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Fig. 7. Aumento di pAKT in seguito a iniezione di p110* e recupero parziale del fenotipo indotto 
da eif6 da parte di p110* (a) Western blottings su animal caps da embrioni controllo iniettati con 
GFP e da embrioni iniettati con p110*, rivelando con anticorpi anti-AKT e anti-pAKT. Si può notare 
un aumento della forma fosforilata di Akt nel campione derivante da embrioni iperesprimenti la forma 
costitutivamente espressa di pi3k. (b) Ibridazione in situ whole mount su embrioni iniettati con la sola 
GFP o con eif6 o co-iniettati con eif6-p110*, in un unico blastomero allo stadio2. Gli embrioni sono 
stati fissati a stadio di neurula e ibridati utilizzando il marker rax. L’embrione iniettato con GFP 
presenta la stessa intensità d’ibridazione tra lato iniettato e lato controllo. L’iniettato eif6 ha una 
riduzione notevole di rax nel lato iniettato rispetto al controllo interno e infine l’embrione co-iniettato 
eif6-p110* presenta una lieve differenza del marcatore rax ai due lati dell’embrione, il che porta a 
supporre un recupero del fenotipo indotto, da eif6, da parte di p110*.  
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5  gipc2 interagisce con eif6 e recupera il fenotipo dell’occhio 

Dal momento che i dati da me riportati mostrano che la proteina  eif6 co-

immunoprecipita con  igf1r, ho rivolto la mia attenzione a  gipc2, una gipc (GAIP 

interacting protein, C terminus), detta anche Kermit 2, anch’essa interagisce  con igfr ed 

è necessaria alla formazione dell’occhio. E’ particolarmente interessante il  fatto che i 

morfanti di gipc2 abbiano un fenotipo oculare molto simile a quello descritto per gli 

iperespressi di eif6 (De Marco et al., 2011; Wu et al., 2006). Le proteine gipc legano 

non solo igfr, ma anche molti altri tipi di molecule implicate nel signalling cellulare, 

incluso le semaforine M e F (Wang et al., 1999). In Xenopus gipc2 agisce a valle di igf 

nella formazione dell’occhio ed è fondamentale non per attivare, ma per mantenere 

l’attivazione di akt indotta da igf, indirizzandola specificamente alla morfogenesi 

dell’occhio (Wu et al., 2006). Questa interazione sembra richiedere il dominio PDZ di 

gipc (Booth et al., 2002). Il primo esperimento eseguito è stata una co-

immunoprecipitazione  gipc2-GFP/eif6   Dal momento che non esistono anticorpi anti-

gipc2 specifici per Xenopus, ho utilizzato proteine derivate da embrioni iniettati con 

messaggero gipc2 derivante da un vettore con costrutto gipc2-GFP in frame. E’ stato 

allora possibile utilizzare anticorpi anti-GFP per rivelare gipc2. Inoltre ho preferito 

effettuare questo esperimento su animal caps e  non su campioni interi, in quanto è in 

tali territori che si forma l’occhio e quindi il segnale dell’ igf endogeno e delle molecole 

con esso interagenti è ivi localizzato. I risultati indicano che eif6 e gipc2 interagiscono 

fisicamente (Fig. 8). Successivamente sono state eseguite ibridazioni in situ whole-

mount usando RNA anti-senso di gipc2 su neurule di iperespressi di eif6, S235A o  

GFP. Mentre in embrioni iniettati con GFP la intensità e il pattern dell’ibridazione è 

risultata essere identica in ambedue i lati (nella parte anteriore e dorsale dell’embrione), 
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sia negli embrioni iniettati con  eif6 che in quelli iniettati con S235A, gipc2 è molto 

meno espressa nel lato iniettato rispetto al lato non iniettato e questa differenza è ben 

evidente nel campo dell’occhio (Fig. 9a). Questi dati suggeriscono che eif6 possa 

regolare negativamente la traduzione dell’ mRNA di gipc2 e che la fosforilazione di 

eif6 in S235 attuata da pkc non è coinvolta in questo processo, in accordo con i dati  che 

hanno mostrato che il fenotipo oculare non è correlabile con l’azione di eif6 sulla 

traduzione mediata da lla fosforilazione  di PKC sulla serina 235 di eif6. L’analisi 

mediante Real-Time PCR su RNA di campioni iniettati con concentrazioni crescenti di 

mRNA di eif6 mostra che in effetti eif6 abbassa i livelli di espressione di gipc2 in modo 

dose-dependente (Fig. 9g). Questi dati indicano che l’espressione di eif6 regola 

negativamente l’espressione di gipc2. La Real-Time PCR effettuate su RNA di morfanti 

di eif6 mostrano invece un aumento minore di gipc2 (Fig. 9h). Per rendere più fruibile 

questo risultato andrebbero iniettate dosi più alte di  morfolino, ma ciò è sconsigliabile 

dal momento che eif6 è necessaria alla vita cellulare e perché è noto che elevate quantità 

di morfolino possono portare ad aspecificità  (Heasman, 2002). Successivamente ho 

effettuato una co-iniezione con mRNA di eif6  e di gipc2 per investigare se gipc2 è in 

grado di recuperare il fenotipo oculare da iperespressione di eif6. Ho effettuato sulle 

neurale derivanti da tale co-iniezione ibridazioni in situ whole mount utilizzando rax, 

marcatore del campo dell’occhio come anche pax6 e otx2  marcatori dell’occhio e del 

cervello anteriore. In effetti, ho potuto riscontrare che a seguito di questa co-iniezione si 

verifica un recupero parziale (pax6 e otx2) o totale (rax) della marcatura e quindi del 

campo dell’occhio (Fig. 10). Ciò porta a concludere che l’effetto dell’iperespressione di 

eif6 può essere bilanciato dall’introduzione di gipc2 per ottenere una appropriata 

formazione dell’occhio.  
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Fig. 8. Interazione proteica tra eif6 e gipc2. Immunoprecipitazione effettuata su estratti proteici 
da embrioni iniettati con GFP-gipc2 (gipc2 in frame con GFP). Le immuno-precipitazioni sono 
state effettuate utilizzando anti-eIF6 come anticorpo per immuno-precipitare e per rivelare la 
presenza di gipc2  l’anticorpo anti-GFP e viceversa. Le due proteine co-immunoprecipitano. Viene 
usato l’anticorpo anti-GFP per mancanza di anti-gipc2, ragion per cui non si usano come controllo 
embrioni wild type ma iper-espressi GFP-gipc2.  
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 Fig. 9. Effetti dell’iperespressione di eif6 sull’espressione di gipc2. (a-f) embrioni iniettati in un 
blastomero allo stadio di due cellule con la sola GFP (a,d) o con eif6 mRNA (b,e) o con 
S235AmRNA (c,f) e raccolti allo stadio di neurula. I lati iniettati (a,c,e,f) mostrano una marcatura di 
gipc2 inferiore rispetto al lato non iniettato. (a e d). Il lato iniettato di embrioni iper-esprimenti la sola 
GFP, non mostra alcuna differenza con il lato non iniettato. (g-h) mostrano gli effetti dell’iper-
espressione di dosi crescenti di eif6 sull’espressione del messaggero di  gipc2.  

 

 
(g) Real-Time PCR. Il primo grafico riguarda la valutazione della variazione di espressione del 
messaggero di gipc2 in RNA estratti da embrioni iniettati, in un singolo blastomero allo stadio2, con 
quantità crescenti di eif6. Come normalizzatore è stato utilizzato il messaggero del gene odc e per 
ottenere i livelli basali delle espressioni dei vari messaggeri le Real-Time PCR sono state effettuate 
anche su iniettati GFP. L’espressione di gipc2 sembra subire un decremento sempre maggiore al 
crescere della quantità di eif6 utilizzata. (h) Il secondo grafico riguarda l’analisi dell’espressione di 
gipc2 in campioni iniettati con morfolino-eif6, sempre rapportati agli iniettati-GFP e come 
normalizzatore è stato usato odc. In questo caso si riscontra un lieve aumento di gipc2.  
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 Fig. 10.  (a)–(i) Embrioni iniettati con GFP (300pg) o con eif6 (400 pg), o con eif6 (400 pg) e 
gipc2 (40ng) in un singolo blastomero allo stadio 2 cellule e fissati allo stadio di neurula. 
Ibridazione in situ whole mount effettuata utilizzando i markers: rax (a-c), pax6 (d-f) e otx2 (g-i). 
Gli iniettati GFP hanno uguale espressione nel lato iniettato e nel controllo interno dei markers: rax 
(a), pax6 (d) e otx2 (g). L’iperespressione di eif6 riduce specificamente: rax (b), pax6 (e) e otx2 (h) 
nella zona presuntiva di formazione dell’occhio. I co-iniettati eif6-gipc2 hanno uguale espressione 
nel lato iniettato e nel controllo interno di tutti e tre i markers e ciò è indice del completo recupero, 
del fenotipo indotto da eif6, da parte di gipc2. 
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8 gipc2 interagisce con alcune semaforine (4c e 4g)  nella formazione 

dell’occhio 

gipc2 interagisce con numerose proteine, molte delle quali sono proteine di membrana, 

come per esempio le  semaforine-SemF e Sema 4C (Wang et al.,1999). Tra le 

semaforine studiate in Xenopus, la sema4C è espressa nell’occhio e in altri organi tra cui 

il pronefro, mentre solo una, la semaforina 4G viene espressa principalmente 

nell’occhio e nel pronefro, sebbene una certa espressione si verifichi anche nella 

vescicola otica. Ambedue le semaforine sono trans-membrana ed hanno il consensus 

binding site per il dominio PDZ di gipc2 (Koestner et al., 2008). Come descriverò di 

seguito, in Xenopus, gli iperespressi di eif6 hanno un difetto nella formazione del 

pronefro. Inoltre gipc2 e igf1r sono espressi nel pronefro (Wu et al, 2006; Groigno et 

al.,1999) e i morfanti di gipc2 hanno un pronefro anomalo.  Sembrerebbe quindi che gli 

stretti rapporti esistenti in questi organi tra igf signalling, eif6 e gipc2 abbiano rilevanza 

per il loro sviluppo. La mia ricerca ha potuto approfondire solo in parte il rapporto tra 

sema 4c/sema 4g e lo sviluppo dell’occhio. Ho iniziato con esperimenti di loss-of-

function. Embrioni iniettati  con morfolino di sema 4g (10 ng, n= 30; 20 ng, n =30) 

hanno gravi difetti dello sviluppo dell’occhio, come mostrato nella figura 15 (embrioni 

a stadio 32 e 38), e anche nel pronefro. Embrioni iniettati con morfolino di sema 4c 

hanno anch’essi riduzione dell’occhio, ma le variazioni fenotipiche complessive sono 

più marcate dal momento che la dimensione corporea è molto ridotta (Fig. 15c,f). 

Ibridazioni in situ whole mount allo stadio 20 eseguite su morfanti di sema 4g e usando 

rax e pax quali RNA antisenso, indicano entrambe che il campo dell’occhio è 

fortemente ridotto nel lato iniettato (Fig. 15 i-j). Nel caso dei morfanti di sema 4c, il 

campo dell’occhio è solo parzialmente ridotto (Fig. 15 k,l). Per verificare se le 
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semaforine 4c e 4g interagissero a livello proteico con gipc2  ho progettato esperimenti 

di transfezione in cellule 293T. Ho dunque effettuato il clonaggio nel vettore di 

espressione PCS2+MT, di tre semaforine: le sema 4c, 4g e 4b. Ho scelto la sema 4b  

perchè ha localizzazione diversa dalle prime due e non possiede il sito di legame per il 

dominio PDZ di gipc2, così da poterla usare quale controllo negativo. Il vettore 

PCS2+MT porta all’espressione di proteine con una sequenza myc in frame. Ciò 

permetterà di rivelare le semaforine con anticorpo anti-myc, condizione necessaria dal 

momento che  in commercio non esiste un anticorpo capace di riconoscere le 

Semaforine 4 di Xenopus laevis. Per comprendere se le semaforine interagissero con 

gipc2 attraverso il PDZ domain utilizzerò due vettori contenenti gipc2-wt e gipc2-

mutata perché priva del sito PDZ, gentilmente forniti dal Dr. Marsden della University 

of Waterloo, Canada. L’esperimento di trasfezione e immunoprecipitazione sarà 

condotta in collaborazione con il prof. Luca Tamagnone dell’Università di Torino. Da 

esperimenti preliminari sembrerebbe che entrambe le sema 4c e 4g interagiscono solo 

con gipc2-wt e non con la sua forma mutata, ipotizzando che le semaforine 4c e 4g si 

leghino a gipc2 e che  il legame sia proprio dovuto all’interazione con il dominio PDZ. I 

risultati ottenuti, sebbene abbiano bisogno di ulteriore sperimentazione, suggeriscono 

che gipc2 interagisca con sema 4c e sema 4g e che queste due semaforine siano 

essenziale per la corretta morfogenesi dell’occhio e probabilmente del pronefro. 
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Fig. 15 (a-f) Embrioni iniettati GFP (400 pg) da sola o mo-sema4g (20ng) o mo-sema4c (20ng) in un 
singolo blastomero allo stadio 2 e fotografati a stadio 32 (a-c) e a stadio 38 (d-f). Gli embrioni 
iniettati GFP non mostrano alterazioni fenotipiche (a,d). Gli embrioni iniettati mo-sema4g mostrano 
occhio ridotto e edema nella zona antero-ventrale (b,e). Gli embrioni iniettati con mo-sema4c hanno 
il fenotipo oculare, l’edma ventrale e lunghezza ridotta (c,f) . (g-l) Ibridazione in situ whole mount 
effettuata utilizzando i markers: rax (g,i,k) e pax6 (h,j,l). Iniettati GFP hanno uguale espressione nel 
lato iniettato e nel controllo interno dei markers (g,h). Gli embrioni iniettati con  mo-sema4g (i,j) 
hanno una forte riduzione dei due markers nel lato iniettato rispetto al controllo interno, invece gli 
iniettati mo-sema4c (k,l) hanno una riduzione più lieve dei marcatori nel lato iniettato rispetto al lato 
non iniettato.   
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9  eif6 potrebbe regolare gipc2 attraverso i miRNA? 

eif6 sembra regolare il messaggero di gipc2. Dato che la sua azione più conosciuta, 

quale regolatore della traduzione dipendente dalla fosforilazione da parte di pkc, non ha 

a che fare con la sua funzione su gipc2 ed essendo noto che eif6 sia una componente del 

RISC (Chendrimada et al. 2007), ho ipotizzato che la regolazione di eif6 su gipc2 si 

potesse esplicare nel RISC. Ho quindi verificato la presenza di siti d’interazione con i 

miRNA sulla 3’UTR di gipc2. A tale scopo ho inserito la sequenza sia nel programma 

miRBase (Griffiths-Jones S et al., 2008) che in miRanda (www.microrna.org), ho 

incrociato i dati rilevati e avuto i miRNA riscontrati con entrambe i programmi: 

miR-441a, miR-1183, miR-144*, miR-3524, miR-3576, miR-228, miR-304, miR-4083-

3p, miR3637, miR-1823, miR-471-3p, miR-UL36*, miR1853-5p, miR-885, miR-3041, 

miR-548f, miR2119, miR-4194-3p, miR837-5p, miR-467c, miR-1612, miR-3033, miR-

181b-2*, miR-539*, miR-16c, miR-539-3p, miR-1422k-3p, miR-153*, miR-467e*, 

miR-467c*, miR-669b*, miR-669m-3p, miR-532-5p, miR-190, miR-190, miR-3525, 

miR-539, miR-1818, miR837-5p, miR-548g , miR-96b*, miR-190b*, miR-1760, miR-

722. Molti miRNA vengono confermati e tra questi diversi sono, da letteratura, presenti 

nell’occhio, nel rene o in entrambe. Un esempio è il miR30 (Agrawal R. et al., 2009) 

che si sa essere fondamentale per la formazione del pronefro in Xenopus laevis e il 

miR467e* presente nell’occhio di topo, il miR-532-5p coinvolto nel cancro del rene e 

nel retinoblastoma in uomo (Dave S. B. Hoon et al 2011).     

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MIMAT0017250
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MIMAT0009419
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Il  controllo della traduzione di messaggeri da parte di eif6 nell’ 

organogenesi di Xenopus 

Il controllo della traduzione di proteine specifiche è fondamentale per la graduale 

restrizione della potenzialità e l’avvio al differenziamento terminale durante lo sviluppo 

embrionale. La mia ricerca  è partita da questa considerazione ed ha riguardato il ruolo 

del fattore eucariotico di inizio della traduzione, eif6. Essa si è basata principalmente su 

esperimenti di gain-of-function e di loss-of-function, che mi hanno permesso di 

individuare, in particolare, fenotipi alterati negli iperespressi di eif6, riguarda l’occhio e 

il pronefro. Il motivo di base che ha ispirato la mia ricerca su eif6 è che esso regola la 

traduzione di mRNA specifici a seguito di stimolazione da parte di fattori di crescita. 

Nei mammiferi tale regolazione è principalmente basata nell’impedire che le subunità 

ribosomali interagiscano in assenza di fosforilazione effettuata da PKC. Come spiegato 

in precedenza eif6 mutata in Ser235A non può quindi essere fosforilata (Ceci et al., 

2003). Nello Xenopus Carotenuto et al. (2005) hanno mostrato che eif6 viene fosforilata 

durante la oogenesi a seguito della cascata di fosforilazioni che portano alla 

maturazione dell’oocita, per cui esistono due forme di eif6, una fosforilata e l’altra no di 

diverso peso molecolare nell’oocita maturo. Queste due forme coesistono durante lo 

sviluppo embrionale e quando legate alla 60S sono in parte immobilizzate dal 

citoscheletro citocheratinico. Vaccaro et al. (2006 a, b) hanno poi messo in luce che 

nello Xenopus il sito Ser235 in eif6 è conservato. Nel mio lavoro di tesi ho mostrato 

che, anche in Xenopus, Ser235 di eif6 è il sito potenziale di fosforilazione da parte di 

pkc. Ho infatti eseguito un esperimento ispirato al fatto che in cellule di mammifero eif6 
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inibisce specificamente la traduzione di  -catenina (Ji et al., 2008). Ho constatato che 

lo stesso si verifica per la -catenina in Xenopus e che Ser235 è necessaria per la 

traduzione di questa proteina. In un lavoro precedente è stato inoltre dimostrato che 

Ser235 è necessaria all’espletamento della funzione apoptotica di eif6, mostrando in 

particolare che eif6 agisce come regolatore della sintesi delle proteine che sono 

coinvolte nell’apoptosi (De Marco et al., 2010a). E’ interessante ricordare qui che dati 

sperimentali esposti nella mia tesi hanno evidenziato che l’apoptosi non è responsabile 

del fenotipo oculare in esame. Nel caso del fenotipo oculare dovuto all’iperespressione 

di eif6, ho invece verificato che gli embrioni iniettati con mRNA di S235A, presentano 

il fenotipo oculare allo stadio di girino, esattamente come avviene negli embrioni 

iniettati con eif6. Similmente ho potuto constatare per il fenotipo alterato del pronefro 

dovuto ad iperespressione di eif6 che: esso si ritrova anche in embrioni iniettati con la 

forma di eif6 mutata in S235. In letteratura è noto che nel RISC, macchinario 

molecolare capace di reprimere la traduzione in base all’azione dei miRNA, è presente 

sia eIF6 sia la subunità ribosomale 60 S ed in tal modo, secondo Chendrimada et al. 

(2007) eIF6 può inibire la traduzione bloccando il riciclo dei ribosomi su specifici 

mRNA bersaglio. Tuttavia, secondo Eulalio et al., (2008), eIF6  non sarebbe affatto 

necessaria per la inibizione della traduzione basata sull’azione dei mi-RNA. Nel mio 

lavoro di tesi ho mostrato che eif6 modula la traduzione dell’mRNA di  gipc2.  Ho 

quindi ipotizzato che l’attività di eif6 su gipc2 si possa esplicare attraverso il RISC 

mediante l’azione di mi-RNA, come ipotizzato da Chendrimada et al. (2007). Un’analisi 

informatica mi permette di sostenere questa ipotesi. Infatti gipc2 ha diversi siti bersaglio 

per differenti miRNAs. Le analisi della 3' UTR di gipc2 attraverso i programmi 

miRBase (www.mirbase.org) e miRanda (www.microrna.org) riscontrano siti di legame 
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per miRNA implicati nello sviluppo del rene e/o dell'occhio. Un esempio è il miR30 

(Agrawal R. et al., 2009) che sembra regolare lo sviluppo del pronefro in Xenopus e il 

miR467a implicati nello sviluppo dell'occhio in topo (Karali et al., 2010). Questo studio 

quindi potrebbe confermare che la specificità di azione di eif6 nei riguardi di ben precisi 

mRNA sia basata sulla presenza, in questi ultimi, di siti di legame per miRNA. Studi 

futuri dovranno dimostrare la validità di questa ipotesi. 

 

I livelli di espressione di eif6 nello sviluppo embrionale 

Un punto fondamentale mostrato dalla mia ricerca è che mentre elevati livelli di eif6 

agiscono sfavorevolmente nello sviluppo, la sua parziale deplezione non vi arreca alcun 

danno. D’altro canto è noto che, per eIF6, anche nel topo si hanno effetti tessuto-

specifici e dose-dipendenti, ma in direzione inversa, dal momento che è stato dimostrato 

che topi eIF6+/-, dove si riscontra il 50% circa di diminuzione della proteina in tutti i 

tessuti, presentano effetti tessuto specifici i.e., riduzione della massa corporea e blocco 

della transizione G1/S solo nel fegato e nel tessuto adiposo (Gandin et al., 2008).  Nel 

mio lavoro di tesi ho iniettato dosi crescenti di mRNA di eif6 ed ho ottenuto  

percentuali maggiori del fenotipo oculare con dosi di 400 pg rispetto a quando iniettato 

con 100pg, mentre  dosi standard di morfolino, 7.5ng, producono un fenotipo normale. 

Simili risultati si sono ottenuti per quanto riguarda il pronefro. Sembra quindi che nello 

Xenopus i livelli di eif6 al di sotto di una soglia fisiologica siano sufficienti per la 

corretta tempistica di sviluppo dell’occhio e per ottenere un pronefro normale, mentre 

livelli superiori a questo valore inducano le anomalie osservate. I livelli di eif6 appaiono 

allora essere altamente regolati durante l’embriogenesi per ottenere uno sviluppo 

corretto. La modulazione del livello fisiologico di eif6 potrebbe partire da fattori di 
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crescita igf-like. E’ noto che  il segnale Igf modula la formazione dell’occhio  (Richard-

Parpaillon et al., 2002; Pera et al., 2001; Wu et al., 2006) e recettori per igf 

sembrerebbero essere attivi anche nel pronefro (Groigno et al 1999). D’altra parte ho 

mostrato che eif6 modula segnali che partono dai recettori igfr, in particolare eif6 

modula l’espressione di gipc2. Potrebbe essere questa stessa proteina ad agire, grazie ad 

un loop regolativo, sui livelli di eif6 mantenedoli nel range fisiologico. Futuri 

esperimenti saranno rivolti allo studio  di tale ipotetica regolazione. 

 

I segnali provenienti da igf e l’interazione con gipc2 nell’organogenesi 

dell’occhio e del pronefro 

La realizzazione di un organo quale l’occhio o il pronefro è materia estremamente 

complessa e sicuramente sono molti gli stimoli che concorrono a queste finalità. Gli 

esperimenti di co-immunoprecipitazione con anticorpi anti-Eif6 e anticorpi che 

riconoscono indirettamente igfr1 hanno mostrato che eif6 interagisce con igfr e 

successivamente l’impiego di anticorpi contro le forme fosforilate e non di akt e di 

mapk mi hanno permesso di concludere che la iperspressione di eif6 regola 

negativamente la fosforilazione di akt e non di mapk. Quindi eif6 è attivo lungo il ramo 

pi3k/akt di igfr per partecipare alla corretta formazione dell’occhio, come anche 

mostrato dagli esperimenti di recupero del fenotipo oculare mediante co-iniezione di 

eif6 e di p110*, la subunità costitutivamente attiva di pi3k. Ciò è in pieno accordo  con 

il fatto che igf è necessaria e sufficiente per la formazione delle strutture embrionali 

anteriori occhio incluso (Pera et al., 2001 and Richard Parpallion et al., 2002). Inoltre, 

visto che la diminuzione di p-akt negli embrioni inettati con eif6 si verifica solo in 

embrioni che hanno superato lo stadio 10, posso dire che eif6 è attivo nel mantenere non 
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nel provocare il segnale di igf necessario alla formazione di quest’organo. Ho poi 

mostrato che eif6 interagisce con gipc2, proteina necessaria alla formazione dell’occhio 

in Xenopus laevis (Wu et al., 2006). I morfanti di gipc2 hanno un fenotipo molto simile 

a quello degli iperespressi di eif6. gipc2 interagisce con igfr ed è fondamentale per lo 

sviluppo igf-dipendente dell’occhio, ma evidentemente in direzione opposta a eif6 

perchè sono i suoi morfanti e non gli iperespressi ad avere occhi rudimentali. Anche 

gipc2 partecipa al segnale pi3k-akt a valle di igf, e anch’essa è importante per il 

mantenimento non per iniziare il signalling (v. Wu et al., 2006). Quindi eif6 e gipc2 

interagiscono per convogliare l’attivazione del segnale igf alla formazione dell’occhio. 

Come accennavo in precedenza le due proteine probabilmente agiscono mantenendo i 

loro livelli a valori costanti. Al momento posso solo affermare però che gli esperimenti 

da me effettuati di Real-Time PCR e quelli di recupero del fenotipo oculare mediante 

co-iniezione di gipc2/eif6 mostrano, che eif6 regola i livelli di gipc2 in un modo dose-

dipendente. Nel complesso, la capacità di eif6 di abbassare i livelli di gipc2 suggerisce 

che per avere la formazione di un occhio normale la proteina gipc2 non debba diminuire 

al di sotto di una concentrazione soglia e che, reciprocamente, eif6 non debba superare 

una concentrazione soglia (vedi De Marco et al., 2011). Quindi il ritardo della 

formazione dell’occhio causato da iperespressione di eif6 è dovuto alla capacità di 

questa proteina di abbassare i livelli di gipc2. Gli esperimenti condotti sul pronefro 

indicano che la iperespressione di eif6 produce un fenotipo aberrante del pronefro 

accompagnato dalla formazione di un edema ventrale-anteriore che è la spia del 

malfunzionamento pronefrico. Il pronefro degli iperespressi presenta sia il glomo che i 

tubuli e il canale collettore severamente ridotti. Ho potuto mostrare ciò mediante 

l’impiego di mRNA antisenso specifici per i tre principali costituenti del pronefro. 
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Anche in questo caso gli embrioni iniettati con morfolino di eif6 non differiscono dagli 

embrioni w.t., come accennato. D’altro canto ho mostrato in modo assolutamente 

sovrapponibile a quanto mostrato per il fenotipo oculare, che i morfanti di gipc2 hanno 

un forte difetto nella formazione del pronefro, mentre gli iperespressi gipc2 hanno un 

pronefro normale. Quindi, come già menzionato, nel caso dell’occhio, per avere una 

corretta formazione del pronefro i livelli di espressione di gipc2 devono essere al di 

sopra di un valore soglia, per altro assai simile a quello necessario al corretto timing 

della formazione dell’occhio. Anche in questo caso embrioni co-iniettati con morfolino 

di gipc2 e p110* recuperano il fenotipo difettoso del pronefro, mostrando che alla 

formazione del pronefro concorre lo stesso tipo di segnale che parte da igfr per la 

formazione dell’occhio. Dal momento che due organi, l’occhio e il pronefro sono 

regolati dall’interazione di eif6 e di gipc2 lungo il pathway di pi3k/akt, si potrebbe 

supporre che questa interazione sia attiva anche nella determinazione di altri organi 

dello Xenopus. Mettendo a confronto i pattern di espressione di eif6 e di gipc2, si può 

ipotizzare che questo potrebbe essere il caso, per esempio, della vescicola otica 

(Vaccaro et al., 2006; Wu et al, 2006).  

 

gipc2 interagisce con altre molecole transmembrana 

Un punto estremamente importante, a mio avviso, è che eif6 interagisca proprio con 

gipc2 che è un formidabile centro di smistamento di segnali ad altri signalling 

pathways. Tale proteina lega non solo igfr, e tipicamente RDGS-GAIP (De Vries et 

al.,1998, Booth et al., 2002), ma anche svariati recettori di membrane incluso alcune 

semaforine di tipo 4 (Wang  et al.,1999). E’ lecito ipotizzare che eif6 regoli i livelli di 

gipc2 che portano di conseguenza all’attivazione di signalling a valle, specifici a 
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seconda dell’organo.  Koestner  et al. (2008) definendo l’espressione di 13 semaforine 

nello sviluppo di Xenopus laevis, hanno mostrato che sema4c è espressa nell’occhio e 

nel pronefro oltre che in svariati altri organi mentre la sema 4g è espressa solo 

nell’occhio, il pronefro e il placode otico. Esperimenti in via di completamento e in 

collaborazione con il gruppo del Prof. Tamagnone dell’Università di Torino hanno 

mostrato che ambedue queste semaforine interagiscono con gipc2, ma non con la forma 

mutata di gipc2 che manca del dominio PDZ  specifico per il legame con le semaforine 

in questione. Embrioni iniettati  con morfolino di sema4g hanno gravi difetti dello 

sviluppo dell’occhio e anche nel pronefro. Embrioni iniettati con morfolino di sema4c 

hanno anch’essi riduzione dell’occhio, ma le variazioni fenotipiche complessive sono 

più marcate dal momento che la dimensione corporea è molto ridotta. Studi futuri 

dovranno definire le basi molecolari e il significato di questa interazione.
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