utilizzo di siRNA contro gli oncogeni di MLL 

complessato con PEI (Figura 40). Queste caratteristiche hanno reso le 

nanoparticelle PEI-siRNA efficienti e non tossiche per il trattamento con 

siRNA contro gli oncogeni di fusione di MLL nei modelli di leucemie acute 

con traslocazioni di MLL utilizzati negli esperimenti. 
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CONCLUSIONI 

 

Al termine di questo lavoro, è possibile affermare che con questo 

progetto sono stati fatti numerosi passi avanti nello studio di nuove terapie 

molecolari per le leucemie acute con traslocazioni di MLL. 

E’ sicuramente ancora necessario approfondire le funzioni del gene MLL 

e degli oncogeni di fusione ed il loro coinvolgimento nei processi di 

proliferazione ed apoptosi. Infatti, il pathway a valle di MLL è molto 

complesso, e numerosi fattori sono coinvolti, come visto nelle analisi di 

espressione genica. 

Va considerato, infatti, che i migliori progressi a livello di chemioterapia 

sono stati raggiunti negli ultimi decenni con l’introduzione di 

polichemioterapie che avessero diversi bersagli terapeutici, in quanto il 

trattamento con un singolo agente può indurre resistenza e diminuzione della 

risposta alla terapia. 

Gli studi sul gene MLL possono portare anche alla scoperta di ulteriori 

target terapeutici da bersagliare in parallelo a MLL e per sviluppare nuovi 

approcci terapeutici per pazienti con questo tipo di leucemia.   

Il gene MLL è comunque un fattore centrale nelle leucemie acute che lo 

vedono coinvolto in diversi riarrangiamenti, ed è quindi un valido bersaglio 

terapeutico per terapie innovative, come si è voluto approfondire in questo 

studio. Infatti, è stata scelta l’innovativa tecnologia del silenziamento genico 

tramite siRNA per inibire l’espressione degli oncogeni di fusione di MLL. I 

siRNA progettati e validati hanno dato risultati incoraggianti sia a livello 

cellulare, che molecolare, che negli studi in vivo su modelli murini di 

leucemie acute con traslocazioni di MLL. 

Tali risultati evidenziano quindi promettenti presupposti per ipotizzare 

concretamente una loro traslazione in sperimentazione a livello clinico ed 
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ulteriori ricerche a partire da questi presupposti possono portare velocemente 

alla sperimentazione preclinica e clinica di tali terapie innovative ed 

all’utilizzo in trattamenti mirati per questo gruppo di leucemie così 

aggressive. 
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