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|. SCOPO DELLA TESI



1.SCOPO DELLA TESI

| pesci ossei, 0 teleostei, rappresentano un nodelimale molto interessante impiegato
anche nello studio di patologie umane. La loro ingrza deriva dalla posizione filogenetica
occupata, in quanto sono i vertebrati piu anti¢td mostrano un organizzazione anatomica e
funzionale del sistema immunitario conservata itietde classi dei vertebrati. Inoltre i
teleostei vengono impiegati in vari campi delletéomologie animali.

Negli ultimi anni si & assistito ad un rapido imoento nelle conoscenze del loro
sistema immunitario e del clonaggio di geni omolagidificanti per molecole aventi attivita
immuno-modulatoria.

Tali studi, effettuati con metodiche di biologia lexlare, hanno evidenziato le
notevoli somiglianze nelle sequenze geniche egsidtanteleostei e mammiferi; per contro le
attivita biologiche espletate dai leucociti deietstei sono praticamente sconosciute. E
proprio in tale ambito che trova valenza il laveftettuato durante gli annni di dottorato, il
cui scopo principale e quello di indagare i mecsauicellulari delle reazioni immunitarien'
vitro” cosi da fornire evidenze sperimentali sulle pagola leucocitarie coinvolte e sui loro
meccanismi d’azione.

Questo lavoro e stato possibile grazie alla didpbia di marcatori specifici per le
cellule T e B rappresentati dagli anticorpi monaello DLT15 e DLIg3 utilizzati per la
tipizzazione diretta dei linfociti estratti da sawegperiferico e da altri organi, da sonde di
DNA per vari geni coinvolti in reazioni immunitarguali: TcRa e, per la catena leggera
delle IgM, MHCII, dei corecettori CD4, CIa8 delle citochine IL-1, TN&, COX-2, IL-10,
TGH31 e della proteina antivirale MX.

Una parte del lavoro é stata volta allo studio aleisposta antivirale utilizzando un
retrovirus specifico (VERvV) di teleostei con lo poadi chiarire mecchinsmi di difesa cellulo-

mediata.
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2. SINTESI DELLA TESI

Il lavoro sperimentale effettuato in questa tesi diittorato e consistito nello studio
dell'attivita di leucociti coinvolte in reazioni lageniche, xeno geniche, di
immunomodulazione mediante pratiche di vaccinazistadio dell’espressione genica e
produzione di un anticorpo anti C8Nella prima fase sperimentale sono state studiate
reazioni di leucociti di sangue periferico (PBLj ‘vitro” in risposta a stimolo allogenico
derivante da PBL inattivati mediante irradiazioran cdaggi X nel teleoste®icentrarchus
labrax (spigola). | risultati ottenuti mostrano un maccaicremento del numero dei linfociti
T dopo 2 settimane di incubazione in reazioni ueilonali di leucociti mescolati (MLR:
mixed leukocyte reaction). Viceversa i linfociti®n sembrano essere coinvolti nella MLR
in quanto i valori ottenuti sono paragonabili alovaottenuti dai PBL di controllo mantenuti
in coltura senza alcuno stimolo.

La proliferazione dei linfociti T e stata anche fmmata mediante RT-PCR attraverso
I'analisi dell’espressione dell’ mRNA per il recaté dei linfociti T (TCR: T-cell receptd).
Per contro e stato osservato un significativo deerdgo della proliferazione dei linfociti T
mediante l'aggiunta di ug/ml di ciclosporina A (CsA) alle colture di MLR. leucociti
prelevati dalle colture di MLR hanno mostrato unsskile aumento dell’ attivita citotossica
rispetto ai campioni di controllo, questo dato srggre la presenza ed il coinvolgimento di
linfociti citotossici (CTL) nelle reazioni di MLRL attivazione cellulare dei PBL in reazioni
di MLR a 2 settimane di incubazione é stata deteatai mediante I'analisi della
mobilizzazione intracellulare di €aanticorpo-indotta misurata con Fura-2 AM. Con daies
metodica si & osservato un aumento della mobilianazdi C&" intracellulare negli MLR
mentre & diminuita con la presenza di CsA. Nelleosda fase sperimentale, invece, sono
state studiate reazioni di citotossicita verso dgirsxenogenici e I'immunomodulazione
derivante da vaccinazione. | risultati mostranocomvolgimento di linfociti T e B e per
guanto riguarda i pesci sottoposti a vaccinazianevslenzia una notevole produzione di
immunoglobuline specifiche, cio e stato anche evidgo mediante lo studio dell’espressione
genica dei geni coinvolti in tali reazioni. Mediarngsperimenti di Real-time PCR sono stati
studiati alcuni geni del sistema immunitario inivaigani emopoietici quali Timo, intestino
(GUT), rene cefalico (HK), milza (Spleen) e sangeeiferico (PBL). La scelta di effettuare
indagini anche nell'intestino & maturata dal fafbe esso € il distratto anatomico in cui si

denota una predominante espressione di geni agsaiciafociti T. | risultati mostrano una



notevole presenza di geni correlati a cellule Ttimab e nell'intestino; cid fa pensare che il
sistema immunitario acquisito possa aver avutovedeaimportanti correlazioni con il sistema
digerente. Dati preliminari ottenuti nel nostro dadtorio hanno dimostrato che che la
popolazione T del GALT contiene cellule CW8TCRy" e cid suggerisce una similarita con il
fenotipo cellulare IELs nei mammiferi.

Il lavoro effettuato durante la tesi rappresenta daterminazione diretta e quantitativa
di alcune attivita delle cellule T e Bn"vitro” in una specie di teleosteo. | dati ottenuti
chiariscono per la prima volta in un modello piscialcune attivita cellulari legate alle

risposte immunitarie e suggeriscono meccanismiereas nell'evoluzione dei vertebrati.
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3. INTRODUZIONE

Il piu grande gruppo vivente di Vertebrati & castd da pesci ossei ed € rappresentato
da piu di 20000 specie. Tra questi, i Teleosteipragentano un gruppo di notevole
importanza sia da un punto di vista biotecnologpm, il loro largo impiego in acquacoltura,
sia perché sono il piu antico gruppo di vertebcath un sistema immunitario che mostra
ampie analogie con i sistemi di difesa innati edlttadivi dei Vertebrati superiori.

Le prime ricerche che evidenziano la presenza dsistema immunitario nei pesci ossei
risalgono agli anni '40 (Duff, 1942), successivateemegli anni '60, sono stati effettuati
studi sulla risposta anticorpale verso un antigeinale (Siegel, 1965). Nel 1969 é stata
riportata la scoperta di attivita T-mediate (Lesli869) e piu tardi quella delle cellule T stesse
(Cuchens, 1977).

Dopo questi primi studi é stata supposta la presetizmolecole di amplificazione e
regolazione leucocitaria. E stato infatti dimosirathe supernatanti di leucociti da rene
cefalico di carpa attivati con fitoemoagglutina @Hcontengono un fattore di crescita
leucocitario che induce la proliferazione di linfadti purificati (Grondel, 1984). Negli ultimi
anni gli studi si sono indirizzati verso l'identéizione di marcatori immunitari specifici con
lo scopo di poter delineare un profilo sempre péitaliato dei meccanismi molecolari e
delle popolazioni cellulari coinvolte nella commas rete di interazioni del sistema
immunitario. A tale scopo, la produzione ed il sggivo utilizzo di anticorpi monoclonali
diretti contro specifiche popolazioni cellulari hatevolmente facilitato la caratterizzazione
delle popolazioni leucocitarie presenti nelle dseespecie.

Le popolazioni cellulari del sistema immunitarioi deleostei possono essere suddivise in
Linfociti B (Irwin et Kaattari, 1986; Miller et g31.1994; Koumans-Van Diepen et al., 1994),
Linfociti T (Lin et al., 1992, Miller et al., 1994pgranulociti (Bly et al., 1990; Ainsworth et
al., 1992; Hine et al., 1992; Slierendrecht et H995; Verburg-van Kemenade et al., 1995),
trombociti (Esteban et al., 1989; Rombout et #96), macrofagi (Mesenguer et al., 1991;
Hardie et al., 1994; Sveinbjornsson et Seljelid94)9e cellule citotossiche non specifiche
(Evans et al., 1992; Hogan et al., 1996).

Fino ad oggi sono stati prodotti anticorpi monoelondiretti contro le
immunoglobuline e le cellule B di molte specie quial carpa Cyprinus carpio
(Koumans-Van Diepen et al., 1994; Koumans-Van Diegeal., 1995), il pesce gatto
Ictalurus punctatug(Miller et al., 1987; Lobb et Olson, 1988), il mezo Gadus
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morhua (Israelsson et al., 1991), I'anguikaguilla anguilla(Van der Heijden et al.,

1995) il romboScophtalmus maximu&stévez et al., 1994), il salmosalmo salar
(Thuvander et al., 1990), la troncorhynchus mykig§anchez et Dominiguez, 1991)

e la spigolaDicentrarchus labrax(Scapigliati et al., 1995; Romestand et al., 1995;
Palenzuela et al., 1996). Viceversa sono stati gito@nticorpi monoclonali diretti

contro le cellule T solo in poche specie quali dapaCyprinus carpio(Yamaguchi et

al., 1996; Rombout et al., 1997) e la ricci@ariola quinqueradiatgNishimura et al.,

1997). Tali anticorpi non sono pero specifici petlide T periferiche poiché cross
reagiscono con altre popolazioni leucocitarie. Alttoente i soli anticorpi specifici per
timociti e cellule putative T di Teleostei sono mbsibili per la spigola (Scapigliati et

al., 1995), il pesce gatto (Passer et al., 1998&)carpa (Rombout et al., 1998).

Recenti studi hanno dimostrato che il Tessuto liddoAssociato all’'Intestino (GALT: Gut-
Associated Lymphoid Tissue) contiene un elevatoerondi Linfociti T (Abelli, 1997), cio e
stato verificato mediante l'analisi delle sequemnis2 cDNA ottenuti a partire dagli RNA
isolati dalle cellule dell'intestino. | cDNA ottetiun tal modo, sono stati utilizzati come
stampo in reazioni di amplificazione (PCR) utilinda primers specifici per la catefiadel
recettore delle cellule T (TCR) mostrando un fgnmtif+ (Scapigliati, 2000). La presenza di
guesta popolazione cellulare nel GALT dei teleogtgirebbe essere considerata come |l
primo stadio verso I' evoluzione del sistema adi@bamucosale nei vertebrati (Matsunaga,
1998).

Nei pesci la principale attivita umorale consistellan secrezione di specifiche
immunoglobuline volte alla neutralizzazione deltigene ed all’attivazione della cascata del
complemento (Rijkers et al., 1980). Studi risalegii anni '90 sembrano dimostrare che le
immunoglobuline dei pesci appartengano ad un singsbtipo, quello delle IgM. Tali
molecole possono assumere struttura sia monometiedetramerica e mostrano similarita
sia a livello molecolare che fisiologico con lenimnoglobuline di mammifero (Marchalonis
et al., 1992; Du Pasquier, 1993; Warr, 1995). Sodteplici le evidenze sperimentali che
permettono di concludere che il sistema immunitdeopesci, ed in particolare dei teleostei
mostra chiare analogie con i sistemi di difesa tored adattativo dei Mammiferi e degli
Uccelli. Studi principali hanno riguardato sull’@mgzzazione anatomica degli organi linfoidi

(Manning, 1994), la scoperta della presenza doditif funzionali (Feng, 1996; Marsden,
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1996; Boesen, 1997), del Complesso Maggiore dcéshpatibilita MHC (Stet, 1998) e del
Recettore delle Cellule T TCR (Charlemagne, 19@8p#yliati, 2000).

3.1 IMPORTANZA DEL SISTEMA IMMUNITARIO DEI TELEOSTEI CO ME INDICATORE
EVOLUTIVO

| pesci ossei sono in una fase di radiazione ddattad occupano tutti gli habitat acquatici
del pianeta, dagli ambienti d’acqua dolce, alledeahcque tropicali, ai mari polari, alle
profondita abissali (Nelson, 1994).

Di notevole interesse, anche per gli scopi di qudesi, € che in qualsiasi dei suddetti
ambienti acquatici le varie specie di teleosteinfmaocome obiettivi primari la riproduzione e
la difesa contro le possibili invasioni da partendcrobi patogeni. La sopravvivenza di un
individuo dipende dall’efficacia della difesa cantgli organismi patogeni. In tutte le specie
oggi viventi, i meccanismi difensivi si sono evolut maniera tale da fornire la massima
protezione per permettere quindi la massima raal@ziadattativa. La maggior parte dei
microrganismi quali i batteri, i parassiti, i fungdd i virus, hanno rappresentato direttamente
od indirettamente una fonte di aggressori duraetmluzione dei metazoi. Da millenni € in
atto una coevoluzione che interessa da un latwilloppo di nuove metodologie di invasione
da parte dei patogeni e dall'altra di meccanismditBsa contro questi da parte dei sistemi
immunitari. E stato infatti suggerito che la spimteolutiva del sistema immunitario sia la
continua ricerca di meccanismi di patogenicita marorganismi (Gonzalez, 2001). Si puo
ipotizzare che lo sviluppo degli agenti patogentrglabe consentire I'acquisizione di un
sistema immunitario sempre piu efficiente ancheaato del diffondersi di molte malattie
contagiose; tale considerazione si puo ovviamestiendere a tutti i phila del regno animale
anche se cio non implica che in tutti i phila sigmmesenti le caratteristiche del sistema
immunitario dei vertebrati. Un altro interessargpetto € che per raggiungere lo stesso grado
di efficienza difensiva i vari phila possano sfanét strategie completamente differenti. Oggi
sembra che queste differenti strategie possano/asterida due eventi comuni ossia la
duplicazione di geni e di interi genomi. Le duphicani geniche sembrano essere la forza
evolutiva che sta alla base della differenziazidmezionale dei geni, dello sviluppo di
famiglie geniche, dell’aumento delle dimensioni genomi e dellaumento della complessita

fenotipica riscontrabile nei vari organismi (Holthet al., 1994; Sidow, 1996). La verifica a
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tale ipotesi e fattibile confrontando il genoma dari gruppi animali si &€ visto che nei
Deuterostomi vi sono dei geni presenti in singalgia, gli stessi geni sono riscontrabili in
guattro copie in organismi piu evoluti quali i Catid(Holland et Garcia-Fernandez, 1996;
Pebusque et al., 1998). Questo modello é statontisato anche nei vertebrati superiori, si &
infatti osservato che 'uomo possiede un genomaeilica doppio rispetto a quello della
Drosophila Tuttavia sono in corso dibattiti riguardo questatesi, infatti c’e chi sostiene che
'aumento delle dimensioni del genoma sia impugalail duplicazioni di piccole regioni di
DNA corrispondenti a domini funzionali piuttostoech duplicazioni di intere regioni geniche
(Hughes, 2001). Per tali ragioni sia la riprodueionhe le difese immuni sono due
caratteristiche indispensabili sottoposte ad ugipoecontrollo genico e tali geni subiscono le
pressioni selettive che permettono I'evoluzionesildetti sistemi in relazione ai mutamenti
ambientali senza modificarne in peggio l'efficienza conseguenza lo studio delle risposte
immunitarie fra i vertebrati pud essere un mezz@artante per la comprensione delle
risposte adattative, di geni omologhi, di molecaenservate e di epitopi strutturali
conservati.

Attualmente i pesci ossei sono ampiamente utilizzeamme modelli animali in studi di
biologia evolutiva in quanto sono un gruppo animalgico e rappresentano infatti una
piattaforma evolutiva. Inoltre i teleostei mostrano sistema immunitario molto simile a
guello dei mammiferi sebbene la sua evoluzioneasigenuta sotto la spinta di diverse
pressioni evolutive (Matsunaga et Rahman, 1998;y&uet Lambris, 1998). Da queste
considerazioni si deduce che tutte le strutturelearlative funzioni fisiologiche riscontrate
in tale gruppo animale debbano essere presentrertsbrati superiori pur presentando le
differenze morfologiche e funzionali dovute all'dwnmione. Questo presupposto non esclude
casi opposti in cui molecole presenti in vertebsafperiori siano assenti o abbiano funzioni
differenti nei teleostei; questo € ad esempio slocdell’interleuchina-1 che pur essendo stata

riscontrata in tutti i vertebrati studiati presematevoli differenze funzionali da gruppo a

gruppo.

3.2MANIPOLAZIONE DEL SISTEMA IMMUNITARIO DEI TELOSTEI
Attualmente gli studi sulla biologia dei teleostedvano anche larghe applicazioni sia in

biotecnologia in quanto un gran numero di speci@gcdua dolce e marine vengono impiegate
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negli allevamenti di pescicoltura e molte altresoggetto di studio per la messa a punto dei
parametri di coltura. L'importanza degli allevamatitteleostei € dimostrata dai dati diffusi
dalla F.A.O. che indicano che nei prossimi ventiignturi il consumo di pesce pro-capite
aumentera di circa sette volte. La piscicolturana pratica piuttosto antica (Giacobini et al.,
1994) e negli ultimi anni tale attivita & andatéemsificando tanto da divenire un possibile
rimedio alle carenze alimentari dei paesi in viasdiluppo. Una delle cause maggiori di
perdita di profitti in un allevamento di acquacoétie proprio la perdita di animali dovuta ad
epidemie causate da patogeni, quindi lo studicsd#&ma immunitario con la messa a punto
di pratiche di vaccinazione sempre piu efficaci pdarre sensibilmente i danni da epidemie.
Tuttavia lo sviluppo di vaccinazioni efficaci edoaomicamente vantaggiose richiede una
conoscenza approfondita dei meccanismi molecoltai lzase delle reazioni immunitarie.
Importanti risultati in tal senso sono stati ottemuediante I'utilizzo di immunoaduivanti e di
immunostimolanti, ma l'acquisizione di nuove metddi richiede un notevole sforzo
scientifico soprattutto riguardo allo studio appmdito dei sistemi di difesa innati ed
adattativi. Il sistema immunitario dei teleostei opwanche essere utilizzato per il
biomonitoraggio di ambienti acquatici infatti retiestudi hanno descritto la modulazione
delle attivita del sistema immunitario di speciexdijua dolce in risposta alla presenza di varie
sostanze inquinanti (Wester et al., 1994; Luebkal.et1997; Fatima et al., 2000; Sweet et
Zelikoff, 2001).

3.3.10RGANIZZAZIONE DEL TESSUTO LINFOIDE NEI TELEOSTEI

Nei mammiferi gli organi linfoidi primari sono Timo ed il Midollo Osseo, dal primo
si originano i Linfociti T, deputati all’ immunosegglianza ed alla risposta cellulare
specifica, mentre dal midollo i granulociti, i nomiti, gli eritrociti ed avviene la
maturazione dei linfociti B. Gli organi linfoidi sendari, invece, sono quei distretti in cui i
linfociti espletano le loro funzioni che consistomelle interazioni reciproche e con
'antigene; tali organi nei mammiferi sono rappresé dai linfonodi, dalla milza e dal
tessuto associato alle mucose (MALT) come ad esemeptonsille e le placche del Peyer
nell'intestino tenue.
Nei teleostei non é possibile fare una distinzianatomica cosi precisa come nel caso dei
mammiferi, infatti in tali pesci, pur essendoci wtgisione fisiologica per la produzione di

cellule specifiche, gli organi possono essere clamati a funzione mista, sono cioé in grado
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di produrre sia cellule linfocitarie che mielocitae per cio sono definiti organi linfomieloidi
(Fange, 1982; Rombout et al., 1993). Inoltre nikeistei sono assenti le placche del Peyer, il
midollo osseo ed i linfonodi. In questa famigliarale il corrispettivo del midollo osseo &
rappresentato dal rene cefalico (Zapata, 1979; kgni®85), mentre la milza, nella maggior
parte delle specie di pesci finora studiati, sendssere deputata all’ eritropoiesi (Rowley et
al., 1988; Van Muiswinkel et al., 1991). Studi nettehanno mostrato che il timo potrebbe

essere un organo linfoide primario per i linfoditi(Abelli et al. 1996).

3.3.1.2 Timo

Il timo dei teleostei € stato ampiamente studiatellséesser et al., 1988;
Chantanachookhin et al., 1991; Chilmonczyk, 199P)estato dimostrato che nell’ adulto
risulta essere una struttura linfoide (Abelli et 4B96). Negli Elasmobranchi e nei pesci piu
evoluti il timo e divisibile in una zona midollaruna corticale facilmente distinguibili ed e
associato alla camera branchiale (Gorgollon, 1988¢lli et al., 1996), nei salmonidi,
viceversa, questa distinzione in zona corticale idolare non e presente (Chilmonczyk,
1983). Le popolazioni cellulari che si possonoidgiere in tale organo sono linfociti e
linfoblasti in relazione con cellule epiteliali i@lari (Manning, 1994). Il timo nei pesci
subisce una regressione in relazione all’eta, agtioni ed alle stagioni. (Picchietti et al.
1993), ad esempio nella trota iridea tale invologianizia circa al quindicesimo mese di eta
(Tatner et Manning, 1983). Durante I'ontogenesitdskuto linfoide della spigola il timo e il
primo organo ad essere popolato da cellule putdti@belli et al., 1996), confermando
precedenti osservazioni fatte sulla trota irideat(&€r et Manning, 1983; Chilmonczyk, 1985;
Manning, 1994).

3.3.1.3 Rene Cefalico

Il rene cefalico dei pesci € composto da uno stremapoietico formato da cellule
reticolari e fagociti somiglianti a quelli presentgl midollo osseo dei Tertrapodi. Con molta
probabilita questo organo nei teleostei supplidieefanzioni del midollo osseo in quanto si
riscontra la presenza di molte cellule staminadiniers, 1985; Zapata, 1979); il rene cefalico
(pronefro) e il rene del tronco (opistonefro), samomsiderati i maggiori organi emopoietici.
Dal momento che in i©ncorynchus kisutcle prime cellule presentanti immunoglobuline di

membrana (I§ sono state trovate proprio in quest’ organo (inet Kaattari, 1986), si puo
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ipotizzare che i linfociti B dei teleostei possaswilupparsi nel rene cefalico. Studi

morfologici (Zapata, 1979) hanno inoltre fornitadicazioni che il rene cefalico potrebbe
essere un organo linfoide primario per i linfo@ti

Molti autori concordano nel ritenere che il rereeibprincipale sito di differenziamento degli

eritrociti, monociti, granulociti e linfociti B (i, 1977; Zapata, 1979; Bielek, 1981; Botham
et Manning, 1981).

3.3.1.4 Milza

Negli Elasmobranchi e nei pesci piu evoluti la mik gia una struttura ematopoietica
(granulopoietica ed eritropoietica) che fa da oogalh accumulo di cellule linfoidi. Nei
teleostei, invece, la milza, durante I'istogenesli sistema linfoide, € I' ultimo organo a
svilupparsi (Ellis, 1977; Tatner et Manning, 19838r cui, come nel caso del rene cefalico,
gioca un ruolo sia nell’ematopoiesi che nelle reazimmunitarie (Manning, 1994). In molti
Teleostei, differentemente dai tetrapodi, non cia distinzione netta nel parenchima splenico
tra polpa bianca e rossa (Manning, 1994). E’ sfatwstrato che la milza e sede di cellule B
e putative T (Scapigliati et al., 1995; Scapiglitial., 1996; Romano et al., 1997), quindi

potrebbe essere importante come organo linfoidenskezia

3.3.1.5 Branchie

Studi recenti hanno dimostrato che nel tessute dethinchie sono presenti un considerevole
numero di linfociti e macrofagi e di cellule seaamti anticorpi (Davison et al., 1997; Lin et
al., 1998). Questi dati indicano che in tale comp®nto mucoso sono presenti sia le
popolazioni cellulari fondamentali alla processaeice presentazione dell’antigene sia le
cellule deputate alla sua neutralizzazione testiam@o che in tale regione c’é una intensa
attivita difensiva. Questo dimostra che le regipiti esposte agli antigeni esterni necessitano

di un notevole grado di protezione (Dos Santo.ef8l01).

3.3.1.6 Tessuto Linfoide Mucosale (MALT)

Questo tessuto e costituito da elementi linfoidioagti alla mucosa dell’ intestino, della
pelle e delle branchie che rappresentano la prianedba di difesa dall’'attacco di patogeni
(Manning, 1994). In tutti i gruppi di Teleostei fi@rete intestinale e infiltrata sia di linfociti
che di altri leucociti (Manning, 1994), mentre sielle branchie che nella pelle sono stati
trovati soprattutto linfociti (Peleteiro et Richardl985; Abelli et al., 1997). In particolare,
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nell’epitelio intestinale del teleostei sono statividuati linfociti, granulociti e macrofagi sia
singoli sia organizzati in piccoli gruppi (Rowleya., 1988; Picchietti et al., 1997; Abelli et
al., 1996).

3.3.2IMMUNITA"' INNATA

L’'immunita innata € il risultato di un elevato engplesso numero di fenomeni. A
differenza del sistema immunitario adattativo, i ttte le cellule sono linfociti e tutte le
molecole effettrici sono membri della superfamigtialle immunoglobuline, il sistema
immunitario innato € composto sia da cellule chenddecole estremamente diversificate.
Inquadrato in un contesto evolutivo, tutto cio osorprendente infatti il sistema linfoide si &
sviluppato piuttosto recentemente (Agrawal, 1988)ma della comparsa degli Gnatostomi,
tutti gli animali si basavano esclusivamente sugaeismi di difesa innati, ossia non linfoidi,
contro eventuali invasioni da virus, batteri, fungbrotisti e metazoi e per riparare danni
tissutali. Dal punto di vista di un immunologo avzibnista, il sistema immune adattativo si &
sviluppato come uno strumento per aiutare il siatémato a funzionare piu efficientemente.
Degno di nota ¢ il fatto che buona parte delleieefamdamentali sulla natura delle risposte
inflammatorie si sono basate sulle analisi condstigli Invertebrati (Bidel, 1988). In studi
piu recenti sull’evoluzione del sistema immunitatiordine delle scoperte si € spesso
invertito. | componenti della risposta infammatogono stati caratterizzati inizialmente nei
Mammiferi, con la conseguente ricerca volta poa atoperta di omologhi molecolari e
cellulari nei Vertebrati inferiori e negli invertedti. In particolare e stato dimostrato che i
Teleostei sono in grado di attuare una rispostatarcontro stimoli antigenici o contro
patogeni (Evans, 1992; Ingram, 1980; Fletcher, 198H#s, 1989; Manning, 1994; Van
muiswinkel, 1995). La prima linea difensiva inclutigte quelle strutture che formano una
stabile barriera fisica o chimica contro I'invasgodei microrganismi; fanno parte di questa
categoria le superfici epiteliali quali la pellee branchie e lintestino. Per i pesci é di
fondamentale importanza mantenere I’ integrita rilestimenti epiteliali in quanto questi
costituiscono elementi fondamentali sia a scopierdifvi, sia per i meccanismi di
osmoregolazione. Per questo motivo la riparaziarierdle o di danni tissutali, nei pesci € un
processo estremamente rapido. Normalmente I'epitlirivestito da uno strato mucosale
secreto dalle cellule del calice, la cui funziommgipale € quella di prevenire I'adesione dei
batteri, funghi o parassiti alla superficie epdtdi(Pickering et Richards, 1980).
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L’inflammazione € una reazione locale che viendeseda e coinvolge un elevato
numero di granulociti e magrofagi, tale patologaum preciso significato biologico e cioé
qguello di isolare l'area infettata dal resto delrpmp conferendogli un certo grado di
protezione. Studi istopatologici hanno evidenziatpresenza di una risposta infammatoria
a seguito di infezioni batteriche, fungine, viralidi parassiti protozoi e metazoi (Roberts,
1978; van Muiswinkel et Jagt, 1984). Le risposteammatorie acute nei pesci ossei sono
paragonabili a quelle dei Mammiferi (Finn et Niglsd971). Infiltrazioni di granulociti
compaiono nella trota circa 12-24 ore dopo somrmaEgne di batteri o adiuvante
completo di Freund e le cellule infiltrate, graraitoe macrofagi, aumentano di numero fino
al secondo e quarto giorno (van Muiswinkel, 1998¢i Mammiferi un danno chimico o
fisico localizzato porta all'accumulo di cellulegfacitiche (macrofagi e neutrofili) che
divengono attive in risposta alla presenza di amiignicrobici o di sostanze rilasciate da
cellule danneggiate. Inoltre, tra i mediatori sdiudell'infiammazione rilasciati dalle cellule
fagocitiche attivate ci sono una serie di chemcetencitochine, le quali portano ad un
incremento della permeabilita vascolare, all'aitvae e proliferazione dei leucociti, sintesi e
rilascio dei mediatori della fase acuta dal feg@m. la proteina reattiva-C, la proteina
sierica amiloide P, la proteina sierica amiloide 14, lectine leganti il mannosio, la
transferrina, il lisozima ed il complemento) e dietli della risposta febbrile attraverso la
mediazione dell'ipotalamo. E' pertanto plausibikerrere che tali molecole siano presenti

anche nei pesci Teleostei.

3.3.3CELLULE EFFETTRICI DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA INNAT A

3.3.3.1 Cellule Citotossiche Non-specifiche (NCC)

Le NCC sono cellule leucocitarie dei pesci che siongrado di mediare una risposta
citotossica acuta innata e potrebbero essere um@a filogenetici delle cellule Natural-killer
dei Mammiferi (Evans et Jaso-Friedmann, 1992). IBXNsono gli effettori citotossici meglio
caratterizzati dell'immunita naturale nel pescdaagatella tilapia e in altri teleostei (Evans,
1992; Evans, 1984). Le NCC eliminano un’ampia \tar@i cellule bersaglio, incluse cellule

tumorali allogeniche e xenogeniche, cellule trasfate da virus o parassiti protozoi, allo
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stesso modo di come agiscono le cellule NK di Maferai(Ristow, 2000). Nella spigola e
stata inoltre studiata a livello morfologico la atdssicita cellulo-mediata non-specifica,
mostrando la capacita delle NCC di uccidere i lmecsagli mediante I'induzione della necrosi
e dell'apoptosi con meccanismi del tutto similiueeltj conosciuti per le cellule citotossiche di
Mammifero (Meseguer, 1996). In un altro lavoro,tata determinata,iri vitro", l'attivita
citotossica spontanea diretta contro linee cellutamorali, esplicata da leucociti non
stimolati di spigola mediante il test dell'esclusodel tripan blue e del rilascio della
deidrogenasi: € stata trovata un'elevata attivitdi-tamorale esplicata dai leucociti
peritoneali; popolazioni cellulari derivanti dalnee cefalico e dalla milza hanno mostrato
invece una bassa attivitd, mentre i leucociti dast non hanno rivelato una attivita
significativa. Granulociti eosinofili, isolati dgberitoneo, si sono mostrati maggiormente
responsivi verso l'attivita citotossican'vitro" (Cammarata, 2000). Le NCC collaborano con
altri effettori non-specifici (macrofagi e granuitcper fornire una resistenza innata durante
le risposte a situazioni di stress acuto. Situazibrguesto tipo possono essere indotte da
diversi stimoli quali agenti infettivi (organismpportunistici, patogeni, parassiti protozoi) o

avverse condizioni ambientali (cambiamenti neltaferatura dell'acqua, elevata densita).

Mentre cellule NK immature hanno una specificitdigenica molto ristretta, cellule
killer attivate da linfochine (Limphokine-Activateldiller Cells, LAK) possono riconoscere
un antigene specifico che viene a trovarsi sullpedicie di cellule tumorali una volta
trasformate (Frederick, 1997). Le NCC al contraggsentano questa ampia specificita in
modo innato (Evans, 1992).

3.3.3.2 Monociti/Macrofagi e Granulociti

La fagocitosi sembra giocare un importante ruoltiendifese non-specifiche
contro le infezioni microbiche cosi come nell’elimazione di danni tissutali (Secombes
et Fletcher, 1992). La fagocitosi € una forma diaaitosi, dove particelle di una certa
dimensione, quali frammenti cellulari, microorgamis cellule intatte o aggregati
macromolecolari, vengono ingeriti all'interno di seicole endocitiche chiamate
fagosomi. Puo avere inizio con I'endocitosi mediddarecettori o attraverso interazioni

idrofobiche non specifiche della membrana cellutane le particelle bersaglio.
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Cellule del sistema immunitario dei Vertebrati, lqueellule B, macrofagi,
fibroblasti e granulociti (neutrofili, basofili edosinofili) possiedono tutte capacita
fagocitiche a diversi livelli.

Il principale ruolo delle cellule fagocitiche nelliifesa dell’ospite risiede nel
limitare la diffusione e la crescita dell’organisrastraneo. Una volta contenuto, altre
cellule immunitarie vengono reclutate nel luogontézione per aiutare a distruggere
'agente infettivo. Spesso sono i fagociti stesbie csono attivati a distruggere
'organismo estraneo. Le principali cellule fagaht, quali macrofagi e neutrofili,
possiedono, infatti, un repertorio di potenti molec antibatteriche preformate
conservate all'interno dei granuli e dei lisosomitali cellule. Questi organelli sono
ricchi di enzimi idrolitici e peptidi anti-microbiche vengono rilasciati all'interno dei
fago-lisosomi in seguito all'ingestione della peetla estranea. Gli enzimi degradativi
qguali proteasi, nucleasi, fosfatasi, esterasi asliped i peptidi anti-microbici come
peptidi neutrofilici e proteine basiche, distruggaaittivamente la particella fagocitata
(Sorensen, 1999; Borelli, 1999; Kaplan, 1999; Ga®97; Levy, 1995; Alberdi Jr,
1995; Gabay, 1993; Lichtenstein, 1988). Le priakigellule fagocitiche dei pesci
comprendono i granulociti (specialmente neutrgfifjonociti e macrofagi tissutali i
qguali sono in grado di fagocitare particelle inestiantigeniche, esercitare attivita
citotossica e stimolare i linfociti. Numerose evide sperimentali, infatti, suggeriscono
che i macrofagi ricoprono una funzione importamehe nell'induzione delle risposte
immuni umorali mediante la presentazione dell’agtigy e la secrezione di specifiche
citochine interleuchina-1-simili (Secombes, 199&rbrg-van Kemenadst al, 1995).
Numerosi lavori sono stati effettuati per chiarmeaggiormente quelle che sono le
principali cellule protagoniste delle reazioni immitarie della risposta innata. Nella
spigola, a livello morfologico, leucociti isolatetrene cefalico sono stati identificati
come cellule stromali, macrofagi e cellule linfosimili (Meseguer, 1991).
Successivamente, essudati di leucociti isolatiete rcefalico, sangue e peritoneo sono
stati studiati in reazioni citotossichm‘vitro” con l'impiego del microscopio elettronico
a scansione e a trasmissione, e le cellule effeésibivano caratteristiche strutturali sia
dei monociti che dei linfociti (Mulero, 1994). Ltwita fagocitica di cellule aderenti del
rene cefalico, a seguito di stimolazione con patobatterici @eromonas salmonicida)

o fungini (Candida albicany e stata studiata con il microscopio ottico e a#rag la
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produzione degli intermedi reattivi dell'ossigef®Q() (Benani, 1995). In quest'ultimo
lavoro € stato messo in evidenza che il rapporéo nrlacrofagi-agenti patogeni e
lampiezza della risposta del ROI variavano contipo di patogeno, e che
'opsonizzazione mediata dal siero di pesce increev& la risposta dei ROI nei
macrofagi. La reazione fagocitica dei macrofagtatasinoltre studiata da un punto di
vista morfologico (Esteban, 1997) analizzando isuésda cui venivano isolati i
leucociti, le specie batteriche impiegate, la pneaeo assenza della parete batterica, la
vitalitd dei batteri, e 'opsonizzazione dei battgQuesti studi hanno mostrato che
macrofagi peritoneali della spigola possedevanoaapacita fagocitica piu spiccata di
guella osservata nelle stesse cellule isolate atajee, le quali, a loro volta I'avevano
ancora piu alta rispetto a quelle provenienti @aler cefalico. Parassiti come i funghi
possono condizionare la salute delle spigole, eutti gli altri pesci allevati in
acquacoltura, e sebbene una risposta specificaalencontro questi organismi e stata
recentemente studiata (Mufioz, 2000), tali risubamno mostrato che immunizzazioni
con S. dicentrarchiportano principalmente all'attivazione di una osa immune non-
specifica come testimonia la quantificazione d#iNéa lisoenzimatica, l'incremento
della fagocitosi dei macrofagi, e la produzionevatdei ROI. Sono stati approfonditi
studi relativi a cambiamenti nelle risposte immuaon-specifiche correlati alla dieta
(Sitja-Bobadilla, 1999), ed e stata descritta ladutazione delle risposte a determinate
sostanze quali I'alfa-tocoferolo e I'olio di fegalionerluzzo introdotti nel cibo (Obach,
1993). In quest'ultimo studio i fattori immunitarn-specifici testati sono stati I'attivita
del lisozima plasmatico e l'attivita del complenmenitemolisi naturale delle cellule
rosse del sangue della pecora, e la chemilumineaaglle cellule fagocitiche del rene

cefalico.

3.3.4 L'IMMUNITA’ ACQUISITA

Come gia accennato in precedenza, la comparsanttallinita acquisita € piuttosto recente
nella scala evolutiva (Matsunaga et Rahman, 1998PBsquier, 2000; Azumi et al., 2003;
van den Berg et al., 2004) ed essendo i teledgiii antico gruppo di vertebrati che possiede
un organizzazione morfologico-funzionale del sisteimmunitario che si € mantenuta

conservata fino ai mammiferi (Manning 1994; Van Bunkel, 1995), rivestono un ruolo
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importante per lo studio dei meccanismi evolutiiezionali del sistema immunitario (Trede
et al. 2004).

L'immunita specifica si € evoluta per potenziarazibne dellimmunita innata e
soprattutto per conservare la memoria per 'anggawolge un ruolo di primaria importanza
nella difesa contro i microrganismi patogeni cheisteno alle difese aspecifiche. Tali
meccanismi di difesa presentano delle carattenistpeculiari quali la specificita che consiste
nel riconoscimento selettivo di molecole antigerigiresenti sulla superficie cellulare dei
patogeni da parte dei linfociti, la diversificazeéorfselezione clonale) che si realizza con
un’elevata eterogeneita dei componenti di tale imitdual fine di riconoscere il maggior
numero possibile di antigeni. Un’altra fondamente#gatteristica € la memoria antigenica
infatti, durante un infezione, alcuni linfociti B differenziano in cellule di memoria che
permettono una risposta pit rapida ad una secarfdaione dello stesso patogeno. E stato
recentemente ipotizzato che I'evoluzione dei liitfoe quindi dell'immunita acquisita sia
stata una conseguenza dell’evoluzione della masdeil primi pesci mandibolati Matsunaga
et Andersson, 1994; Matsunaga et Rahman, 1998 ipaltesi prevede che la capacita
acquisita di mordere lalimento avrebbe aumentatacitlenza di lesioni dell’apparato
digestivo (esofago, stomaco ed intestino) provocamei primi mandibolati un aumento di
patologie causata da una piu frequente esposiaigihiantigeni. Si pesna inoltre che tale
caratteristica sia comparsa piuttosto bruscameeaitevertebrati (Du Pasquier, 2000; 2001).
L’evoluzione del TcR sembra derivare da un unicteaato comune rappresentato da un
vertebrato mandibolato primitivo, e si pensa cle aivenuta in un tempo evoluzionistico
piuttosto breve (Marchalonis et al., 1996). Queatada evoluzione e stata chiamata il “Big
Bang” dello sviluppo dei recettori per I'antigendarchalonis et Schulter, 1990; Schulter et
al., 1999). Gli invertebrati, presenti prima daflarganizzazione somatica che ha portato ai
vertebrati, presentavano delle molecole simili aigioni variabili del TcR e delle Ig
(Mokady, 1996; Halaby et Mornon, 1998; Pancer et1808; Blumbach et al, 1999; Du
Pasquier, 2001). Si e ipotizzato che queste migepesenti in gruppi ancestrali, siano
servite come punto di partenza per I'evoluzione sistema immunitario acquisito (Du
Pasquier, 2000). L'immunita acquisita nei vertebéamediata da due popolazioni cellulari
specifiche che sono i linfociti B e linfociti T ealte cellule capaci di presentare I'antigene
(APC). Le cellule B sono responsabili della proonz e secrezione delle Ig ed espongono

sulla loro superficie delle Ig che fungono da raretper I'antigene. Le cellule T invece sono
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responsabili dell'eliminazione delle cellule aveagjenti patogeni, di cellule tumorali e della

regolazione diretta delle risposte immunitarie.

3.3.4.1 Linfociti B

Studi effettuati su varie specie di teleostei hammostrato I'esistenza di popolazioni
linfocitarie e la loro capacita di secernere ampgodi rispondere nelle reazioni di rigetto da
trapianto e di secernere citochine (Rowley et1#l88; Secombes, 1998; Abelli et al., 1999).
Recentemente & stato proposto un modello per ldigazione delle cellule B mediante
anticorpi specifici (Scapigliati et al., 2003), ltte sono stati prodotti anticorpi specifici
contro i linfociti B in circa quindici specie dilemstei. Questi anticorpi sono stati validamente
utilizzati per studiare le caratteristiche dellgposte primarie e secondarie e per far cio é stata
utilizzata la metodica ELISA che ha permesso iedlirmisurare i livelli di immunoglobuline
nei liquidi biologici di varie specie di teleostgtromsheim et al., 1994; Scapigliati et al.,
1996). Inoltre e stata verificata I'eterogeneitiedég nei vari gruppi di teleostei mostrando
diversita sia nel peso molecolare che nel gradspékificita mediante 'uso di anticorpi
monoclonali e policlonali. Sono state trovate andiverse isoforme di Ig nelle varie specie,
per esempio si e riscontrata la presenza nel diglia trota iridea due isoforme delle catene
leggere delle Ig (Sanchez et al., 1995) ed i getaldcatene sono stati confrontati con quelli
delle medesime catene leggere nel merluzzo (Wd&istrom, 1999). Recentemente sono
state isolate nel pesce gatto e nella platessa @e8imili alle IgD di mammifero (Wilson et
al., 1997; Hordvik et al., 1999; Stenvik et Jorgan2000; Hirono et al., 2003). Si e osservato
che linfociti B di animali immunizzati possono ess attivati e stimolati a produrren®
vitro” immunoglobuline antigene-specifiche (Meloni e 8gkati, 2000). Inoltre le cellule B

di spigola sono state immunopurificate per sortimggnetico da organi linfoidi e tali cellule

hanno mostrato un aumento della capacita proliferg&capigliati et al., 2002).

3.3.4.2. Linfociti T

Sono ben note nei teleostei reazioni immunitarie chinvolgono i linfociti T (Sizemore et

al., 1984; Miller et al., 1987), tuttavia l'ideritihzione di tali cellule é in parte impedita dalla
mancanza di anticorpi specifici diretti contro tptEpolazione per molte specie. Fino ad ora le
strategie seguite per I'identificazione delle dellti si sono avvalse di metodi indiretti basati

sullassenza di Ig di membrana sulle cellule (Routket al., 1989; Rombout et al., 1993) o
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sullo studio della loro morfologia (Ellis, 1977; €sada et al., 1990; Meseguer et al., 1991). |
tentativi di produrre anticorpi specifici controlinfociti T nella carpa e nel pesce gatto
(Secombes et al., 1983a; Miller et al., 1986; Yamcaget al., 1996) non hanno dato i risultati
sperati in quanto cross-reagiscono con le altreolaamni leucocitarie. Tuttavia sono stati
descritti due interessanti anticorpi uno dei qapécifico per un antigene di 35 kDa associato
alle cellule T di pesce gatto (Passer et al., 198@ntre l'altro specifico per una distinta
popolazione mucosale di cellule T di carpa (Romheiual., 1998). Viceversa nella spigola
sono stati ottenuti dati interessanti in quant@ gprodotto un anticorpo specifico DLT15
diretto contro i linfociti T periferici (Scapigliaet al., 1995; Abelli et al., 1996; Romano et al.,
1997; Abelli et al., 1997; Abelli et al., 1999).DLT15, specifico per i timociti e per le cellule
T periferiche, & stato ottenuto mediante immunizgez di topi con timociti fissati in
paraformaldeide estratti da spigole allo stadiovgle (Scapigliati et al., 1995). Questo
anticorpo, appartenente alla sottoclasse delle hg3permesso una prima valutazione delle
popolazioni di cellule T nei vari organi in quesiaecie di teleosteo; si € osservato che tali
linfociti sono presenti nel 3% nei PBL, nel 9% neggllenociti, nel 4% nelle cellule del rene
cefalico, nel 75% dei timociti nel 51% del GALT el50% delle cellule del tessuto linfoide
associato alle branchie ( Romano et al., 1997). dégrimi studi effettuati mediante I'uso di
tale anticorpo ha mostrato che le cellule T compaim stadi molto precoci in tale specie
(Picchietti et al., 1997). Inoltre si € osserva& [a prima volta‘in vivo” in tale specie,
mediante tecniche di immunoistochimica, I'attivitalle cellule T nelle reazioni di rigetto da
trapianto. In questo lavoro é stato effettuato lmteapianto di tessuto muscolare in spigole
ed e stato osservato che nelle zone di trapiantwiirsi osservava necrosi dei tessuti vi era
una forte presenza di linfociti T (Abelli et al999). Recentemente sono stati clonati in molte
specie di telostei i componenti del TCR (recettibee cellule T) ad esempio nella trota sono
state clonate le regioni costante (C), variabilg @/di giunzione (J) della catena le regioni

V, J, C e di diversificazione (D) della catep@Partula et al., 1995 1996). Sono state isolate
inoltre le sequenze per le regioni V, J, C delleemaa e  nel pesce gatto (Wilson et al.,
1998), nel merluzzo atlantic®Gadus morhua(Wermenstam et Pilstrom, 2001), e nella
platessaParalichthys olivaceugNam et al., 2003). Nella spigola sono state d®rsolo
parzialmente le regioni della caterfa (Scapigliati et al., 2001). Viceversa nei pesci

cartilaginei sono state isolate completamente dgieseze del TcR (Rast et al., 1997) tanto e
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vero che nello storione é stato isolato anche iBEBlabyev et al., 2000) che dimostra che
tutte le catene del TcR sono presenti in tuttggitostomi.

A differenza dei linfociti B che posseggono le riggettori per 'antigene che vengono secrete,
i linfociti T hanno recettori per I'antigene di meémana che non sono secreti ma sono
strutturalmente correlati alle Ig delle cellule B.

Nei mammiferi i linfociti T sono presenti in diversottopopolazioni distinte dal punto
di vista funzionale dal punto di vista delle macod@cole esposte in superficie. Le principali
popolazioni di linfociti T sono i linfociti T Helpe(Th), i linfociti citolitici o citotossici
(CTL); entrambe queste popolazioni cellulari ricecano solamente gli antigeni che sono
stati processati dalle cellule APC (Cellule preastitl’antigene) e da esse presentate nella
superficie associate al complesso maggiore di estpatibilita (MHC). Di conseguenza i
linfociti T riconoscono solamente molecole asse@celta membrana cellulare contrariamente
alle cellule B che riconoscono antigeni in solueiocome proteine, acidi nucleici,
polisaccaridi, e piccoli prodotti chimici (Babbit al., 1985). Un altro aspetto di cio € che i
linfociti T riconoscono solo peptidi lineari mentrdinfociti B riconoscono proteine anche
nella forma nativa per cui nella loro strutturaitmensionale (Abbas et al., 1991).

Affinché si realizzi questo riconoscimento si € let@ una macromolecola fondamentale
presente in tutte le cellule: il complesso maggiirestocompatibilita (MHC) che avendo la
capacita di interagire con i recettori dei linfodit(TcR) permette la distinzione delle cellule
sane da quelle infette da patogeni. | linfociti @r goter distinguere le cellule proprie da
guelle estranee vengono istruiti durante le fasiunagéive nel timo dove incontrano per la
prima volta le cellule proprie ed acquisicono lpasta di distinguerle da quelle estranee. Lo
studio dei geni per il complesso maggiore di istopatibilita (MHC) hanno evidenziato che
guesta molecola € composta da due catene polipgmiddenominateo. e p legate
covalentemente mediante ponti disolfuro. Nei mararmifa catenan. € una glicoproteina
acida di 40-50 kDa, mentre la catgha una glicoproteina basica (per cui non caric&)0d#5
kDa. Questo etreodimero e  fornisce alle cellule la capacita di riconoscdreomplesso
MHC-antigene, ma la funzionalita del TcR dipenddlad@resenza nella membrana dei
linfociti T di un complesso proteico recettorialen@minato CD3 (Van Wauwe et al., 1984;
Tsoukas et al., 1985). Il complesso del CD3 nei méderi € formato da almeno cinque
catene polipeptidiche di circa 16-28 kDa. assecran covalentemente tra loro e con la
cateng del TcR.
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Sulla superficie di una classe di linfociti T periti o/ negativi e sui timociti immaturi
e presente un altro tipo di TcR formato non piuedahtenen e 3, ma dalle catene e 6
(Heilig et Tonegawa, 1986; Hata et al., 1987; Kgnét al., 1988). Le caternyee 6 sono delle
glicoproteine transmembrana con struttura moltalsimle catener e § (Bluestone et al.,
1988). L'importanza delle molecole recettoriali @ssorie quali il CD3 nell’attivazione dei
linfociti T & testimoniata da molti esperimenti cimelicano che anticorpi diretti contro tali
molecole impediscono [l'attivazione delle popolatiarellulari coinvolte nelle risposte
immunitarie (Bierer et al., 1989). Oltre al comglesdel CD3 sono state individuate altre
molecole accessorie molto importanti quali il CQ#ileCD8 che sono delle glicoproteine di
superficie espresse da due distinte sottopopolaaibncellule T mature e presentano
meccanismi distinti di limitazione da MHC (Parn&989). Per quanto riguarda queste ultime
due molecole sono in corso molti studi volti albad caratterizzazione e clonazione in molte
specie animali tra cui i mammiferi, uccelli (Sowdral., 1988), anfibi (Chretien et al., 1997;
Haire et al., 2002).

Nei teleostei I'esistenza di linfociti T € statemdstrata negli anni settanta (Stolen et
Makela, 1975) mediante esperimenti che hanno dnatosthe in tale gruppo di vertebrati
hanno funzioni analoghe a quelle delle cellule Tmdmmiferi. In particolare si € visto che tali
cellule hanno la capacita di proliferarevitro in risposta ad agenti mitogeni (Etlinger et al.,
1976; Sizemore et al., 1984), di distinguere lelutel autologhe da quelle eterologhe
(Marsden et al., 1996), di rispondere nelle reazioteucociti mescolati (MLR) (Miller et al.,
1985) e di avere la capacita di funzionare comepéteper le cellule producenti anticorpi
contro gli antigeni timo dipendenti (Miller et all987). In un lavoro risalente ai primi anni
novanta (Vallejo et al., 1991) é stata mostratapbranza della processazione e presentazione
dell'antigene da parte delle APC nella generazidelée risposte immunitarie secondarie nel
pesce gatto. In tale lavoro sono state utilizzatel monocitarie attivate a lungo termine come
cellule APC ed é stata riscontrata I'attivaziondledeellule T mediata da molecole MHC o
simili presenti sulla superficie delle APC. Quelsteoro dimostra che le reazioni immunitarie
nei teleostei sono molto simili alle reazioni imntarne dei mammiferi.

Un’altra importante attivita delle cellule T é statvidenziata nella carpa ed é
rappresentata dalla reazione di rigetto da trapiaatso un ospite (GVHR: graft-versus-host).
In questo lavoro sono satti utilizzati esemplatraeloidi e tripliodi (Nakanishi et Ototake,

1999) ed e stato osservato che gli individui tétidp che avavano subito il trapianto di
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cellule triploidi morivano nel giro di un mese iesbniando la presenza di linfociti T
citotossici. Attualmente l'unica prova di una attvin vivo delle cellule T e fornita da un
lavoro sulla spigola (Abelli et al., 1999) in cwr® stati effettuati trapianti di muscolo in
individui adulti ed é stata saggiata I'attivitalgifociti T e B mediante 'uso degli anticorpi
DLT15 (diretto contro i linfociti T) e DLIg3 (diréd contro i linfociti B). gli studi di
immunoistochimica effettuati in tali esperimentinha evidenziato una forte presenza di

linfociti T nelle aree interessate dalle reaziamigetto da trapianto.

3.3.4.3 Attivita Anticorpali

La spigola € una specie di teleostei che e soggettari tipi di agenti patogeni e dato
l'interesse biotecnologico che le ruota attorn@getto di numerosi studi a carico del sistema
immunitario. Alcuni dei patogeni che piu frequen&te colpiscono tali specie sond/ibrio
anguillariumedil Photobacterium damselaibsp.Piscicidai quali causano delle vibriosi
che sono delle setticemie che possono portarerailée dell'individuo. Molti degli studi su
tale specie riguardano le tecniche di vaccinazammtro tali microrganismi ad esempio le
pratiche di vaccinazione contro il Vibrio prevedolaosomministrazione intraperitoneale, o
per via orale, o per immersione di una sospenstrmtteri uccisi. Uno studio su queste
pratiche (Dec et al., 1990) ha dimostrato I'inedfia della somministrazione orale rispetto a
guella intraperitoneale e cio é stato ottenuto argdi la determinazione del titolo delle Ig
specifiche nel siero e con la determinazione déilita batteriostatica. Tuttavia si € osservato
che anche la vaccinazione orale conferisce un g¢getdo di protezione infatti dopo 2 mesi
dalla vaccinazione l'inoculo di vibrio virulento ncha provocato gravi danni agli animali
immunizzati. Successivamente sono stati studragpporti tra le quantita di Ig totali nel siero
e l'attivita delle g antigene-specifiche dopo doezioni intraperitoneali di una sospensione
di vibrio inattivato da calore (Coeurdacier et d997). | risultati di tale lavoro hanno
mostrato che l'iniezione del vibrio non ha deteratun aumento delle proteine totali del
siero ma ha determinato un aumento della produzibig antigene-specifiche negli animali
immunizzati, per contro non e stata rilevata neasdifferenza tra individui maschi e
femmine. In un altro lavoro é stato osservato ehgalrete lipopolisaccaridca dei batteri (LPS)
e il principale agente immunogeno per quanto rigadimmunita contro i batteri, questi dati
sono stati ottenuti mediante I'inoculo in spigoieRdisteurella(Bakopulos et al., 1997). Per

studiare le reazioni umorali del sistema immunitaiella spigola sono stati prodotti anticorpi
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monoclonali contro le Ig e le cellule B che espargte Ig in membrana (Scapigliati et al.,
1999). Questi anticorpi sono stati preparati usarmme antigene di immunizzazione le Ig
purificate con i vari metodi biochimici (Estévez ak, 1994; Bourmaud et al., 1995;
Palenzuela et al., 1996). La maggior parte dia@dicorpi riconoscono la catena pesante delle
immunoglobuline mentre alcuni riconoscono la catéeggera (Scapigliati et al., 1996;
Romestand et al., 1995; Dos Santos et al., 198 Paiticolare, nel primo lavoro (Romestand
et al., 1995), 'mAb é stato usato in test ELISA pwudiare il rapporto tra le Ig totali del siero
e quelle antigene specifiche. Successivamente \86té che I'anticorpo contro le catene
leggere € capace di riconoscere I'antigene di immzazione sia nella forma nativa che in
guella denaturata (Scapigliati et al., 1996). Iresja lavoro le Ig di spigola sono state
purificate in unico passaggio mediante cromatogrdifiaffinita in colonna di-sepharose e le
lg cosi ottenute sono state usate come antigenenrdunizzazione nei topi. A fusione
avvenuta sono stati selezionati gli ibridomi sgeciper le catene leggere (DLIg3) e per le
catene pesanti (DLIg13 e DLIg14). Di questi il DBIg risultato il piu valido infatti mentre i
precedenti non riconoscevano le cellule vive, duiisho, in analisi di citofluorimetria di
flusso, ha marcato il 21% delle cellule estratteREL, il 3% dei timociti, il 30% degli
splenociti, il 33% delle cellule del rene cefalied il 2% delle cellule del tessuto linfoide

associato alla mucosa (GALT) (Romano et al., 1997)

3.4 BIOLOGIA DELLA SPECIE

La Spigola, o Branzino, € una specie che appart@ngruppo dei perciformi, famiglia
Percichthydae. Tale specie e presente in Mar Mediteo, in cui € molto comune,
nell’Oceano Atlantico di Nordest, nel Mare del Nerdhel Mar Baltico. La spigola occupa un
habitat che comprende la zona litoranea da unapddt di 10m ad una profondita massima
di 60-80m (Smith, 1990). Questo teleosteo & uneisirialina che vive nelle acque costiere
e nelle foci di fiumi durante i mesi estivi, peripaigrare verso il mare aperto nei mesi freddi
e colonizza le acque profonde durante i mesi iralerisi € osservato che la spigola puo
vivere all'interno di una gamma di temperatura ghea da 2°Ca 32°C, ma a temperature
inferiori di 7°C questi teleostei smettono di alimersi. La spigola € un predatore vorace che
si nutre principalmente di molluschi e gamberi, malto spesso anche di pesci (Tortonese,
1986). Nelle specie che popolano il Mediterraneadégosizione delle uova avviene in

inverno e sia le uova fertilizzate che i vari stativali si trovano solo in acque poco profonde.
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Gli esemplari giovani si presentano sotto formaatchi di pesci, mentre gli individui adulti

sembrano essere meno gregari (Frimodt, 1995). ltarittasessuale in tali teleostei dipende
sia dalle dimensioni che dall’eta e corrispondorairea 23-28 cm e 2-4 anni per i maschi ed
a 32-43 cm e 3-5 anni per le femmine. In termimhoterciali la spigola é venduta sia fresca

che affumicata ed e anche ricercata nella pesativano
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V. MATERIALI E METODI
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4.1 ANTICORPI MONOCLONALI IMPIEGATI NELLA SPERIMENT  AZIONE

Gli anticorpi monoclonali DLT15 e DLIg3, specifigspettivamente per le cellule T e per le
cellule B,usati per gli studi descritti in questsit sono stati precedentemente prodotti e
caratterizzati presso il laboratorio di Biotecnato@nimali del Dipartimento di Scienze
Ambientali dell’ universita degliStudi della Tuact VT (Scapigliati et al., 1995; 1996).

4.2 MISURAZIONE DI ATP INTRACELLULARE

In tutti gli esperimenti condotti per questa tesne state utilizzate delle spigole nate ed
allevate in acqua di mare presso lo stabiliment@aatjuacoltura “Nuova Azzurro” sito in
Civitavecchia. Gli animali presentano una variabiljenetica simili ai cospecifici selvatici.
Tutte le spigole utilizzate ai fini sperimentaliesano circa 2 anni di eta ed un peso di
298+769. Prima di essere sacrificati, tutti gliraali sono stati anestetizzati in acqua di mare
contenente [dg/ml di tricaina metasolfonato (Sigma). Tutte léugmni usate nel trattamento
delle cellule di tali pesci sono state preparateneo conto della tipica osmolarita dell’acqua
marina, infatti, mediante I'aggiunta di NaCl 2M &hnino raggiunto, in queste ultime, una
concentrazione di sali pari a 355 mOsm/Kg.

Il sangue é stato prelevato dalla vena caudaleuparsiringa sterile contenente 2 ml di
soluzione costituita da 0,7 mg/ml di eparina in EBBfHank’s Balanced Salt Solution)
Ca*/Mg*free (HBSS-eparina 10X) per prevenire la formazidneoaguli. Dopo il prelievo,

il sangue € stato conservato in HBSS-eparina 10Mmtenute alla temperatura di 4°C.

Successivamente il sangue € stato ulteriormentetaliin HBSS-eparina 10X e la
soluzione cosi ottenuta é stata posta su un gtadidiscontinuo di densita di Percoll
(Pharmacia AB, Uppsala, Svezia) a densita 1,04 gécin07 g/crh Dopo la centrifugazione,
operata a 840 x g per 30 minuti a 4°C, le cellulesenti nell'interfaccia tra le due densita,
sono state raccolte e lavate a 640 x g per 10 maud°C con HBSS-eparina 10X
risospendendole in fiasche per colture cellula@5Talla concentrazione finale di 2 x°10
cell/ml in 5ml di L-15 (GIBCO) contenente 5% FCSIBCO) e antibiotici. Le popolazioni
leucocitarie cosi ottenute sono state infine iateba 18°C. Le cellule risultanti da ogni
esperimento sono state contate utilizzando un d@oroeiro di Neubauer con 0,2% di tripan

blue che ha permesso di determinarne anche l&&ital

31



4.3 COLTURE CELLULARI
Sono stati saggiati 5 animali per ogni esperimep#s, cui ad ogni campionamento veniva
prelevato il sangue a 6 esemplari in modo talevéaeaa disposizione cellule da un donatore
e 5 effettori. Dopo aver determinato il numero @ cellule da ogni campione, quello che
risultava avere il maggior numero di cellule, ciraaa concentrazione finale di 1x 210
cell./ml, veniva risospeso in 5 ml di L-15 (senZ8Sy in fiasche per colture cellulari da 25
cn® e successivamente trattato a 20°C con 12 Gy perzandi una macchina a raggi X
(Gilardoni, Italia) e poste in incubazione a 18°€ futta la notte. Effettuato tale trattamento
le cellule sono state nuovamente contate e medianmaeb x 10cellule effettrici sono state
aggiunte 1 x 10cellule irradiate e le fiasche cosi ottenute sstade incubate a 18°C per 4
settimane. La percentuale di cellule DLT15-posigv®LIg3-positive e stata determinata ad
intervalli di 2 e 4 settimane.

Ogni PBL é stato suddiviso in 3 aliquote con eguaiero di cellule iniziali: a)
Campione di MLR costituito da cellule irradiateadlgle effettrici in rapporto di 1:5.
b) Campione per saggiare gli effetti della ciclasp@m-A costituito da cellule irradiate piu
cellule effettrici in rapporto di 1:5 in terreno15 + FBS al 5% con I'aggiunta di ciclosporina-
A alla concentrazione finale dug/ml

c) Campione di controllo costituito da sole celleféettrici.

4.4 PROLIFERAZIONE “ IN VITRO” DI LEUCOCITI DI SANGUE PERIFERICO

Affinché i dati ottenuti negli esperimenti fossdra loro paragonabili si & reso indispensabile
partire da un medesimo numero di cellule inizialogni campione esaminato. Gli esemplari
analizzati sono stati un totale di 10 ed i PBL mmuenti da ciascun teleosteo sono stati
suddivisi in due gruppi: a) Gruppo di controllo tsto da sole cellule effettrici; b) Gruppo
stimolato costituito da cellule effettrici piu agi irradiate. La vitalita cellulare dei gruppi
esaminati & stata determinata rapportando i datmoti da cellule vive al tempo iniziale (t=0)
e dopo 2 settimane (t=1).

La proliferazione cellulare dei gruppi di controboMLR €& stata misurata come conta
della vitalita analizzando la concentrazione di AmtPacellulare mediante I'utilizzo di un kit
luminometrico (ATP-Lite, Perkin Elmer) dopo 2 setéine di incubazione. 10Ql di
soluzione contenente le cellule proveniente dgpgirdi controllo e dai gruppi stimolati sono

stati posti in piastre luminometriche da 96 pozz&ter determinare il numero di cellule
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metabolicamente attive, abbiamo utilizzato un sagigiminometrico (ATP-Lite, Perkin
Elmer). Questa metodica ha consentito di effettuaigure di bioluminescenza dellATP
mediante I'utilizzo di un enzima, la luciferasi,echatalizza la formazione di luce da AMP e
D-luciferina secondo la seguente reazione:

ATP + LUCIFERIN + Q —(Luciferase, M§)— OXYLUCIFERIN + AMP + PP+ CO, +
LIGHT.

Alle piastre conteneti le cellule sono stati aggiumeagenti che costituiscono in kit secondo
le istruzioni riportate. L'intensita della luce essa, correlata con la concentrazione di ATP, &
stata misurata con un lumenometro (Victor I, PerElmer). Il rapporto effettuato tra i dati
ottenuti per i gruppi di controllo e quelli stimtlaletermina la percentuale di cellule in

attivita proliferativa.

4.5 IMMUNOFLUORESCENZA INDIRETTA

Per l'analisi tramite immunofluorescenza indirgtt&) tutte le operazioni sono state eseguite
a 4°C in soluzioni conteneti 0,01% di sodio azidecellule prelevate dalle fiasche sono state
preventivamente lavate mediante centrifugazior@lnzione salina contenente fosfati (PBS)
e poste in provette per citofluorimetria. Le cedlglono state incubate con ab@i anticorpo
monoclonale DLT15 e DLIg3 come sopranatanti di waltper 45 minuti. Le aliquote
destinate ai controlli negativi sono state inculzate terreno di coltura ottenuto dai surnatanti
di cellule di mieloma. Trascorso il periodo di ib@azione con I'anticorpo primario, le cellule
sono state lavate in centrifuga con PBS osmolagolsp quindi sono stati aggiunti 290 di
anticorpo secondario (GAM-FITC) marcato con molecdl fluoresceina (Sigma), diluito
1:200 in PBS osmolare spigola ed incubato per 3@utniLe cellule sono state di nuovo
lavate come precedentemente visto per asportaeeagissi di anticorpo non legato. La lettura
e stata effettuata mediante il citofluorimetro FA@kbur (Beckton Dikinson, USA) che
permette la separazione delle cellule in baselaita morfologia e fluorescenza. L'analisi €

stata effettuata avvalendoci del programma CellsRaequisendo 10000 eventi senza gate.

4.6 ANALISI DEL Ca?® INTRACELLULARE
Questa e una tecnica che permette di verificatévidione cellulare mediata da secondi
messaggeri; in particolare consente di determif@reoncentrazione di Carilasciato a

livello intracellulare. Le cellule di PBL mantenute coltura in fiasche da 25 émsono state
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lavate 2 volte con centrifugazione in PBS, sondestasospese in terreno di coltura L-15
senza siero (FCS) ed incubate per 45 minuti a 18 il reagente Fura-2 (Sigma) alla
concentrazione finale di 4M. Le cellule sono state di nuovo lavate in cengé con il
terreno colturale RPMI senza FCS e rosso fenoloodiché sono state risospese alla
concentrazione di I6ellule/ml nello stesso terreno dializzato in PBSquesto punto le
cellule sono state piastrate alla concentraziondé®licellule per pozzetto in triplicato in
piastre da 96 pozzetti ed & stata misurata la dhomnza emessa da ciascun pozzetto. La
rilevazione fluorimetrica & stata misurata autooaatiente tramite fluorimetro Victor Il

(Wallach, USA) per 5 minuti con intervalli di 1 nuto tra una misurazione e l'altra.

4.7 RT-PCR

E’ questa una tecnica molto affidabile per teslangresenza, negli RNA citoplasmatici totali,
di sequenze di mRNA codificanti per proteine démesse. Con la RT-PCR,infatti, & possibile
amplificare in molte copie una sequenza di RNA diygada piccolissime quantita iniziali;
dopodiché tramite elettroforesi in gel di agarosipossibile determinare la presenza della
sequenza voluta opportunamente amplificata. Nefo@siso lo scopo era quello di verificare
la differenza di espressione del gene per il Tgierde Ig nelle cellule linfocitarie provenienti
dalle reazioni di MLR, dai Controlli, e dagli MLRon CsA.

Prima di procedere alla PCR si e dovuto estrarRNA dalle cellule tramite
denaturazione con Tripure (Boheringer, Mannheing) €lstato aggiunto nella quantita di 1 ml
ogni 10 cellule. Dopo essere state denaturate, il lisatlulare & stato conservato a -80°C.
L’'mRNA ottenuto e stato risospeso in dietilpirocambto (DEPC) diluito in acqua ed e stata
determinata la concentrazione mediante spettrofetimnPer la reazione di amplificazione e
stato prelevato fig di RNA totale a cui sono stati aggiunti @& di primers casuali (pd(l)

e tale miscela e stata usata per la retrotrasngzio un volume totale di 50l. Per testare la
guantita e la purezza dell’ RNA é stata messa @opuna PCR con primers lunghi 543 bp
prodotti dal gene per [&actina di spigola. Per escludere la contaminazdanBNA la PCR é
stata effettuata usando come stampo I'RNA con dssst protocollo. Per tale ragione sono
stati costruiti dei primers di 503 bp a partirelelalequenze geniche di spigola della regione
costante del TcR (Scapigliati et al.,2000) e di 224 bp a partirdadeegione costante della
catena leggera delle Ig di spigola (Dos Santos,e2@01).
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| primers per il TcR erano 5-AGATTACCGGACCATCAGTGAAAG (forward) e 5'-
TCAGTAGTTCTGCTTTCCCTTTGA (reverse). |l protocollo rgvede vari cicli di
amplificazione: 1 ciclo a 94°C per 5 minuti, 35lce 94°C per 45 secondi, a 60°C per 45
secondi ed a 72°C per 45 secondi seguiti da 1 @cl@°C per 10 minuti. | primers per le
immunoglobuline  erano  5-GAGCTGCAGAAGGACAGTG (fom e 5-
TCAGACTGGCCTCACAGCT (reverse). Il protocollo deckiprevedeva 1 ciclo a 94°C per
5 minuti, 35 cicli a 94°C per 45 secondi, a 50°C 4% secondi ed a 72°C per 45 secondi
seguiti da 1 ciclo a 72°C per 10 minuti.

Tutte le reazioni di amplificazione per PCR sotates effettuate utilizzando il Mini
Cycler™, modello PTC-150-16 (MJ Research).

Dei prodotti delle RT-PCR sono stati prelevatijllsche sono stati usati per osservare
'andamento dell’espressione dei geni desiderati mari tipi di campioni. Tale
visualizzazione é stata fatta per elettroforesi t&n (M/V) di gel d’agarosio contenente 10
mg/ml di bromuro d’etidio usando marcatori di 138(8igma) e di 1 kb (Gibco).

Per verificare che i frammenti ottenuti per amphftione mediante PCR fossero quelli
desiderati, dal gel di agarosio sono state prededatle aliquote e direttamente sequenziate
tramite sequenziatore automatico ABI377.

4.8 TEST DI CITOTOSSICITA’

Dopo due settimane di coltura, i PBL sia dai campib controllo (solo cellule effettrici) che
da quelli stimolati (cellule effettrici piu cellulieradiate) sono state lavate in PBS e risospese
in L-15 con FBS al 5% alla concentrazione desidersdOul della sospensione cellulare sono
stati posti in piastre da 96 pozzetti, dove il gmprecedente erano state seminate 1,5'x 10
cellule SAF-1, una linea cellulare di fibroblastti@scita aderente ottenuta dall’ orata (Perez-
Prieto et al., 1999), la loro crescita aderent@pdranesso di allestire questo saggio. Il numero
di cellule target (SAF-1; T) e stato mantenuto aot in tutti i pozzetti, mentre é stato variato
il numero di cellule effettrici (PBL; E), in rappoE/T decrescenti pari a 20:1, 10:1, 5:1, 1:1.
Opportuni controlli sono stati effettuati ponenda pozzetti solo le cellule effettrici (E) e
solo le cellule target (T). Le piastre cosi ottengbno state incubate a 18°C per 72 ore al
termine delle quali le cellule non aderenti soratestimosse, ed i pozzetti lavati due volte con
PBS osmolare spigola in modo da eliminare tutteeltule in sospensione. Ad ogni pozzetto

sono stati quindi aggiunti 1Qd di RPMI senza rosso fenolo (GIBCO) e l'attivitéiotossica
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delle cellule effettrici verso le cellule bersaglictata determinata tramite il kit ATP-Lite con
la stessa metodica riportata precedentemente. ebditaa della luce emessa, correlata
linearmente con la concentrazione di ATP, e statairata mediante un lumenometro (Victor
Il, Wallac). La citotossicita & stata calcolata mete la seguente formula: % della vitalita
delle cellule Target = [(E +T)-Ex 100]/ T

4.9 ELISA

La tecnica ELISA é stata utilizzata al fine di sagg I'attivita antivirale“in vitro” di
leucociti di spigola estratti da animali vaccinatinon. Brevemente sono stati adsorbiti i
pozzetti di reazione (piastre in polistirene Marsd\Nunc, Roskild,DK) ciascuno con 100 pl
di nodavirus inattivato (VERV) diluito 1:2 con Beff0,1M di carbonato-bicarbonato pH 9,4.
Dopo un periodo di 24h di incubazione i pozzethsagtati lavati 3 volte in Tris-HCI 50mM
pH 7,4 contenente 0,05% di tween-20 e 0,15M di NACN). Dopo aver saturato i siti liberi
nei pozzetti con BSA al 3% i TTN (TBT), 100 ul diuizioni seriali (1:100 a 1:6400) di sieri
diluiti in TBT sono stati piastrati ed incubati 24M°C.Sono stati testati sieri provenienti da
10 animali per ogni campionamento e piastratiiplitato. Trascorso il tempo di incubazione
I pozzetti sono stati lavati come precedentemerdscritto ed incubati 90 minuti con
anticorpo antisiero IgM di spigola marcato con pssidasi (C1-HRP, Aquatic Diagnostics,
Stirling, UK) secondo le specifiche del produttdrpozzetti sonon stati quindi lavati 2 volte
in TTN e 2 volte in fosfato-citrato 50mM pH 5,0 ¢enente 0,001 di ¥D. La reazione di
sviluppo durata 20 minuti & stata bloccata con@sidlforico 3N e, per mezo di un lettore

automatico di micro piastre, e stata letta 'asanda a 492nm.

4.10 PCR QUANTITATIVA SU LEUCOCITI DI SPIGOLA DA RE NE CEFALICO

L’'Rna totale e stato estratto da cellule di rerfalz® mediante Tripure (Roche), seguendo le
istruzioni del produttore, e risospeso in acqua €EBPC al fine di essere utilizzato

nell'analisi di PCR quantitativa. Sono stati eségiei controlli preventivi per escludere la

presenza di DNA genomico utilizzando primers perpdactina di spigola. Per la retro

trascrizione sono stati ultizzati enzimi BioScriRNasi H minus (Bioline) con il seguente

protocollo: 2ug di RNA totale con 1 pl di randonaeri (0,2 pg/pul Amersharm, Pharmacia)
ed acqua priva di nucleasi fino ad un volume dipl2Tale miscela é stata incubata per 5

minuti a 70°C e successivamente raffreddata incgioa A questa sono stati aggiunti 4l di
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un mix di reazione contenente 100 mM di dNTPs (25noidécuno, Promega) ed acqua priva
di nuclesi fino ad un volume di 19,75 pl. a questduzione sono stati aggiunti 0,25ul di
BioScript 200U/ul ed il tutto incubato a 25 °C A€ minuti, poi a 37°C per 60 minuti. Dopo
tale incubazione la reazione e stata bloccata medéscaldamento a 70°C per 10 minuti.
Sono stati saggiati i livelli idi espressione dengINF-1, MX , IL-1, COX-2, TGH3, IL-10,
TCRB, CD4, CD8 utilizzando un’analizzatore automati@r PCR Mx3000P™ (Stargene)
equipaggiata con software Versione 2.02 ed utitidpail Brilliant SYBR Green Q-PCR
Master Mix (Stargene) seguendo le istruzioni dehitore. Come normalizzatore e stato
utilizzato ROX in quanto, essendo non reattivo dtegareazioni di Q-PCR. Sono stati
dsisegnati appositi primers per I'amplificazione tlascritti (~ 200bp) dalle regioni costatni
di tutti i geni analizzati e ribosomiali 18S comeng “House-keeping”. Le condizioni di PCR
erano le segunti: 95°C per 10 minuti seguiti daci8h a 95°C per 45 s, 52°C per 45s e 72°C
per 45s. Le reazioni sono state eseguite in tafiger ogni campione di cDNA ricavato e
per ricavare i valori di bianco di reazione i cDNANO nstati sostituiti con acqua. Ad ogni
reazione e stata analizzata la curva di melingiatald i picchi di assorbanza specifica per il
gene amplificato. L'analisi e stata effettuataizaéndo 'opzione “End-Point” del software
“Mx3000P™” che permette l'analisi della fluorescanal termine di ongi ciclo di
amplificazione.

Una quantificazione relativa é stata eseguita meraigdo i livelli di espressione genica in
animali sperimentali con quelli di animali di carito (pesci inettati con PBS), i campioni di
controllo sono stati utilizzati come calibratoringmdo il loro valore di espressione pari a 1,0.
Durante l'analisi & stato usato come normalizzattiRNA ribosomiale 18S. L’analisi
guantitativa si € basata sulla soglia del cicleeafinito come il ciclo in cui si osservava un
aumento statisticamente significativo della fluosrwa rispetto a quella di fondo. La
specificita e dimensione dei prodotti della RealetiPCR sono stati visualizzati mediante
elettroforesi in gel di agarosio. Per ogni campinaato sono stati testati 4 pesci ed i risultati

sono stati espressi come media + deviazione standar

4.12 VIRUS E COLTURE CELLULARI

Il nodavirus, precedentemente isolato da spigolea smntomatologia riconducibile a
encefalopatia e stato fatto replicare in colturbari;mea cellulare SSN-1 a 20°C in Leibovitz
(L-15) medium arrcchito con il 2% di FBS (Gibco).
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Le cellule SSN-1 infettate sono state mantenut® &2 in L-15 con l'aggiunta di 2% L-

glutamina (Sigma), 1% penicillina-streptomicina §&) e 10 % (FBS) (Cambrex).
L’inoculazione virale e stata ottimizzata in cefiuh coltura semi-confluente e le particelle
virali sono state estratte mediante il metodo T@DBka crescita virale e stata effettuata
presso i laboratori dell'lZVS delle Venezie, a Rado

4.13 ANALISI STATISTICA

In tutti gli sperimenti effettuati & stata calcalda media e la deviazione standard di tutti i
campioni appartenenti agli stessi gruppi (MLR, Collit CsA) ed i valori ottenuti per le varie
popolazioni saggiate (linfociti T e linfociti B) B0 stati messi in grafico per visualizzare
meglio le differenze dei vari trattamenti. Inol&estato effettuato il test per la significativita
statistica mediante il test ANOVA e tale signifigét e stata accettata con il valore p minore
di 0.05. | dati sono stati rappresentati come \ealoedio + deviazione standard (SD) e come

valore medio + errore standard sulla media (SEM).
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V. RISULTATI
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5. RISULTATI

5.1 CONTA LINFOCITARIA NELLE MLR

La messa a punto della metodica applicata ha sthiena sperimentazione preliminare per
accertare che le cellule sottoposte al ciclo dadiazione, cioé le cellule donatrici, non
proliferassero in presenza delle cellule bersa@doesto risultato & stato ottenuto mediante
una reazione di MLR bidirezionale in cui entramb®BL erano stato irradiati. Dopo 2
settimane di incubazione i dati citofluorimetrijmhanno mostrato differenze significative
tra i PBL di controllo e quelli stimolati. Tale a@ati ha dato la certezza che le proliferazioni
riscontrate negli esperimenti di MLR unidirezionfdssero dovute alla reale proliferazione
dei PBL bersaglio. Il contenuto in leucociti netleazioni di MLR unidirezionali sono stati
saggiati mediante immunofluorescenza indiretta @gando anticorpi monoclonali DLT15 e
DLIg3, diretti rispettivamente contro i linfociti Te contro i linfociti B.  Dopo
limmunofluorescenza indiretta (IIF) la percentualelle popolazioni di linfociti T e B dei
campioni esaminati, &€ stata determinata mediaatalisi al citofluorimetro. | dati ottenuti, al
netto del controllo, sono mostrati in figural. Mampioni di controllo, cioe i PBL in coltura
senza alcun stimolo, si osserva che la percentuaelia dei linfociti B decresce
allaumentare del tempo, passando da un valorélaizli 21.1+3.8% al tempo zero, ad un
valore di 13.3+£7.2% a 2 settimane di incubazioms &d arrivare ad un valore di 7.7+3% a 4
settimane di incubazione, mentre la percentualée dmdllule T rimane pressoché stabile
durante le 4 settimane di incubazione mostrandopeneentuale costante intorno al 4%. Nei
campioni di MLR invece si assiste (Fig.1b) ad umanto statisticamente significativo dei
linfociti T, si passa infatti, da una percentuale3.1+0.8% al tempo zero, ad una percentuale
di 8.8+4.7% a 2 settimane e ad una percentuale.334% a 4 settimane. Le cellule B
(Fig.1b), diversamente dalle cellule T, nel coretled4 settimane di incubazione, subiscono
un brusco decremento passando da un valore inizial21.1+3.8% passando per una
percentuale di 6.71+3.2% a 2 settimane fino advami ad un valore di 3.0+1.6% a 4
settimane. Questi dati riportati in figura 1b masty chiaramente che la popolazione cellulare
ad essere coinvolta nei processi proliferativi eeligudei linfocitiT. L'analisi statistica
effettuata mediante il test ANOVA ha indicato clediminuzione delle cellule B nel corso

delle 4 settimane é risultata significativa mostiarun valore di p < 0.05, cosi come
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laumento delle cellule T. Questa significativitéatsstica e stata evidenziata nei grafici
mediante un asterisco.

Nella Tabella 1 sono mostrati i valori della devwswe standard di 3 esperimenti in cui
sono stati esaminati un totale di 15 animali peti gguppo che sono il gruppo di Controllo, e
di MLR. Grazie ai valori ricavati sperimentalmergestato possibile anche determinare il
numero di cellule vive nelle varie fasi di sperirte@ione in modo da avere un dato
guantitativo delle cellule coinvolte negli eventoliferativi. Si € osservato che il numero di
cellule totali negli esperimenti di MLR & diminuitta 1.2 x 10cellule al tempo zero, a 6+0.8
x 10 cellule a 2 settimane fino ad arrivare a 1.5+0X0%a 4 settimane, da questi valori si
puo ipotizzare che benché il numero delle cellulsid aumentato sensibilmente, il numero
totale di cellule sia diminuito e cio e da imputat&a diminuzione marcata del numero dei
linfociti B. Nella tabella 1 e riportato anche ilaglo di variabilita individuale riscontrata nei
vari pesci, infatti, oltre al valore medio + dev@ze standard, sono riportati i valori minimo e
massimo osservati per ogni gruppo sperimentaldiréngono stati testati gli effetti della
Ciclosporina A. L'aggiunta di tale molecola ad wuacentrazione difg/ml nei campioni di
MLR, ha impedito la proliferazione dei linfociti Tcome € possibile osservare dai dati
riportati in Figura 2a. Si nota chiaramente chehanm questo gruppo sperimentale di 12
animali si assiste ad un aumento statisticamegeifisiativo di cellule T nei campioni di
MLR (8.3£3.8%) rispetto ai campioni di controllo.833.2%), mentre il quantitativo di
cellule T nei campioni di MLR con I'aggiunta di @esporina, rimane inalterato rispetto a
quello di controllo. Anche per questo gruppo spentale (N=12) abbiamo allestito una
tabella (Tab.2) in cui abbiamo riportato i valoredn con le deviazioni standard dei 3 gruppi:
controllo, MLR ed MLR+CsA, in cui abbiamo esamindt® animali. Dai dati riportati nella
tabella si osserva chiaramente il grado di vaiii@bihdividuale.

L’attivazione cellulare, in particolar modo deiftwaiti T, reazioni di linfociti mescolati,

& stata esaminata misurando il rilascio intracatkildi C&" mediante I'utilizzo del reagente
Fura-2 AM leggendo l'attivita mediante il luminometVictor Il. Incubando le cellule con
'anticorpo DLT15 (specifico per le cellule T) sermina un’attivazione di recettori di
membrana che scatena una cascata di segnali ihfageche causano un aumento
intracellulare di C4 (tale attivita e tipica delle cellule capaci dspondere a stimoli
anticorpali). | risultati di tali esperimenti somiportati in Figura 2b. Il rilascio di Cgche &

riportato come unita di valore medio di fluores@nRFU), ottenuto mediante lettura al
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fluorimetro dopo 5 minuti di incubazione delle cédl con I'anticorpo, mostra che le cellule
tenute in coltura per 2 settimane senza alcun &tini@nno dato un valore medio RFU di
1,250+£348 (SEM), rispetto a quelle derivanti daazioni di MLR: RFU di 2,500+442
(SEM). Le cellule prelevate dalle colture di MLRncbaggiunta di CsA mostrano un valore
RFU di 1,500+109 (SEM). L'analisi statistica ANOWA questi dati ha dato un valore di p =
0,05.

L’incubazione di leucociti provenienti da colture MILR con I'anticorpo DLIg3,
specifico per le cellule B, non ha prodotto alcisultato significativo cid a testimonianza del
fatto che le cellule B non sono coinvolte massivat@enelle reazioni di MLR (dato non
indicato). La Figura 3 mostra un tipico profiloafluorimetrico ottenuto negli esperimenti.
Nella Figura 3a si nota la tipica morfologia deilPiB cui le varie popolazioni leucocitarie si
separano in base alla grandezza ed alla rugos#idpdificie (Fig. 3a), non é stata selezionata
alcuna regione nella fase di analisi e il valorBaduorescenza di fondo (background) e stato
ottenuto incubando le cellule del’MLR con sovramrde di coltura. Il valore ottenuto (3.2%)
e stato sottratto ai valori ottenuti dalle cellineubate con gli anticorpi DLT15 e DLIg3 in
modo da ottenere il valore netto relativo alla feszenza dell’anticorpo (Fig.3b); nella figura
3d si nota bene un picco di fluorescenza, di cellpbsitive al DLT15, provenienti da
campioni di MLR il cui il valore e di 14.6%; mentreella figura 3c € riportato il profilo
citofluorimetrico di linfociti T provenienti da cgooni di MLR con l'aggiunta di CsA, in tali

campioni la percentuale di cellule positive al DET# di 7.4%.

5.2 RT-PCR

Con gquesta tecnica siamo andati a verificare femihza nell’espressione dei geni per il
TcRP (recettore dei Infociti T) e per le Ig (immunogldime) nei campioni di controllo e di
MLR. Nella Figura 4 € mostrato il pattern elettna&fiico relativo alla RT-PCR di colture
leuocitarie. Nei campioni di controllo, PBL nonmstlati, si nota chiaramente la banda a
224bp relativa all’espressione del gene per le impglobuline nei linfociti B e la banda a
503bp relativa all’espressione del TcRei linfociti T (Fig.4a) amplificati con una PCR38
cicli. Conducendo la reazione di amplificazione glirstessi campioni di controllo a solo 17
cicli, si vede solamente I'espressione del genédgl nelle cellule B mentre quello per il
TcRP nelle cellule T non viene evidenziato in eletresi (Fig. 4b). Questo indica che gli
animali non stimolati hanno i geni delle Ig espr@ssnaggior misura rispetto a quelli per il
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recettore delle cellule T. Nei campioni coinvolélla reazione di MLR invece, si puo notare
una notevole espressione del gene per ilTd& linfociti T evidenziato dalla comparsa della
relativa banda a 503bp nel gel elettroforetico meenbn si osserva la banda relativa alle Ig.
Questo dato conferma i risultati ottenuti con l'inmmofluorescenza e convalida l'ipotesi di
eventi proliferativi a carico dei linfociti T. Inutti i campioni € mostrata I'espressione del gene
per lap-actina per confermare che tutte le reazioni diFROR sono state effettuate previa la
verifica della presenza degli mRNA totali nelle ogle di reazione e che tali mMRNA fossero
integri ossia capaci di codificare per i geni. Ets scelto il gene per Ractina perché da
lavori precedenti si € capito che tale gene €& sspreostitutivamente in tutte le cellule di
spigola e quindi rappresenta un buon elemento geficare la presenza di RNA codificanti

in un estratto cellulare (Buonocore et al. 2003).

5.3PROLIFERAZIONE CELLULARE E SAGGIO DELLA CITOTOSSICI TA

Sono stati esaminati un totale di 10 animali e, cdgeparazione tramite percoll delle
popolazioni leucocitarie dal plasma e dagli eritip@ stato determinato il humero delle
cellule vitali mediante conteggio manuale con ibcante vitale Tripan Blue. Il numero delle
cellule vitali & stato espresso come valore meditetiazione standard, il numero iniziale
delle cellule vitali & risultato essere 1.2 X &6ll/ml. | risultati indicano che dopo 2 settimane
di reazione il numero delle cellule vitali era 0#710% delle cellule iniziali, come riportato
nella Figura 5a. Contrariamente, saggiando glsstescociti di MLR i livelli intracellulari di
ATP rispetto ai controlli, hanno dato un valorel@iD+7% (Fig. 5a).

In figura 5b € mostrata l'attivita citotossica diicociti contro un bersaglio xenogenico
rappresentato dalla linea cellulare di orata SA€dli livelli di tale citotossicita sono stati
espressi come rapporto fra i campioni di MLR edispettivi campioni di controllo.
L'aumento del numero delle cellule effettrici hatdadiminuire sensibilmente la vitalita delle
cellule bersaglio e l'analisi statistica ANOVA cenina che la differenza tra le diluizioni
1:20, 1:5 ed 1:1 (rapporto tra il numero di celleféettrici sulle cellule bersaglio E/T) era
statisticamente significativa dando un valore €i@05.

L’'attivitd citotossica € stata saggiata anche uncdd¢iti estratti da sangue periferico
(PBL) e rene cefalico (HK) e branchie (GILLS) diiraali sottoposti a vaccinazione con
nodavirus (VERV).e sono riportati in fig.12. | leagiti sono stati incubati con VERV

inattivato in formalina. Nei PBL derivanti da aniindopo 43 giorni dalla vaccinazione con
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VERYV si osserva un aumento dei livelli di ATP irdeflulare di circa 4 volte rispetto ai
leucociti estratti da HK, come anche nel giorno 3B+ sebbene in quest'ultimo
campionamento i valori intracellulari di ATP eranwlto inferiori che nella precedente. |
livelli di ATP in leucociti estratti da HK hanno nspato una tendenza all’aumento in pesci a
43 giorni da vaccinazione con VERV e tale ten de@ézmaggiore a 43+30. Nei leucociti
estratti dalle branchie (GILLS) si osserva un aumet livelli di ATP in pesci vaccinati al
giorno 43 ed un aumento meno marcato al giorno @3&3i asterischi indicano, nei pesci
vaccianti, i valori medi relativi alla luminescen@®@LU) che risultano essere statisticamente
significativi (ANOVA, P<0,05).

5.4 CONTENUTO LINFOCITARIO IN ANIMALI VACCINATI CON  VERV

Leucociti estratti da PBL, HK, GILLS, SPLEEN e GWono stati impiegati per valutare la
percentuale di cellule T e B mediante immunofluceeza ed analisi citofluorimetrica
utilizando anticorpi monoclonali DLT15 e DLIg3 edisultati sono mostrati nella tabella 3.
Nei PBL estratti da pesci vaccinati si osserva umento di linfociti T di circa 3,5% e cio e
riscontrabile nei dati di tutti e tre i campionarhe€on l'esclusione di qualche variazione
sporadica (HK a 43+60gg e GUT a 43gg), negli HKe2 @UT non si risconrra alcun
aumento statisticamente significativo nel conterdittinfociti T tra controllo e leucociti di
animali vaccinati. La vaccinazione ha indotto nBLRun forte incremento anche nel numero
delle cellul B al giorno 43 (circa 7%) ed un auneentinore al giorno 43+30 (4,5%). In tutti
gli altri tessuti non si riscontra alcuna variaaatatisticamente significativa nel contenuto di

cellule B tra animali di controllo e vaccianti.

5.5 ELISA

Sieri di animali di controllo e vaccinati sono stasaminati in ELISA ed i risultati ottenuti
snon mostrati in figura 13 con diluizioni di siaril:200 (Fig.13a) e 1:3200 (Fig.13b).

E evidente in tutti i campionamenti la presenzdivilli misurabili di immunoglobuline
sieriche specifiche per VERV e cido € molto piu ewitt nella diluizione di 1:3200. Il
trattamento di “boosting” al giorno 43 ha leggerteeimcrementato la quantita di anticorpi
specifici, come si pud osservare infatti, dal gio#8+10 in poi e, 'aumento costante fino
all'ultimo campionamento relativo al giorno 43+@0analisi statistica dei dati mostra una
significativita di P<0,05 (ANOVA) per tutti i pundi diluizione di 1:3200.
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5.6 PCR QUANTITATIVA

Mediante PCR convenzionale € stata saggiata l@mzasdi RNA di VERvV sia in animali non
trattati (PBS) che in quelli vaccinati (VERvV) e di@ mostrato la presenza di sequenze di
proteine del capside virale solo in esemplari gaisti a vaccinazione (dati non mostrati). Il
cDNA estratto da cellule di HK e stato sottopost®eGR quantitativa su geni selezionati per
analizzare la loro trascrizione utilizzando la naéta sopra descritta ed i risultati sono
mostrati in Fig.14a e 14b. | geni “House-keepingliazati per determinare il “fold change”
era I'RNA ribosomiale 18S ed e stato assegnatoaibre di 1,0 come livello basale di
espressione di ogni gene analizzato nei pesamrallo (trattati con PBS). La sequenza di
DNA dei primers usati per PCR arrays € mostratiaabella 4.

Le proteine antivirali IFN ed MX (Fig. 14a) mostmadelle cinetiche temporali simili con un
forte aumento a 6h dall'infezione, seguito da ummairtlzione con un nuivo significativo
aumento dopo “boosting”. Si é riscontrato un moalesimento dei livelli di espressione della
citochina TGFB a (2 volte I'unita) ed uno piu marcato a 10 ddgmoobsting (6 volte I'unita).
(Fig.14a). La citochina anti-infiammatoria IL-10 haostrato un aumento di espressione di 3
volte dopo infezione ed uno ancora piu alto a Xngice 10 giorni dopo boosting di 10 e 20
volte. Fig.14a. Le citochine pro-infiammatorie C@Xe IL-1 Figl4a mostravano diverse
cinetiche di espressione, aumentando costanteragoéetire da 1 giorno dopo l'infezione (3
volte l'unitd) fino a 1 giorno dopo il boosting (2&lte I'unitd) per poi mostrare una
diminuzione. Per contro IL-1 mostrava un aument® dolte a 3 giorni dall'infezione e di 6
volte dopo boosting, con minori livelli di espresse negli altri momenti di campionamento.
La catena leggera dei geni delle IgM mostra untefespressione di circa 100 volte subito
dopo infezione (Fig.14b) rimanedno stabilmente &i@sino al giorno 30 dopo vaccinazione.
Dopo un giorno dal boosting si € rilevato un utiezi aumento nella trascrizione del gene

delle IgM (125 volte) mentre in seguito I'espresgaiminuiva con il tempo.
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| geni correlati alle cellule T: TR CD4 e CD& non hanno mostrato alcun aumento
significativo nei livelli di espressione (max 2 t&)l durante tutto il periodo di campionamento

sia dopo infezione che dopo boosting (Fig.14b)
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6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L'MLR rappresenta una reazione “in vitro” di fondantale importanza per lo studio e la
conoscenza dell'immunita acquisita dei vertebeaitd € vero che e stata ampiamente studiata
da molti gruppi di ricerca in varie specie di vergi mandibolati. Studi effettuati in tale
ambito si riscontrano nei teleostei (Etlinger et #077; Caspi and Avtalion, 1984; Miller et
al., 1986; Kaastrup et al.,1988; Somamoto et &042 negli anfibi (Barlow and Cohen,
1981), nei rettili (EI Deeb and Saad, 1987), negicelli (Lehtonen et al.,, 1989) e nei
mammiferi (Thibault et al., 1973). L'MLR é l'unia@azione che attiva una risposta antigene-
specifica dei linfociti T ih vitro” che puo essere facilmente ottenuta senza la siéces una
preventiva immunizzazioneir' vivd’” degli animali utilizzati per gli esperimenti (Abb,
1991). Esperimenti condotti sui mammiferi hannodewziato che i linfociti T vergini
possono essere attivati ed indotti a proliferareuda varieta di antigeni quali sostanze
farmacologiche, citochine ed anticorpi diretti contnolecole induttori di proliferazione quali
CD3 e TcR.

Questi induttori di proliferazione, descritti neemmiferi, non sono ancora disponibili
nei teleostei. Nella spigola, negli ultimi anni,nsostati prodotti gli indicatori cellulari
specifici per i linfociti (Scapigliati et al., 19951996), questo permette di monitorare
direttamente 'andamento delle popolazioni deidaiti T e dei linfociti B durante le reazioni
“in vitro” che coinvolgono il sistema immunitarid questa specie. Uno di questi marcatori
specifici é rappresentato dall’anticorpo monocleralLT15 che é stato ampiamente utilizzato
per la caratterizzazione dei linfociti T della sayin individui adulti (Romano et al., 1997;
Scapigliati et al., 2000), e durante lo sviluppdde (Abelli et al., 1996; 1997; Picchietti et
al., 1997). L'antigene riconosciuto dal DLT15 é gmsto da una glicoproteina di 40kDa che
non corrisponde al TcR (dato non pubblicato) e considerato il suo spettho
immunoreattivita, evidenziato in studi precedeptitrebbe essere considerato come un CD3-
simile 0 come anti- pan T-cells. Per la spigola mono attualmente disponibili né linee
clonali di pesci, né linee clonali di cellule legitarie come nel caso del pesce gatto in cui
sono disponibili vari cloni cellulari (Miller et al1994a; 1994b); questo fatto ha determinato
I" obbligo di dover utilizzare pesci geneticames#dvatici derivanti da un parco riproduttori
di circa 150 esemplari. Per questi motivi, come tkdto avevamo previsto, abbiamo
riscontrato un alto grado di variabilitd geneticallen risposte cellulari “in vitro”. Questa
elevata variabilita ci ha indotti ad ottimizzarelldedefinite condizioni sperimentali per le

48



colture dei leucociti, in modo tale che ogni egpemnto fosse ripetibile; abbiamo inoltre
esaminato un numero sufficientemente elevato dipgam (un totale di 25 individui di 15
hanno risposto) per raggiungere la significatistigtistica dei dati ottenuti.

Nelle nostre condizioni sperimentali, abbiamo ogsier che le reazioni allogeniche di
PBL “in vitro” richiedevano 2 settimane affinché si ottenesgacito medio di aumento del
numero dei linfociti T, conseguentemente abbiac®lte questo tempo per lo studio delle
reazioni di MLR che sono state monitorate al terapm, a 2 settimane ed a 4 settimane
mediante immunofluorescenza. | dati ottenuti cdifr lhanno confermato questo andamento
temporale, infatti se si osservano le figure 1 siomprende che c¢’€ un marcato aumento
della percentuale dei linfociti T a 2 settimanenine a 4 settimane i valori restano pressoché
costanti. E’ importante ricordare che precedentodlahanno dimostrato un coinvolgimento
“in vivo” delle cellule T in reazioni allogenichesthia spigola dopo 2 settimane (Abelli et al.,
1999), cio conferma che il tempo di 2 settimaneeeessario per ottenere un’ adeguata
risposta cellulare. Nelluomo si € osservato cheelazioni di MLR “in vitro” hanno una
durata di 7-10 giorni (Abbas, 1991). E stabilitotdmpo che le reazioni di MLR coinvolgono
la proliferazione dei linfociti T (Abbas, 1991), ntee non stimolano la proliferazione di
linfociti B, che diminuiscono di numero nel tempelld reazione di MLR insieme al numero
di cellule totali. Questa osservazione € in accawio i dati ottenuti da lavori precedenti nel
pesce gatto (Miller et al., 1986) in cui, in reazidi MLR unidirezionali, si € osservata una
proliferazione selettiva dei leucociti negativi gerlg di superfice. Inoltre i nostri dati “in
vitro” sono perfettamente in accordo con i risultdatenuti “in vivo” nella spigola (Abelli et
al., 1999), dove si e osservato che i linfociti &tpcipano in un numero ed in una misura
molto bassa nelle reazioni di rigetto in trapiadlibgenici “in vivo”.

Per essere maggiormente certi che le cellule ilif@razione, osservate nelle reazioni di
MLR, fossero linfociti T, abbiamo pianificato edilizizato esperimenti di RT-PCR usando
cDNA ottenuto dal’RNA di PBL di controllo e di PBtoinvolti nelle reazioni di MLR. In
tali esperimenti sono stati usati primers per ntarcénequivocabili per i linfociti T e B che
sono i geni delle Ig e del TcR (Scapigliati et a000; dos Santos et al., 2001). Una volta
ottenuti i dati delle PCR e stato facile fare ihfronto tra I'espressione del TcR e delle Ig nei
campioni di controllo e di MLR ed abbiamo verifiocathe, mentre I'espressione del gene per
le g rimaneva inalterata tra i campioni di contvoé di MLR, il gene per il TcR veniva

espresso in misura molto maggiore nei campioni dRMTanto é vero che, osservando i gel
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elettroforetici ottenuti dopo PCR a 17 cicli, n@intpioni di MLR & ben visibile la banda
corrispondente al TcR mentre non & possibile vedeerbanda corrispondente alle Ig, la
situazione e diversa nei campioni di controlloum g puo vedere la banda corrispondente alle
Ilg mentre non e rilevabile quella per il TcR (Figu).

Per motivi sconosciuti si € osservato che il nunmgirpesci, che non hanno risposto
nelle reazioni di MLR, € di circa il 30% e possspiegazioni sperimentali a questo fenomeno
potrebbero essere: 1) questi pesci potrebbero aver® una recente e spontanea attivita dei
linfociti T “in vivo”, dovuta probabilmente a cirstanze patogene non cosi evidenti da poter
essere rilevate al momento del prelievo, che pb&etwver silenziato la loro risposta “in
vitro”; 2) lo stress indotto a questi pesci dueatd operazioni di prelievo potrebbe aver
provocato un’ immunodepressione indotta, questmrf@ano € stato infatti dimostrato in
lavori recenti (Wendelaar Bonga, 1997; Estebarl.eP@04); 3) infine, le condizioni ricreate
“in vitro” negli esperimenti non erano sufficietiscatenare, in tutti i campioni analizzati, la
proliferazione e l'attivita dei linfociti T. Per ave un quadro completo dell’andamento degli
esprimenti i dati ottenuti in immunofluorescenzan®ostato raggruppati in una tabella
(Tabella 1 e 2) in cui & possibile apprezzare arnch@sso di variabilita sperimentale che
abbiamo riscontrato nei vari esemplari.

Altri dati molto interessanti sono quelli che abb@ ottenuto con ['utilizzo di
Ciclosporina A. Studi effettuati in precedenza ladimostrato che Ciclosporina A inibisce
in maniera specifica le cellule T nei mammiferiiegarticolare si & visto che la sua azione e
guella di impedire I'attivazione dei fattori trasmonali chiamati fattori nucleari di attivazione
dei linfociti T (NFAT) che determinano I'espresseodei geni per le citochine, questi risultati
sono stati ottenuti mediante studi sul pesce &k et al., 2002). In questo lavoro i PBL e
le cellule T antigene specifiche di pesce gattoosstate trattate con CsA la quale ha inibito
“in vitro” la proliferazione di PBL stimolati da ¢&ine e da allo-antigeni specifici per le
cellule T. Partendo da queste basi, abbiamo voletidicare tali ipotesi anche nella spigola e
per far cio abbiamo pianificato degli esperimentidlR a cui e stata aggiunta CsA. | risultati
raggiunti con questa metodica sono pienamentedardo con quelli ottenuti nel pesce gatto
dimostrando che i suddetti meccanismi cellulariosoomuni ad entrambe le specie. In effetti
la ciclosporina A ha inibito la proliferazione deifociti T e, come si puo osservare in figura
2, ha mantenuto il numero dei linfociti T a valgaragonabili a quelli dei campioni di

controllo. | risultati ottenuti nel nostro e nelepedente lavoro sul pesce gatto, suggeriscono
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che le citochine sono direttamente coinvolte neltaliferazione dei linfociti T. Si puo
ipotizzare che siano coinvolte in particolar motiotérleuchina 2 e l'interleuchina 4 (IL-2,
IL-4) e la loro azione potrebbe consistere nel gupiare attivamente all’ attivazione dei
linfociti T dei teleostei, come del resto e statmgerito da altri lavori (Caspi et Avtalion,
1984), e che i processi di attivazione mediati idéothine siano altamente conservati nei
vertebrati.

Nella figura 3 € mostrato I'aspetto di alcuni ciagmi selezionati dai vari esperimenti per
far osservare 'andamento delle IIF e per far reothtipico aspetto delle cellule di PBL di
spigola durante una lettura citofluorimetrica. brticolare nella figura 3a & possibile vedere
la morfologia delle cellule leucocitarie di PBL, guesto citogramma sono chiaramente
distinguibili tre popolazioni differenti che cormpigndono a cellule mieloidi, che si riscontrano
nella parte destra del citogramma, a linfociti, shdispongono in basso, e ad eritrociti che si
posizionano nella parte sinistra. Questo modelteaai vari campioni testati e tipico dei
PBL di teleostei e pud essere facilmente compacato citogrammi ottenuti in lavori
precedenti al nostro (Stafford et al., 2001). Gltogrammi dell'immunofluorescenza
mostrano i profili della positivita all’anticorpol¥15 ed in particolare la figura 3b si riferisce
alla positivita a questo anticorpo nei campioncaiitrollo, mentre la figura 3d si riferisce alla
positivita riscontrata nei campioni coinvolti nelieazioni di MLR. In quest'ultima figura si
osserva un picco massimo di fluorescenza al DLT fjpiessta ha lo scopo di offrire un dato
visivo ed una conferma ai risultati numerici ottenwdall’'analisi di tali profili
citofluorimetrici. Nella figura 3c e possibile osgare gli effetti indotti dalla Ciclosporina A,
infatti, si pud osservare come il picco di postévosservabili, visto nei campioni di MLR,
guasi scompaia portando i valori della fluorescenzemo a quelli dei campioni di controllo.
Questo andamento avvalora l'ipotesi che tale smatabbia effetti inibitori sull’attivazione e
sulla proliferazione dei linfociti T.

Per studiare ulteriormente i complessi meccanisiniricbonoscimento che nei nostri
esperimenti hanno indotto un’attivazione ed unaliferazione cellulare dei leucociti,
abbiamo analizzato un parametro riscontrato agsoeiafenomeni di attivazione, cioé la
mobilizzazione intracellulare di €arecettore-mediata (Radman et al., 2002). Questa
metodica € stata gia utilizzata con successo lia afiecie di teleostei (pesce gatto) dove si e
studiato il ruolo funzionale di molecole presentilla superficie cellulare di cellule

citotossiche non specifiche stimolate da anticanpnoclonali specifici (Evans et al., 1992).
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La stimolazione della via del €amediata da anticorpi & stata gia descritta in riasai
mammiferi (Tsoukas et al., 1985) e nel pesce d&tém Ginkel et al., 1994). Nel nostro caso
le colture leucocitarie sono state stimolate comuglicorpi DLT15 e DLIg3, che hanno come
antigene molecole di membrana presenti nei linfdce B, in modo da indurre la cascata di
segnale intracellulare mediata dal *Camisurata rilevando I'aumento transitorio della
concentrazione intracellulare di tale ione. La @ntrazione é stata determinata mediante la
rilevazione della fluorescenza generata dal legdeieC&* con il reagente Fura-2. Questa
tecnica é stata sperimentata in altri lavori swdeiti (Evans et al.,1992), e su cellule di
teleosteo (Guibbolini et al., 2000). | risultattestuti sono riportati nella figura 2a ed hanno
fornito interessanti dati. Le cellule provenientlld colture di MLR presentano cellule
sensibili DLT15 in numero maggiore rispetto allélude dei controlli, cio implica che nelle
reazioni di MLR sono ci siano stati degli eventlgerativi a carico dei linfociti T, inoltre il
fatto che in tali cellule, una volta stimolate Gaiticorpo DLT15, si riscontra un aumento dei
livelli di Ca?* suggerisce che queste cellule si trovino nellanforttivata. E interessante
notare che anche in questi esperimenti sono ssatntrati gli effetti inibitori della CsA a
carico dei linfociti T. Infatti abbiamo misuratdivelli di Ca®** anche nelle colture di MLR a
cui era stata aggiunta CsA e abbiamo osservato l'altevazione mediata dal DLT15
determinava I'ottenimento di valori paragonabilgaelli ottenuti nei campioni di controllo.
Questo suggerisce fortemente che la ciclosporinasérciti i propri effetti inibitori sui
linfociti T in proliferazione durante la reazioneMLR.

| meccanismi di allo-riconoscimento “in vitro” neiammiferi sono noti da tempo e si &
scoperto che essi provocano l'attivazione ed lutamento dei linfociti T citotossici (Enkart,
1985) e la presenza di tali linfociti (CTL) e statsservata anche nei teleostei (Zhou et al.,
2001). Era quindi per noi interessante verificage nglle reazioni di MLR nella spigola
fossero coinvolti i linfociti T citotossici. Perrfaio abbiamo effettuato, sia nei campioni di
controllo, sia in quelli di MLR, dei test di citasicita che sono stati attuati mediante
'aggiunta di PBL ad un target xenogenico rappresgerda cellule di orata (SAF-1). | risultati
sono stati visualizzati in figura 5 e suggeriscari® | PBL siano capaci di una attivita
citotossica spontanea contro le cellule bersagQoesta attivitd € risultata fortemente
aumentata in maniera dose-dipendente e nei leu@niitvolti nelle MLR e cio suggerisce
che tra i linfociti T coinvolti in tale reazione piossa essere una componente di linfociti T

citotossici.
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Le reazioni di leucociti mescolati (MLR) sono ilsuitato di complesse interazioni
molecolari e cellulari fondamentali nei processiridonoscimento del non-self, per cui la
conoscenza di questi meccanismi € di grossa imEatgperché essi intervengono in un
elevatissimo numero di reazioni del sistema imnauitt Per capirne lI'importanza basta
pensare alle reazioni di rigetto che si manifesiartoapianti allogenici, quindi € evidente che
una profonda conoscenza di questi processi potrédtgeun forte contributo alle terapie post-
trapianto. Il nostro lavoro si colloca quindi in eampo di grosso interesse sia per quanto
riguarda la conoscenza della biologia della spati@same, ossia della spigola, sia per
possibili applicazioni su altre specie ad esempiarsammiferi in quanto, come abbiamo gia
osservato, la spigola presenta nel suo sistema mtanio delle notevoli analogie con quello
dei mammiferi per cui € un buon banco di prova Ipestudio di base. Questo lavoro ha
proprio lo scopo di fornire un contributo inizialla comprensione di questi complessi
processi molecolari e cellulari di base. Presilow complesso i nostri risultati mostrano che
durante delle reazioni di riconoscimento allogenitaui sono coinvolti leucociti di spigola
vergini, si ha una proliferazione di linfociti T €hpossono essere attivati mediante anticorpi
specifici anti-linfociti T (nel particolar caso & usato il DLT15). Si osserva inoltre che in
tali linfociti & presente la sottopopolazione defdciti T citotossici (CTL).

Questo lavoro rappresenta una base per altri shedabbiamo intenzione di effettuare
in futuro che vertono su importanti aspetti delazioni leucocitarie “in vitro” quali gli effetti
dello svuotamento delle APC prima delle reazioniMliR, I' osservazione delle risposte
ottenibili da cellule T purificate, effettuare MLRtilizzando leucociti purificati da altri
organi, la determinazione dell’isotipo dei linfacit utilizzando marcatori per il CD-8 e gl
effetti delle citochine contenute nei terreni canolati. Per quest’ultima applicazione
abbiamo intenzione di allestire colture leucocdata PBL alle quali aggiungere, a diverse
concentrazioni, terreno condizionato ottenuto dedlture coinvolte in reazioni di MLR; cio
che ci si attende da tali esperimenti € che neetederivanti dalle MLR siano presenti le
citochine prodotte durante la risposta allogenicahe tali citochine fungano da stimolo

proliferativo per i linfociti T vergini messi in toira.

* La parte sperimentale riferita alla risposta a wreone contro nodavirus (VERV) e
di cruciale importanza in quanto la spigola € malemsibile alle encefalopatie e
retinopatie indotte dallo stesso e si ritiene ehmaggior parte degli individui adulti di

allevamenti ittici abbiano avuto un contatto cole tairus e siano sopravvissute. In
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merito a cio, le risposte cellulari e molecolamdée al sistema immunitario contro
VERvV sono pressoché sconosciute, con un consegostaeolo nella produzione di
un potenziale vaccino candidato a combattere tatolpgie. Inoltre, le reazioni
immunitarie antivirali richiedono un abbondante nmmilgimento di linfociti T e
rappresentano quindi un ottimo modello per studinginunologia cellulo-mediata.
Con questa premessa lo scopo di questa partevibebleende possibile la creazione di
un modello fn vivo” per studiare la funzionalita del sistema immurotali tali
teleostei. Per portare a termine questo lavorate stiettato stadi giovanili di spigole
con un numero di particelle virali precedenteméestato affinché venisse indotta una
bassa mortalita (dati non mostrati), e, come suppdsfezione ha determinato una
mortalita globale del 8%. La prima parte dello stu@ servita a verificare se
l'infezione da VERV intaccasse I'assetto leucoatauegli organi e tessuti. Cio é stato
fatto mediante IIF ed analisi citofluorimetrica oda anticorpi specifici anti linfociti
T e B di spigole dopo infezione e boosting. | figtilhanno dimostrato che tra i tessuti
esaminati, i leucociti di sangue periferico mosaray un significativo aumento delle
cellule T ad ogni campionamento ed un significatatonento delle cellule B a 43
giorni dall'infezione e a 30 giorni dal boostingafd.3). A nostra conoscenza questa e
la prima descrizione di una modulazione del nuntgdofociti in una specie di pesci
indotta da un’infezione virale. In seqguito per atme se l'infezione ha indotto una
risposta immunitaria quantificabile, i leucociti pesci di controllo ed infettati sono
stati estratti e stimolati iff vitro” con VERYV inattivato mediante calore a 43 e 43+30
giorni dopo infezione e boosting. Precedentemerstaté dimostrato nei mammiferi e
nei pesci che i livelli di ATP intracellulare in lkde in coltura possono essere
indirettamente correlate alla proliferazione cellel ed abbiamo utilizzato tale
mtodica analitica per valutare la stimolazione VERyendente fh vitro”. | risultati

di questi esperimenti sono riassunti in Fig. 1zhadno dimostrato che i PBL di pesci
infettati rispetto ai controlli, erano capaci dspondere dopo 48h di coltura con
nodavirus aumentando significativamente i livellidd P intracellulare. | leucociti di
HK hanno mostrato un minor livello di proliferazempur evidenziando con un
incremento statisticamente significativo a 43 gialwpo boosting. Interessante e che i
leucociti estratti da branchie in pesci trattath GdERv hanno mostrato il piu alto

incremento di ATP intracellulare rispetto ai leuitioestratti da altri tessuti (circa 10
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volte). Presi insieme i dati di immunologia cell@adimostrano che i leucociti di
sangue sono sensibili ad infezione con VERwivo” sia nel numero di linfociti che
in un aumento di ATP intracellulare indotto da VERvvitro”. Conseguentemente i
leucociti di sangue periferico debbono essere dengio come un importante fonte di
cellule per ulteriori studi delle risposte immunigacellulo-mediate indotte da virus.
In aggiunta, per la prima, volta e stato possililsurare“in vitro” la risposta
leucocitaria contro antigeni virali dopo 73 giordalla stimolazione“in vivo” ,
suggerendo che l'infezione potrebbe indurre lagnea di leucociti “di memoria” o
“attivati” . linfezione con VERv ha indotto unasposta anticorpale bassa ma
specifica come mostrato in Fig.13. | dati di ELIS#tenuti dal saggio di un elevato
numero di sieri, sono stati presentati ad un bdds&ione (1:200) ed una piu alta
(1:3200). | risultati mostrano la presenza basalenticorpi sierici aspecifici IgM ad
ogni diluizione (valori di assorbanza da 0,08 @ @@ un aumento statisticamente
significativo nelle IgM anti-VERvV che e stato cldaarente osservato soltanto nei sieri
di pesci infetti. Quindi si pud suggerire che upaszione a nodavirus senza una
preventiva immunizzazione puo indurre la presenizardicorpi sierici specifici.
L'immunogenicita di VERV nella spigola é stata meéentemente studiata con I'aiuto
di peptidi derivanti dalle proteine del capsideviiRv, ed i risultati di questo lavoro
hanno dimostrato che 3 regioni delle proteine dgls@e comprendente i residui
amminoacidici 1-32 91-162 e 181-212 erano fortem@nmunoreattivi con il siero di
spigola. Questi dati ed i nostri confermano I'indune di anticorpi specifici contro
VERV e di derivati antigenici, suggerendo il lorasgibile utilizzo di una proteina del
capside come immunogeno nella spigola.

Gli effetti dell'infezione con VERv sono stati armchcontrollati monitorando
I'espressione genica di importanti geni correlagistema immunitario e cio é stato effettuato
mediante gPCR con cDNA ricavato da cellule di HKpdsci vaccinati e non. A causa del
numero di campioni da analizzare durante la spetiazéone la gPCR e stata condotta
utilizzando un sistema PCR-array sviluppato datneogruppo di ricerca, adattato alla spigola
a partire da un sistema array gia disponibile g&€R umana. Con questo sistema, per la
prima volta in una specie di pesce, e stata pdsslt@mplificazione simultanea di 96
campioni per ogni corsa di g°PCR. Come previstsdultati dalla gPCR mostravano una forte

amplificazione nell’espressione delle proteine -a&irali IFN e Mx, come riportato per altre
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specie di pesci. La “Up-regulation” dei trascrigr IFN e Mx hanno confermato I'efficacia
del protocollo dell'infezione virale'in vivo” che effettivamente induceva una risposta
immunitaria innata antivirale.

La citochina IL-10, nota nei mammiferi per essemnwolta nella soppressione o
disattivazione di alcune risposte immunitarie, bhit® un aumento di espressione nella fase
avanzata della stimolazione virale, cioe dopo bogstQuesto risultato potrebbe essere
conforme ad una attivita regolatoria della citoehiurante l'infezione retro virale, come
riportato nei mammiferi. In un lavoro recente, adlota, gli esemplari che sopravvissero ad
una infezione th vivo” data da un patogeno batterico mostrarono un fteento della
trascrizione di IL-10, confermando cosi il coinvalgnto di questa molecola nell’attivita di
difesa anti-microbica del pesce.

TGH3 é una citochina coinvolta nella risposta innathpesce; I'espressione di questa
molecola e risultata leggermente indotta nellaapiglopo infezione da VERv, aumentando
precisamente dopo boosting. Lavori precedenti hampartato la modulazione del TGF
nella milza e nel fegato della trota dopo infeziatee VHSV, e dopo vaccinazione a DNA
dello stesso suggerendo il coinvolgimento anchedglia citochina durante un infezione
virale. Le citochine pro-infammatorie COX-2 ed 1L-mostrano un differente profilo
modulatorio contro linfezione da VERv, infatti $pressione di COX-2 aumenta
costantemente fino a raggiungere un massimo dopodséting, IL-1 viceversa mostra un
aumento a 3 giorni dopo il boosting. Questi datirimi sul coinvolgimento di molecole pro-
inflammatorie in reazioni di infezioni virali in umodello piscino‘in vivo” , suggeriscono
una complessa rete di risposte inflammatorie. Imigra interessante la codifica dei geni per
la catena leggere delle IgM di spigola, mostrana amarcata “Up-regulation” della sua
espressione subito dopo infezione, seguita da wsignificante declino ed una nuova
espressione dopo boosting, suggerendo cosi l'irapoat della modulazione di IgM durante
infezioni virali. Sfortunatamente i campionamernitisceri per ELISA sono iniziati al giorno
43 per cui non e stato possibile elaborare daivdili di IgM sierici per confrontare quanto
ottenuto in gPCR.

La codifica dei geni di molecole specifiche peinfdciti T, ossia il TCR ed i co-
recettori CD4 e CD8 non hanno dimostrato signifi@avariazioni trascrizionali durante tutto
il protocollo di campionamento. Tuttavia € da doteare che le cellule T mostrano un

aumento nel numero in PBL di pesci infettati. Cigopessere spiegato dai diversi tessuti
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analizzati e dai tempi di campionamento tra i \esperimenti essendo infatti prematuro il
tempo per saggiare I'espressione genica e tardivdgpconta linfocitaria come mostrato in

Tab.3 e Fig.14. Per la sua importanza, sono nacagdgeriori lavori per arrivare a conoscere
a fondo il ruolo della risposta innata ed inflamanet del sistema immunitario nella spigola e,
data la recente disponibilita di un ampio panneil@eni correlati al sistema immunitario,

unita alla messa appunto della PCR-array questi saranno possibili. Concludendo i nostri
risultati presentano per la prima volta una visiangia sulle risposte immunitarie sia innate
che acquisite nonché sulle risposte antivirali;aggiunta in tale lavoro proponiamo un
adattamento della qPCR-array con la quale é ptessitudiare in blocco i livelli di

espressione genica in gruppi di geni in un ampioene di campioni.
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Sample 0 Weeks 2 Weeks 4 Weeks
Max 3.7 Max 54
DLT15 3.1+0.8| DLT15 3.7%+1.6 DLT15 [ 3.8+1.5
Min 1.2 Min 1.3
Control Max | 28.6 Max | 16.6
DLIg3 21.1+3.8| DLIg3 13.3+7. - DLIg3 | 7.7+£3.0 -
N = 15 Min 6.12 Min 0.3
t.v.c. 1x16 | T.V.C. 4+16x16 t.v.c. 1+1.1x18
Max 16.7 Max 20.4
DLT15 3.1+0.8| DLT15| 8.8 +4.69 DLT15 [ 7.9+4.0
Min 2.42 Min 1.4
MLR Max 8.9 Max 6.3
DLIg3 |21.1+3.8 DLIg3 | 6.7 +3.1§— DLIg3 |3.0+1.6—
N = 15 Min 1.7 Min 0.2
t.v.c.* 1.2x16 | tv.c* 6+0.8x16 t.v.c.* 15+0.7x10

Tabellal. Contenuto di linfociti T e linfociti B ndla MLR.

| numeri rappresentano la media + deviazione standal contenuto di cellule T (DLT15) e

cellule B (DLIg3) sottratti dei valori di backgrodre riferiti ai dati ottenuti in tre diversi

esperimenti in cui sono stati saggiati 5 animati yoe totale di 15 campioni per ogni gruppo.

Il numero totale di cellule vitali e stato indicgier ml (t.v.c.), gli asterischi indicano che nella

conta sono presenti anche le cellule irradiate.
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2 weeks
Sample
DLT15 DLIg3
Max| 9.4 Max 15.5
Control | 385432 14.7+0.6
Min| 0.4 Min 14.0
N=12
Max| 11.3 Max 16.1
MLR 8.26 + 3.8 11.2 +3.6
Min| 2.6 Min 5.8
N=12
CsA Max| 5.4
3.81+0.9 N.D.
N=12 Min 0.2

Tabella 2. Effetto della Ciclosporina-A negli MLR.

| numeri rappresentano la media + deviazione standal contenuto di cellule T (DLT15) e
cellule B (DLIg3) sottratti dei valori di backgrodn!| valori sono riferiti a tre diversi
esperimenti in cui sono stati saggiati 4 animal ypata in ogni gruppo per un totale di 12
individui.
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Figura 9a Figura 9b

Figura 10a Figura 10b

Figura 11a Figura 11b
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T cells Dav 43 Day 43+30 Day 43+60

PRL PBS 5.82=x229 317174 6.72x18
VERw 10.95% +43 6.73% £ 266 10.04% =1.74

HK PBS 117512 6.1+266 50908
VERw 1495=32 9.42=x258 16.56* = 3.06

SPL PBS 1237+2 6.05+24 10414

WVERw 992+13 T 1£265 94 L2206

PBS 141525 180470 89730

GUT VERw 2248% +53 208171 9371255
. PBS5 95+27 1153872 1145=21
GILLS VERw 821=+3 1189172 063+182
B cells Dayv 43 Day 43+30 Day 43+60

PBL PBS 67137 4142386 997 =31

VERw 13.59% +5 BO6% £325 12475

HE PBS 1065223 765365 B.6d=311
VERw 1299+33 923+312 1327 +247

<PL PBS 13542 J4T£282 133534
VERw 1238371 16.15=10.1 1222 £ 527

PBS 17242 12.13+10.83 737304

GUT VERw 6331283 18.02+£7.18 6.8 £0.67
. PBS 47738 5.5+461 104519
GILLS VERw 279088 637172 9.03+264

Tabella 3: Contenuto di linfociti nei tessuti indi@ti con i relativi tempi di vaccinazione

In tabella sono riportati i risultati di immunofltescenza indiretta ottenuti mediante analisi
citofluorimetrica con l'utilizzo di anticorpi monémnali DLT 15 (cellule T) e DLIg3 (cellule
B). I valori, derivanti dall’analisi di 5 pesci pgruppo, sono espressi come mediatSD della
percentuale di immunoreattivita leucocitaria. Gliegischi indicano un valore di P<0,05
(ANOVA), negli esemplari vaccinati con VERv quanctumparati con i controlli (PBS)
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Gene Primer sequence EMEL accession

FW: 5-ATGTACGTTGCCATCC-3'
ﬂ-act'in AJ493428
RW: 5-GAGATGCCACGCTCTC-3
FW: 5-CCAACGAGCTGCTGACC-3'
185 rENA AY831388
RW: 5-CCGTTACCCGTGGTCC-3
FW: 5-CTAAGATTCGGCAAAATAACTCGA-3
CD8-o AlB45849
RW: 5-GATGAGGAGTAGAAGAAGAAGGCC-3
FW: 5-GACGGACGAAGCTGCCCA-3'
TCR-I] AY831387
EW: 5-TGGCAGCCTGTGTGATCTTCA-3
FW: 5-GGTGGACAAAGCCAGTC-3'
[L-lﬁ AJ311925
RW: 5'-CCGAGCCTTCAACATCG-3'
FW: 5-CATTCTTTGCCCAGCACTTCACC-3'
COX-2 AJe30649
RW: 5-AGCTTGCCATCCTTGAAGAGTC-3'
FW: 5-ACCCCGTTCGCTTGCCA-3
IL-10 AM2E8529
RW: 5-CATCTGGTGACATCACTC-3'
FW: 5-GACCTGGGATGGAAGTGG-3
TGF-B AM421619
BW: 5'-CAGCTGCTCACCTTGTG-3'
FW: 5-GTGATAACGCTGAAGATCGAGCC-3'
CD4 AMB49812
EW: 5-GAGGTGTGTCATCTTCCGTTG-3
FW: 5-GGCTCTACTGGATACGATGGCT-3'
IFN AMTESB47T
RW: 5'-CTCCCATGATGCAGAGCTGTG-3'
FW: 5-GTCTGGAGATCGCCTCT-3'
Mx AM228977
RW: 5-GTGGATCCTGATGGAGA-3’
FW: 5'- GAGCTGCAGAAGGACAGTG -3' j
IgM RW:5'- TCAGACTGGCCTCACAGCT -3 AJ400233

Tabella 4: Elenco dei primers utilizzati nelle gPCRarrays

La tabella mostra la sequenza dei primers forwardeverse impiegati nella gPCR e
corrispondenti ai codici identificativi. Per un pwoollo di amplificazione standardizzato, tutte
le sequenze sono state selezionate per averemparggura di melting pari a 52+1°C.
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9. LEGENDE

Figura 1. lIF in PBL di Controllo e di MLR.

L'immunofluorescenza e stata valutata medianteisinatofluorimetrica ed é stata effettuata
nei controlli (Fig.1la) e nelle colture di MLR (Fid)) mediante l'uso degli anticorpi
monoclonali DLIg3 (che marca le celluleB, Barra tauoel grafico) e DLT15 (che marca i
linfociti T, barra piena del grafico). | valori ragesentano la percentuale di cellule positive
espressi come media + deviazione standard e sati@#genuti sottraendo al valore relativo
alla marcatura di ogni anticorpo, il valore del kground derivante dalla fluorescenza
spontanea delle cellule. | gruppi sperimentali ssi@i comparati mediante il test ANOVA e
le differenze sono state considerate statisticagnsiginificative se p < 0.05. Gli asterischi

indicano i gruppi statisticamente significativi ag42e 0 settimane.

Figura 2. Effetti della Ciclosporina-A.

L'immunofluorescenza, effettuata su campioni di toolio e di MLR con l'aggiunta di
5ug/ml di Ciclosporina-A, & stata eseguita con l'emtpo DLT15 e monitorata mediante
citofluorimetro (Fig. 2a). | valori, espressi comedia + deviazione standard, indicano la
percentuale delle cellule positive a cui sono staitiratti i valori di fluorescenza spontanea.
La Figura 2b mostra le medie + deviazione standaidivelli intracellulari di [C&] misurati
con Fura-2 AM a 5 minuti dopo aver stimolato Iedel con anticorpo DLT15. | valori sono
espressi come unita relativa di fluorescenza (R§affyatti dei valori di background. E stata
effettuata I'analisi statistica mediante il test BMA e le differenze sono state considerate
statisticamente significative quando il valore di 0.05. Gli asterischi indicano le differenze
statistiche tra i campioni di MLR ed i PBL di cauito.

Figura 3. Analisi citofluorimetrica.

Nella Figura 3a € mostrata la morfologia dei PBiicahiti mediante Percoll. Nella figura 3c
e evidenziata 'immunofluorescenza con I'anticofpoT 15 e la fluorescenza spontanea nella
figura 3b. nella figura 3d si osserva la fluores@edei linfociti T marcati con DLT15 dopo 2
settimane di MLR. La barra orizzontale, posta imiogitogramma, indica i valori della

percentuale di cellule positive dopo la sottrazidaka fluorescenza spontanea.
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Figura 4. RT-PCR.

La figura mostra una porzione di un gel di agaredid % caricato con i marcatori per i pesi
molecolari (corsia di destra in a, b, ¢) e conuldi soluzione della RT-PCR. La RT-PCR ¢é
stata ottenuta usando primers specifici per |3 (bp) e per il TcR (503 bp), con 35 cicli
di amplificazione (Fig. 4a) e dopo 16 cicli (Fidn @ 4c). Gli mMRNA sono stati estratti da PBL
di controllo Fig. 4a, 4b), e da leucociti di MLRigF4c).

Figura 5. Attivazion cellulare

La vitalita cellulare dei campioni presi da MLR 2Isettimane e stata testata mediante conta
manuale utilizzando il colorante vitale Trypan blgreg. 5a cellule vitali). | valori riportati
sono il rapporto tra il numero di cellule vitaligw 2 settimane di MLR e il numero di cellule
iniziali. Le colture leucocitarie sono state satgjiger la concentrazione intracellulare di ATP
ed i valori rappresentano la media = deviazionadsied del rapporto tra i livelli di ATP nei

campioni di MLR ed i livelli di ATP nei campioni dontrollo.

Figura 6. citotossicita.

In tale figura € mostrata I'attivita citotossicai $eucociti contro il bersaglio xenogenico
rappresentato dalle cellule SAF-1, sono mostradiari della concentrazione intracellulare di
ATP nelle cellule SAF-1 dopo l'incubazione con tdtare di MLR e di controllo; tali valori
sono espressi come rapporto = deviazione standardetcolture di MLR ed i rispettivi
controlli. E stato effettuato il test statistico ANA e le differenze sono state considerate
statisticamente significative quando il valorepd.05. Gli asterischi indicano la differenza
statistica di E:T con rapporti di 5:1, 1:1 e 20:1.

Figura 7. Colture leucocitarie da PBL di MLR, Controllo e CsA.

La Figura 6a mostra I'aspetto di una coltura letteoi@ di PBL di controllo dopo 2 settimane
di incubazione. L'immagine é stata ottenuta al oscopio ottico con un ingrandimento di
100X (Figura 7a e Figura 7c) ed e possibile naspasi assenza di blasti di proliferazione.

Nella figura 7b, che rappresenta I'immagine micopsca ottenuta ad un ingrandimento di
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40X, di una coltura leucocitaria di MLR dopo 2 setine di incubazione, & possibile notare
un certo numero di blasti.

Nella figura 7c €& possibile apprezzare gli effatiibitori della Ciclosporina-A sulla
proliferazione dei linfociti T. E inltre possibileedere la mancanza dei blasti di proliferazione
celulare dando alle colture un aspetto simile dlguaei campioni di controllo (Fig. 7b).

Figura 8. Coltura leucocitaria mista (MLR).

In tale figura €& mostrato I'aspetto al microscogitico di una coltura cellulare di MLR in cui

si possono osservare i segni di proliferazioneutaak rappresentati dai blasti cellulari visibili

a vari ingrandimenti. Nella Fig.8a € mostrata uoduca di MLR a 40 ingrandimenti, nella

Fig.8b e inquadrata un’altra porzione della stesstura allo stesso ingrandimento, mentre
nella Fig.8c € mostrato un singolo basto di praditgone ad un ingrandimento di 200X. In
guest’ultima figura sono visibili delle cellule,ggumibilmente linfociti T, che ricevono lo

stimolo da cellule APC, presumibilmente macrofagediante I'interazione dei recettori di

superficie rappresentati dal TcR sulle cellule M#HCsui macrofagi.

Figura 9 — 10 - 11. Immunofluorescenza indiretta (F).

In questa figura € mostrato I'aspetto tipico delédlule DLT15 positive al microscopio a
fluorescenza provenienti da colture di controllag(®a), di MLR (Fig.9b) e di MLR con
'aggiunta di Ciclosporina-A (Fig.9c). Per ogni gaione € mostrata 'immagine ottenuta in
campo chiaro (Immagini a sinistra), in cui si ogaep tutte le cellule presenti nel preparato, e
immagine a fluorescenza, ottenuta con luce ulbi@ta (immagini a destra), in cui Si
vedono solamente le cellule marcate con l'anticd)hd 15. L’aspetto interessante di questa
figura, € la presenza di un numero maggiore diuleIDLT15 positive nel campione
proveniente da colture di MLR rispetto ai campipnbvenienti da colture di controllo e di
MLR + CsA.

Figura 12. Livelli di ATP intracellulare nei leucociti.
Le barre mostrano i livelli di ATP intracellularesuarato“in vitro” in colture leucocitarie
derivanti da campioni trattati con PBS ossia i pdscontrollo (barre nere) e da individui

trattati con VERV (barre grige). Ai leucociti inlaora € stata aggiunta una preparazione di
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VERYV inattivato con formalina. | dati sono espresane mediatSD relativi ai valori di
luminescenza (RLU) ottenuti da analisi effettuatériplicato di 5 pesci per gruppo avendo
sottratto la luminescenza di fondo ottenuta da ¢amnli controllo (trattati con PBS).
Gliasterischi indicano P<0,05 (ANOVA) in pesci tedt con VERv comparati con quelli di

controllo.

Figura 13. ELISA

La figura mostra i valori di assorbanza tramitéelenica ELISA su sieri di pesci di controllo
(linea con triangoli) e di pesci trattati con VERwea con punti). Sono mostrate 2 diluizioni
di siero: una bassa (1:200) Fig.13a ed una piu(hi&200) Fig.13b relative a 43 giorni dopo
l'infezione e dopo boosting a 43+i giorni indicdtivalori di assorbanza a 492nm per ogni
campione indicato sono espressi come mediatSD ampioni sono stati analizzati in
triplicato saggiando 10 sieri per gruppo. L'anaditistica dimostra differnze significative tra
pesci trattati con VERV rispetto a quelli di cotivoP<0,05 (ANOVA) alla diluizione di
1:3200

Figura 14. gPCR

In figura sono riportati i livelli di espressionermjca in pesci trattati con PBS (Controllo),
trattati con VERv (barre nere) e trattati con VE®wopo boosting (barre grige) relativa ai
geni per IFN, proteina Mx, TG¥ IL-10, COX-2, IL-1 (Fig.14a) e IgM, TCRCD4, CD&:
(Fig.14b). sullasse delle Y €& mostrata I'espressiodel gene normalizzatore (RNA
ribosomiale 18S) e, I'espressione basale dei iivelativi ai trascritti nei pesci dicontrollo
indicata per ciascun gene da una linea continuamplificazione della qPCR e stata
ottimizzata mediante PCR-arrays ed ogni punto egmrta la mediatSD delle letture
effettuate in triplicato dei 4 pesci di ciascun gpa analizzato. | dati numerici sono stati
analizzati con il metodo ANOVA one-way e con ilttes Bonferroni. Gli asterischi indicano

la significativita di * p<0,05 e **p<0,01.
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