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La candidataBenedetti Stefania ha frequentato il triennio del corso di Dottorato
“Evoluzione Biologica e Biochimica” (XIX ciclo), sitgendo una tesi dal titoloAttivita
cellulari e molecolari nei leucociti dei Teleostdn particolare, si € dedicata allo studio della
trasduzione del segnale via calcio, indotta dalfiLricombinante, terreno condizionato,
Photobacterium damselae nodavirus, ed ha investigato gli effetti dellamsiazione sia a
livello cellulare che a livello molecolare.

Durante gli anni del corso di Dottorato ha avutodmali apprendere numerose tecniche, in
particolare: produzione e purificazione di cito@imicombinati, stimolazione cellulare,
misurazione del calcio intracellulare, purificazgper sorting magnetico, cross-linking, SDS-
PAGE, western blotting, 2D-gel, marcature metalb@jc proteomica, reazioni “MLR”.
Durante il suo soggiorno presso l'lstituto Reginiena di Roma ha, inoltre, imparato a
manipolare sostanze radioattive.

Nel trienno ha sempre svolto autonomamente e conigpd suo lavoro presso il Laboratorio
di Biotecnologie Animali e Zoologia Applicata déhiversita degli studi della Tuscia (prof.
Giuseppe Scapigliati), ed ha partecipato alla g&hlaboratorio partecipando anche ad altri
progetti di ricerca in studio nel suddetto laboratoll suo impegno é stato sempre continuo e
I risultati del suo lavoro sono stati pubblicati dwerse riviste scientifiche di buon livello
internazionale e discusso in numerosi congressnaonali che internazionali. Ha, inoltre,
partecipato a diversi corsi per approfondire le so@oscenze in ambito biochimico e
biotecnologico, ed é risultata vincitrice di predniricerca e borse di specializzazione, come
mostrato nel curriculum allegato.

Per i motivi esposti, ritengo che la candidata ablhggiunto una buona maturita scientifica,
che risulta del tutto idonea per il titolo di Dotali Ricerca che si accinge a conseguire.
Visto che il prof. Mazzini & fuori per motivi logdisi, la dottoranda e stata valutata, dopo aver
sentito il professore, dalla sottoscritta prof. Arivaria Fausto, docente nel settore zoologico
e facente parte del consiglio di questo DottordRertanto tale giudizio scaturisce da

collaborazione tra il prof. Mazzini e me.

Prof. Anna Maria Fausto
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Abstract et al., 2000; Debets et al., 2001). In mammalsdL-1
Biological activities of a putative mature sea basa"d 'L-1D are produced as 31-kDa precursor mole-
9 P C{Jles that have about 23% homology in their peptide

interleukin-1b peptide, produced as a recombinan . ?
protein(riL-1b) in Escherichia coli, have been sequence. In common with the fibroblast growth

investigated. The rIL-1b contains a 6-histidine &g factor (FGF) family, IL-1F members have a b-trefoil

the N-terminus, and protein purification has beestructure composed of 12 b sheets (Nicola 1994). IL

achieved through this tag by affinity chromatogra—lib has pleiotropic activity (Dinarello 1997) affe

phy. Biological activities have been investagh nearly every cell type (Auron 1998). In vivo, IL-1

. lays a pivotal role in the regulation ofute
both at the cellular and gene expression levels. In . L
S : . _Inflammatory events (Dinarello 1997). Other in vivo
in vitro assays sea bass riL-1b induced the prelife

. ’ ; effects include the activation of lymphocytes (K.A.
ation of murine D10.G4.1 cells and increased yea§{mith et al., 1980) and natural killer cells (Kt

phagocyt_oss by sea bass head kldngy IeUkOCyt%Srid Vander Meer 1995), and the stimulation of
The purified cytokine was also tested in a lympho-

o o macrophages to secrete proinflammatory mediators.
cyte-activation factor assay, where it induced thﬁ'__l activity occurs as a consequence of binding to
proliferation of sea bass thymocytes. Finally, m a

in vivo assay, rlL-1b administered intraperitongall its receptor complex (IL-1R) on the cell surface of

. - target cells (Sims and Dower 1994; Dinarello 1996),
increased expression levels of the IL-1b gene an . .

. with the type | receptor transducing the signal
activated macrophages to produce a cyclooxygenas

. ; Whereas a second, type Il, receptor acts as a decoy
2 homologue (COX-2) gene in the head kidney. receptor and lacks the necessary intracellular do-

mains for signal transduction.
In recent years there has been clear evidence that

" fish produce IL-1b during immune responses

(Secombes et al., 1999), and this cytokine has been

cloned in a number of different fish species (Zou

et al., 1999a; Fujiki et al., 2000; Pelegrin et 2D01;
Introduction Bird et al., 2002). In addition, 3 genes homologtus
the IL-1R and IL-1R, have been cloned in salmonids
(Holland et al., 2000; Sangrador-Vegas et al., 2000
Subramaniam et al., 2002). The production of fish
recombinant IL-1b (rIL-1b) molecules has allowed
the characterization of in vitro and in vivo bioiocgl
activities of IL-1b (Hong et al., 2001; Hong et,al
2003) and the production of a monoclonal antibody
to carp riL-1b (Mathew et al., 2002). These studies
have shown that riL-1b affects cell proliferation,
Correspondence to: Francesco Buonocore; phagocytosis, and immune gene expression and can
E-mail: fouono@unitus.it act as a chemoattractant for phagocfRreddie

Key words: European sea basscytokine—
interleukin 1b — proliferation — phagocytosis
cyclooxygenase 2

Interleukin-1 (IL-1) is a common name for a famdy
diverse cytokine proteins of which IL-1a (IL-1F1),-
1b (IL-1F2), and IL-1 receptor antagonist (IL-1th;
1F3) are the most studied. Other members of thé IL
family (IL-1F) have been discovered recently in
mammals and include IL-1F to IL-1F10 (D.E. Smith

DOI: 10.1007/s10126-004-5131-5 Volume 7, 609-61008) _ Springer Science+Business Media, Inc. 2005 609
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et al., 2001). Carp rlL-1b has also been showncto asuch wells 50 Il of serially diluted sea bass (frOr
as an adjuvant for bacterial vaccines (Yin and Kgvan to 30 ng/ml) or human (from 0.1 to 30 pg/ml) riL-1b
2000), and it has been demonstrated that troutlblL- was added in the presence of 0.3 Ig/ml Con A (pre-
can affect the hypothalamic-pituitary-interrenalisax viously determined concentration) as a costimula-
(Holland et al., 2002). tory factor. To the control wells 50 Il of medium
Sea bass is one of the most important culturezhly was added. After 48 hours at 87 in a 5% CQ
fish species in the Mediterranean (Scapigliati let a atmosphere, the cells were pulsed with 10 Il per
2003), and the IL-1b gene has been cloned from thigell of medium containing 0.5 1€iH-thymidine
speciegScapigliati et al.2001). As for other (Pharmacia Amersham). Subsequent to an overnight
nonmammalian IL-1b molecules (Zou et al., 1999aincubation the cells were harvested, and the incor-
Engelsma et al., 2001), analysis of the sea bagddIL poration of radioactivity was determined with
sequence reveals the absence of a putative cut sténtillation counter. Two independent experiments
for the interleukin 1 converting enzyme (ICE) thiat were performed, and the results were presented as
mammals cleaves the precursor peptide to give thlee mean = SE of the combined data. Data were
biologically active mature protein. The seqen analyzed for statistical significance by onayw
alignment, together with the gene organizatioanalysis of variance (ANOVA).
(Buonocore et al., 2003) and predicted 3-dimensiona
molecular structure (Scapigliati et al., 2004)g-s Proliferation of Sea Bass Thymocytes. Sea bass
gests that a possible mature peptide would start tafymocytes were isolated from juvenile fish (20-30
Ala®®, giving a protein of 176 amino acids (with ag), grown, and maintained in a local fisarnf
predicted molecular weight of 19.7 kDa), largerntha (Nuova Azzurro, Civitavecchia, Italy), as described
that in mammals. This putative mature peptide hgseviously(Scapigliati et al.2001). As for the
been expressed in E. coli, purified, and testedms D10.G4.1 cell test, a suboptimal concentration of
immunoadjuvant (Buonocore et al., 2004). In thi€£on A that was still capable of inducing an appre-
paper, we describe the bioactivity (Vega-Rubin deiable proliferation of thymocytes was first tested
Celis et al., 2003) of the recombinant protein in &ells were plated in triplicate at 510° per well in
range of in vitro and in vivo immune assays. 50 Il of RPMI medium plus 5% FBS and antibiotics.
Then 50 Il of serially diluted sea bass (from @5 t
50 ng/ml) riL-1b was added to the wells in the
presence of the suboptimal concentration of Con A
Production and Purification of Recombinant Sef).1 ng/ml) as a costimulatory factor. After incuba
Bass IL-1b. Recombinant sea bass IL-1b was pr#ion for 48 hours at 18C, cell proliferation was
duced and purified as described previously (Buormcomeasured by an ATP bioluminescence method
et al., 2004). Briefly, rIiL-1b was expressed inddli using a CytoLux Kit (Wallac, PerkinElmer) accord-
after cloning into the pQE-30 vector (Invitrogemda ing to the manufacturer s instructions. Lumines
purified by affinity chromatography through a 6-his cence emission was monitored as relativet ligh
tidine tag present at the N-terminus of the proteirunits (RLU) over a 10-second period using a lumi-
The rlL-1b purity was determined by sodium dodenometer (Victor Il, Wallac, PerkinElmer). Two
cylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDSindependent experiments were performed, and the
PAGE), and the endotoxin levels in the protein dempresults were presented as the mean + SEhef t
were determined with a Limulus Amebocyte Lysateombined data. Data were analyzed for statistical
Kit (LAL Test, Bio Whittaker) as previously docu- significance by one-way ANOVA followed by Tu-
mented (Hong et al., 2001; Buonocore et al.,, 2064) key s pairwise comparisons.
ensure no lipopolysaccharide (LPS) contamination.

Materials and Methods

Phagocytosis of Sea Bass Head Kidney

Proliferation of D10.G4.1 Cells. The rIL-1b Cells. Head kidney leukocytes were purified from
biological activity was first tested in vitro usirthbe sea bass juveniles (300-500 g) as described prayiou
murine D10.G4.1 cells (Th2 clone) proliferation as{Scapigliati et al., 2001), and the phagocytossans
say (Horowitz et al., 1986). Initially the concentr was performed in a similar manner to that previ-
tion of concanavalin A (Con A, from Canavaliaously reported (Crampe et al., 1997; Hong et al.,
ensiformis) that just caused proliferation tfe 2001). Briefly, the cells were adjusted to 1.60
murine cells was determined. viable leukocytes per milliliter of L-1&ibco)

Cells were plated in triplicate at -410* per well medium. Glass-culture chamber sligas cm?,
in 50 Il of RPMI medium (Gibco) plus 10% fetal Becton Dickinson), each containing 250 Il of head
bovine serum (FBS, Hyclone) and antibiotics. To kidney cells (4- 10 cells), were incubated with
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various concentrations (from 0 to 100 ng/ml) of-riL nation, a PCR was also performed using the RNA as
1b for 4 hours at 18C. Each experimental point was template with the same protocol and primers that
in triplicate. The slides were then washed twicéhwi were designed to span an intron.
Hanks balanced salt solution (HBSS, Gibco) to re- Subsequently, RT-PCR was performed using
move nonadherent cells, and 250 Il of a heat-killedpecific primers designed for the amplification aof
(15 minutes in boiling water) FITC-labeled 240-bp product of sea bass IL-1b. The primers were
Saccharomyces cerevisiae yeast suspension was &d¢-CACAAGGATGGAGAGGAGCC (forward) and 5¢-
ded at a concentration of 4.8L0° cells/ml in L-15. GAT-
Phagocytosis was allowed to occur for 1 hour atCl8 GTTGAAGGCTCGGTGG (reverse), and the cycling pro-
in the chamber slide before excess yeast was washedol was one cycle of 9€ for 5 minutes, 17 cycles
off with HBSS and the slides air dried. Followingof 94 C for 45 seconds, 6@ for 45 seconds, 7Z for
methanol fixation the preparations were stained5 seconds, followed by one cycle at @for 10
sequentially with May-Grunwald and Giemsaninuets. Finally, a RT-PCR was performed using
stains. Slides were viewed at40 magnification on a specific primers designed for the amplification af
fluorescence microscope. Approximately 100 cell&80-bp product of a sea bass COX-2 gene (Buonocore
were counted in random fields of view for eaclet al., 2005). The primers wer&5GTGGACCTCAGC-
experimental point, and the number of phagocytosedAacCATT (forward) and 3-ACAGCGAAGCGG-TGAGCTT
yeast cells and the number of yeast particles efreverse), and the cycling protocol was one cydle o
gulfed by each cell were recorded. Data were e®4 C for 5 minuets, 17 cycles of 9€ for 45 seconds,
pressed as the mean percentage + SE of phagocytdsis C for 45 seconds, and 7€ for 45 seconds, fol-
and phagocytic index and analyzed for statisticddwed by one cycle of 72 for 10 minuets. A low
significance by one-way ANOVA followed by Tu- cycle number was used to ensure the linearity ef th
key s pairwise comparisons. assay and to allow semiquantitative analysis of the
IL-1b and COX-2 expression by comparison to the b-
In Vivo Induction of Immune Gene Expres-actin product, as described below.
sion. The in vivo biological activity of rIL-1b was All PCR reactions were conducted using the
studied through its effects on the induction ofllh- MiniCycler model PTC-150-16 (MJ Research) and
and cyclooxygenase(COX-2) homologue gene were overlaid with mineral oil. PCR products (2p Il
expression in head kidney leukocytes. All the soluwere visualized on 1% (w/v) agarose gel containing
tions used were adjusted to sea bass osmolarity (36thidium bromide (10 ng/ll) using a 123-bp ladder
mOsm/kg). Three different groups of 5 fish (50 g in(Sigma) as size marker. PCR fragments were purified
weight) were used: one was injected intraperitondrom agarose gels using a QIAquick Gel Extraction
ally with 100 Il of PBS; the second was injecteit (Qiagen) and directly sequenced on an ABI 377
intraperitoneally with 100 Il of PBS containing & | automated sequencer (Applied Biosystems, U.K.).
ml LPS (E. coli 055:B5, Sigma); the third was ingg The messenger RNA IL-1b and COX-2 levels were
intraperitoneally with 100 Il of PBS containing 500expressed as a ratio relative to b-actin levelr afte
ng of rlL-1b. After 24 hours, head kidney leukosyte densitometric scanning of the agarose gels using
were isolated and total RNA was purified from cellsGenelmage IR software from Li-COR, and data were
using Tripure (Roche) following the manufacturer sxpressed as the mean + SE of the values for 5 fish
instructions. Reverse transeriptase polymerasenchaised per group.
reaction (RT-PCR) was performed using Ready-To-
Go RT-PCR Bead@®mersham Pharmacia). For Results
complementarsDNA synthesis, 1 Ig of total RNA
and 0.5 Ig of random primers (pd@N)were used for Proliferation Assays. The in vitro biological adtjv
each reverse transcription reaction in a 50 Illtotaf purified sea bass riL-1b was first investigafed
volume. To check the RNA quality and quantityjts effects on the D10.G4.1 murine cell lines. The
PCRs were performed initially using primers thatesults, (Figure 1) showed a clear enhancement of
amplified a 543-bp product from sea bass b-actin, proliferation depending on the concentration of-rIL
gene constitutively expressed. The primers were 5 1b used (P < 0.05 by one-way ANOVA). The max-
ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC (forward) and 5¢ imum amount of sea bass riL-1b used (30 ng/ml)
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC(reverse), and the induced the highest proliferation of the murinelsel
cycling protocol was one cycle of 98 for 5 minutes, The positive control employed in this assay, human
17 cycles of 94C for 45 seconds, 5% for 45 sec- rlL-1b, gave the same proliferative effect at a-con
onds, and 72C for 45 seconds, followed by one cyclecentration of 30 pg/ml (data not shown).
of 72_C for 10 minutes. To exclude DNA contami- The results obtained using sea bass rIL-1b in the
thymocytes assay (Figure 2) showed a dose-depen-
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Fig. 1. Proliferation of murine D10.G4.1 cells
stimulated with varying concentrations of sea
bass riL-1b (0.1, 0.3, 1, 3, and 30 ng/ml) in the
presence of a suboptimal dose of Con A (0.3 ng/
ml). Cells were stimulated without rIL-1b and
Con A (Con) as a negative control and with Con A
(ConA) alone as a positive control. Data are
presented as means + SE of triplicate samples,
with each experiment performed twice. *P < 0.05.

dent increase of proliferation with increasing connot statistically different from those for thevo
centrations of the recombinant cytokine from 0.5 t@ontrols. A clear stimulation was observed in cul-
5 ng/ml (P < 0.05 by one-way ANOVA). The highesttures treated with 10 and 30 ng/ml riL-1b (P < Q.00
quantity of riL-1b employed (50 ng/ml) showed less

stimulation, and the degree of proliferation was no

significantly different from that with the control.

Tukey s pairwise comparison test showed that cells

treated with 0.5 and 5 ng/ml sea bass IL-1b had sig

nificantly higher values than those for the control

and that these two groups were significantly differ

ent from each other.

Phagocytosis Assay. The effect of rIL-1b on sea
bass head kidney cell phagocytosis was next studied
(Figure. 3). Macrophages were stimulated with rh -1
diluted in L-15 medium at concentrations ranging
from 1 to 100 ng/ml. Percentage of phagocytosis in
cells treated with 1 ng/ml riL-1b showed little iar
ation in comparison with the controls and was not

s;[atlsltlcfally S|gn|(1;|c_ant. In Icontrast, ;nm_uhla:tngmas d ‘\,%:Qg 2. Proliferation of sea bass thymocyte cells stinadat
clearly increased in samples treated wit an th varying concentrations of sea bass rlL-1b (&5and

ng/ml riL-1b (P < 0.05 by one-way ANOVA). How- 50 ng/ml) in the presence of a suboptimal dose @i &
ever, treatment with 100 ng/ml riL-1b showed nd0.1 ng/ml). Cells were stimulated without riL-1ndaCon
such effect (P < 0.05 by one-way ANOVA), and the® (Con) as a negative control and only with ConGogA)
values were not significantly higher than those i§S @ Positive control. Data are presented as me&is of

. L triplicate samples, with each experiment perfornteite.
untreated and elution buffer controls. Similar #sU +p < g 05. Means with no letters in common are sig-

were obtained for the phagocytic index (Figure. 3ificantly different (thus “a” is significantly dferent from
Values from cells treated with 1 ng/ml rIiL-1b were “b” and “c”).



Fig. 3. Yeast phagocytosis of sea bass head kidney
leukocytes stimulated with varying

concentrations of sea bass riL-1b (1, 10, 30 aiid 10
ng/ml). Cells were stimulated without riL-1b

(Con) and with the elution buffer (Buffer) used in
i rIL-1b production as negative controls. Data are
T

B 8888 3 8

presented as means + SE of triplicate samples,
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with each experiment performed twice. *P < 0.05.
Means with no letters in common are

L
i significantly different (thus “a” is significany

IL-1beta conc (nglmi) different from “b” and “c”).

E..

by one-way ANOVA), whereas treatment with 100was used as a positive control because it is well
ng/ml rIL-1b showed no such effect (P < 0.001 bknow that this molecule can upregulate IL-1b and
one-way ANOVA). In both cases Tukey s pairwiseaCOX-2 gene expression (Zou et al.,, 1999a; 1999b;
comparison test showed that cells treated with 18capigliati et al., 2001). After 24 hours of indoat
and 30 ng/ml sea bass IL-1b had significantly highetotal RNA was extracted from all samples and its
values than those in untreated and buffer controlquality and quantity were checked by RT-PCR with
and that these two groups were significantly differb-actin primers. The absence of DNA contamination
ent from each other. Values from cells treated vtith was determined by performing a PCR using the RNA
ng/ml and 100 ng/ml showed no significant effeat fosample as template for PCR with b-actin primers
either percentage of phagocytosis or phagocytic ithat crossed an intron. In no case was a b-actin
dex. product larger than 543 bp obtained.
Similar results were obtained for each fish of the

In Vivo Immune Gene Expression Assay. The3 tested experimental groups. Therefore the agarose
biological activity of rlL-1b was tested imivo gel data for only one fish of each group are prieskn
through its effects on the induction of IL-1b andRT-PCR analyses of the cDNA samples for b-actin
COX-2 homologue gene expression in head kidneyenerated a product of the expected size (excluding
cells purified from sea bass (Figures. 4 and 55 LP  the presence of an intron) in each case (uppedgpane

f-actin IL-1[3
43 b
0,3 =— |
!
0,25 4 |
E Fig. 4. IL-1b gene expression in sea bass head
'E 0.2 - kidney leukocytes. Upper panel: 1% (w/v) agarose
£ . gel loaded with the RT-PCR products obtained
using primers for b-actin (left side) and IL-1hbgfrt
ﬁ g 0,15 side) are shown for a representative fish of the 5
% examined. Sea bass were injected
m 8 intraperitoneally with PBS (Con) (lanes A and D),
2 0.1 with rIL-1b (500 ng) (lanes B and E) or with LPS
R (5 lg/ml) (lanes C and F). Lower panel: IL-1b
0,05 4 MRNA levels expressed as a ratio relative to b-
actin levels in the same samples, after
4 densitometric scanning of the gels with the Gene
o T

L Image IR software (Li-COR). The DNA molecular
LPS weight markers were loaded in lane M.
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B-actin densitometric scanning of the agarose gels (lower
543 by panel, Figure 4), it was clear that under the condi
—FE tions of these experiments IL-1b mRNA induction
A B C M was higher with LPS stimulation (approx. 2.5 times
COX-2 more than the control), than with riL-1b stimulatio
180 bp _‘-H - (approx. 2 times more than the control). Similar re
[ 1 h sults were obtained for COX-2 mRNA levels: stim-
D E F M ulation with LPS gave higher induction (approx. 2

times more than the control) than stimulation with

ﬁ 5 riL-1b (approx. 1.8 times more than the control).

A ' Whether these results would be true for other

E 2 —r— " ' timings and doses of LPS and rIL-1b remains to be

g 3 8 (I e | determined.

: _ | l

g : ! 5 Discussion

Eﬂ‘ﬂ IL-1b is a key modulator of immune responses in
=0 _ . ' 1 ' | vertebrates, and the aim of the present work was to
8 Con LPS IL-1 study the biological activity of a sea bass

Fig. 5. COX-2 gene expression in sea bass head kidnepmbinant IL-1b peptide expressed in E. coli. As al
leucocytes. Upper panel: 1% (w/v) agarose gelseldadith ready stated, mammalian IL-1b is produced as a

the RT-PCR products obtained usin rimers for timrac
and COX-2 aF;e shown for a represgn'toative fish efgh Precursor molecule that must be cleaved by the en-

examined. Sea bass were injected intraperitoneetly ~Zyme ICE to give the biologically a_CtiV(_'?‘ mature
PBS (Con) (lanes A and D), with LPS (5 lg/ml) (laBeand protein (Thornberry et al., 1992). While fish IL-1b
E), or with rlL-1b (500 ng) (lane C and F). Lowearel:  precursors lack signal peptide sequences and there
COX-2 mRNA levels expressed as a ratio relativd-to o clear ICE cut site (Zou et al., 1999a; Engelsma

actin levels in the same samples, after itEmstric . T .
scanning of the gels with the Gene Image IR softwi- et al., 2001; Scapigliati et al., 2001), it hasrbee-

COR). The DNA molecular weight markers were loaited cently demonstrated that IL-1b is processed inttrou
lane M. macrophages in a way analogous to the situation in

mammals (Hong et al., 2004).
In sea bass it has been possible to predict a

Figures 4 and 5). IL-1b expression was next exathineputative mature peptide starting at Klaidentified
using the specific sea bass primers. An amplifiebdy IL-1b sequence alignment, resulting in a puttiv
product of the expected size (240 bp) was seetl in anature protein of 176 amino acids (Scapigliati et a
samples (upper panel, Figure. 4), with lower lewdls 2001). The sequence coding for this peptide was
transcript seen in cells from fish injected with B cloned in a commercial expression vector, and de-
relative to those from fish injected with LPS okl tails of the rIL-1b production in E. coli and puHif
1b. A larger amplification product at approximatelycation have been described previously (Buonocore et
346 bp was also clearly observed in samples fram fi al., 2004). In addition, the bacterial endotoxon<
injected with PBS and, to a lesser extent, in thlamination of the rlL-1b preparation was dete
stimulated samples, and this was due to the presenmined, as it could be a contributor to the effects
of an incompletely spliced transcript containing armnduced by the sea bass recombinant peptide. Lim-
intron of 108 bp as reported previously (Scapigliatulus amebocyte lysate (LAL) test data showed that
etal., 2001). the LPS concentration was low, typically 0.02 to 10

COX-2 expression was studied (Figure. 5) usingqqg/ml over the concentration range used in this
the specific sea bass primers obtained from a COX<tudy, and this is less than the amount considered
sequence (Buonocore et al., 2005). An amplified be the minimum dose able to induce IL-1b expres-
product of the expected size (180 bp) for the COX-2ion in trout head kidney leukocytes (Zou et al.,
gene was seen in samples from LPS-and IL-1b stin000) and found in mammalian rlL-1b preparations
ulated fish (Figure. 5), whereas in the controleayv (Blecha et al., 1995).
faint band was visible because this gene is usually One of the most widely employed assays to de-
not constitutively expressed, as already reported tect IL-1b bioactivity is the in vitro IL-1-induced
rainbow trout (Zou et al., 1999b). proliferation of the mouse T-helper cell aon

When IL-1b mRNA levels were expressed as 810.G4.1. These Th2-type cells, specifically regquir
ratio relative to the b-actin products obtaine@maft exogenous IL-1 for proliferation in the presence of
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Con A as a co-stimulator (Tartakovsky et al., 1986)xpression was examined because these cells are
which stimulates IL-4 production that is an ess@nti known to be responsive to IL-1b. LPS was used as a
growth factor for the cells (Kupper et al.,, 198With  positive control for both IL-1b and COX-2 produc-
this assay, using human recombinant IL-1b as a pten by these cells. Results obtained fromsé¢he
sitive control, sea bass rIL-1b induced asedo experiments showed that IL-1b and COX-2 tran-
dependent proliferation response of D10.G4.1 celkscription was increased in head kidney leukocytes
in the range of 1 to 30 ng/ml. It is interestingtthas after riL-1b injection, to a similar extent tioat
for rainbow trout riL-1h(Hong et al.2001), the obtained by LPS induction. Other studies have
amount of sea bass riL-1b needed to induce leviels shown similar increases of IL-1b and COX-2 levels
proliferation comparable to those induced by humamduced by comparable quantities of rIL-1b, as seen
riL-1b was approximately 1000 times higher. This isn humans (Warner et al., 1987) and in trout (Hong
likely a consequence of differences between moust al.,2001,2003). A second IL-1b transcript was
and sea bass IL-1b 3-dimensional structures. Indpserved in the RT-PCR study, most obvious in the
recent modeling study (Scapigliati et al., 2004), control (PBS-injected) fish. This transcript hasibe
was shown that sea bass IL-1b is predicted to&anter detected in other RT-PCR experiments and is
with the mouse IL-1R with considerably less energwattributable to the presence of an unspliced intron
than mouse IL-1b and for this reason more sea baScapigliati et al., 2001). This incompletely splic
IL-1b may be needed relative to human IL-1b, whicHorm may have a role in posttranslational regutatio
has a 3-dimensional structure similar to mouse ILef the mature, fully spliced transcript (Jarrous an
1b. Nevertheless, despite this drawback, the DImempfer 1994).
assay appears a sensitive and reliable test for the In conclusion, in this study both in vitro and in
bioactivity of fish rIL-1b. vivo approaches have been used to examine the

We also investigated the ability of sea bass riL-1lbioactivity of a recombinant fish cytokine. The re-
to induce the proliferation of sea bass thymocytes, sults obtained suggest that sea bass riL-1b idylitce
an assay that has been employed extensively be an important cytokine in fish, as in mammals,
mammalian studies of IL-1 action (Dalmau et al.with a wide range of effects. In addition, riL-1butd
1993). Sea bass rIL-1b induced the proliferation dbe a useful molecule for the modulation of the im-
thymocytes from juveniles in a dose-dependemune system of farmed sea bass, although such po-
manner, although the highest dose used (50 ng/méntial applications will require much further work
was significantly less stimulatory, potentiallyto establish.
attributable to rIL-1b toxicity for cells at thin-
centration or to receptor saturation. References
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Abstract

In this investigation a number of “in vitro” aefities of sea bass peripheral blood leucocytes (PBL)
against allogeneic PBL inactivated by irradiationrevestudied. Stimulator PBL were cultured with
inactivated allogeneic PBL, and direct counting of Ilym-
phocytes was done after 2 weeks by immunofluorescemd flow cytometry using mAbs DLT15 and
DLIg3 specific for T-cells and B-cells, respectizeln a one-way mixed leucocyte reaction (MLR),ults
showed an increase of T lymphocytes, whereas BHgayies had values similar to those in control PBL.
The increase of T-cells in MLR cultures was alsoficmed using RT-PCR by analyzing the expressiotinef
T-cell receptor i§-subunit) mRNA. The addition of Bg/ml of cyclosporin A (CsA) to the MLR caused a
significant decrease in T-cell proliferation. Leugtes from MLR cultures displayed an enhanced
cytotoxic activity against xenogeneic target celith respect to control PBL, raising the possibilif the
presence of cytotoxic-like T lymphocytes. Cellulatieation of PBL was confirmed in 2 weeks MLR by
measuring antibody-induced intracellular"Eanobilization with Fura-2 AM. This work represerite
first direct quantitative determination of an ‘Witro” T-cell activity in a teleost species.

2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Sea basBicentrarchus labrax; T-cell; Leucocyte; Teleost; Allogeneic recogniticCytotoxicity; In vitro

1. Introduction

In recent years, many fundamental molecules pratibgeleucocytes of teleosts have been
cloned, which include immunoglobulins (Iff)e3], class | and class Il major histocompatibility
complex (MHC) antigen§4,5], T-cell receptors (TcR)6e8] CD8 and CD4 coreceptofd,10],
and a growing number of cytokingkl]. Despite this impressive progress, the biologyetdost
lymphocytes is poorly known, and this is mainly doethe lack of good specific cell surface
markers, especially for T-cel[$2].

The response to non-self recognition MHC molecldgsT lymphocytes is a common
feature in all jawed verte-
brates[13], and is characterized by an intense primary immaaetion, due to a very high
frequency of alloreactive precursor T-cells. Thehaviour may be reproduced “in vitro” using
the mixed leucocyte reaction (MLR), and “in

* Corresponding author. Tepb39 0761 357137; fap39 0761 357029.
E-mail address: scapigg@unitus.{G. Scapigliati).

1050-4648/$ - see front matter 2005 Elsevier Ltitlrights reserved.
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vivo” leads to allograft rejection and to graftrgas host reaction (GVRH). Both these *“in vivottivities have been
shown to take place in teleost species such aseffishg14], sea basfl5], and carg16]. The “in vitro” activities of
teleost T-cells have been known for many years,nweripheral blood leucocytes (PBL) from rainbowautr were
found to exhibit an MLR against an allogeneic tarde]. A two-ways and one-way MLR were shown in carp
[18], and this work showed that a weak leucocyte reitiognresponse could be strongly increased by niutima
vivo” priming of the reacting donor fish. Alloregaition mechanisms are known in teleosts to geeanatural killer
(NK) cells bearing the receptor for the Fc of immglobulins (FcR)[19]. A good indirect indication of the involve-
ment of T lymphocytes in the MLR came from workdatfish [20], which showed their putative proliferation after
depletion of B-cells and macrophages from PBL.d$ hecently been suggested that the activatiorlebst T-cells
can very likely be influenced by cytokingal], since the “in vitro” proliferation of catfish BL stimulated by Con A
was inhibited by cyclosporin A (CsA), a substanoewn in mammals to inhibit T-cell activities thrdughe depres-
sion of T-cell growth factor productiof22,23] However, despite the clear evidence of the iretolent of T lympho-
cytes described in these previous works, theirigiaation in fish MLR was only supposed, since pedfic markers
were available for direct analysis. We previouslyeistigated the involvement of T-cells and B-cdllsing “in vivo”
allograft rejection in sea bass by quantitative imotytochemistry{15], and provided data on the participation of
T lymphocytes during non-self recognition procesadish.

In this study we show for the first time in a tedespecies the direct involvement of T-cells durfig vitro”
allorecognition. We also investigated the effentiuced by the presence of CsA, the antibody-indeedidlar activation
of leucocytes, and the possible presence of cyioibxymphocyte-like cells (CTL-like).

2. Materials and methods
2.1. Fish and leucocyte cultures

Sea bass were bred and reared in seawater atldigtcéarm (Nuova Azzurro, Civitavecchia, Italyand geneti-
cally outbred, 2-year-old fish of ca. 300 g in weigvere used in the experiments. Fish were vaainhy immersion
against vibriosis 1 year before the experiments diddhot display any sign of pathology at sampliAdi. buffers and
solutions used in handling fish cells were brough855 mOsm kg with 2 M NaCl. Cell viability of leucocytes was
determined by counting in a haemocytometer witlparyblue. Fish were lethally anaesthetised with 41 @f ben-
zocaine (Sigma), and 5 ml of blood per fish wasvdrfrom the caudal vein using HBSSeheparin. Whéted from
individual fish was washed twice in HBSSeheparasuspended in 8 ml of the same solution and loased 1.04
and 1.07 g cns Percoll gradients as previously descri@fl After centrifugation (30 min at 840 g) at 4-C, cells
at the interface between the two densities werkecteld, washed twice with HBSS (10 min at 68@) at 4-C, re-
suspended in flasks at_2106 cells/ml in 5 ml of L15 medium (Gibco) containib§o heat-inactivated FCS (Gibco)
and antibiotics, and incubated at-18 PBL from one stimulator fish (1 10° cells) in 5 ml of L15 in a 25-cfrilask
were treated at 26C with 22 Gy using an X-ray machine (Gilardoni,ijaand cultured with PBL from other indi-
vidual responders. Typically, 1 10 irradiated cells were added to_5107 PBL in a T-25 flask, and five samples were
run in each experiment. Controls were done by agitstimulatory cells, and where necessam@ml of cyclosporin
A (Sigma) was added to cultures.

Cell proliferation was determined by assaying iceétlular ATP levels of leucocyte cultures usingueninometric
assay (ATP-lite, Perkin EImef24]. Briefly, 1200 ml of culture medium containing 5 10° PBL was transferred into
each well of a 96-well luminometric plate (Isopla€ Perkin Elmer), cells were lysed with 58 of the solution
contained in the kit following the manufacturerstructions and ATP read with a luminometer (VidtpkVallac) by the
light emitted when adding the kit reagent.

2.2. Immunofiuorescence and flow cytometry

Indirect immunofluorescence (IIF) was carried ositpaeviously describefi’] at 4-C in solutions containing 0.1%
sodium azide. Briefly, cells were washed by ceungidftion with phosphate buffered saline (PBS) amdhbated with
250 ml of DLT15 (specific for sea bass thymocytes andells, IgG3 subclass) or DLIg3 (specific for Ig alggbearing
cells, 1IgG1 subclass) mAb as undiluted culture swgtants for 45 min. These mAbs have been previaledcribed and
characterized (for review s¢&2]). Control staining was performed by incubatingelith myeloma culture
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supernatant or with an irrelevant mAb (anti-huma@avCBD-Pharmingen cat no. 555344). After
washing with PBS, a 1:300 dilution of fluorescedt¢lled goat anti-mouse Ig serum (Sigma)
was added for 30 min. The cells were then washednaonitored for their morphology and
fluorescence with a FACScalibur (Becton-DikinsonSA). Analysis was done using the
Cellquest program on 10,000 events acquired witbatihg.

To test for the presence of NK cells bearing remepfor Ig, leucocyte cultures were
incubated for 45 min with 2éhg/ml of sea bass Ig purified by affinity chromataghy from
serum as previously describgtb], and then processed for IIF using mAb DLIg3 asvabo

2.3. Ca"? determinations

PBL cultures in flasks were washed twice in sertme-fL15 by centrifugation (480 g, 10
min), cells resuspended in serum-free L15 mediuthinoubated for 45 min at & with the
cell permeant Fura-2 AM (Sigma) at a final concatidn of 4mM. Cells were then washed by
centrifugation (480 _g, 10 min) with DMEM without FCS anphenol red and resuspended at
10" mi-1 in the same medium (control) or in undiluted mAlitere supernatargand dialyzed
overnight against PBS to remove phenol red. Cefleevimmediately plated at 1 10° cells/well
in triplicates in 96-well plates, and emitted flascence from each well automatically read for 5
min at 1-min intervals with a Victor Il fluorimet€wallacePerkin ElImer, USA).

24.RT-PCR

Total RNAwas isolated from 1 10" viable cells of control and MLR cultures using pitnie

(Roche) following the
manufacturer’s instructions and suspended in digghycarbonate (DEPC)-treated water. For
cDNA synthesis, 1 mg

of total RNA and 0.5mg of random primers (pd(l) were used for each reverse transcription
reaction in a 50wl total
volume. To check the RNA quality and quantity, aRP®as performed using primers for the
amplification of a 543-bp
product from sea badsactin. To exclude DNA contamination, PCR was panfed using the
RNA as template with
the same protocol. Subsequently, RT-PCR was peedrnsing primers designed for the
amplification of a 503-bp
product from the sea bass Tc€bnstant regiolfi7], and for a 224-bp product of sea bass Ig light
chain constant region

[26]. TcR, primers were as follows: 5#-AGATTACCGGACCATCAGTGAL-3# (forward) and
5#-TCAGTAGTTC
TGCTTTCCCTTTGA-3# (reverse). The cycling protoc@swne cycle of 94C for 5 min, and

16 or 35 cycles of
94-C for 45 s, 66C for 45 s and 72C for 45 s, followed by one cycle of 7€ for 10 min. Ig
primers were 5#-
GAGCTGCAGAAGGACAGTG-3# (forward) and 5#-TCAGACTGGCTCACAGCT-3#
(reverse). The cycling pro-
tocol was one cycle of 94 for 5 min, 16 or 35 cycles of 9€ for 45 s, 56C for 45 s and 72C
for 45 S, followed

by one cycle of 72C for 10 min.

All PCR reactions were conducted using a MiniCycler model PTC-150-16 (MJ Research).
PCR products (1) were visualised on a 1% (w/v) agarose gel caimgiethidium bromide (10
ng ml-1) using 123-bp ladder (Sigma) or 1-kb ladder (G)oe® a size marker. To confirm PCR
sequences, fragments were purified from agarose wghg a QlAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) and were directly sequenced on an ABl&@x@mated sequencer.



2.5. Cytotoxicity assay

PBL cultures (control and MLR) were used as effeatells €), and after 2 weeks of
incubation cells were washed by centrifugation (68§) with L15 medium, resuspended at the
desired concentration in 10@nl of complete medium and added to microwells of a
luminometric plate containing target cells. Targetls (T) were the fibroblast adherent cell
line SAF-1 obtained from sea bred8v] plated 1 day before at 15,000 cells/well in cortegle
L15 medium. Experimental wellE(p T) were filled in triplicates with varying numberg o
effector PBL to achieve the different effectoraoget cell E/T) ratios of 20:1, 10:1, 5:1, and 1:1.
Control wells were withl alone, ancE alone at the same concentrations. Cultures wetdbaied
for 72 h at 18C, then the effector cells from each well were reedh the wells washed twice
with 100 ml of PBS and 100nl of DMEM without phenol red (Gibco) were added.€Tkilling
activity was determined as previously describ#l] by measuring intracellular ATP
concentration in the remaining adherent SAF-1 agdisg a luminometric assay and following
the manufacturer’s instructions. The percentagepetific cytotoxicity was calculated using the
formula: % target cell viabilitya (Ep T) _ E/T _ 100.
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2.6. Statistical analysis

Data are represented as mean valuestandard deviation (S.D.), or mean values
standard error of the mean (SEM). Statistical asialpf all experiments was performed by

comparing groups using one-way ANOVA and a sigaffic difference was assumed fpr
values less than 0.05, unless indicated.

3. Results

30
3.1. Lymphocyte countillg inthe MLR Control MLR

Irradiation of PBis yith X-raysr{(22 Gy) completeljolgked their preliferation since in two-
way MLR with irradiaied PBL n@ signs of cell praiftion were det¢cted after 3 weeks (ng
shown).

The content & Tecglls and immunofluorescencg
and flow cytome%ry with mADb rted mean values ar¢
the percgnt 0 subtrac
ing the backgrofings gtaining. weeks ir
control PBL cultdfes ffom
21.1_ 3.8% to 3.3 |7.2%. |
control, and thegregi
4.7%. In the MLR, B-
21.1 _ 3.8% in contrg 2 weeks.
cells decreased fro/f] _ trol unstim
viable cells decreased fromyl. i iRgH d cells ta
to6_0.8_ 1 in MLR.

Statistical analysjs,
cells in the MLR were significanmt with respect tigial values. [ d

Weeks

—




Fig. 1. Lymphocytes in controls and MLR. IIF moméd by flow cytometry was performed in control PBd, b)
and after 2 weeks in MLR cultures (c, d) with mAbklg3 (B-cells, black bars) and DLT15 (T-cells, griears).
Values are the mean percentS.D. of positive cells ircell cultures subtracted of background stainingtiStical
analysis was performed by ANOVA, with significanfferences taken gt < 0.05. Asterisks (* for B-cells, ** for T-
cells) indicate significant differences between gas at 2 weeks with respect to 0 weeks.
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3.2. Effects of CsA

The effects of $ng/ml CsA on the MLR are shown kig. 2A. In the MLR, the percentage of T-cells increafseth
3.8 3.2% to 8.3 3.8%, whereas the presence of CsA depressed thbemwf T-cells to a value of 3.8 0.9%.
Statistical analysis showed a significant diffeeibetween MLR and control data (indicated by aer&i), but no
difference between CsA and controls.

Fig. 2B shows the cellular activation of leucocytes tedtg stimulating PBL cell cultures with mAbs DLTHhd
DLIg3, and by measuring the concentration of iregfadar c&? using Fura-2 AM. The 8 concentration is
reported as the relative mean values of fluorescamits (RFU), which is the fluorimeter readout mwead in all
experiments after 5 min of incubation with mAb,wihe background value subtracted. Using DLT15trobfeucocytes
of blood gave a mean RFU value of 1.25848 (SEM), cells from a 2-week MLR had a valu&00 442 (SEM),
and cells from MLR incubated for 2 weeks with Cs#dha value of 1.500 109 (SEM). Using DLIg3, control PBL
gave a mean RFU value of 770260 (SEM), cells from a 2-week MLR had a value380 _ 180 (SEM), and cells
from MLR with CsA added had a value of 90®90 (SEM). Comparison of data between MLR and MLRsA by
statistical analysis (ANOVA) gavemvalue of 0.001 for DLT15, andmvalue of 0.009 for DLIg3. As a further control,
the addition of CsA to cell cultures together witliAbs did not affect results (not shown).

The flow cytometric pattern of a selected MLR eipent is shown irFig. 3 In Fig. 3A the cytometric morphology of
PBL is shown, where three main populations candm®gnized. No gating was used when analyzing tpegpel-
lations for fluorescence intensity, and the backgrbstaining (3.2%) obtained when incubating PBthven irrele-
vant mAb is shown irFig. 3B. DLT15 staining of control PBL (7.4%) is shownhig. 3C with a broad distribution of
positive cells having a scarcely identifiable singkeak. The DLT15 staining of an MLR experiment§%4) is shown in
Fig. 3D and in this case a clear peak of DLT15-positiekscat a higher fluorescence value can be appszgtia

3.3.RT-PCR

Fig. 4 shows the RT-PCR pattern of PBL cultures analyfzedhe expression of sea bass Ig light chain qéareB
lymphocytes) and for sea bass T,dRr T lymphocytes). In control unstimulated PBilete is an evident expression of
the Ig (224 bp) and the TgR503 bp) genes when performing 35 cycles of thé& P€action Fig. 4a). When the
number of PCR cycles was reduced to 16, only tipeession for Ig could be detected in control PBlg( 4b),
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3 500 4
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Control MLR MLR + Cs A Control MLR MLR + Cs A

Fig. 2. Effects of cyclosporin A. IIF with mAb DLBLmonitored by flow cytometry was performed in ¢ohPBL, in a 2-week MLR, and in a
2week MLR added with 3ng/ml of CsA (A). Values are the mean percer$.D. of positive cells subtracted of backgrounties (B) shows
mean_ S.D. content of intracellular concentration of’Eaneasured with Fura-2 AM at 5 min. Cells from iradéed samples were stimulated
with mAb DLT15 (grey bars) and DLIg3 (black bars) andiluted culture supernatants, and values greessed as relative fluorescence units
(RFU) subtracted of background staining. Statistaorzalysis was performed by ANOVA, with significadifferences ap < 0.05. Asterisks
indicate significant difference between MLR andttohPBL values (*for B-cells, **for T-cells).
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Fig. 3. Flow cytometric analysis. Flow cytometr@atier analysis of Percoll-enriched PBL is show(A)) where three
main cell populations can be recognized by theiw#&od and side scatter values. IIF with mAb DLTI%5 RBL is
shown in (C), and background staining obtained waithrrelevant mAb is shown in (B). DLT15 stainioigleucocytes
from a 2-week MLR is shown in (D). The cursor bars shown in each cytogram, and reported percentad€) and
(D) were obtained after subtraction of the backgrbstaining.

whereas with the same number of cycles MLR cultstesved a low but evident expression of

TcRy gene Fig. 4c).

For comparison, the RT-PCR gene expressionb-afctin, already shown to be a suitable
housekeeping gene reference
for sea bas$28,29] is shown in all samples. To confirm that no geitoBINA contamination

was present in the total
RNA, a PCR was performed using the same primers aiedl 30 cycles no products were
detected by gel electropho-

resis (not shown).

3.4. Cytotoxicity assay

Cytotoxic activity of leucocytes from MLR againketxenogeneic target SAF-1 cells is shown
in Fig. 5 The figure



shows values of intracellular concentration of AihRRtarget SAF-1 cells after incubation with

effector cells from
MLR, or after incubation of SAF-1 cells with contBL cultures, expressed as the mean ratio
S.D. between values

of MLR and corresponding control PBL cultures. basing the number of effector cells clearly
decreased target cell
viability. 1018

492

248
123

Fig. 4. RT-PCR analysis. The figure shows part .64 agarose gels loaded with molecular weight marke23-bp
ladder in A, B; and 1 kb in C) and with 1@ of a 50ml RT-PCR solution using specific primers for Ig 422p) and for
TcRy (503 bp) after 35 cycles (A) and after 16 cycks (

C). mRNAwas extracted from control PBL (A, B), afndm MLR leucocytes (C). The size of some molecwarght
markers is indicated. Lower panel shows the expmess b-actin in the same samples at 35 cycles.

In these experiments the incubation of control RBH MLR leucocytes with purified sea bass
Ig followed by IIF with the DLIg3 mAb did not shoan increment in the number of positive
cells (data not shown). -

Statistical analysis of groups by ANOVA confirmiidt the diffecences between the 2B8/T
ratio and 5:1 and 1:1

E/T ratios were significant with pjalue< 0.05.
0,8 -
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Fig. 5. Cytotoxicity. Cytotoxic activity of leucotgs against the xenogeneic target SAF-1 cells medsas intracellular
[ATP] in SAF-1 cells. Dis-
played values are the intracellular [ATP] in SAEdlls after 16 h of incubation with leucocytes fran2-week MLR and
control leucocytes (2 weeks in culture), and exgedsas the ratio S.D. between values from MLR and respective
control PBL cultures. Statistical analysis was peried by ANOVA, with significant differences pt< 0.05. Asterisks
indicate significant differences betweIT ratios of 5:1 and 1:1 with respect to 20:1.
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T-cells that can be easily obtained without prior Vivo” immunisation [37], and unprimed T-cells of mammals can
be induced to proliferate by a variety of agentduding pharmacological drugs, cytokines and amtib® against
differentiation-inducing molecules such as CD3 @RT In teleosts most of these stimulants are notayailable,
as well as markers for T-cells. However, markerssia bass lymphocytes have been previously prddaice char-
acterized[25,38] and employed to directly monitor in this speclesells and B-cells during an “in vivo” alloreceg
nition [15]. The mAb DLT15 has been extensively employed lier ¢haracterization of T-cells in sea bass in &bt
[7], and during larval developmef89e41] Unfortunately, for the sea bass neither clormadiof fish nor long-term
leucocyte cell lines, like those obtained in chtfiare at present available or in preparaf@43] Consequently, all
experiments were done using genetically outbred fish coming from a broodstock of about 150 spawnior these
reasons and as expected, a high degree of vatyabiis present between individual fish in “in watr cellular re-
sponses. To simplify this problem, defined condisidor sea bass leucocyte culture were developss $ectior?)
and a sufficient number of individuals were anaty£&5 responders out of 25 sampled fish) in ordeadhieve sta-
tistical significance in the experimental data.

A tentative explanation for the presence of nopoesler fish in the MLR could be that: (i) such widuals had a
recent activity “in vivo” that involved T-cells hich in turn suppressed their “in vitro” responsi&ely due to pathogenic
conditions not evident at sampling; (ii) the strieehiced by handling could have resulted in immuppsessiorj44,45}
and (iii) “in vitro” conditions were not sufficiet to trigger an increase of T-cells in all respensd due to the genetic
differences among individuals, namely MHC clasmd#tching between stimulator and responder. Fompoehensive
view, the obtained IIF data are summarizedrigs. 1 and 2After 2 weeks in culture a high mortality of lewgtes was
detected (about 50%), as determined by trypan ¢dumting. By considering percentages of B-cells anzklls at the
beginning and in the MLR, the number of remainimgple cells was consistent with the observed meanegmtage of
T-cells (8%, corresponding to 5._210'5 cells).

In our experimental conditions, the “in vitro” latecognition by PBL required 2 weeks to reachrifean peak of T-
cell increase and to have statistically significdata, consequently this timing was used to sthdyMLR and for
further leucocyte sampling. In these condition§, fésults Figs. 1 and Bclearly showed a two-fold increase of T-
cells. The value of this mean increase is lowen that reported for T-cell proliferation during B.R in mammals and
represents a first observation in a teleost species necessarily reflecting a common feature @ group. It is
important to remember that in a previous work weesbed in sea bass an “in vivo” T-cell involvenieduring
allograft rejection after 2 weeks5], thus confirming this time to be consistent toiaeh a detectable cellular response.
For comparison, in humans an “in vitro” MLR magquire 7e10 day87].

The MLR is a typical T-cell reaction in which B lyiocytes remain substantially unaffec{8d], and this feature
was also observed in sea bass, where the numbgsbefaring cells decreased with time, together with number of
total viable leucocytes. This observation is inesgnent with previous data on catfifp0], where a selective
proliferation of surface Ig-negative leucocytestftivie T-cells) was detected during a one-way MuRaddition, our
data are in close agreement with those previousigioed “in vivo” in sea bas§l5], in which B-cells were observed
to participate in very low numbers during allognaection.

To further confirm the increase of T-cells in “intro” allorecognition, we performed RT-PCR expagnts from
cDNA prepared by control PBL and MLR cultures usimequivocal marker sequences for lymphocytes)ghend
TcRy, both available for sea bal§§26]. The results of these experiments clearly showatlily adjusting the number of
cycles during PCR, and with respect to control P&ily the expression of TgRRan be detected in MLR.

Cyclosporin A specifically inhibits mammalian T-tseby preventing dephosphorylation and subsequeotear
translocation of transcription factors termed nacli&actor of activated T-cells (NFAT) involved iytokine gene ex-
pression, and this feature has been recently studiehannel catfisti21]. In this study, catfish PBL and antigen-
specific T-cells were treated with CsA which inhéd the “in vitro” proliferation of lectin-stimwdted PBL, and of
specific alloantigen stimulated T-cells. To tessthypothesis in sea bass, we added CsA to MLRuasdtand the
obtained results were in close agreement with theperted in the above work. Indeed, CsA loweradrthmber of
DLT15-positive cells and brought their number tedddevels, as shown irig. 2 It is hence conceivable to suggest the
involvement of cytokines that may directly affectdll proliferation, like IL-2 and IL-4, in the a@eétion of teleost T-cells,
as earlier supposefB0], and that T-cell activation processes are condems@ong vertebrates. As yet a homo-
logue for IL-4 has not been identified in teleodtst IL-2 has been characterized in the Japaneferfigh [46]. In
addition, CsA was previously employed as a probmammals to study intracellular signal transduc{r], and it
was shown to block the @’adependent signal transduction pathway emanatorg the T-cell receptor, thereby
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inhibiting the activation of helper T-cells. Theved, the decrease of RFU values observed in
MLR when CsA was preserfi@. 2 might be attributable to this feature of vertabra-cells.

As reported above MLR did not affect B-cells, the presence of CsA in MLR cultures did
have a slight effect, since the sensitivity of €ath the anti-B-cell mAb DLIg3, measured as
cd® mobilization, was similar to control values (shoimnFig. 2. This observation will be a
matter for future studies.

To show the IIF and cytometric behaviour of leudesy the flow cytometric patterns of
selected experiments are displayedFig. 3 Blood leucocytes are shownkiig. 3A, where three
main cell populations can be recognized indiogram. The IIF histograms show the profiles
of DLT15-positive cells in control PBLF{g. 3C) and in MLR (Fig. 3D), giving a visual
confirmation of experimental data. This flow cytdne pattern is typical of sea bass
leucocytes, as can be compared with a previous M@k

To further investigate if the complex alloantigerécognition mechanisms in our experiments
induce an activation of intracellular activity iaucocytes, we analyzed a common and general
parameter involved in fish cell activation, the eptor-induced intracellular A mobilization
[49]. This approach was previously and successfullyleyed to assess the functional role of
molecules present on the cell surface of catfishspecific cytotoxic cells when stimulated by
specific mAb[50]. Consequently, leucocyte cultures were stimulatidl mAb that bind antigens
at the cell surface of lymphocytes: mAb DLT15 (sfiedor a 42-kDa polypeptide of unknown
function) and mAb DLIg3 (specific for the light dhaof sea bass 1g), with the aim of triggering
intracellular pathways in these cells as previousported by antibody binding in mammgi4]
and in catfisi{52]. Intracellular C¥ mobilization was determined as a transient in@éa<a’-
induced fluorescence measured with the reagent-FukM, as previously reported for fish
leucocyteq50] or fish cells[53]. The results of this set of experiments, repoitelig. 2B with
respect to control PBL, showed that MLR culturestamed cells more sensitive towards a rise
in intracellular [Cgb] induced by the anti-T cell mAb. However, in MLRiltures with CsA
added the rise in intracellular [C&induced by DLT15 was inhibited and similar to tofs.
This observation can be explained by rememberiegntbrk above reporteflt7], where CsA
inhibited the CEP-dependent signal transduction pathway of T-cells] suggests a further
functional similarity between fish and mammaliamphocytes. On the other hand, by adding
the anti-B lymphocyte mAb DLIg3 to MLR leucocytes detectable increase of intracellular
cd® was detectedF{g. 2B). These results strongly suggest that MLR cuftuakso contain
activated T lymphocytes.

In mammals, the “in vitro” allorecognition mechams are known to generate cytotoxic T
lymphocytes (CTL) that can be MHC-restrictggd], and MHC-unrestricted55,56] and the
presence of CTL has been observed also in telewstsly in the catfisfb7]. To test if CTL-like
leucocytes may be generated in our conditions durimn MLR, we per-
formed a cytotoxicity assay by adding leucocytesvitey from control and MLR cultures to a
xenogeneic target, as already reported in mamf{bals The results showed that, as expected,

control PBL displayed a spontaneous cyto-
toxic activity against SAF-1 cells, and this adgivivas significantly increased in a dose-dependent
fashion in PBL de-

riving from MLR cultures. Cellular killing activiéis “in vitro” are also performed by NK cells, and
NK-like cells have been identified in teleost fifsB]. By considering that NK-like cells have
receptors for 1g19] we tested by IIF and flow cytometry if the numlzdrig-binding cells were
higher in MLR than in their own controls, but thegre unchanged (not shown). Although more
experiments are needed to refine and clarify iaillethese results, they may suggest the presence
of MHC-unrestricted CTL-like cells among the leugtecpopulation detected by IIF in the MLR.

The MLR is the result of complex cellular and malec interactions for the recognition of
non-self, and our work gives an initial contributtito investigate the role of fish leucocytes in
this basic process.
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Abstract

In this work we studied the biological activities of recombinant IL-1b from the teleosts sea bass
(Dicentrarchus labrax) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) by investigating the ellects
induced on mtracellular ca” concentrations ([Ca ])of spleen leucocytes. Splenocytes were loaded
MMMWMMMWWWMS—
read for 5 min at 1 min intervals on a dual excitation fluorescence fluorimeter. Results showed that
rIL-1b induced in both species a rise in [Ca2+]i, and a subsequent decrease until 5 min after
stimulation. The stimulating elJect was dose-dependent in both species reaching a plateau at 200
ng/ml of rIL-1b, was abolished by heat-treatment of rIL-1b, and allected in a dose-dependent
fashion by treatment of leucocytes with trypsin. These features suggested a functional IL-1 receptor
was involved in the binding. The observed rise in [Ca ]I was not detected in human PBMC and was
species-specific, since riL-1b from sea bass, trout, and human were unable to interfere each other in
the assay. Moreover, incubation of splenocytes with rIL-1b induced a rapid tyrosine phosphorylation of
a 24 kDa polypeptide in both species. This work represents the first evidence of a direct e[Ject on
[Ca ]I induced by IL-1b and suggests that in the evolution of IL1 activities, teleost fishes display a
peculiar IL-1-associated behaviour that is lacking in mammals.

__ 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Interleukin-1b (IL-1b) is a key molecule for the regula-
tion of immune responses in jawed vertebrates, and its dis-
covery in cartilaginous and bony fish dates back cytokine
evolution at ca. 400 My ago [1-3]. IL-1b has a pleiotropic
activity, alJecting in mammals nearly every cell type [4], is
mainly produced by activated macrophages as an inactive
precursor peptide, and to achieve a biological activity must
be cleaved intracellularly by an IL-1b converting enzyme
(ICE) [5]. In contrast to mammals, fish IL-1b precursors
cloned to date lack a clear ICE cut site [6,7].
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To compare the biological activity of IL-1b between
evolutionary-distant vertebrates, the availability of fish
recombinant IL-1b (rlL-1b) molecule allowed its testing
in “in vitro” and “in vivo” biological assays in some teleost
species like trout [8-10], carp [11,12], and sea bass [13,14].
These studies clearly showed the activity of rIL-1b on var-
ious assays, suggesting that this cytokine may be endowed
with a pleiotropic activity also in teleosts.

IL-1 activity occurs as a consequence of binding to its
receptor complex (IL-1R) on the cell surface of target cells
[4,15,16], and the IL-1R transduction system in mammals
is extraordinarily sensitive in that just a few ligand-occu-
pied receptors can account for all biological activity
[16,17]. In teleost fish, the IL-1R has been cloned and
sequenced [18-20], and the 3D-structure of the IL-1/IL-
1R complex revealed [21].
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Binding of IL-1 to the IL-1R complex in mammals trig-
gers signal transduction through diCerent intracellular sig-
nalling pathways [4]. These pathways play a pivotal role in
inflammatory and immune responses and include activa-
tion of the NFkB gene, of p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK), and of Jun N-terminal kinase [22-24].
In mammals, various signal events have been reported to
be elicited by IL-1b, and several second messengers have
been shown to be allected by this cytokine, like diacylglyc-
erol [25], protein kinase C (PKC) and cyclic AMP (cAMP),
protein kinase A (PKA) [17,26,27], MAP kinase pathways
[28,29], IkB kinase [30], and IRAK [31].

A first step in rece?tor-mediated intracellular signalling
is an alteration in [Ca”"];, which provides a ubiquitous cell
signalling system among vertebrate species that mediates a
variety of cellular processes [32,33]. However, the knowl-
edge on the elJects elicited by rIL-1b on [Ca2+]i is still
unclear, since in mammals it was reported to decrease
[Ca2+]i in murine pre-B cells [34], have no ellects in murine
T-cells [35], in human neutrophils L36], in human clonal
pituitary cells [37], or to increase Ca“" influx from the out-
side in murine fibroblasts [38].

In order to add new insights on the evolution of IL-1-in-
duced signalling mechanisms, in this work we studied the
elJects of rIL-1b on [Ca2+]i of teleost fish leucocytes from
two evolutionary distant species (rainbow trout Oncorhyn-
chus m¥kiss, and sea bass Dicentrarchus labrax) by measur-
ing [Ca”"] using the Fura-2 fluorescence method [39,40]. In
addition, we studied the ellects of human rIL-1b in periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC), the species-specific-
ity of rIL-1b between fish and human leucocytes, and the
elJect of rIL-1 on tyrosine phosphorylation of intracellular
peptides.

2. Materials and methods
2.1. Leucocytes

Farmed sea bass and rainbow trout (ca. 300 g in weight)
used in all experiments were obtained from local fish farms
and were killed by anaesthetic overdose (1 g/l of tricaine
methanesulfonate in water). Every fish was healthy at sam-
pling. All bullers and solutions were adjusted to
355 mOsm/kg for sea bass or to 308 mOsm/kg for rainbow
trout. Splenocytes were prepared as described previously
[41] by teasing spleens over a 100 Im nylon grid, resus-
pending cells in 8 ml HBSS and loading over 1.07-1.02 g/
cm® Percoll gradients. After centrifugation at 840g for
30 min at 4 _C, the cells at the interface between the two
Percoll densities were collected, washed in HBSS (10 min,
680g) at 4 _C and resuspended in 5 ml of L-15 medium
(Gibco) containing 10% heat-inactivated FCS (Gibco)
and penicillin/streptomycin  (Sigma). Splenocyte cultures
were incubated at 10 cells/ml overnight at 18 _C in
25 cm? flasks.

Human peripheral mononuclear blood cells (PBMC)
were obtained from healthy donors through the local hos-

pital blood bank. PBMC were purified by stratifying 5 ml
of whole blood diluted in 20 ml of phosphate-bulJered sal-
ine (PBS) over Ficoll gradients following standard proto-
cols [42]. Cells collected at the interface were washed with
PBS and PBMC, resuspended at 10’ cells/ml in RPMI con-
taining antibiotics (penicillin, streptomycin), and immedi-
ately used.

Leucocytes and human PBMC viability were determined
by counting with Trypan blue and was always not less than
90%.

2.2. rIL-1b production and purification

Rainbow trout and sea bass IL-1b genes were previously
characterized [6,43] and expressed in Escherichia coli after
cloning into the pQE30 vector (Qiagen) [8,13]. The recom-
binant peptides from both species contain a six-histidine
tag at the N-terminus and protein purification has been
achieved through this tag by alnity chromatography using
Ni-NTA spin columns Kit (Qiagen). The rIL-1b purity was
determined by SDS-PAGE and the LPS levels in protein
preparation were determined with a Limulus Amebocyte
Lysate Kit (LAL Test, Bio Whittaker) to ensure no endo-
toxin contamination. Biological activity of purified sea bass
and rainbow trout rlL-1b were tested using the D10.G4.1
proliferation assay as described previously [8,13]. Where
necessary, rlL-1 was treated for 2 min at 100 _C.

Human IL-1b was purchased from Peprotech (Pepro-
tech Europe, UK), fish and human IL-1 were aliquoted
in L15 medium containing 1% FCS and stored at 80 _C
until use.

2.3. Intracellular Ca®* measuring

Splenocytes and PBMC were washed twice with FCS-
free L-15 medium (10 min, 680g) at 18 _C, resuspended at 2
. 10’/ml in the same medium, then loaded with a final
concentration of 4 IM of the calcium-binding fluoro-
chrome Fura-2AM (Sigma) for 45 min at 18 _C. After incu-
bation, splenocytes and PBMC were washed as above with
serum-free and phenol red-free RPMI, resuspended in the
same medium at 10" cells/ml, and 100 Il plated in duplicate
(106 cells/well) in 96-well fluorimetric plates (Isoplate TC
PerkinElmer). rIL-1b (1 Il to each well) was then added
at various concentrations. As a positive control 5 IM of
the calcium ionophore ionomycin (Sigma) was employed,
or as a negative control 1 Il of IL-1b-diluting buller. For
species-specificity tests, fish splenocytes or PBMC were
added with 200 ng/ml of sea bass, rainbow trout or human
riL-1b. To test if the measured Ca®* was due to intracellu-
lar mobilization or intake from extracellular sources, 2 mM
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) was added to
samples before stimulation with IL-1.

The fluorescence emitted by leucocytes was read for
5 min at 1 min intervals on a dual excitation fluorescence
fluorimeter (Victor I, Wallac, USA) that allows simulta-
neous excitation of fluorescence at 355 and 460 nm. Num-
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bers were expressed as relative fluorescence units (RFU),
which are the numerical values recorded by the instrument
at the reported wavelengths.

2.4. Trypsin treatment

Splenocytes were loaded at 2 - 10°/ml with 4 IM Fura-
2AM as described above and washed twice with RPMI
without FCS and phenol red. Then aliquots of 4.5 - 10°
cells in 200 Il of RPMI were added with 200 Il of several
dilutions of trypsin-EDTA (Gibco) from 1:2 to 1:40.000.
After 60 s of trypsin treatment, 50 Il of FCS were added
to each cellular suspension to block the protease, and leu-
cocytes washed in RPMI (480g, 3 min), resuspended in the
same medium and stimulated with 200 ng/ml of riL-1b as
above. The emitted fluorescence was read as above.

2.5. Anti-phosphotyrosine Western blotting

Splenocytes from sea bass and rainbow trout at 5 - 10%
ml in serum-free L15 were stimulated with 200 ng/ml riL-
1b, and aliquots of 5 - 10° cells were removed after 1, 5,
10, and 20 min from stimulation. Unstimulated cells were
used as control. Splenocytes were then pelleted at 480g
for 3 min, resuspended in 50 Il of a lysis solution (PBS con-
taining 0.5 M PMSF and 0.5% Triton X-100) and kept in
ice for 15 min. After vigorous vortexing, cell lysates were
centrifuged at 10,0009 for 5 min and the supernatant dena-
tured with 15 Il of Laemmli sample buller (LSB 4-) with-
out boiling.

Cellular lysates (20 Il each lane) were resolved in a 12%
SDS-PAGE, then electroblotted onto nitrocellulose for
Western blotting analysis as above. Tyrosine-phosphory-
lated proteins were detected by incubating BSA-saturated
nitrocellulose blots with the anti-phosphotyrosine mAb
clone 4G10 (Upstate Biotechnology, USA) diluted 1:1000
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Fig. 1. Time-course of IL-1belect o intracellular Ca 2+ in splenocytes.
Splenocytes from sea bass (a) and rainbow trout (b) were loaded with



(1 Ig/ml). The membrane was incubated with a horseradish

peroxidase-conjugated anti-mouse antibody (ICN Biomed-
icals USA) diluted 1:1.500 for 90 min at room temperature.
Positive binding was visualized with enhanced chemilumi-
nescence ECL (Amersham Life Science, Pharmacia) and
exposure to autoradiographic film. As a control, 5 . 10°
splenocytes were pre-treated with 200 IM of the protein-ki-
nase inhibitor genistein (Sigma) for 30 min at 18 _C, then

incubated with 200 ng/ml rIL-1b and processed as above.

2.6. Data analysis

Reported mean RFU values of [Ca2+]i represent the
experimental values subtracted of the corresponding con-
trols. Each experiment was repeated three times. Statistical
comparison of group values was made using paired t-tests
(two-tailed), and values were considered significantly diCer-
ent at p 6 005 Data presented in Fig. 1 were also analysed
with Wilcoxon signed rank test, a nonparametric alterna-
tive to the paired t-test, and taken as significant for

p < 0.06. Data presented in Figs. 2-4, were also analysed



Fura-2AM for 45 min at 18 _C, washed and incubated with 200 ng/ml of
homologous rlL-1b. Measurements of fluorescence were made every minute for 5 min. RFU values are the mean + SD of
three experiments using 12 spleens for each species. Data were analyzed by Wilcoxon signed rank test, with values considered
significant when p < 0.06. A significant dil lerence between a particular time and the precedent mean value was always
present for both species.
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and
rainbow trout (**).

Fig. 4. Trypsin sensitivity of
IL-1b elJect on intracellular
ca® in splenocytes.
Splenocytes from sea bass (a)
and rainbow trout (b) were
treated for 1 min with indicated
dilutions of trypsin-EDTA
solution, then loaded with Fura-
2AM for 45 min at 18 _C, washed
and incubated with 200 ng/ml of
rlL-1b. The control value (c) was
not treated with trypsin.
Measurements of fluorescence
were made at 5 min, and RFU
values



Fig. 3. Species-specificity of IL-1b. Splenocytes from sea bass, and
rainbow trout, and human PBMC were loaded with Fura-2AM for 45 min
at 18 _C, washed and stimulated with 100 ng/ml of rIL-1b from sea bass
(@), trout (d), and human (g). Sea bass splenocytes (black bars) were also
incubated with 100 ng/ml of rIL-1b from trout (b), and human (c); trout
splenocytes (grey bars) were also incubated with 100 ng/ml of rIL-1b from
sea bass (e), and human (f); and human PBMC were also incubated with
100 ng/ml of rIL-1b from sea bass (h), and trout (i). Measurements of
fluorescence were made 5 min later. RFU values presented as the
means + SD of two experiments using six individuals for each species.
Data were analyzed by Mann-Whitney rank sum tests, with values
considered significant when p < 0.06. A significant dil lerence is indicated
with an asterisk when comparing trout (+tr IL-1) and human IL-1 (+hu
IL-1) with sea bass, and when comparing sea bass (+sb IL-1) and human
IL-1 with trout.

4 min and then starting to increase with values from 540
to 420 RFU. For a better comparison of data, Fig. 1
shows RFU values for 5 min for both species. Times of
incubation were tested after 5 min and until 30 min,
and in both species complex profiles were observed
(not shown). Consequently, all subsequent experiments
were recorded for the first 5 min.

presented as the means + SD of two experiments using eight spleens for
each species. Data were analyzed by Mann-Whitney rank sum tests, with
values considered significant when p < 0.06. Asterisks indicate a significant
dillerence between a particular concentration and the precedent mean
value one.

Testing the ellects of 200 ng/ml of rIL-1b at 2 min in the
presence of EDTA had no significant elJects on the [Ca2+]
values, since mean RFU values for sea bass were 580 + 30
without EDTA and 569 + 20 with EDTA, for trout mean
RFU values were 507 + 28 without EDTA, and 499 + 16
with EDTA. The treatment of rIL-1b at 100 _C had no
ellects on [Ca2+] values in both fish species (data not
shown).

3.2. Dose-response and species-specificity

Fig. 2 shows the RFU of [Ca2+]i in splenocytes from sea
bass and rainbow trout stimulated with increasing concen-
trations of rIL-1. For both species, 200 ng/ml of rIL-1b
was a saturating concentration since at 400 ng/ml no fur-
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ther increase in RFU values was observed. On the other
hand, decreasing the amount of rIL-1b resulted in a
dose-response decrease in RFU for both species, with sea
bass and trout showing no response or little response,
respectively, at 2 ng/ml of rIL-1b. Analysis of data by
Mann-Whitney statistics showed that for sea bass
(Fig. 2, *) the decrease observed from 200 to 2 ng/ml of
IL-1 was significant with values of p < 0.06, whereas for
trout (Fig. 2, **) the same was observed from 200 to

7 ng/ml.

To test the species-specificity of [Ca2+]i—induction,
splenocytes of sea bass, trout, and human PBMC were
treated with 100 ng/ml of homologous and heterologous
riL-1b, and the results are shown in Fig. 3. For sea bass
(3a), homologous rIL-1b gave a value of 338 RFU,
whereas trout (3b) 32 RFU (9.4%), and human (3c) 43
RFU (12%). For rainbow trout (3d), homologous rIL-1b
gave a value of 287 RFU, sea bass (3e) 13 RFU (4.5%),
and human (3f) no elJects. For human, no ellects were
detected on [Ca2+]i using homologous (3g), or fish (3h,
3i) rIL-1b. Statistical analysis of data showed that the dif-
ferences between species were significant, with values of p
<0.05.

3.3. Trypsin treatment

Sea bass and rainbow trout splenocytes were briefly treat-
ed for 1 min with trypsin-EDTA before rIL-1b stimulation,
and the obtained results are shown in Fig. 4. In both species a
dose-dependent elJect on [Ca’ +]I was observed: in sea bass
(4a) a dilution of trypsin of 1:38,000 (4.59 log dilution) was
required to have RFU values similar to control, whereas in
trout (4b) a dilution of trypsin of 1:4000 (3.16 log dilution)
was required to have RFU values similar to control.

3.4. Anti-phosphotyrosine blotting

Cell lysates of sea bass and rainbow trout splenocytes
treated with 200 ng/ml of rIL-1b for various times and
tested by Western blotting with a mAb anti-phosphotyro-
sine are shown in Fig. 5. The Coomassie staining of 12%
SDS-PAGE of sea bass splenocytes before and after
addition of rlL-1b (5a) showed no detectable diClerences
between samples, with main bands at 130, 40, 33, 24 and
11 kDa. In a similar experiment performed in the presence
of genistein (5c), only bands at 130, 40, and 30 kDa were
detected. In rainbow trout, Coomassie staining of 12%
SDS-PAGE of a similar experiment showed main
bands at 130, 40, 30, and 11 kDa (5e). After electroblotting
gels of splenocyte lysates onto nitrocellulose and incuba-
tring with the anti-phosphotyrosine mAb 4G10, weak but
clear bands at 24 kDa in both sea bass (5b) and trout (5f)
were seen. The stained polypeptide was detectable at 5
and 10 min after rIL-1b stimulation in sea bass, and at 5,
10, and 20 min in trout. Pre-treatment of sea bass
splenocytes with 250 IM genistein abolished the positivity
at 24 kDa (5d).

130w @ =

4 .'-l' |
::--”'.
2 I e - —

24
11 = .
¢ 1 5 10 20
1341 D = k=5 -
I g'-r:—? ;
an}ﬁg-:'-_ -
3 M
T4 P
KDa ¢ 1 5 10 20 0 | 5 10 20 KDa

Fig. 5. Western blotting with anti-phosphotyrosine antibody. Splenocytes

from sea bass (a, ¢) and rainbow trout (e) were incubated with 200 ng/ml
of rlL-1b, and at indicated times cells were dissolved in LSB and
electrophoresed on a 12% SDS-PAGE. The Coomassie stain of sea bass
splenocytes is shown in (a), and of sea bass splenocytes preincubated with
genistein is shown in (c). The Coomassie stain of trout splenocytes is
shown in (e). Western blotting of these samples after incubation with the
anti-phosphotyrosine mAb 4G10 is shown for sea bass in (b and d), and
for trout in (f). A faint positive band is present for both species at 24 kDa
in (b and f), and absent in (d). Molecular weight markers are shown.

4. Discussion

The cytokine IL-1b is a potent mediator of inflammato-
ry and immune responses to injury and infection [44], and
its multiple biological activities are exerted through recep-
tor-mediated processes and complex intracellular pathways
of second messengers. The IL-1b gene has been found in all
jawed vertebrates and so it may represent an ideal gene to
study for cytokine evolution in these organisms [41]. In this
respect, it may be interesting to study the evolution of
pleiotropic activities associated with IL-1 from its appear-
ance in fish to higher vertebrates. Biological functions
exerted “in vitro” and “in vivo” by fish rIL-1 were investi-
gated, and some activities have been found to overlap with
those of other vertebrates [8-12,14]. From these studies it is
clear that fish IL-1 is the best characterized cytokine among
non-mammalian vertebrates.

Variations in [Ca2+]i, may mediate a variety of cellular
processes and provide an ubiquitous cell signalling system
(see Section 1 for references), and the aim of our work
was to investigate the ellects of rlL-1 stimulation on
[Ca2+]i in two important teleost species, sea bass and trout.
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After screening for the best IL-1 responders among leu- mild trypsinization, suggesting the presence in splenocytes



kocytes prepared from lymphoid organs, splenocytes were
selected, as they gave highest RFU values of [Ca2+]i in both species (not shown).

Upon addition of riL-1 a rapid increase of [Ca2+]i was
observed in splenocytes of both species, with a subsequent
decrease for the following 5 min, more evident for sea bass,
as shown in Fig. 1. Several oscillations of [Ca2+]i were
observed after 5 and until 30 min (not shown), likely deriv-
ing from responses of the diverse cellular populations com-

posing splenocytes.

Next we assessed if the observed IL-1-dependent Ca*" mobilization was due to a release from
intracellular stores or by an uptake from the extracellular environment. By sequestering
extracellular Ca®* with EDTA no variations were observed in [Ca2+]i (see Section 3), thus
revealing the intracellular origin of Ca®" mobilization.

To assess if the e[Jects on [Ca2+]i were due to a saturable binding of rIL-1 to a putative receptor,
as shown in mam-
mals [15], increasing amounts of rlL-1 were added to
splenocytes (see Fig. 2). From 2 to 200 ng/ml of rIL-1 a dose-dependent increase in [Ca2+]i was
observed, and this increase stopped at 400 ng/ml of rlL-1, thus suggesting a saturation of the
elJect in both species, although at a di‘Ter-
ent extent. As a control, rIL-1 was heat-denatured before assay and, as expected, no e[ Jects on
[Ca2 . were observed.

Human PBMC and human rlL-1b were also used as a
model cell population to study the response to riL-1 on [Ca2+]i, since previous work
suggested that in mammals IL-1b may induce “in vitro” dilJerent responses with
respect to the cell type [25,34-38,45,46]. In agreement with these studies, no variation in [Ca2+]i
was observed to be induced after 5 min by human rIL-1b (Fig. 3). This obser-
vation may suggest that in the evolution of IL-1, a direct and rapid elJect on [Ca2+]i was lost

between fish and mam-
mals, or was gained by the fish molecule after divergence from the tetrapod lineage.
The ellects induced by riL-1b on [Ca2+]i were species-

specific, since the addition to both sea bass and trout splenocytes of 100 ng/ml of the
heterologous cytokine

had no elects, as shown in Fig. 3. These data are in agree-
ment with a previous work [8], in which was observed a
1000-fold excess of trout IL-1 required to elicit the same
elJect of human IL-1 in the D10.G4.1 assay. Hence, consid-
ering the significant homology in the peptide sequence
among human and fish IL-1 [6,43], and the recent data
on three-dimensional modelling of IL-1/IL-1R, interac-
tions in fish [21], the observed species-specificity may orig-
inate from diClerent binding properties of ligands to the IL-
1R as, for instance, in the case of the IL-1R antagonist that
is unable to trigger intracellular signalling [47].

From the data we obtained the involvement of a func-
tional IL-1R, mediating IL-1 signalling appears evident.
Knowing that an IL-1R, homolog was cloned in fish
[10,19,20], we treated splenocytes with the enzyme protease
trypsin before rIL-1 binding and [Ca2+]. determination.
The results (Fig. 4) showed a strong sensitivity of cells to



of both fish species of an ecto-peptide involved in the
riL-1 binding and sensitive to trypsin, being very likely an IL-1R.

Binding of IL-1 to the IL-1R complex of mammals trig-
gers complex intracellular signal transduction pathways (see Section 1 for references) among
which protein phos-

phorylation by protein kinases is a downstream event that plays a major role [48]. To test this
pathway in fish, we incubated splenocytes with rIL-1 and probed obtained

lysates in Western blotting with a monoclonal anti-phos-
photyrosine (see Fig. 5). A weak but evident clear band
at 24 kDa was detected in both fish species at 5 and

10 min after rIL-1b stimulation in sea bass, and at 5, 10, and 20 min in trout. As a control, sea
bass splenocytes were pre-treated with genistein, a selective protein tyrosine kinase inhibitor
[49,50] before rIL-1b stimulation, and no phosphorylation was detected in such lysates.

To better understand these data, it should be remem-
bered that interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK) homologs are evolutionarily conserved
and have been found in insects and mammals [51], and IRAK-4 and IRAK-1 mediate
downstream events in the IL1R-mediated signal transduction. IRAK-1 was recently shown to also
be involved in the rapid phosphorylation of a cytoplasmic unknown 24 kDa polypeptide in
mouse EL-4 cells [52], thus suggesting a putative similarity in conserved down-
stream events associated with IL-1 signalling. In addition, it should be remembered that in a

previous study, a phos-
phatidylinositol 3-kinase was tyrosine phosphorylated

within 5 min in response to IL-1 in a human cell line [53].
Although much work is required for the elucidation of
IL-1-driven second messenger cascades in fish, these previ-
ous studes may help to provide a clue to the nature of the
phosphorylated 24 kDa polypeptide in sea bass and trout
splenocytes.

In conclusion, our work shows that in the evolution of IL-1 activities, teleost fish display a
peculiar IL-1-associat-
ed activity that is lacking in mammals. Future work will investigate similar IL-1-driven
pathways in other verte-

brates, to assess the point in evolution where IL-1 lost or acquired pleiotropic activity.
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SCOPO DELLA TESI

Il lavoro svolto durante il triennio del Dottoratti Ricerca e stato quello di saggiare le
risposte dei leucociti dei Teleostei a diversi siimdi natura biologica: riL-f, terreno
condizionatoPhotobacterium damselaenodavirus. In particolare, si € cercato di itigese

gl effetti che questi quattro stimoli sono in goadi indurre sulla concentrazione di calcio
intracellulare, una volta venuti a contatto coaudociti, e se evocavano un processo a cascata
in cui lo ione C&' interviene con il ruolo di secondo messaggero.

La maggior parte del lavoro e stata concentrata stilidio degli effetti dell'interleuchinafl
ricombinante, con la finalita di andare ad apprdfoale conoscenze sull'attivita biologica
della citochina; a tale scopo, oltre agli esperitndnstimolazione, sono stati effettuati anche
saggi di western blotting e proteomica volti a deieare I'attivazione o meno di fattori
proteici durante il processo di trasduzione dehaésy

Gli studi compiuti sul terreno condizionato sonatishecessari per comprendere se i cataboliti
e i fattori di crescita, rilasciati dai leucocituidnte una reazione “MLR”, sono in grado di
evocare un processo di trasduzione del segnalealt@o. Invece, le stimolazioni effettuate
conPhotobacterium damselaenodavirus sono state fatte con lo scopo diigarg non solo

le variazioni del C# intracellulare, ma anche il cambiamento delleasse alla stimolazione,

esaminando i leucociti in vari stadi dopo I'espasie all'antigene di immunizzazione.






INTRODUZIONE

1.1 INTRODUZIONE

| pesci ossei si sono originati circa 400 milioniahni fa e rappresentano il gruppo piu
numeroso di Vertebrati viventi, infatti il numero specie di Teleostei (piu di 20000) € circa
uguale a quello di tutti gli altri Vertebrati codsrati nel loro insieme. | Teleostei
rappresentano il gruppo piu eterogeneo dei Vertelmaguanto € composto da individui che
sfruttano pressoché ogni habitat (Moyle, 1982)ultdés quindi, difficile caratterizzare un
gruppo cosi diverso, ma, in generale, i Teleostesigdono un minor numero di vertebre e di
ossa della mascella rispetto agli altri Osteit@nio una coda omocerca, sono privi di
spiracolo e hanno una vescica natatoria che fuaatome organo idrostatico. Le scaglie sono
formate da 0sso non mineralizzato, sono flessaila loro forma é indice delle abitudini
generali del pesce: i nuotatori piu veloci hanrag$ie piu piccole e numerose rispetto ai pesci
bentonici o che nuotano piu lentamente.

| Teleostei rappresentano anche il piu antico gouggmimale ad avere un sistema immunitario
molto simile a quello dei Vertebrati superiori:deoperta del sistema immunitario nei pesci
risale agli anni '40 (Duff, 1942) e i primi studiarenti la risposta anticorpale dei pesci ad un
antigene virale sono stati effettuati negli anii {&iegel, 1965); sempre negli stessi anni sono
state scoperte dapprima le attivita T-mediate (Ee8P69) e successivamente le stesse cellule
T (Cuchens, 1977). Soltanto negli ultimi venti asné posta attenzione sull’'identificazione di
marcatori immunitari specifici necessari per unanastenza dettagliata dei meccanismi
molecolari e delle popolazioni cellulari coinvottelle risposte immunitarie; a questo scopo la
produzione di anticorpi monoclonali diretti contspecifiche popolazioni cellulari ha
permesso di caratterizzare le diverse popolazi@uicdcitarie presenti nei pesci. Le
popolazioni leucocitarie dei Teleostei possono resseiddivise in cellule B (Irwin and
Kaattari, 1986; Miller et al., 1994; Koumans-varepen et al., 1994), cellule T (Lin et al.,
1992, Miller et al., 1994), granulociti (Bly et all990; Ainsworth et al., 1992; Hine et al.,
1992; Slierendrecht et al., 1995; Verburg-van Keadenet al., 1995), trombociti (Esteban et
al., 1989; Rombout et al., 1996), macrofagi (Meseget al., 1991; Hardie et al., 1994;



Sveinbjornsson and Seljelid, 1994) e cellule c#siche non specifiche (Evans et al., 1992;
Hogan et al.,, 1996). Fino ad oggi sono stati pribdamticorpi monoclonali contro le
immunoglobuline e le cellule B di numerose speleiearpaCyprinus carpio(Koumans van-
Diepen et al., 1994; Koumans van-Diepen et al.5),99merluzzoGadus morhudlsraellson

et al., 1991), I'anguill&Anguilla anguilla(van der Heijden et al., 1995), il romBaophtalmus
maximus(Estévez et al., 1994), il saimo®almo salar(Thuvander et al., 1990), la trota
Oncorhynchus mykis€Sanchez and Dominiguez, 1991) e la spiddieentrarchus labrax
(Scapigliati et al., 1995; Romestand et al.,1998eRzuela et al., 1996). Soltanto per poche
specie sono stati prodotti anticorpi monoclonalintco timociti o cellule putative T;
attualmente sono disponibili anticorpi monoclorantro timociti di carpaCyprinus carpio
(Huttenhuis et al., 2005; Romano et al., 1999) icdiola Seriola quinqueradiatéNishimura

et al., 1997); tali anticorpi, perd, non sono sfigcper le cellule T, ma cross reagiscono
anche con altre popolazioni leucocitarie. Attualteegli unici anticorpi specifici per le cellule
T putative e timociti sono disponibili per la spigdqDos Santos et al., 2000), il pesce gatto
(Passer et al., 1996) e la carpa (Rombout et 8B8)1 In alcuni studi, inoltre, € stato
evidenziato che il Tessuto Linfoide Associato atiéstino (GALT, gut associated Lymphoid
tissue) dei Teleostei contiene un elevato numeraetiule T (Picchietti et al., 2007), la
presenza di tale popolazione -cellulare potrebbepresmentare il primo passo verso
I'evoluzione del sistema immunitario mucosale. (8detaga, 1998). La risposta immunitaria
umorale dei pesci comporta la secrezione di immlatadine specifiche e I'attivazione della
cascata del complemento (Holland and Lambris, 2002) immunoglobuline dei pesci
sembrano appartenere ad una singola classe, qletléalgM, possiedono una struttura sia
monomerica che tetramerica e mostrano similarithleommunoglobuline di Mammifero sia
a livello molecolare che fisiologico (Pilstrom amgngtén, 1996; Hsu et al., 2006; Warr,
1995). Studi morfologici sono stati effettuati cém scopo di studiare l'organizzazione
anatomica degli organi linfoidi (Manning, 1994),deesenza di linfociti funzionali (Anderson
et al, 2004; Marsden, 1996; Boesen, 1997), il cesgd maggiore di istocompatibilita
(Dijkstram et al., 2007) e il recettore delle ckllul (Kamper and McKinney, 2002;
Scapigliati, 2000): tutte prove sperimentali chenpettono di concludere che i pesci Teleostei
sono il piu antico gruppo animale con un sistemmimitario che mostra omologie con il

sistema di difesa innato e adattativi dei Mammigedegli Uccelli.



1.2 IL SISTEMA IMMUNITARIO DEI VERTEBRATI

Gli organismi multicellulari conservano la loro e&jfia di mantenersi e di riprodursi tanto piu
a lungo quanto piu riescono a resistere agli atigootenzialmente dannosi di microrganismi
e parassiti; la resistenza deriva in parte da tiventi esterni con funzione di barriera, in
parte da un insieme di fattori capaci di riconosceolare, distruggere o limitare I'espansione
di elementi estranei presenti nei rivestimenti reste nelle mucose e che possono penetrare in
gueste barriere per poi invadere I'organismo. Qupsbprieta dell'organismo viene chiamata
“immunita”.

Nella prima meta del XX secolo, gli immunologi fezeina distinzione chiara tra due forme
di immunita: naturale e acquisita. La prima fu ¢desata come una caratteristica ereditata e
specie-specifica, la seconda come una forma diteesaa ad un’infezione, avvenuta nel corso
della vita come conseguenza di un precedente ¢ortah un potenziale patogeno (Zilber,
1958). Piu tardi le due forme di immunita vennesdirdte in modo alternativo: I'immunita
naturale prese il nome di “innata” o “non-specificguella acquisita di “specifica” o
“adattativa”.

Nei Vertebrati il sistema immunitario acquisitoiaffca quello innato. Linfociti, monociti-
macrofagi, cellule dendritiche, trombociti, masto@d altre cellule specializzate migrano
costantemente lungo i vasi linfatici e sanguigra,dli organi linfoidi e gli spazi intercellulari
di tessuti non-linfoidi. Altre cellule rimangono mobili per formare lo stroma reticolato del
midollo osseo, del timo, dei linfonodi e della nailzl fattori umorali (anticorpi, citochine,
etc.), sintetizzati da queste cellule, svolgono edie funzioni regolatorie sia
indipendentemente che interagendo con il sistenidantaunita innata. | componenti che
formano il sistema immunitario adattativo sono measnella tabella 1.



Vertebrate taxons
Components =
Agnata | Chondroichthyes | Osteichthyes | Amphibia | R{.‘[}[ﬂiﬂl Aves | Mammalia
Crgans and (issucs
Intestinal lymphoid tissue + + + + + b +
Thymus s + . -+ + " "
Spleen — + . + + + 4
Bone marmow — — — r ¢ b +
Lymph nodes — — - = = 9 "
Cellublar elements
Monocytes-macrophages + + + + + + +
v&1-lymphocyles 2 + b + + + +
affT-lvmphocyles - + + b t + b
Bl-lymphocytes - + t + + + 4
B-lvmphocvies - + + + + P +
Plasma cells - + . + 4 + "
Receptors
T cell receplor — + + + + + +
B cell receptors (IgM, [gl)) = + + + + + +
Class | MHC antigens - t + t ¥ t +
Class 1l MHC antigens - + + + + + +
Fe-receptors — + + + + + +
Immunoglobulins - + ¢ + + 3 .
Complement® — + } + + + -
Cytokines + + . + + " N

Tab. 1: componenti dellimmunita adattativa; il segt indica la presenza di un componente,

il segno — la sua assenza, il segno +? andlee i dati non sono chiari (tabella da
Klimovich, 2002)

Studi effettuati sulla risposta immunitaria innatai Vertebrati hanno evidenziato poche
similarita con il sistema immunitario degli Investati. Gli insetti, ad esempio, hanno
sviluppato una risposta acuta di tipo infammatqrér certi versi simile a quella riscontrata
nei Mammiferi ma, con I'esclusione dei recettofl-tixe (TLR), scarse sono le omologie per
fattori solubili, recettori e molecole regolatonell’espressione dei geni.

Nei processi di riconoscimento dell'antigene, ratibito dellimmunita adattativa,

partecipano tre tipi cellulari:

1. i linfociti B che con il loro recettore specibiaiconoscono i siti complementari di
molecole antigeniche e producono anticorpi (NeZlB98);

2. ilinfociti T (York and Rock, 1996; Benham et,dl995) di tipau[3 eyd.

3. le cellule che presentano I'antigene (APC), gitecessano e legano I'antigene

(Stainman, 1991) alle molecole di classe | e Il @eimplesso maggiore di



istocompatibilita (MHC). Solo in questa forma dingolesso il peptide-MHC puo

essere riconosciuto dai linfocito.

Il sistema immunitario adattativo deve la sua uaia due geni estremamente variabili
codificanti le molecole per i recettori chiave delmunita: 'MHC e i recettori linfocitari
(Yin et al., 2001). I geni per 'MHC di classe lllecodificano per proteine estremamente
polimorfiche e sono in grado di presentare unaavgatmma di tipi antigenici diversi. | geni
per i recettori dei linfociti T (TCR) e per le immaglobuline (Ig) sono presenti in cellule della
linea germinale in gruppi separati di segmenti liallemultipli. Dopo la fecondazione,
nell’embrione avviene la differenziazione dei liaitd T e B, sotto I'effetto dei geni attivatori
della ricombinazione somatica (RAG-1 e RAG-2): singsegmenti di ciascun gruppo si

uniscono in interi geni codificando la catena pefipdica completa (Thompson, 1995).

Il sistema immunitario adattativo fece la sua corspanei primi Vertebrati mandibolati
durante il Cambriano, cioe circa 450-540 milionadni fa, durante una specie di “Big Bang”
immunologico, i cui dettagli sono ancora ben lontdall’essere chiariti (Kasahara et al.,
2004) (Fig. 1).
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Nei Vertebrati il recettore per I'antigene € contpada due catene polipeptidiche appartenenti
alla superfamiglia delle immunoglobuline (IgSF).catene pesante (H) e leggera (L) per gli
anticorpi, e le catena/3 ey/d per il TcR.

Negli Agnati (lamprede e missine) sono state imliate cellule morfologicamente non
distinguibili dai linfociti, anche se poi in reak&se non possedevano alcun elemento genetico
chiave. Isolotti di tessuto linfoide sono localitizaell'intestino e nel pronefro, ma non e
possibile distinguere anatomicamente dei veri epmrorgani linfoidi (Du Pasquier and
Flajnik, 1998). Molecole che in un primo momentonwero descritte come anticorpi di
missine, furono poi definite omologhe al compone@f del sistema del complemento dei
Mammiferi (Hanley et al., 1992). Dati sul rigetto seguito ad un allotrapianto in questi
animali non sono mai stati successivamente conterfRaison and Dos Remedios, 1998).
Per queste ragioni, gli Agnati rappresentano ilpgnudi organismi filogeneticamente piu
giovane che ha esclusivamente un sistema immumidatipo innato; tuttavia, le presenze del
gene ikaros nei vermi di mare (Cupit et al., 20@8)CD45, della proteina BCAP, di CD3, di
CD9 (Uinuk-Ool et al., 2002) e di un nuovo tipordcettore variabile dei linfociti (VLR)
(Pancer et al., 2004) hanno aperto un dibattitofaiid che forse sia giusto parlare di una

primitiva immunita acquisita anche nei Vertebratvipdi mandibola.

Nei pesci cartilaginei e nei pesci ossei il sisteameune di tipo adattativo ha caratteristiche
primordiali: 'emopoiesi & concentrata nel fegatmed rene, solo la milza ed il timo sono
anatomicamente separati e con forma definita, raelatrcellule linfoidi sono distribuite
nellintestino. Tra queste sono stati identificatlinfociti B con le immunoglobuline ed
elementi che presumibilmente omologhi ai linfoditid (Rombout, 1993a). Quest'ultimi, in
accordo con i risultati recenti, (Boismenu and Hayrl997), sono una popolazione speciale
di cellule T, la cui maturazione non avviene netmoclima timico. I linfociti Tyd, come le
cellule del sistema immunitario innato, hanno aslettori con una spiccata specificita, non
riconoscono il complesso MHC-peptide, ma l'antigeraivo, senza alcuna partecipazione
delle cellule presentanti I'antigene (Chien et 4896). Non si sa ancora precisamente se i
pesci cartilaginei abbiano o meno i linfocitf. | linfociti T in squalo e in razza sono attivati
solo da mitogeni, mentre nei pesci o0ssei possorger@sattivati sia da mitogeni
(concanavalina-A) che da colture con cellule alfogee; essi partecipano nella risposta
immune insieme ai macrofagi e ai linfociti B (Clesh al., 1991; Miller and Clem, 1984;
Vallejo et al., 1991); anche nel laboratorio dowe dvolto la mia tesi di dottorato e stata
dimostrata l'attivazione dei linfociti T di spigolatilizzando un mix di cellule allogeniche

(Meloni et al., 2006). Per quanto riguarda la fona dei linfociti T nei pesci, essi producono



quei fattori umorali coinvolti poi nell’attivaziondei macrofagi (Graham and Secombes,
1988) e proliferano in risposta al contatto conaicnofagi che hanno processato e presentato
I'antigene (Vallejo et al., 1991). La classe predwante di anticorpi nei pesci sono le IgM. In
squalo e razza sono stati individuati isotipi cle@ hanno una struttura canonica (Schluter et
al., 1997). Gli anticorpi nei pesci sono piuttostaologhi: 'omologia del loro sito costante
arriva fino al 90%; possono interagire con diverstigeni esterni e con autoantigeni; sono
definiti “normali” o “anticorpi naturali” (autoarntorpi), quelli la cui sintesi non ha bisogno
dell'immunizzazione e della partecipazione dellbube T-helper e che vengono prodotti dai
linfociti B1, una popolazione cellulare specificdhec si differenzia al di fuori del
microambiente del midollo osseo (Avrameas and Trerky1995).

Lo sviluppo della risposta immunitaria anticorpatei pesci teleostei dipende dalla
temperatura; gli anticorpi sono generalmente pitodot basso titolo e hanno una bassa
affinita che incrementa leggermente nel corso d#jaosta. Iniezioni ripetute di un antigene
non hanno un sensibile effetto sul titolo e sulitafa degli anticorpi prodotti: questo puo
significare che nei pesci i processi di maturazien®rmazione di memoria immunologica
hanno componenti e cinetiche diverse (Press, 1998).

Gli Anfibi, oltre il timo e la milza, hanno un mitlo osseo, le cui cellule hanno i geni RAG
attivati (Greenhalgh et al., 1993), isole di tesslinfoide morfologicamente distinte
attraverso tutta la lunghezza dell'intestino, dowan sono pero presenti centri germinali
(Manning, 1991), e aggregati linfoidi nel rene, zaile mesentere. La presenza di linfociti T
pud essere individuata dalla proliferazione cetiilen reazioni allogeniche, dalla risposta a
stimoli mitogeni e dalle risposte in seguito a iaapo; la difficolta maggiore nello studio dei
linfociti T consiste nel fatto che solo in tempceati sono stati identificati un numero esiguo
di markers antigenici omologhi ai linfociti T deidvhmiferi (Nagata, 1985; Jurgens et al.,
1995). ). Allo stesso tempo, alcuni studi di biagédogrolecolare hanno permesso di stabilire
che nel genoma degli Anfibi sono presenti copie tiplgl codificanti il TcR e le Ig
(Charlemagne and Tourneier, 1998). Negli anfibi dédg gli anticorpi hanno un limitato
repertorio di specificita, appartengono soprattudtta classe delle IgM e sono prodotti
principalmente in risposta ad un antigene timo-ddsnte; esistono anche altre due classi di
anticorpi, quella di piu alto peso molecolare Ig¥uella di piu basso peso molecolare IgY, in
risposta ad un antigene T-dipendente. La loro sgpammunitaria si sviluppa lentamente,
raggiungendo il picco circa 40 giorni dopo I'immanazione; negli anfibi Anuri e nei Rettili,

invece, il picco della risposta primaria corrispencbn la fine del quattordicesimo giorno,



mentre quello della risposta secondaria si ha vierderza settimana, osservando anche un
1995).

Il sistema immunitario adattativo raggiunge un etevlivello di sviluppo negli animali

moderato aumento dell’affinita anticorpale (Wilsstral.,

omeotermi, sebbene negli Uccelli esso non sia cosipletamente sviluppato come nei
Mammiferi. Negli Uccelli le risposte immuni, chersbmediate o che comunque prevedono la
partecipazione dei linfociti T, sono simili per rmgbarametri a quelle dei Mammiferi (Le
Douarin, 1986); gli anticorpi sono di tre clasgiM, IgA e IgY, sono relativamente omogenei,
hanno un limitato repertorio di specificita e lad@ffinita puo essere di 3-4 volte piu bassa di
1995; Vassd Watt, 1977); i linfonodi nei Mammiferi
sono completamente sviluppati e formati, e sorsitd principale di sviluppo della risposta

quella di coniglio o topo (Warr et al.,

immunitaria; i processi di riproduzione clonalejmg@rmutazione e selezione delle cellule che
producono anticorpi si sviluppano nei centri gemtivi; il numero delle classi anticorpali nei
Mammiferi aumenta a cinque: IgM, IgA, IgG, IgD eElgLa risposta immune primaria Si
sviluppa in 5-8 giorni, quella secondaria in 3-6rgi e gli anticorpi hanno un’elevatissima
variabilita di specificita, effetti multilaterali ®inzioni regolatorie.

Nel suo insieme, il sistema immunitario dei VertgbSuperiori puo essere considerato un
complesso costituito da tre parti con una diffezesita filogenetica (Murakami and Honjo,
1995) (Fig.2):
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Fig. 2: evoluzione del sistema immunitario dei \dbrati




lo “strato” piu antico € formato da fattori del’'munita innata ereditati dagli Invertebrati; il
secondo “strato” &€ formato da componenti del sistémmunitario primordiale dei Vertebrati
Inferiori, cioe dai linfociti o localizzati principalmente nel tessuto mucosaléetale e dai
linfociti B1 che producono autoanticorpi naturablld classe delle IgM; il terzo “strato”,
quello piu recente, € composto dai linfocitxd; dalle cellule presentanti I'antigene e dai

linfociti B, che provvedono alla sintesi degli aatipi delle cinque classi.

1.3 IL SISTEMA IMMUNITARIO DEI TELEOSTEI

Il sistema immunitario dei Telesotei mostra tultiagpetti di base che verranno poi sviluppati
nei Vertebrati piu evoluti: veri linfociti, tessutimfoide, sintesi di anticorpi, memoria a lungo
termine, produzione di citochine e linfochine (Rfewet al., 2005; Zapata et al., 2006; Press
and Evensen, 1999). Le popolazioni leucocitarielgoum due diversi tipi di difesa
immunitaria: immunita aspecifica o innata e immang#pecifica o adattativi (Pancer and
Cooper, 2006; Magnadottir, 2006); le cellule fagiohe (monociti, macrofagi e granulociti
neutrofili), invece, intervengono nelle rispostestitoitive in quanto utilizzano il patogeno e le

sostanze “non self’ e le distruggono senza laseiaremoria.

1.3.1 ORGANIZZAZIONE DEL TESSUTO LINFOIDE

Nei mammiferi gli organi linfoidi primari sono ilimo, da cui si originano i linfociti T
deputati alla risposta specifica cellulare e altiomosorveglianza, ed il midollo osseo dove si
originano le cellule granulocitarie, monocitarigifrecitarie e trombocitarie e in cui si ha la

maturazione dei linfociti B. Gli organi linfoidi sendari, cioe il microambiente dove i



linfociti interagiscono sia tra di loro sia con ghtigeni, sono i linfonodi, la milza e il tessuto
associato alle mucose (MALT). Tale organizzazioeé gistema immunitario non &, pero,
applicabile ai Teleostei in quanto essi presentagani a funzione mista o linfomieloidi, cioe
in grado di produrre cellule sia della linea midmiche della linea linfocitaria (Fange, 1982;
Rombout et al., 1993); inoltre, nei Teleostei sagsenti anche i linfonodi e il midollo osseo.
Probabilmente una funzione simile a quella del midosseo viene svolta dal rene cefalico
(Zapata, 1979; Zapata et al., 2006); infatti, meecefalico (pronefro) e il rene del tronco
(opistonefro), sono considerati organi emopoietitaggiori, mentre, come € stato gia
dimostrato in molti pesci, la milza & coinvolta mpebcesso dell’eritropoiesi (Rowley et al.,
1988; Van Muiswinkel et al., 1991). In studi redesite poi dimostrato che nella spigola il
timo potrebbe essere considerato un organo linfprifeario per le cellule T (Abelli et al.,

1996). Va osservato che alcuni leucociti sono statvati nella pelle e nelle branchie di

alcuni Teleostei (Van Muiswinkel, 1995).

1.3.1.1 Il timo

by

Il timo dei Teleostei € stato molto studiato (Bowdet al., 2005; Danilova et al., 2004;
Langenau and Zon, 2005) ed é stato dimostrato eliadulto risulta essere una struttura
linfoide (Abelli et al., 1996). Negli Elasmobranahinei pesci piu evoluti il timo e divisibile

in una zona midollare e una corticale facilmentstiniguibili ed € associato alla camera
branchiale (Rumfelt et al., 2002; Abelli et al., 989, ma nei salmonidi questa distinzione in
zona corticale e midollare non é presente (Chilmgkic 1983). Il timo nei Teleostei e

I'organo deputato alla maturazione e alla selezeidinfociti T ed € popolato da linfociti e

linfoblasti in relazione con cellule reticolari &gdiali. Esso si trova collocato vicino alla
faringe e alla regione branchiale, e proprio quasta collocazione ha fatto ipotizzare ad
alcuni autori un coinvolgimento dell’organo stessella difesa immunitaria in caso di

infezioni orali. Nei pesci il timo subisce un prese di involuzione che é correlato all’eta, alle
stagioni e agli ormoni (Picchietti et al., 1993urBnte I'ontogenesi del tessuto linfoide della
spigola il timo € il primo organo ad essere popotid cellule putative T (Abelli et al., 1996),
confermando precedenti osservazioni fatte sulléatiodea (Tatner and Manning, 1983;
Chilmonczyk, 1983; Manning, 1994).



1.3.1.2 Il rene cefalico

Il rene € un organo lungo, rosso scuro, che shdstaella parte dorsale del pesce; i reni, in
realta, sono due ma sono cosi vicini da esserentlE zona di contatto. Mentre la regione
posteriore del rene e coinvolta nella funzione etecia (Manning, 1994), il rene cefalico dei
Teleostei, formato da tessuto cromaffine, svolgeuolo emopoietico/linfoide: in effetti si
possono riscontrare cellule reticolari e fagocamgglianti a quelli del midollo osseo dei
Tetrapodi. Probabilmente nei Teleostei il reneiggdste il midollo osseo poiché é ricco di
cellule staminali (Lamers, 1985; Zapata, 1979) #izmando saggi che permettono di
evidenziare la formazione di placche emoliticheill€het al., 1969; Miller et al., 1984) e
saggi immunoenzimatici (Secombes et al., 1991) siat riscontrati sia nel pronefro che
nell'opistonefro cellule produttrici anticorpi. infociti B nei Teleostei potrebbero formarsi
nel rene cefalico poiché le prime cellule recamimunoglobuline (1§ in Oncorhynchus
kisutchsono state trovate in quest’organo (Irwin and Kagt1986). La maggioranza degli
autori concorda che il rene sia il sito principdiaifferenziamento degli eritrociti, monociti,
granulociti e linfociti B (Ellis, 1977; Zapata, 197Bielek, 1981; Botham and Manning,
1981).

1.3.1.3 La milza

Negli Elasmobranchi e nei pesci piu evoluti la mile gia una struttura ematopoietica
(granulopoietica ed eritropoietica) che fa da oogalh accumulo di cellule linfoidi. Nei

Teleostei la milza, di colore bruno-rossastro, @titho organo del sistema linfoide a
svilupparsi (Ellis, 1977; Tatner and Manning, 1983) differenza dei Mammiferi, nei

Teleostei non c’é una chiara distinzione del pdmena splenico in polpa rossa e polpa
bianca, anche se la capsula connettivale elastica in profondita dei setti che suddividono
I'organo. Dopo stimolazione con antigeni, si € teiana risposta proliferativa diffusa in tutto
I'organo e sono state distinte aree timo-dipendenibn (Manning, 1994). E stato mostrato



che la milza é sede di linfociti T e linfociti B ¢&pigliati et al, 1995; Scapigliati et g11996)
e potrebbe svolgere un ruolo come organo linfasiecondario. Sia nel rene che nella milza

sono presenti particolari cellule contenenti pigthetefinite melanomacrofagi.

1.3.1.4 |l tessuto linfoide mucosale

Il tessuto linfoide mucosale & presente a liveldlad mucosa del tratto gastro-intestinale
(GALT), delle vie respiratorie (BALT) e delle vieegito-urinarie. Esso e costituito da
elementi linfoidi associati all'intestino, alle Im@hie e alla pelle che rappresentano la prima
barriera che incontrano gli agenti patogeni (Magnih994). In tutti i Teleostei, la parete
intestinale presenta linfociti, granulociti e mdeg sia singoli che organizzati in gruppi
(Manning, 1994; Rowley et al., 1988; Abelli et dl996; Picchietti et al., 1997) mentre sia
nelle branchie che nella pelle sono stati riscontsaprattutto linfociti (Peleteiro and
Richards, 1985; Abelli et al., 1997).

1.3.2 IMMUNITA INNATA

L'immunita innata € il risultato di un vario e colagso numero di fenomeni. Rispetto al
sistema immunitario di tipo adattativo, in cui &uté cellule sono linfociti e tutte le molecole
effettrici appartengono alla famiglia delle immuiaguline, nellimmunita innata sia le

molecole effettrici che le cellule sono estremaraativersificati; questo dipende dal fatto che
il sistema linfoide si & sviluppato piu recentenee(Boehm and Bleul, 2007). Prima della
comparsa degli Gnatostomi I'unico meccanismo degif degli animali nei confronti di

invasioni fungine, batteriche e virali e per laarngzione di danni tissutali, era costituito dalle

risposte innate, cioé non-linfoidi. Il sistema immitario adattativo, quindi, pud essere



considerato come uno strumento formatosi in aiwosistema innato affinché I'organismo
potesse rispondere in maniera piu efficiente. Madti meccanismi innati sono presenti gia a
livello degli Invertebrati (Schulemburg, 2007), mei Teleostei sono organizzati in maniera
piu articolata (Huttenhuis et al., 2006; Staffaz@03): in particolare & stato dimostrato che i
Teleostei sono in grado di attuare una rispostatanin seguito a stimoli antigenici o contro
patogeni (Ingram, 1980; Fletcher, 1982; Ellis, 1,98¥ans, 1992; Manning, 1994; Van
Muiswinkel, 1995). La prima linea difensiva di urganismo e rappresentata da una vera e
propria barriera chimica o fisica che si oppon&naiasione da parte del microrganismo, ne
sono un esempio le superfici epiteliali come: pelieanchie e intestino. Ogni epitelio e
ricoperto da uno strato di muco che viene secratoeatlule del calice e che ha la funzione di
non far aderire funghi, batteri e parassiti (Pickgre Richards, 1980). Se i microrganismi
patogeni riescono a penetrare si ha un’inflammagicioé un isolamento dell’area invasa da
parte di macrofagi e granulociti (Roberts, 1978n\Wauiswinkel and Jagt, 1984). Le risposte
inflammatorie acute nei pesci sono paragonabiluellg dei Mammiferi (Finn and Nielsen,
1971). Nella trota, dopo somministrazione di batterdi adiuvante completo di Freund,
infiltrazioni di granulociti possono essere osswvaelle 12-24 ore successive, e la loro
concentrazione insieme a quella dei macrofagi noatiad aumentare fino al quarto giorno
(Van Muiswinkel, 1995). Nei Mammiferi un danno chom o fisico localizzato porta ad un
accumulo di macrofagi e neutrofili ad attivita fagwa che si attivano sia in presenza di
antigeni che in risposta a determinate sostanascidte dalle cellule danneggiate. Le cellule
fagocitiche attivate durante il processo di infiaamone rilasciano una serie di mediatori
solubili quali chemochine e citochine che, a lomlta, portano ad un incremento della

permeabilita

vascolare, all’'attrazione e proliferazione di lecitoe alla sintesi e successivo rilascio dei
mediatori della fase acuta dal fegato (proteinae&@tiva, proteine sieriche amiloidi P e A,
lectine leganti il mannosio, transferrina, lisozinsamplemento, interferone) e di quelli della
risposta febbrile attraverso la mediazione delt@g@mo. Molti autori ritengono probabile che

gueste molecole siano presenti anche nei Teleostei.



1.3.3 CELLULE EFFETTRICI DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA
INNATA

1.3.3.1 Cellule citotossiche non specifiche (NCC)

Le NCC sono piccole cellule leucocitarie preserdi sangue periferico, nella milza, nel
pronefro dei Teleostei e possono essere paraga@ilatecellule Natural-Killer (NK) dei
Mammiferi di cui potrebbero essere i precursorodénetici (Evans and Jaso-Friedmann,
1992), infatti si somigliano nei tipi di cellule tsaglio soggette alla lisi, nei meccanismi di
riconoscimento delle cellule bersaglio, nella neitasdi un contatto con il bersaglio per
poterlo neutralizzare (Koumans-van Diepen, 1998).ckllule NCC, pero, sono in grado di
mediare una risposta citotossica acuta innata npaltgpotente rispetto alle NK in quanto é
necessario un numero minore e un tempo minore gadere una singola cellula bersaglio
(Evans and Jaso-Friedmann, 1992). Le NCC sono auogrdi eliminare molte cellule
bersaglio incluse le cellule tumorali allogenichgemogeniche allo stesso modo delle cellule
NK di Mammifero (Rostow et al., 2000). Le NCC saostate caratterizzate meglio nel pesce
gatto, nella tilapia e in altri Teleostei (Evansakét 1984; Evans and Jaso-Friedmann, 1992);
nella spigola e stata dimostrata la capacita clestgcellule hanno di uccidere i loro bersagli
inducendo la necrosi e I'apoptosi (Meseguer etl&l96). Le NCC collaborano, inoltre, con
macrofagi e granulociti per fornire una resistemzaondizioni di stress acuto che puo essere

indotto da diversi stimoli: presenza di agenti it 0 avverse condizioni ambientali.

1.3.3.2 Monociti, Macrofagi e Granulociti

La fagocitosi € importante non solo nelle rispastate, ma anche nella riparazione dei danni

tissutali (Secombes and Fletcher, 1992). CelluldilBpblasti, macrofagi e granulociti dei



Vertebrati possiedono un’attivita fagocitica chegrancipalmente la funzione di limitare la
diffusione e la crescita di microrganismi estraaeguesto scopo nei granuli e nei lisosomi dei
principali fagociti si possono riscontrare accunelldiverse molecole ad attivita antibatterica
che degradano la particella fagocitata (Gabay antedla, 1993; Levy et al., 1995; Alberdi
et al.,, 1995; Ganz and Lehrer, 1997; Borelli, 198@plan, 1999). Le principali cellule
fagocitiche dei pesci comprendono: granulociti ¢sglenente neutrofili), monociti e
macrofagi. | monociti sono fagociti mononucleaticolianti, mentre i macrofagi possono
essere localizzati fissi o circolanti a livellostigale. Questi ultimi possono essere suddivisi in
melanomacrofagi, che contengono melanina ed aggmenti, e in un secondo gruppo che si
distingue dai monociti per le dimensioni e il numeli lisosomi. Nei Teleostei monociti e
macrofagi hanno le stesse funzioni presenti nei Mderi (Koumans-van Diepen, 1993).
Numerose evidenze sperimentali, inoltre, hanno ratwsthe i macrofagi ricoprono un ruolo
importante anche nella risposta umorale mediantegriesentazione dell’antigene e la
secrezione di citochine interleuchina-1-simili (8@bes, 1991; Verburg-van Kemenade et
al., 1995).

| granulociti sono cellule aventi un citoplasmargrare; studi ultrastrutturali hanno mostrato
un certo grado di similitudine con i granulocitii ddammiferi. Essi possono essere suddivisi
in: neutrofili, basofili ed eosinofili; non tuttiomo presenti in tutte le specie di Teleostei e la

loro stessa morfologia € molto variabile (Koumaas-Diepen, 1993).

1.3.3.3 Linfociti B e linfociti T

| linfociti sono difficili da caratterizzare con ansemplice osservazione al microscopio in
guanto presentano molte somiglianze morfologicheid¢oombociti. Essi sono molto simili ali
leucociti dei Mammiferi; sono cellule di piccolentgnsioni (3-§1m) con un elevato rapporto
nucleo/citoplasma. La presenza di due diverse papmi linfocitarie € stata messa in
evidenza mediante l'utilizzo di tecniche immunochioniche e mediante I'utilizzo di

anticorpi monoclonali diretti contro le immunogldime (e per questo molto utili nella



caratterizzazione dei linfociti B che possiedona saperficie 1§) (Manning, 1994). Ciascun
linfocita B e in grado di riconoscere una specifinalecola antigenica mediante recettori
superficiali; in seguito al riconoscimento il lirita si divide e si trasforma in plasmacellula
che secerne anticorpi, cioé la forma solubile deéttore che ha riconosciuto I'antigene. Dal
punto di vista molecolare gli anticorpi possonoeessdefiniti come delle glicoproteine in
grado di legarsi in maniera specifica all’antigestee ne ha stimolato la liberazione; essi
posSsono essere riscontrati sia nel sangue cheriirl@di biologici e la loro presenza induce
I'attivazione di altre componenti del sistema imntamo (Roitt et al., 1994). | Telesotei
hanno linfociti B che producono immunoglobuline tmakriche paragonabili alle IgM ed
appartenenti ad una sola classe anche se non éadars l'ipotesi della presenza di altre
immunoglobuline (per esempio IgA). Le immunoglobelimultimeriche sono presenti in tutti
i Vertebrati dotati di mascelle e rappresentansotipo maggiormente conservato. Nei
Teleostei le IgM possono essere presenti ancherma monometrica e in forma dimerica
(Litman, 1976; Warr and Marchalonis, 1982); semimababile che queste versioni a basso
peso molecolare abbiano una funzione fisiologiea,gsempio nel caso in cui sia richiesto un

tipo piu diffusibile di immunoglobulina (Manning994).

Nei Teleostei non & ancora presente il cambiamisatiipico da IgM a una classe a basso
peso molecolare (es. IgG dei Mammiferi) che avviehgante il corso della risposta
immunitaria dei Mammiferi (Manning, 1994). La mabde Ig nativa dei Teleostei ha una
struttura tetramerica con quattro unita struttu(glliL,); tale molecola presenta 4x2 siti di
legame per I'antigene e una massa molecolare ¢ 800 kDa (Van Muiswinkel, 1995). La
catena pesante (H) corrisponde alla caterkelle immunoglobuline dei Vertebrati, ma non
sono state riscontrate analogie con le catege,y dei Mammiferi (Manning, 1994). Inoltre i
teleostei, pur essendo privi di IgE, presentanaioga anafilattiche di ipersensibilita del IV°
tipo (Roitt et al., 1994). Studi precedenti sutesisa immunitario hanno anche evidenziato la
trasmissione delle immunoglobuline dalla femminia alova nel pesce gatto, nella tilapia e
nella platessa (Bly et al., 1986; Hayman and LAi893).

I linfociti T hanno recettori di superficie simidil TCR (Evans et al., 1988; Rast e Litman,
1994), sono capaci di proliferafi@ vitro” in presenza di stimoli T-specifici (Manning, 1994)
e sono capaci di attivita biologiche quali reazidfiR (Luft et al., 1994). | linfociti T
garantiscono I'immunita mediata da cellule, commastrato dal rigetto degli allo-trapianti,
dalla forte reazione MLR, dalla formazione di réset, in presenza del complemento, dalla

lisi di eritrociti eterologhi.



1.3.4 LE PROTEINE DELLA FASE ACUTA

Le proteine della fase acuta possono essere rguaripm base allampiezza del cambiamento
della loro concentrazione (basso, intermedio, adtcdlla direzione del loro cambiamento

(positiva 0 negativa) (Steel, 1994) oppure in kakeloro funzione (Gabay, 1999).

1.3.4.1 La transferrina

La transferrina € una glicoproteina presente nefjse, la cui funzione e quella di trasportare
il ferro. Durante le infezioni batteriche, la preza della transferrina € molto importante in
quanto essa, legando il ferro, rende quest'ultimenonaccessibile agli organismi patogeni
(Van Muiswinkel, 1995); questo e stato dimostragtlantrota dove si € potuto osservare un
abbassamento della concentrazione di ferro libeelle n24-48 ore successive alla

somministrazione di LPS (Bayne et al., 2001).

1.3.4.2 Le lectine

Le lectine sono proteine o glicoproteine di origman immunitaria, riscontrate anche nelle
uova di alcune specie (Van Muiswinkel, 1995), cbenigliano alle agglutinine presenti in
piante e Invertebrati. Esse hanno la funzione gire (mediante cross-linkage) i carboidrati
presenti sulla superficie di cellule xenogenicheud microrganismi; inoltre, sono anche in

grado di immobilizzare i microrganismi per fagosite neutralizzare le esotossine batteriche



(Fletcher, 1982). In alcuni pesci quali 'anguidal salmone atlantico, € stato dimostrato che
la lectina legante il mannosio ha un ruolo fondati@lennei processi di difesa (Gerken and
Renwrantz, 1994; Ottinger et al., 1999).

1.3.4.3 Il lisozima

E’ un enzima litico che catalizza la lisi delle loé# batteriche in maniera simile al
complemento. Il lisozima € presente nei fagoci#] siero e nel muco e agisce sulle
componenti dei peptidoglicani dei microrganismi (Mang, 1994). In diversi lavori (Ellison
and Giehl, 1991; Engstad et al.,, 1992; Jorgenseal.etl993) & stata messo in evidenza

I'incremento di questo enzima in seguito a somnazsone di diversi glucani.

1.3.4.4 L'interferone

L'interferone (o interferon) € una proteina anté che viene secreta in seguito ad infezione
e che ha il compito di rendere le cellule piu resig alle infezioni batteriche (De Kinkelin
and Dorson, 1973).



1.3.4.5 La proteina C-reattiva e la proteina sierie

Entrambe queste proteine appartengono alla fanugliie pentraxine, proteine pentameriche
calcio-dipendenti. La proteina C-reattiva € una ponente del siero, la cui concentrazione
puo aumentare in seguito ad esposizione di endotobsitteriche (Ingram, 1980); essa € in
grado di legare il polisaccaride C dateumococcalla fosforilcolina, la fosfoetanolammina e
strutture ad esse correlate presenti sulla superdicnumerosi agenti microbici e di cellule
danneggiate (Manning, 1994). La proteina C-reattireoltre, attiva il complemento,

opsonizza batteri, funghi e parassiti, lega la atma libera, induce il rilascio di citochine e
agglutina particelle (Ballou and Lozanski, 1992eebtand Whitehead, 1994). La proteina

sierica P, al contrario, € in grado di legare selai® la fosfoetanolammina e I'agarosio.

1.3.4.6 La proteina sierica amiloide A

La proteina sierica amiloide A e un’apolipoproteiiaacui funzionalitd non e ancora stata
accertata, si pensa, tuttavia, che essa possaeess@volta in alcuni processi quali: la
detossificazione delle endotossine, la mediaziogléa disposta infiammatoria, I'inbizione

della proliferazione dei linfociti e delle celludndoteliali, il trasporto dei lipidi (Banka et al.,
1995; Urieli-Shoval et al., 2000). Fino ad oggi s@tate clonate le proteine sieriche amiloidi
dei Mammiferi, dell'anatra (Gou et al., 1996), detlarpa (Fujiki et al., 2000) e dei pesci
salmonidi (Jensen et al., 1997; Bayne et al., 2001)



1.3.4.7 Il sistema del complemento

Il sistema del complemento e costituito da un ms&edi componenti, proteici e non, che
intervengono sia nelle risposte immunitarie inrete nellimmunita adattativa specifica. Nel
processo di difesa dai microrganismi invasori gasmagire secondo due diverse vie: a) la via
classica, che richiede una stimolazione del tiptigane-anticorpo; b) la via alternativa, che
richiede il contatto con i polisaccaridi presenilla superficie di alcuni microrganismi. In
entrambi i casi, il risultato finale € I'opsonizzaze e la lisi delle cellule estranee (Van
Muiswinkel, 1995).

Tra i Vertebrati inferiori i Teleostei rappreserdaih gruppo in cui il complemento e stato
meglio caratterizzato, infatti sono state gia isolatte le molecole coinvolte: Clr, C3, C4,
C5,C8, C9, 1B, fD, fH, MASP, MBL. In alcuni lavo(Koppenheffer, 1987; Sunyer and Tort
1994; 1995) sono state messe in evidenza le relazite intercorrono tra il sistema del
complemento dei Pesci e quello dei Mammiferi e mtipolare si e evidenziato che
'ambiente acquatico ha selezionato una temperatfurattivazione e una temperatura di
inattivazione piu basse rispetto ai Mammiferi; tn@| il sistema del complemento dei Pesci,
rispetto a quello umano, € in grado di lisare ecitr di pecora, capra, cane e uomo mediante
la via alternativa (Zarkadis, 2001a). Il complenterdppresenta per i Teleostei uno dei piu

efficaci meccanismi di difesa immunitaria.

1.3.5 LE CHEMOCHINE

Le chemochine sono una famiglia di proteine di gliecdimensioni che generalmente
vengono suddivise in due classi (chemochireechemochin@) a seconda della sequenza del
residuo di cisteina del polipeptide (Baggiolini,989. Esse hanno il compito di attivare e
dirigere determinati tipi cellulari nei siti di iil@mmazione mediante interazione con i loro

recettori di membrana, proteine multipasso conesdtimini transmembrana associate a



proteine-G nel dominio intracellulare. Alcune cheamoe, con i loro recettori, sono state
clonate in diversi Teleostei come le chemoclimella trota (Dixon et al., 1998) e nella carpa
(Fujiki et al., 1999) ed il recettore CCR7 ad easssociato (Daniels et al., 1999), ed i recettori

delle chemochinea nella carpa (Fujiki et al., 1999; Daniels et 4899; Nam et al., 2000).

1.3.6 LE CITOCHINE

Le citochine sono una classe eterogenea di proseiaetorie prodotte da vari tipi cellulari la
cui funzione é stata ampiamente conservata dutimecesso evolutivo nei vari gruppi
animali, questo sta ad indicare che il ruolo svdhdie citochine, permettere la segnalazione e
il riconoscimento cellula-cellula, € essenziale picessi di difesa. Essendo questo tipo di
riconoscimento uno dei piu antichi, basti pensanga@tozoi che lo utilizzano nei processi di
riconoscimento “sessuale”, e facile dedurre chdare citochine siano comparse abbastanza
presto durante lo sviluppo evolutivo dei Vertehratirca 400 milioni di anni fa. Molte
evidenze hanno confermato la presenza di questecolel anche nei pesci cartilaginei, il
gruppo di pesci piu antico che presenta un sistemmaunitario funzionante come quello
conosciuto per i Mammiferi; molti autori sono cordip infatti, nel ritenere che proprio in
questi organismi si siano originati i meccanismbdse della risposta adattativa poi migliorati
nei Vertebrati (Clem and Small, 1967; Rast and Ainm1994; Litman, 1996; Bartl et al.,
1997; Najakshin et al., 1999).

bY

Nei Pesci, soprattutto nei Teleostei che sono sfaélli maggiormente studiati, &€ stata
mostrata la presenza di citochine omologhe a qaelieMammiferi (Secombes et al., 1996).
Nei Mammiferi le cellule ad attivita fagocitica piendono alla presenza di antigeni microbici
secernendo citochine quali: TNE-interleuchina-1, interleuchina-6 (che induconasilatesi

delle proteine della fase acuta, I'attivazione ’'datiotelio vascolare, il potenziamento
dell'extravasazione cellulare, la stimolazione whaicrofagi, la proliferazione dei linfoblasti e

I'attivazione delle cellule B e T) ed una chemoetfinl’interleuchina-8.



1.3.6.1 Il fattore della necrosi tumorate{TNF-q)

Il TNF-a appartiene alla famiglia del TNF alla quale apgragbno anche le linfotossimee

B. | TNF recentemente clonati nella trota (Laingaét 2001) e nel passerino giapponese
(Hirono, 2000) hanno mostrato un grado di similitedcon i TNF dei Mammiferi pari al 20-
40% d’identita e, in special modo, sono molto sinall TNF-0 dei Mammiferi per: la
conservazione della coppia di cisteine necessarigippegamento della proteina; la
conservazione delle sequenze di confine intronafeska presenza di un sito di taglio nel
precursore del TN la produzione delllomologo del TNF in leucocisiolati dal sangue
periferico (PBL) indotta da LPS, IL-f; Concanavalina-A (ConA), PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate) (Girono et al., 2000; Laitgalk, 2001). Il TNFe, principalmente
prodotto in seguito all'attivazione di monociti/mafagi, svolge le sue funzioni
immunologiche regolando le risposte alle infiamroakie allimmunita cellulare (Vassalli,
1992; Aggarwal and Natarajan, 1996). Queste fumzimiudono la necrosi emorragica dei
tumori trasformati, 'aumento della fagocitosi dldeitotossicita dei neutrofili (Canetti et al.,
2001), 'aumento della sintesi della prostaglanditia e dell’ossido nitrico (Cunha et al.,
1994; Huang et al., 2000), e la modulazione e tesgione di alcune citochine, come IL-1 e
IL-6, e alcune chemochine. Il TNir- nella sua forma matura, si lega a due distirgetteri
sulla superficie cellulare, TNFR1 e TNFR2, che maxho diverse risposte come, la
differenziazione cellulare, la proliferazione epkgtosi (Locksley et al., 2001). Non ci sono
dati inerenti la bioattivita del TNE-negli squali, mentre, nei pesci teleostei, I'esigha del
TNF e dei suoi recettori sono stati dimostrati igidavori precedenti, in cui Si era osservato
che il TNF umano andava ad alterare le funzionindcrofagi, neutrofili e linfociti di trota
(Jang et al., 1995; Hardie et al., 1994).



1.3.6.2 Il fattore di crescita trasformantyTGF-5)

I TGF-3 & uno dei membri della superfamiglia del TGF cloengrende un gruppo di
molecole che svolgono varie funzioni tra cui la alegione dellembriogenesi, la
differenziazione delle cellule adulte, l'inflammane e la riparazione delle ferite, ma solo i
membri della sottofamiglia del TGE- intervengono nella regolazione delle risposte
immunitarie. Nei Teleostei sono stati clonati dsrevmologhi del TGH3, tra cui quello della
carpa, della trota (Hardie et al., 1998), dellagsfa (Harms et al., 2000) e della platessa
(Laing et al., 2001).



1.3.6.3 L’interleuchina-1

L'interleuchina-B é stata inizialmente scoperta in topi e uominéarco di dieci anni &

stata caratterizzata in un ampia varieta di spaai@ali (Tab 2).

Organism Gene GenBank accession nuj
Homo sapien (Human) IL-18 mRNA M15330
1L-1B gene M15840
C b g (Red-C; d M: bey) 1L-18 mRNA U19837
Macaca fascicularis (Crab-Eating Macaque) IL-18 mRNA D63353
Macaca muiatta (Rhesus Monkey) IL-18 mRNA U19845
Macaca nemestrina (Pig-Tailed Macaque) IL-18 mRNA u198s3
Mus musculus (Mouse) 1IL-18 mRNA MI5131
IL-183 gene X04964
Rattus norvegicus (Norway Rat) IL-18 mRNA M98820
Sigmodon hispidus (Hispid Cotton Rat) IL-18 mRNA AF421387
Equus callus (Horse) IL-18 mRNA D42147
Bos taurus (Cow) IL-18 mRNA M35589
Cervus elaphus (Red Deer) IL-18 mRNA U20500
Owvis aries (Sheep) IL-18 mRNA X54796
Sus scrofa (Pig) IL-13 mRNA MB6725
IL-18 gene X74568
Capra hircus (Goat) 1L-13 mRNA D63351
Felis domesticus (Cat) IL-18 mRNA M92060
Orycrolagus cuniculus (Rabbit) IL-13 mRNA D21835
Tursiops tr {Bottle-Nosed Dolphin) IL-13 mRNA ABO028216
Trichosurus vulpecula (Brush-Tailed Possum) IL-18 mRNA AF071539
Ornithorhynchus anatinus (Duck-Billed Platypus) IL-18 gene- AJ239048
Mesocricetus auratus (Golden Hamster) IL-18 mRNA, partial ABO028497
Canis familiaris (Dog) IL-1B mRNA, partial Z70047
Gallus gallus (Chicken) IL-18 mRNA Y 15006
IL-18 gene AJ245728
Xenopus laevis (African Clawed Frog) IL-18 mRNA AJ010497
IL-18 gene AJ314758
Dicentrarchus labrax (European Seabass) IL-18 mRNA AJ269472
IL-1B gene AJ311925
Oncorhynchus mykiss (Rainbow Trout) 1L-18 1 mRNA AJ223954
IL-1B 1 gene AJO04821
IL-1B 2 mRNA AJ245925
IL-1B8 2 gene AJ245925
Sparus aurata (Gilthead Seabream) IL-18 mRNA AJ277166
IL-1B gene AJ419178
Carrassius auratus (Goldfish) IL-18 1 mRNA AJ249136
IL-1B 1 gene AJ419848
IL-13 2 mRNA AJ249137
IL-1B 2 gene AJ419849
Cyprinus carpio (Common Carp) IL-18 1 mRNA ABOG10701
IL-1B 1 gene AJ245635
IL-1B 2-1 mRNA AJ401030
IL-18 2-2 mRNA AJ401031
Scophthalmus maximus (Turbot) IL-13 mRNA, partial AJ295836
Pleuronectes platessa (Plaice) IL-18 mRNA, partial AJ010640
Danrnio rerio (Zebrafish) TL-18 mRNA, partial AI330756
Scyliorhinus canicula (Small Spotted Catshark) IL-18 mRNA AJ251201
IL-18 gene AJ295947

Tab 2: lista delle sequenze note dell’'l-1

Con il termine interleuchina-1 si intende una fdraigli quattro citochine: IL-d, IL-1p, IL-1
receptor antagonist (IL-1ra) e IL-18 ada attiviegalatoria (Dinarello, 1997). L'IL-1 € la piu
grande famiglia di mediatori dell'infiammazione édcoinvolta nella risposta a invasioni
microbiche, infammazioni e reazioni immunologict&udi condotti sia “in vivo” che “in
vitro” hanno mostrato che l'lLd e IL-13 hanno effetti similari ma non identici e che

agiscono su un recettore comune presente sulleledbiersaglio; entrambe le citochine



vengono prodotte in molti tipi cellulari compregutrofili, cellule Natural Killer, linfociti B e

T e cellule del sistema nervoso centrale, ma ldy#rimne piu cospicua avviene in monociti e
macrofagi. Nei Mammiferi sia I'IlL-& che IIL-13 sono sintetizzati come precursori
molecolari di 31 kDa che presentano il 23% di idanbella loro sequenza aminoacidica
(Nicola, 1994); il precursore molecolare dell'llrHei Mammiferi & biologicamente attivo e
rimane localizzato a livello intracellulare o asste alla superficie cellulare stessa; solo dopo
la morte della cellula esso viene rilasciato esaéguito a taglio enzimatico, si forma un
peptide maturo di 17 kDa. Al contrario il precuesanolecolare dell'lL-B ha un’attivita
molto bassa e solo in seguito al taglio enzimat@ssociato alla secrezione dell'l[3;1
diviene biologicamente attivo e, in questa forma,ad agire su cellule ed organi coinvolti
nelle risposte immunitarie. L'IL-1, dunque, risult principale molecola coinvolta sia nelle
risposte immuni che in quelle inflammatorie (Dirkre 1997) ed esplica la sua attivita
andando ad attivare le cellule B e T (Smith et1l880) e le Natural Killer (Kullberg and Van
der Meer, 1995), e stimolando i macrofagi a secerm#ochine e prostaglandine, fattori

solubili pro-infammatori.

Per quanto concerne i Pesci, studi condotti suirofagi di pesce gatto e su linee cellulari
epiteliali e macrofagiche di carpa hanno mostratali cellule sono in grado di produrre un
terreno condizionato ad attivita IL-1 simile (Clest al., 1985; Siegel et al., 1986);
recentemente le stesse scoperte sono state fatte ani macrofagi e i neutrofili di carpa
(Verburg-van Kemenade et al., 1995; Weyts et 8b7).

1.3.6.4 |l recettore dell'lL-1

L'attivita dell’lL-1 si attua come conseguenza tisgame tra la citochina e il suo recettore
(IL-1R), situato sulla superficie delle cellule baglio; l'instaurarsi di questo legame
comporta l'attivazione di complesse vie intracatulche portano all’attivazione di alcuni

geni e alla modificazione di determinate proteine.



Due differenti tipi di recettori, tipo | e tipo I§ono stati caratterizzati e clonati nei Mammiferi
(Sims and Dower, 1994); entrambi i recettori prémen tre domini extracellulari, altamente
conservati, responsabili del legame con [I'lL-1.ldgame avviene senza che intervengano
molecole accessorie. L'affinita dell’lL-1 per i egori di tipo | e Il varia in base ai tipi
cellulari. L?IL-1R appartiene alla superfamigliaterieuchina-1/Toll-like receptor (IL-
1/TLR), che & composta da un gruppo di recettoiadti nella difesa immunitaria e nei
processi infammatori ed e presenti in Mammifensdtti e Piante (Mitcham et al., 1996;
O’Neill and Green, 1998; O’Neill, 2000). Il sistendia trasduzione dell'lL-1R e altamente
sensibile, infatti basta una piccola concentraztiriggando ad attivare il processo ((Sims and
Dower, 1994; Ghiara et al., 1989; Scapigliati et #089; Mitcham et al., 1996; O’Neill and
Green, 1998; O’Neill, 2000; Dinarello, 1996). llmplesso IL-1/IL-1R forma un ulteriore
complesso, legandosi con alta affinita, alla prateaccessoria del recettore (IL-1RacP) e cio
fa iniziare il processo di trasduzione del segrhle pud avvenire attraverso differenti vie di
segnalazione (Auron, 1998). Queste vie includomdtiVazione del gene dellNdB, della
proteina chinasi attivata da mitogeno p38 (MAPKjledla Jun N-terminale chinasi che porta
all'induzione di molti geni codificanti per mole@opro-inflammatorie e immuno-modulatorie
(Ridley et al., 1997; May et al., 1998; Ninomiyadji®t al., 1999)

1.4 STRUTTURA E FUNZIONE DELLE VIE DI SEGNALAZIONE

Una delle piu grandi capacita degli organismi neeltulari consiste nella loro capacita di
coordinare le reazioni biochimiche delle varie wellche compongono I'organismo totale. La
base per questa coordinazione € la comunicazidee@ilulare che puo avvenire in differenti
modi (Fig. 3):

v" Messaggeri chimicile cellule inviano segnali in forma di specifinessaggeri chimici
a cellule bersaglio; queste ultime commutano il saggio in reazione biochimica.

Questo tipo di segnalazione puo influenzare piluletontemporaneamente.



v Gap junctions la comunicazione avviene attraverso giunzioni chscono le
membrane cellulari formando dei canali attraversquali passano metaboliti e
molecole-segnale.

v Interazione cellula-celulla mediante proteine dipsetficie in questo processo una
proteina di superficie presente su una cellula lewa poroteina specifica presente su
un’altra cellula; come conseguenza della formazidnguesto complesso, si scatena
una reazione biochimica che coinvolge entrambellele.

v" Processi elettrici avviene essenzialmente nelle cellule nervose,cdaduzione
dell'impulso elettrico si basa sui cambiamenti getenziale di membrana; i segnali
elettrici vengono poi trasformati in segnali chimét livello delle estremita cellulari

altamente specializzate nel rilascio di neurotrdstog.
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Fig 3: principali meccanismi di comunicazione isglulare: a)comunicazione attraverso
messaggeri chimici; b) comunicazione mediante gaptjons; ¢) comunicazione attraverso

proteine di superficie



La trasduzione del segnale intercellulare regoldtentunzioni fisiologiche tra cui: la
coordinazione del flusso di metaboliti tra celldievari tessuti, la coordinazione e regolazione
della divisione cellulare, la differenziazione e $wiluppo degli organismi. Le vie di
segnalazione sono importanti anche nell’analizzaf@mazioni sensoriali: segnali esterni,
come segnali ottici, acustici e gradienti di nugmt, vengono “registrati” dalle cellule
sensoriali e trasmessi alle altre cellule mediguoeeste vie di segnalazione (Krauss, 2003).

1.5 STRUTTURA DELLE VIE DI SEGNALAZIONE

La comunicazione intercellulare si basa sulla ¢oeezdi specifici meccanismi di ricezione e
analisi dei segnali; questi segnali vengono regfistlalla cellula bersaglio e processati a
livello intracellulare mediante una cascata di ¢évehe viene identificata come trasduzione

del segnale.

1.5.1 | MECCANISMI DELLA COMUNICAZIONE INTERCELLULA RE

Nella comunicazione tra cellule di un organismasegnali, chimici o elettrici, vengono
prodotti in cellule specializzate che sono in gradoegolarne la produzione in maniera tale

che il segnale venga prodotto soltanto in detertnmamenti.

La comunicazione intercellulare si basa sui segsteys:

v' Formazione del segnale

v' Trasporto del segnale alle cellule bersaglio



Registrazione del segnale sulla cellula bersaglio
Trasmissione del segnale all’interno della celhgasaglio

Trasformazione del segnale in reazione elettribaohimica

SN NEE NN

Fine del segnale

Le cellule bersaglio convertono il segnale ricevimtaina catena di reazioni intracellulari la
cui natura e caratterizzata dai seguenti paranm@tura del segnale esterno, meccanismo di
registrazione del segnale, meccanismo di trasnmesé terminazione del segnale, e natura

della reazione indotta nella cellula bersaglio.

1.5.2 PRINCIPI DELLA TRASDUZIONE DEL SEGNALE

I componenti delle vie di trasduzione del segnaeosproteine e piccole molecole dette
messaggeri: il segnale viene ricevuto da protelm ionescano un processo a cascata che
comporta, a sua volta, la liberazione dei messaglgetrasduzione del segnale comporta
I'attivazione delle proteine coinvolte nel processguesta pud avvenire per modificazione
chimica, taglio enzimatico, cambiamento conformaale. Le molecole maggiormente
coinvolte nella trasduzione del segnale sono: t@sefproteine chinasi, proteine fosfatasi,

GTPasi e proteine adattatrici.



1.5.2.1 | recettori

| recettori delle cellule bersaglio possono essarddivisi in due categorie: recettori di
membrana e recettori intracellulari. | recettorirdembrana sono proteine multipasso che
presentano un dominio extracellulare, uno intratale e uno transmembrana; il legame di un
ligando al dominio extracellulare induce reaziomédfiche all'interno della cellula target. |
recettori intracellulari, invece, prevedono I'em&rain genere passiva, della molecola-stimolo
nella cellula bersaglio; la maggior parte di questettori possono essere classificati come
attivatori della trascrizione attivati da ligandlorecettore attivato dal legame con la molecola-
segnale stimola lattivita trascrizionale di deterati geni. Ogni recettore € specifico per un
ligando e la specificita &€ determinata dalla stmatt chimica del recettore stesso. |l
riconoscimento e il legame sono governati daglssterincipi e interazioni del legame
enzima-substrato (H-bonds): interazioni elettrochat, interazioni di Van der Waals e
interazioni idrofobiche; I'affinita del legame sede-recettore € invece molto piu grande
rispetto a quella enzima-susbtrato. Decisiva petehsita del segnale € la concentrazione del
complesso segnale-recettore che dipende da: coazemte della molecola segnale,

concentrazione del recettore, e affinita di legame.

1.5.2.2 Proteine chinasi e proteine fosfatasi

Entrambe le classi di proteine sono alla base dielkduzione del segnale, la loro funzione é
quella di andare ad attivare/disattivare determginatbteine aggiungendo/togliendo gruppi
fosfato sui residui amminoacidici; I'attivita dellgroteine chinasi e fosfatasi € finemente

regolata.

La prima proteina chinasi ottenuta in forma purstaa la serina/treonina chinasi (Ser/Thr

kinase), successivamente venne scoperta un’alisseldi proteine ad attivita regolatoria: le



tirosina chinasi (Tyr kinase); ad oggi possono resdestinte quattro classi di proteine chinasi
(Fig. 4) in base alla sequenza del dominio catalitomposto da 270 aminoacidi:

Ser/Thr-specific protein kinases
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Fig. 4: specificita aminoacidica delle protein-csn

1. Ser/Thr-kinase aggiunge un gruppo fosfato al gruppo —OH deidw@sdi serina e
treonina
Tyr-kinasecrea un estere fosfato con il gruppo —OH fenadieoresidui di tirosina

3. His-kinase (istidina chinasiforma una fosforo-amide in posizione 1 e 3 dsid@i di
istidina; queste chinasi agiscono anche sui residigina (Lys) e arginina (Arg)

4. Aspartate/glutammate kinase

La fosforilazione reversibile dei residui di SenflehTyr € un segnale regolatorio delle vie di
segnalazione; gli esteri fosfati formati sulle pine per azione delle chinasi sono

modificazioni stabili che causano profondi cambiatheell’attivita proteica. A causa della



stabilita degli esteri fosfati, nelle cellule bagba sono presenti anche proteine fosfatasi che
rimuovono tali legami. L’azione altamente regoldtlle proteine chinasi e fosfatasi viene

utilizzata dalla cellula per creare segnali tempeemnente e spazialmente localizzati.

1.5.2.3 Le GTPasi

Le proteine della superfamiglia delle GTPasi saabesriscontrate in piante, batteri e animali
e presentano un’attivita estremamente conservate Eono coinvolte in: biosintesi proteica
sui ribosomi, trasduzione del segnale a livelloladehembrane, percezione sensoriale,
controllo della differenziazione e divisione ceditd, traslocazione di proteine attraverso le

membrane e trasporto vescicolare.

Le GTPasi ricevono il segnale in entrata nellautallbersaglio e lo passano alle altre
componenti della catena di segnalazione. Il furemo@nto di queste proteine si basa su un
processo ciclico e unidirezionale che prevededasizione nei seguenti stati: attivo legato a
GTP e inattivo legato a GDP; nella forma attivaegnale viene passato alla proteina che si
trova subito dopo nella catena di trasduzione dghale, nella forma inattiva il segnale e

bloccato, per riattivarsi la TPS asi deve scambla@®P con il GTP.

1.5.2.4 Proteine adattatrici

Le proteine adattatrici mediano la trasmissione sefjnale tra le varie proteine che
compongono la catena della trasduzione; esse fo@ze come pinze che localizzano le

proteine coinvolte in una via di trasmissione pdetano sullo specifico substrato.



1.5.3 | SECONDI MESSAGGERI

L’attivazione intracellulare degli enzimi coinvotiella catena di trasduzione del segnale puo
portare alla formazione di molecole chimiche diitiils chiamate secondi messaggeri; essi
vengono formati o rilasciati in seguito a specifigieazioni enzimatiche durante il processo di

trasduzione del segnale. Esistono due differgpittiisecondi messaggeri:

v' Messaggeri idrofobici (diacilglicerolo e fosfatidbsitolo) che sono localizzati a
livello della membrana
v Messaggeri idrofilici (cCAMP, cGMP, § che hanno un’elevata solubilita in acqua e

sono localizzati nel citosol

| secondi messaggeri sono caratterizzati da uria demproprieta che li rendono adatti ad
essere elementi del processo di trasduzione delakegalcuni possono, infatti, essere
sintetizzati e degradati mediante reazioni enzichatiin tempi brevissimi, altri messaggeri

(come il C&") vengono immagazzinati in particolari compartimeitoplasmatici.

1.5.3.1 cAMP

L’AMP ciclico € un importante secondo messaggere itiluenza molte reazioni come la
gluconeogenesi, la glicolisi, la lipidogenesi, lantrazione muscolare, il controllo della
crescita e I'apoptosi. La sua concentrazione énferde regolata da due enzimi: I'adenilato
ciclasi (sintesi) e la fosfodiesterasi (degradag)phiattivita dell’adenilato ciclasi € sensibile
ai segnali mediati dai recettori accoppiati a pregeG e che coinvolgono le proteiner @

GPy, ma puo essere anche regolata da segnali Vi Cadegradazione del cAMP da parte

delle fosfodiesterasi € necessaria per mantenereofeentrazione di questo secondo



messaggero sotto controllo; piu di dieci isoformdodfodiesterasi sono state caratterizzate.
L’AMP ciclico funziona come attivatore delle pratei che possiedono un sito di legame per
esso; tutte le proteine coinvolte nella segnalaziga cAMP, senza eccezione, svolgono la

loro funzione in associazione con la membrana leeu

L’AMP ciclico si lega e attiva i canali ionici legal CAMP e la proteina chinasi A.

1.5.3.2 cGMP

Analogamente al cAMP, il cGMP é formato dalla gletoi ciclasi a partire dal GTP; sebbene
la guanilato ciclasi catalizzi una reazione sinailguella dell'adenilato ciclasi, le due classi di
enzimi differiscono notevolmente nella strutturanel meccanismo di attivazione. Le
guanilato ciclasi possono essere suddivise in @@ in base ai segmenti transmembrana
presenti: un gruppo comprende gli enzimi che nossigalono parti transmembrana e i suoi
membri vengono indicati come guanilato ciclasi bdiuil secondo gruppo &€ composto da
enzimi che possiedono un solo segmento transmemlgah terzo gruppo € costituito da
guanilato ciclasi con due segmenti transmembrahaliguanilato ciclasi con un singolo
frammento transmembrana sono recettori che contengo dominio extracellulare, in grado
di legare il ligando, e vari domini intracellulache sono richiesti per [lattivazione
dell'enzima. Una complessa serie di reazioni segudattivazione, che includono la

fosforilazione di un dominio, il legame con 'ATRasintesi del cGMP.

Le guanilato ciclasi solubili sono eterodimeri riegiodal secondo messaggero NO (ossido
nitrico); un gruppo eme che conferisce affinitd geNO si trova legato all’estremita N-

terminale di questi enzimi, il legame con il NOhatl’enzima.

Il cGMP agisce direttamente su tre bersagli:

v’ proteine chinasi dipendenti da cGMRengono attivate dal legame col cGMP ed

hanno elementi strutturali simili alla proteinarcsi A.



v canali cationici il legame col cGMP provoca I'apertura dei caralin susseguente
influsso di cationi

v fosfodiesterasi cAMP specifiche

1.5.3.3 Inositolo-fosfolipidi e Inositolo-fosfato

| fosfolipidi della membrana citoplasmatica chetemgono inositolo servono per la creazione
di secondi messaggeri a basso peso molecolareilgticrolo e inositolotrifosfato) in
risposta a vari stimoli intra- ed extracellulara membrana citoplasmatica contiene fosfatidil-
inositolo fosfolipidi (PtdIns), in cui il gruppo &bato e esterificato con un alcool ciclico, myo-
D-inositolo Partendo dai Ptdins, una serie di @aizénzimatiche portano alla formazione di
diversi secondi messaggeri: il Ptdins viene fosdtwi in posizione 4’ e 5’ del residuo di
inositolo e si forma il fosfatidilinositolo 4-5-disfato; questo viene ulteriormente fosforilato
da una chinasi e dalla reazione si ottiene l'imdasit(3,4,5) trifosfato che funziona come
messaggero localizzato sulla membrana. L'inosi(8ld,5) trifosfato e substrato dell’'enzima
fosfolipasi C che porta alla formazione dell'inosit 1,4,5 trifosfato e del glicerolo; entrambi
I composti sono secondi messaggeri che possonarattspecifiche vie: il primo induce la
liberazione del Cd, mentre il secondo agisce sotto stimolazione gebéeina chinasi C.

1.5.3.3.1.Inositolo fosfato e regolazione dellddbpasi C

La fosfolipasi C € un enzima presente in molti tipilulari che regola due vie di segnalazione
(fig. 5): le fosfolipasi @ vengono attivate dalle proteine G e intervengonovie di

segnalazione in cui sono coinvolti recettori cadliiega proteine G. Le fosfolipasi di tipoyC



vengono attivati da recettori transmembrana coivitatt di tirosin-chinasi associata o

intrinseca.
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Fig. 5: vie di segnalazione regolate dalla fostadipC

Gli inositoli fosfato vengono continuamente degtadarigenerati in un ciclo metabolico in

cui interviene il diacilglicerolo.

1.5.3.4 Inositolo 1,4,5 trifosfato e rilascio dilce

La funzione primaria dell'inositolo(1,4,5)trifostae la mobilitazione del calcio dagli organi
di accumulo.



Il calcio € una molecola di segnalazione ubiquatadsso, infatti, pud sia essere rilasciato
dagli organuli intracellulari sia entrare dall’este della cellula mediante canali ionici
presenti sulla membrana. Una moltitudine di secanéssaggeri € in grado di mobilitare il
calcio (Bootmann et al.,, 2002); per quanto concelnelascio di calcio dagli organuli
citoplasmatici, tre sono i messaggeri in gradordvpcare il flusso di questo ione: inositolo
trifosfato, ADP ciclico e NADP, di questi, soltaritmositolo trifosfato € stato maggiormente

caratterizzato.

La concentrazione di Galibero presente nel citoplasma & molto bassaa dffM; uno dei
motivi per cui le cellule tendono a mantenere badisielli di questo ione € la sua scarsa
capacita di formare complessi solubili con il fasfinorganico. La bassa concentrazione di
calcio citosolico libero si oppone alla grande «ipadi accumulo nei compartimenti
citoplasmatici e alla grande concentrazione (mM@ shtrova nell’lambiente extracellulare.
Nel citosol il C&* & immagazzinato nei mitocondri e in speciali ordiadiiaccumulo del
reticolo endoplasmatico. In questi ultimi compagmti il calcio forma complessi con la
calreticulina, una proteina che ha una grande dapdcformare legami a bassa affinita col
Cd™": nella forma legata e compartimentalizzata, iticahon €& utilizzabile dalla cellula, ma

puo essere liberato soltanto durante i procedsasliluzione del segnale.

Nelle cellule muscolari, il calcio viene accumulaiel reticolo sarcoplasmatico complessato
con la proteina calsequestrina; in questo casailascio dello ione avviene in seguito

all’arrivo di uno stimolo neurale e la sua libera® da inizio alla contrazione muscolare.

1.5.3.5 Rilascio di calcio dai compartimenti intedlclari

Il passaggio del calcio dal reticolo endoplasmaticoitoplasma avviene attraverso due tipi di
canali: quelli che hanno il recettore per I'inofttrifosfato e quelli che hanno il recettore per
la ryanodina; entrambi i canali formano con il higa un’unita strutturale funzionante. |
recettori per I'inositolo trifosfato sono presengi canali degli organuli associati al reticolo
endoplasmatico, mentre il recettore per la ryareodsa trova nei canali del reticolo

sarcoplasmatico.



1.5.3.5.1 Il recettore per I'inositolo trifosfato

Il legame tra I'inositolo trifosfato (InglPe il suo recettore comporta I'apertura del cacale

la conseguente liberazione del calcio nel citoplasmuesto recettore € una proteina
transmembrana, probabilmente con due domini tramdrena situati in prossimita
dell'estremita C-terminale. Il recettore attivo @mgposto da quattro subunita identiche e si
presuppone che il canale sia formato dai domimsireembrana del C-terminale con il sito di
legame per il ligando localizzato verso la regioiteplasmatica.

L’apertura dei canali & un processo complesso chevalge Ca", Mg®*, ATP, InsR, e

proteine che legano il calcio (Bootman et al, 20Q2) regolazione del recettore da parte del
c&* e di particolare importanza per la generazionke deide dello ione stesso: bassi livelli di
calcio stimolano il rilascio dello ione medianterdcettore, mentre le alte concentrazioni

hanno un effetto inibitorio.

1.5.3.5.2 Il recettore della ryanodina e I’ADP-ri&io ciclico

Il recettore della ryanodina € molto simile nellaasstruttura al recettore dell’'inositolo
trifosfato ed € localizzato essenzialmente nellduleedi tipo eccitatorio, come le fibre
muscolari e i neuroni. L’apertura di questo recett® controllata in parte dal €a in parte
dal cambiamento del voltaggio o dal legame di @srtrettitore: un primo flusso di calcio
viene generato dall'apertura dei canali voltaggidigando-dipendenti, lo ione appena entrato
nella cellula si lega al recettore della ryanodsgrovoca la totale apertura dei canali e

un’amplificazione nel flusso di calcio.

In alcuni tipi di cellule (come le cellule cardiache pancreatiche), un altro secondo
messaggero e coinvolto nell’apertura dei recettelia ryanodina: I'’ADP-ribosio ciclico, che
si forma dal NADP in una reazione catalizzata daltima ADP-ribosio ciclasi che prevede la

ciclizzazione dopo eliminazione della nicotinammide



Tutte le vie, in grado di indurre la mobilitaziodel calcio dai compartimenti intracellulari,

sono mostrate nella fig. 6:
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Fig. 6: vie di rilascio del calcio: 1) via ryanodhnecettore e canali voltaggio- ligando-
dipendenti; 2) via inositolo trifosfato; 3) via ABibosio ciclico 4) via nicotin-acido denina

dinucleotide fosfato; 5) via sfingosina; 6) rilasciai mitocondri.

1.5.3.6 Influsso di calcio dalla regione extracédhe

Nella regione extracellulare, la concentrazionecalcio & superiore a TOM, molto piu
elevata, quindi, di quella presente nelllambient®ptasmatico. La membrana cellulare
contiene una gran varieta di canali per il calci® gegolano il passaggio dalla regione

extracellulare al citosol. Una delle funzioni prineadell’entrata del C& all'interno della
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cellula e “riempire” i compartimenti di accumulo rppoter, poi, generare il segnale di

trasduzione del segnale.

| principali canali che mediano I'influsso di calgono:

1. Canali voltaggio-dipendenti: si aprono in seguat depolarizzazione o cambiamento
del potenziale di membrana.

2. Canali ligando-dipendenti: I'apertura viene fegm dal legame di un agonista al
dominio extracellulare del canale.
Canali che si aprono in seguito a stress mecicani

4. Canali che si aprono in seguito allo svuotameded compartimenti di accumulo
intracellulari (la via di comunicazione tra questinali e i compartimenti perdo non é
stata ancora studiata)
Canali controllati dalle proteine,G
Canali, la cui apertura é controllata dagli gditipidi.

1.5.3.7 Rimozione ed accumulo defCa

La concentrazione citosolica del calcio cambia digrda stimolazione delle cellule stesse.
Esse posseggono un efficiente sistema di trasplettoalcio, che puo rapidamente trasportare
guesto ione nella regione extracellulare o nei amipenti di accumulo. In particolare, le
Cd*-ATPasi sono coinvolte nel drenare il calcio dalosbl e riversarlo nel’ambiente
extracellulare; questo tipo di trasporto € attieipé viene eseguito contro gradiente di
concentrazione usando lidrolisi del’ATP come samte di energia. Le GaATPasi si

riscontrano anche nelle membrane del reticolo elagamatico.

Altri sistemi di trasporto associati alla membrartaplasmatica comportano lo scambio degli
ioni Na" con il C&"; questi scambiatori NeC&* sono perlopiu localizzati nelle fibre

muscolari e nei neuroni.



Il complesso costituito da questi canali per ilcealdeve funzionare sempre alla perfezione
nelle cellule; in seqguito all'influsso di calcimfatti, nel citosol si raggiungono concentrazioni
di calcio pericolose per la vita stessa della tllua rimozione e il riaccumulo del calcio

sono, quindi, necessari per la sopravvivenza.

1.5.3.8 Cambiamenti temporali e spaziali nella @ntcazione del calcio

Quando i canali di membrana e quelli intracelluthnilascio del calcio sono attivati, soltanto
brevi impulsi di calcio possono essere osservatghe i canali hanno tempi di apertura molto
brevi. Questi segnali sono localizzati attorno anali e servono come input per alcune
reazioni fisiologiche, come I'attivazione di alt@nali ionici o di vie di segnalazioni nucleari

specifiche.

Tutti i piccoli impulsi di calcio dovuti all'aperta dei canali, vengono sommati a livello
intracellulare e innescano un processo globalevolee ampiamente distribuito e di natura
pulsante che appare come un susseguirsi di ondechi;pi meccanismi che portano alla
formazione delle onde sono molteplici e dipendomtladvia di segnalazione che viene

innescata dallo stimolo.

Nelle cellule, inoltre, sono presenti vari meccamia feedback che si attivano quando i livelli
di calcio intracellulare si innalzano; un esempioda@o dai sottotipi di proteine RGS
dipendenti dal calcio (Ishii et al, 2002) che possattenuare i segnali mediati dalle proteine
G. Uno degli effettori delle proteiney@ la fosfolipasi @ che stimola il rilascio di calcio in
seguito alla formazione di inositolo trifosfatoattivazione delle proteine (Gouo essere
terminata dalle proteine RGS che sono attivate l@gacancentrazioni di Gae inibiscono

I'ulteriore attivazione della fosfolipasifie I'induzione del segnale inositolo trifosfatofCa

La segnalazione via calcio € molto versatile e eietilizzata per codificare una grande
varieta di informazioni. Come per i segnali elattod e ottici usati nel campo dell'ingegneria,

le informazioni contenute nei segnali via calciogeno “comprese” dalla cellula in base alla



loro localizzazione, frequenza, periodo e ampiedehpicco. La sequenza temporale dei
segnali del C& ha funzione regolatoria.

Come la frequenza delle oscillazioni del calcio decodificata o integrata in specifiche
reazioni biochimiche non e ancora ben chiaro; # steesso in evidenza, pero, che la CaM
chinasi 2 & coinvolta nella decodificazione di segripetitivi del Ca** (De Koninck and
Schulmann, 1998).

La modulazione dellampiezza della segnalazionecalgio e stata studiata nei linfociti B.
Questi, infatti, in seguito al legame di un antigerol recettore delle cellule B possono

generare un picco di calcio di differente ampiezza.

A seconda dell'ampiezza, diverse molecole effetgiwie di trasduzione vengono attivate. |
segnali di piu grande ampiezza, portano all’ativae del fattore di trascrizione NB,
mentre i segnali ad ampiezza piu piccola deternunattivazione del fattore di trascrizione
NF-AT (Berridge, 1997).

1.5.4 IL CALCIO COME MOLECOLA SEGNALE

Il calcio € una molecola-segnale fondamentale pecdllule. In seguito a stimolazione
ormonale o elettrica, si puo osservare un aumeell@ woncentrazione citosolica di questo
ione, che porta all’instaurarsi di altre reazion@dgiche. Come detto in precedenza, questo
aumento é limitato nel tempo e nello spazio e palitattivazione di diverse vie quali, per
esempio, la contrazione muscolare, il processo isiorve, la proliferazione cellulare, la
secrezione, la motilita cellulare, la formazioné dwscheletro, 'espressione genica e alcune

reazioni metaboliche.

Tre sono le vie principali che portano all’aumenlglla concentrazione citoplasmatica del
C&™: attraverso i recettori associati a proteine @&aaerso recettori delle tirosin-chinasi, e
mediante i canali per il Gavoltaggio- o ligando-dipendenti.

La decodificazione del messaggio avviene grazee @ksenza di proteine che, legandosi allo

ione, convertono il segnale in un’ampia varietanddificazioni biochimiche.



Ci sono due meccanismi principali attraverso i gulalcalcio svolge la sua funzione:

I'attivazione diretta di proteine e i legami ai eétori per il C&".

1.5.4.1 Attivazione diretta di proteine

Alcune proteine (tab. 3) hanno siti di legame dipgqgper il calcio e la loro attivita dipende

direttamente dal legame con questo ione.

protein function

roponin C modulator of muscle contraction

caldesmon modulator of muscle contraction

a-aclinin bundling of actin

villin organization of actin filaments

calmod ulin maoddator of protein kinases and other enzymes

calcinewurin B
caplain
phospholipase A2
proteinkinase C
Ca*.activated K* channel
InsPy receplor
ryanodin receptor
Ma*/Ca™ wransporter
Ca™ ATPase

reC oV erin

parvalbin
calreticullin
calbindin
calsequeslrin

protein phosphatase

protease

release of arachidonic acid

ubiguitous protein kinase

efekior of hyperpolarization

intracellular Ca™ release

intracellular Ca™ release

exchanpe of Ma* and Ca* via the cell membrane
transport of Ca™ through cell membrane
regulation der puanylyl cpclase

Ca™ storage

Ca* storage

Ca™ storape

Ca™ storage

Tab 3:proteine che legano il calcio e loro funzione




Ci sono specifici enzimi che hanno nel loro cemtitovo un sito di legame per il calcio, e lo
ione interviene direttamente nel processo di citdlin esempio é costituito dalla fosfolipasi
A2 che contiene due siti di legame per il calcioowei due ioni & direttamente coinvolto nel
processo di catalisi aiutando a neutralizzare le@alurante il processo di idrolisi degli esteri

degli acidi grassi; I'altro ione svolge un ruolostiabilizzatore dello stato di transizione.

1.5.4.2 Legame ai recettori per il calcio

Un altro meccanismo centrale di trasduzione dehalegvia calcio e costituito dal legame
dello ione con recettori specifici. | recettori sodelle proteine regolatrici che accoppiano il
segnale del calcio a quello di altre proteine skgrattivando proteine bersaglio in risposta

alle variazioni della concentrazione del calcio.

Il recettore piu noto e la calmodulina, una piccpl@teina di circa 150 amminoacidi
(Hoeflich and Ikura, 2002); la struttura del congsie Ca'/calmodulina consta di due domini
globulari separati da un’alfa elica. Entrambi i donlhanno due siti di legame per il calcio e il
legame avviene in una struttura denominata elicagica. Il complesso che si forma é

molto flessibile, cosa che é di grande importareralperfetto funzionamento della struttura.

| meccanismi attraverso i quali la calmodulina tagbattivita delle proteine bersaglio

possono essere suddivisi in sette classi (Chinvieahs, 2000), le piu importanti sono:

v' Legame irreversibile della calmodulina alle protebersaglio

v' Formazione di complessi inattivi a bassa affiniteampo il calcio & presente in basse
concentrazioni e attivi quando la concentraziori dene aumenta

v Attivazione delle proteine mediante il complessé*@almodulina

v’ Inibizione mediata dal complesso®aalmodulina
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Il complesso C#/calmodulina & coinvolto in molti processi, quadi tegolazione della
proliferazione, della mitosi, della trasduzione dmgnale neuronale, della contrazione

muscolare e del metabolismo del glucosio.

A tuttoggi si conoscono diversi tipi di calmodulinagnuno delle quali agisce su una
determinata proteina bersaglio; di queste ultimellgumaggiormente caratterizzate sono: le
adenilil-ciclasi calmodulina-dipendenti, le fosfedierasi, le CaM chinasi e la calcineurina.

Le cellule contengono anche altri recettori, sinmlfunzione alla calmodulina. Un esempio e
la troponina C, strutturalmente molto simile al&nsodulina. Questo recettore si trova come
componente dell'apparato contrattile della muscotat il legame del CA induce
cambiamenti conformazionali tali da permetteredatazione del muscolo. Un altro recettore
e la ricoverina che si trova associata alla poezioitosolica della membrana citoplasmatica;
la distribuzione tra la forma libera e quella assacalla membrana di questo recettore &
regolata dal calcio: il legame con lo ione poria #&laslocazione del recettore dal citosol alla
membrana (Ames et al., 1997).

1.5.4.3 Evoluzione del calcio come messaggero

Nonostante all'interno della cellula siano presamiche altri ioni, il calcio sembra godere di
uno status molto speciale. Esso € uno ione vesatictui concentrazione viene finemente
controllata dalla cellula (Jaisval, 2001). | contpaenti di accumulo e i canali ionici specifici
per il calcio sono due meccanismi che la cellula pesr regolare il livello di calcio libero; si
presuppone che i compartimenti si siano originedgppo con lo scopo di difesa della cellula

da questo ione.

Mentre la vita si originava sulla Terra, il calcsd trovava abbondante nelle rocce ignee
presenti sulla calda crosta terrestre ed era cdampente inutilizzabile dalla materia vivente.
Dopo il raffreddamento della crosta, varie reazionimiche e biologiche aumentarono il
livello di calcio disponibile. Questo fu un problarserio per le primitive cellule, poiché il

Cd* ad alte concentrazioni causa danni agli organalle proteine e agli acidi nucleici,



inoltre porta alla precipitazione dei fosfati; ogoudi questi eventi € in grado di causare la
morte istantanea della cellula, quindi divenne asago contenere il calcio in maniera tale
che questo fosse il meno pericoloso possibile. @udevevano essere le premesse della
pressione selettiva che hanno portato all’evoluzidelle pompe ioniche e dei compartimenti
intracellulari, e la presenza di queste struttaedito si che il C& si trasformasse in ione-
segnalatore.

Una spiegazione al perché proprio il calcio e staglto come messaggero rispetto agli altri
cationi normalmente presenti nei sistemi biologiei,si puo avere analizzandone alcuni
parametri quali: struttura molecolare, stato diemah, forza del legame, potenziale di
ionizzazione e i parametri cinetici delle reazibiologiche. Per poter avere effetti biologici
ad ampio raggio, uno ione metallico deve essergraulo di interagire con ligandi come
proteine, lipidi e carboidrati e piu precisamengval essere in grado di legarsi ai centri
reattivi delle molecole. Al contrario di Mfe Zrf* che hanno una grande affinita di legame
per i gruppi nitrogeni, il Cd& ha la sua massima affinita per I'ossigeno del goup
carbossilico; gli aminoacidi contenenti il grupp®Q (acido aspartico e acido glutammico)
sono piu frequenti nello scheletro delle proteimgpetto a quelli che hanno il gruppo
nitrogeno (asparagina, istidina e glutammina), r@nde il calcio migliore degli altri due
cationi (Ochiai, 1991). Nelluomo l'acido glutammice I'acido aspartico sono presenti in
concentrazioni che sono circa I'82% superiori rigpea quelle di asparagina, istidina e
glutammina e, inoltre, sono prevalentemente lozatiz nelle proteine coinvolte nella

segnalazione cellulare.

Un altro parametro rilevante per un ottimo seconskssaggero € la rapidita della cinetica di
legame; come misura di questo parametro si utillazeelocita di scambio con l'acqua dei
complessi acqua-metallo; a 25°C si & stimato cheelacita (espressa in‘sé 16 per il
calcio, 2x10 per lo zinco e il manganese, 7%X&r il magnesio. Dunque, il calcio si lega e si
dissocia dalle proteine in maniera circa 100 vgite veloce rispetto al magnesio (Ochiai,
1991).

Il Ca®* ha un numero di coordinazione ionica molto alte8(6e una geometria di
coordinazione (indotta da proteine) spesso irregpldovuta al suo raggio ionico (100-120
pm) e alla sua struttura elettronica (Swain and Anb989; Carugo et al., 1993). Il €495
pm) e il PB* (119 pm) sono simili al calcio, ma biologicameirtatilizzabili a causa delle
loro interazioni con i tiolati (Cys-). Il Mii (83 pm) e lo Si* (118 pm) sono sostituti meno

tossici del calcio ma sono meno abbondanti delaalc



Per quanto concerne la stereochimica, il magndaspederenza assume una configurazione
ottaedrica (Carugo et al., 1993) che & molto riggd@on consente molte interazioni; al
contrario il calcio puo assumere due configurazipentagonali (a bipiramide e trigonale

prismatica) che consentono allo ione di interagine vari siti di legame.

La geometria irregolare e l'alto numero di coordioae mettono il calcio in vantaggio
rispetto agli altri ioni anche nel formare legamcrociati. Al contrario dei ponti disolfuro e
del legame zucchero-peptide che sono irreversibhilgross-linking mediato da calcio e

reversibile e quindi in grado di rispondere ai canienti dello stato di riposo della cellula.

1.5.5 METODI DI MISURA DEL CALCIO INTRACELLULARE

Il calcio agisce come secondo messaggero in unadgraarieta di cellule. Quasi duecento
anni fa Ringer e i suoi collaboratori dimostraroobe il calcio era essenziale per la
contrazione della muscolatura cardiaca della r&led.1940 venne scoperto che iniettando
calcio in una fibra muscolare questa si contrammaajl fenomeno non si ripeteva se venivano
iniettati magnesio, potassio e sodio; negli ani EBbashi e Lipmann scoprirono i siti di
accumulo intracellulari e il reticolo sarcoplasmatnelle fibre muscolari e successivamente
chiarirono l'esatto meccanismo della contrazioneseolare e il ruolo della troponina. Piu
recenti sono stati invece gli studi che hanno mésgelazione il calcio con varie funzioni
cellulari (Kretsinger, 1976; Kakiuchi et al., 1981)a prima misurazione veritiera sulla
concentrazione intracellulare di calcio é statatafaita da Ridgeway e Ashley iniettando la
fotoproteina equorina nella fibora muscolare. Satiaa partire dagli anni ‘80, Tsien e
collaboratori iniziarono a produrre un’ampia gamdiamarcatori fluorescenti per il calcio
che, di conseguenza, hanno portato allo sviluppoalti metodi per la determinazione della

concentrazione del calcio intracellulare.

Con l'avvento della microscopia confocale e mutbfuca, in aggiunta alle misurazioni della
concentrazione, si € reso possibile effettuarealianspaziale e temporale dell’attivita del

calcio a livello subcellulare; questo e dovuto stiitto al fatto che la fluorescenza emessa



rilevata dal microscopio confocale e multifotoniedimitata ad uno specifico piano focale
(Berridge et al., 1997; Lipp et al., 1997).

1.5.5.1 Indicatori chimici fluorescenti

Gli indicatori maggiormente utilizzati sono le sendi natura chimica poiché, in generale, il
loro segnale € in grado di visualizzare anche pécoariazioni nella concentrazione
intracellulare del calcio. Sono stati prodotti dsiendicatori fluorescenti, ognuno adatto ad
una tecnica. In genere, gli indicatori possono resseddivisi in piu classi in base a differenti
criteri; uno dei metodi di suddivisione consisté digidere le sonde in raziometriche e non
raziometriche (una singola lunghezza d’onda): mprincludono indol e fura2, mentre gli
altri fluo3 e rhod2. Un altro importante criterierda suddivisione in categorie € lo spettro di
eccitazione/emissione; gli indicatori del calciecendo la loro emissione, possono essere

suddivisi in quattro gruppi:

1) gruppo che emette nel blu: quin2, indol, bernaathe fura2
2) gruppo che emette nel verde: fura2, BTC, fluo&icium green, Oregon green,
BAPTA
3) gruppo che emette nel giallo-arancio: calciuange, calcium crimson, rhod2
4) gruppo che emette nel rossoe vicino all'infssm calcium crimson e fura red.
Tra le piu importanti considerazioni che vannoeaer scegliere l'indicatore ci sono: il
conoscere I'affinita di legame per il €ahe si rifletta sulla sua costante di dissociagjanla

scelta della giusta forma chimica (acido, estare,)e

| primi indicatori chimici fluorescenti utilizzagono stati quelli eccitabili con gli ultravioletti,
I loro svantaggi stavano nel fatto che non solougitiavioletti hanno effetto citotossico ma
anche alcuni organelli, stimolati con gli UV, enoetd spontaneamente fluorescenza e

contaminano i risultati.



Gli indicatori eccitabili nel visibile hanno alcumantaggi rispetto ai precedenti: innanzitutto
la loro emissione cade in regioni dello spettrottedenagnetico in cui il background e

l'autofluorescenza cellulare € quasi del tutto asseooi la citotossicita € molto minore.

1.5.5.2 Indicatori bioluminescenti

La bioluminescenza e la produzione di luce da asgainbiologici; tra questi indicatori ci
sono le fotoproteine che legano il calcio come u@uina, I'obelina, la mitocromina e la
clytina. Poiché queste fotoproteine emettono neibile, non sono necessari strumenti
complessi per I'analisi dell’emissione; il problenreaggiore, invece, sta nel fatto che sono

poco sensibili ai minimi cambiamenti.

Le green fluorescent proteins (GFP) sono protedt@sensibili che vengono sintetizzate della
medusaAequorea victoriagueste proteine assorbono nel blu e danno uneeflaenza verde;
per le loro capacita le GFP vengono spesso us#testaedio dell’espressione genica e nella

localizzazione proteica.



1.6 BIOLOGIA DELLA SPECIE Dicentrarchuslabrax

La spigola Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758), nota anche come branzino ontragi
mare, € un Teleosteo appartenente all’ordine daifBami, Famiglia Percichtydae. Essa puo
arrivare a raggiungere la lunghezza di un metrdi €lore grigio-argento con dorso grigio

verdastro portante due pinne dorsali, di cui lanprha raggi spiniformi (Fig 7)

Fig 7: caratteristiche morfologiche della spigola

Comune nel Mediterraneo e nel Mar Nero, il suo laresaestende dalle coste atlantiche del

Senegal fino alla Norvegia (Fig 8)



Fig 8: localizzazione geografica della speBieentrarchus labrax

Essendo una specie eurialina, cioé in grado di atgme cambiamenti di salinita e sbalzi
termici, la spigola si puo riscontrare in acquecdaalmastre, marine e ipersaline fino al 9%;
la salinita minima sopportata e pari allo 0.05%.

Gregaria in fase giovanile, diviene solitaria daillead Gli adulti sono predatori voracissimi,

soprattutto di pesci, crostacei ad anellidi. Glib&nti lagunari e di foce rappresentano
I'habitat ideale per gli stadi larvali, con una sessiva migrazione degli avannotti verso
l'interno a fini alimentari. La rimonta inizia a mm@ con picchi in aprile-maggio; lungo le

coste toscane, i movimenti avvengono nelle oreusepari e con temperature superiori a 15-
16°C. Soprattutto a causa delle variazioni di tenafpea, questa specie effettua altre
migrazioni: durante la stagione invernale essa jgof® acque nord-mediterranee (5-6°C),
mentre in estate si riscontra nelle acque sud-ereditee (27°C).

La spigola € gonocorica e il raggiungimento dellaurta sessuale dipende piu dalla taglia
che dall’eta. Il dimorfismo sessuale e poco promtncle differenze tra i due sessi risiedono
unicamente nel fatto che le femmine presentano rbinai leggermente maggiori e una



forma della testa piu appuntita. La spigola siatjuce in inverno, da dicembre a marzo, e le
uova vengono generalmente deposte ad una profoddif® metri; uova e spermatozoi
vengono rilasciati in acqua e la fecondazione éreat Le uova sono trasparenti e, poiché
hanno un peso specifico minore dell’'acqua, gallggi La temperatura dell'acqua e il fattore
che maggiormente influenza lo sviluppo e la cresdelle larve: le uova devono essere
incubate ad una temperatura di 13°C e 'allevamamtiene a 15°C (Bernabé et al., 1976).

La schiusa dell'uovo avviene grazie all’'azione dienzima, secreto dalle ghiandole situate
nella testa dell’embrione, che va a rompere il@moHagenmaier, 1974). Dopo la schiusa si
ha il periodo di sviluppo post-natale nel qualesoo® distinguersi ben quattro fasi. La prima
fase, da 1 a 5 giorni post-schiusa (P.S.), € getdarvale: la pre-larva manca di apertura
orale e si nutre assorbendo il sacco del tuorloséeonda fase, dal 5° al 34° giorno P.S.,
corrisponde alla fase larvale: la larva ha un’apartorale e iniziano a formarsi le pinne
pettorali; le larve si posizionano, immobili, com festa rivolta verso il basso. Termina il
processo di pigmentazione dell’occhio e dal 10°rrgio l'attivita si alterna a fasi di
immobilita. Dal 12° giorno lattivita alimentare @mpletamente stabilita. La terza fase, o
fase di avannotto, va dal 35° all'85° giorno P.8urante questo stadio si completa il
differenziamento di tutte le strutture anatomichenerfologiche. La quarta fase € quella
giovanile, in cui il giovane differisce dall’adulessenzialmente per le sue dimensioni. La fase
adulta inizia al raggiungimento della maturita se$s, che nelle femmine corrisponde al

raggiungimento di una taglia di 30-40cm.



1.7 BIOLOGIA DELLA SPECIE Oncorhynchus mykiss

La trota iridea ©ncorhynchus mykisgWalbaum, 1792) e un Telesoteo appartenente alla
famiglia dei Salmonidi, ordine Salmoniformi. Essa hn corpo fusiforme, slanciato e
leggermente compresso lateralmente; la trota irilem pesce di taglia medio-grande che
raggiunge una lunghezza di circa 30-35 cm. Il pedlon caudale € robusto e la coda
omocerca e leggermente forcuta con il margine poséeleggermente concavo. La testa e
conica con un muso generalmente ottuso, la bobem éviluppata, ha posizione terminale ed
e leggermente obliqua verso l'alto. I mascellarestende all'indietro fino a raggiungere il
margine posteriore dell’occhio o poco piu. Il doesenta due pinne: la prima spiniforme e
la seconda e adiposa. La livrea della trota iridgaunteggiata da macchioline scure che si
estendono dal muso fino alla coda. Ha riflessi ioollbri con predominio di verde, viola e
azzurro; il dorso generalmente € verde bruno scoeotre il ventre ha una colorazione
grigiastra, I'opercolo, invece, ha riflessi metillfoseo-violacei. Dall’opercolo al peduncolo
caudale si osserva una fascia piu 0 meno altasasietonalita rosata o purpurea, che diviene
piu intensa nel periodo riproduttivo. L'intensitélid livrea pud cambiare in relazione
all'ambiente e allo stato fisiologico del soggeffotto il corpo e rivestito da squame cicloidi,

piccole e profondamente infisse nel derma. (Fig. 9)

Fig. 9: caratteristiche morfologiche della trotidéa



La trota iridea € un salmonide d’origine nord ameamg, in Italia quindi la specie é alloctona e
vi & stata introdotta verso il 1880; le prime iolwaioni avvennero nei laghi del Moncenisio,
di Lys, di Verney e della Venezia Giulia, ora siMa presente in quasi tutto il territorio. (Fig.
10)
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Fig 10: localizzazione geografica della spg@iecorhynchus mykiss

In Italia e in Europa vive in acque limpide ricallieossigeno e riesce a resistere a temperature
fino a 20°C; vive bene nei grandi fiumi montani iepchnura che abbiano acque correnti e
pure, ma si adatta anche ai grandi laghi di moagmi laghi di pianura. La resistenza di
guesto salmonide ai bassi tenori di ossigeno evalge

Rispetto alle altre trote, I'ridea ha un atteggeanto meno pigro e sospettoso, si getta con
maggiore voracita sulle esche e si sposta con magdacilita dal suo rifugio per andare a
caccia. La dieta della trota iridea si compone @palmente di organismi bentonici, ma si
nutre anche di insetti alati, larve, vermi, uovaesci e avannotti.

La maturita sessuale viene raggiunta in 2-3 anei.fdrd america, dove é originaria, la trota
iridea si riproduce principalmente in primaveraogni caso, la maturazione dei gameti puo
oscillare, nei diversi ceppi, tra ottobre e magd¢ioEuropa e in lItalia, in ambiente libero le
iridee raramente riescono a riprodursi e la grartepdei soggetti presenti nelle acque
proviene da allevamenti. Ogni femmina emette d&¥62000 uova circa per chilogrammo di



peso. Le uova sono di colore variabile dal rosaralhcione, hanno un diametro di circa 3-5
mm, ed hanno un periodo di incubazione che varsecanda della temperatura, da trenta a
sessanta giorni. All'inseminazione delle uova,sgiate in una buca scavata dalla femmina,
partecipano generalmente due maschi, uno piu miceaino piu grande della femmina. Gli
avannotti crescono velocemente: nel 1° anno raggiom i 10-15 cm, nel 2° 20-25 cm e nel
3° 30-35 cm.
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MATERIALI E METODI

2.1 LEUCOCITI

Le spigole utilizzate per il lavoro descritto inegtia tesi di dottorato sono state ottenute
dall'impianto “Nuova Azzurro” di Civitavecchia (RME le trote iridee sono state fornite dal
“Pesca Club Albatros” di Cura di Vetralla (VT); tiut pesci prima di venire sacrificati, sono
stati anestetizzati con una soluzione acquosa iente 1 mg/ml di tricaina metasulfonato
(Sigma).

Tutte le soluzioni utilizzate sono state in precedeportate ad osmolarita (355 mOsm/kg per
la spigola, 310 mOsm/kg per la trota iridea e 3@sm/Kg per 'uomo) con 0.15M NacCl, 2.7
mM KCI, 1.5 mM KH,PO, e 8 mM NaHPQO, a pH 7.4 (PBS).

Il sangue da cui si sono ottenuti i PBL (leucoditisangue periferico) non e stato fatto
coagulare; esso e stato prelevato dalla vena cawdal una siringa contenente 3 ml di una
soluzione costituita da 0.7 mg/ml di eparina (Sigdiaciolta in HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) C&'/Mg** free. Il sangue, poi, & stato ulteriormente diluit HBSS e la soluzione
ottenuta € stata caricata su un gradiente disaemtdi Percoll (Pharmacia, AB, Uppsala,
Svezia) a densita 46% e 40% e, infine, centrifugatza freno a 2000 giri per 30 minuti. Le
cellule presenti all'interfaccia sono state rageolavate in HBSS G4Mg®* free + eparina,
centrifugate a 1800 giri per 10 minuti e risospesg ml di terreno L-15 (Gibco) contenente il
10% di FCS inattivato da calore (Gibco) e penitdlstreptomicina (Sigma).

| PBMC (cellule mononucleate di sangue perifericoano) sono stati ottenuti da donatori
sani attraverso la locale banca del sangue e datigoarificati stratificando 5 ml di sangue
totale diluito in 20 ml di soluzione fisiologica BB) su un gradiente di Ficoll seguendo i
protocolli standard (Gibson et al., 1991).

Le branchie, la milza, il rene cefalico, il timd’i@testino sono stati prelevati da pesci appena
deceduti, per evitare I'insorgere dei processi @lirasi, € messi in una soluzione di HBSS
eparina 1X (C&/Mg** free) a 4°C. Le cellule di tali organi sono statiéenute dopo
frammentazione (teasing) dell'organo stesso, efftdt usando un pestello e un filtro di nylon
da 100um, e lavando il campione con HBSS?@Mg?* free + eparina. Successivamente, la

sospensione cellulare é stata centrifugata a 1BDPey 10 minuti a 4°C ed i pellet sono stati



dapprima risospesi in 4 ml di HBSS {¥yMg** free + eparina, poi nuovamente centrifugati
senza freno a 2000 giri per 30 minuti a 4°C, dopeere stati caricati su un gradiente
discontinuo di Percoll a densita 1.07 e 1.02 d/dra cellule presenti all'interfaccia sono state
lavate in HBSS, centrifugate a 1800 giri per 10utiia 4°C e risospese in 5 ml di L-15.

Prima di poter essere utilizzate, le cellule ottendai vari organi e dal sangue sono state
contate al microscopio utilizzando un emocitometraNeubauer con 0.2% di Tripan blu

(Gibco), allo scopo di determinare la vitalita aédle.

2.2 PRODUZIONE E PURIFICAZIONE DELL'IL-1 g RICOMBINANTE

I geni dell’interleuchina-f di spigola (Fig 11a) e di trota (Fig 11b) sondistaratterizzati
(Zou et al., 1999; Scapigliati et al., 2001) edrespi (Hong et al., 2001; Buonocore et al.,
2004) in Escherichia colidopo clonaggio nel vettore pQE30 (Qiagen), comscitéo in
lavori precedenti. | peptidi ricombinanti di entraenle specie contengono un tag di sei
istidine all’estremita N-terminale, e il process@drificazione avviene sfruttando la presenza
di questo tag mediante cromatografia di affinifeteuata con il kit Ni-NTA spin columns
(Qiagen). Il grado di purezza dell'lLBlricombinante é stato determinato mediante un SDS-
PAGE al 10% di acrilammide, mentre i livelli di LP&ella preparazione proteica, per
assicurarsi che la preparazione non fosse statéarnorata da endotossine, sono stati
determinati con urLimulus Amebocyte Lysate Kit (LAL test, Bio Whittaker). aftivita
biologica dell'interleuchinafl ricombinante e stata valutata mediante un saggio d
proliferazione della linea cellulare murina D10.G4come descritto in lavori precedenti
(Hong et al., 2001; Buonocore et al., 2004).

L’'interleuchina umana (Fig. 11c) é stata ottenwtledPeprotech (Peprotech Europe, UK).
Tutte le interleuchine sono state aliquotate irretey L-15 contenente I'1% di FCS e

conservate a —80°C fino al momento dell’utilizzo.



Fig. 11: struttura tridimensionale dell'interleuchidi spigola (a), trota (b), uomo (c)



2.3 MISURA DEL Ca*' INTRACELLULARE DOPO STIMOLAZIONE CONrIL-1

I leucociti e i PBMC sono stati lavati due voltenderreno L-15 senza FCS a 1800 giri per 10
minuti a 18°C, risospesi ad una concentrazione @&x10 cellule/ml nello stesso terreno,
infine incubati con il fluorocromo Fura-2AM (Sigméjig. 12) ad una concentrazione finale
di 4uM per 45 minuti a 18°C; questo fluorocromo € indgradi penetrare nella cellula
attraverso la membrana e di legarsi agli ioni cal@ndendoli visibili nel campo della

fluorescenza.
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Fig 12: formula chimica del Fura-2AM

Dopo I'incubazione, le cellule sono state lavate dalte a 1800 giri per 10 minuti a 18°C con
terreno RPMI (Sigma) senza FCS e senza rosso fensdspesi nello stesso terreno ad una
concentrazione di ICcell/ml e piastrati (1Dcell/pozzetto) in duplicato (100l/pozzetto) in
piastre per fluorimetria da 96 pozzetti (Isoplaté PerkinElmer). Ad ogni pozzetto e stato
aggiunto 1ul di interleuchina-§ diluita a differenti concentrazioni (200, 70, 20,2 ng/ml);
come controllo positivo €& stata utilizzata la ioncma (Sigma) (Fig. 13) ad una
concentrazione finale di @M; i controlli negativi effettuati, invece, sonastdue: in un caso
alle cellule e stato aggiunto dl del buffer di eluizione dell'interleuching831(50 mM
NaHPQ,, 300 mM NacCl, 250 mM imidazolo, 0.05% Tween 20, §i3), nell'altro caso le
cellule sono state stimolate con l'interleuchifaricombinante (200 ng/ml) denaturata dopo

un’esposizione a 100°C per 2 minuti.
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Fig 13: formula chimica della ionomicina

Per verificare se 'aumento della concentrazionkecaéio intracellulare fosse dovuto alla
liberazione dello ione dai compartimenti intrackdiu o all’entrata, all’interno della cellula,

del C&" contenuto nel terreno di coltura, 2 mM di aciddeatiamminico tetraacetico

(EDTA) sono stati aggiunti ai campioni sia stimotdte di controllo prima della stimolazione
con I'lL-1.

La fluorescenza emessa dai leucociti € statapett® minuti dalla stimolazione con intervalli
di 1 minuto mediante un fluorimetro a doppia enasei di fluorescenza (Victor I, Wallac,

USA) (Fig 14), che stimola le cellule simultaneateenon I'emissione di due lunghezze
d’onda, corrispondenti a 355 e 450 nm, per 0.1 redico valori di fluorescenza registrati

dallo strumento vengono espressi in RFU (unitdudiréscenza relativa).

Fig. 14: 1420 Victor II-Wallac



2.4 TEST DI SPECIE-SPECIFICITA

Un test di specie-specificita e stato effettuato perificare la risposta dei leucociti di
ciascuna specie alle interleuchine delle altre ispectale scopo i leucociti di spigola, trota e i
PMBC purificati e marcati con il Fura-2AM, come de#o in precedenza, sono stati
stimolati sia con la propria interleuchina che aprella delle altre specie (200 ng/ml). La

lettura delle RFU e stata effettuata come desgitaedentemente.

2.5 TRATTAMENTO CON TRIPSINA

2 x 10 leucociti/ml sono stati marcati conM di Fura-2AM, come descritto in precedenza,
e lavati due volte a 1800 giri per 10 minuti a 4°6h RPMI senza FCS e rosso fenolo. |
leucociti sono stati suddivisi in aliquote da 4.8 cellule in 200ul dello stesso terreno

utilizzato per i lavaggi e ad ogni aliquota soratishggiunti 20Qul di tripsina-EDTA (Gibco)

a diluizioni da 1:2 a 1:40000 in RPMI senza FCSsso fenolo. Dopo 1 minuto ad ogni
sospensione cellulare sono stati aggiuntiyb@i FCS con lo scopo di bloccare l'attivita
proteolitica della tripsina, i leucociti sono stitvati a 1000 giri per 3 minuti in RPMI senza
FCS e rosso fenolo, risospesi nello stesso tereesbmolati con 200 ng/ml di riLAL La

fluorescenza emessa e stata letta nel modo deguritedentemente.

2.6 PURIFICAZIONE PER SORTING MAGNETICO

5 x 10 splenociti sono stati centrifugati a 1800 giri A€r minuti a 4°C, il sopranatante &
stato rimosso e il pellet & stato risospeso ndlEarpo DLIg3 per selezionare le cellule B.
Uno stesso numero di splenociti e stato trattatonecon precedenza, ma risospeso
nell'anticorpo DLT15 con lo scopo di selezionarec@dlule T. Entrambi i gruppi sono stati

incubati con il rispettivo anticorpo per 45 minuti ghiaccio. Trascorso questo tempo, gli



splenociti sono stati nuovamente centrifugati a0L§0i per 10 minuti a 4°C e risospesi in
150 ul di L-15 osmolare senza FCS; a questa sospengielh@are € stata aggiunta una
soluzione contenente I'anticorpo monoclonale GAM*R&0 ul di anticorpo in 10Qul di L-

15) (Milteniy Biotech, Germany) per 20 minuti, manéndo le cellule in ghiaccio e al buio.
Durante il tempo di incubazione, & stata prepalataolonnina per il sorting (Fig. 15),
attaccandola al magnete e lavandola piu volte otuz®ne fisiologica; trascorsi i 20 minuti,
un campione alla volta é stato caricato sulla calua, le prime cellule ad uscire sono state
quelle Ab- (cioe le non-B o le non-T a seconda’alelicorpo primario utilizzato per la
selezione). A campione completamente defluito, &ostaggiunto qualche ml di PBS
osmolare, che é stato raccolto finché la goccigaidalla colonnina non diventava incolore; a
questo punto la colonna e stata staccata dal mggnstato aggiunto 1 ml di PBS osmolare e
le cellule Ab+ sono state staccate aiutandosi aorpistoncino. La purezza delle cellule
raccolte con il sorting e stata valutata mediammunofluorescenza indiretta utilizzando gli
anticorpi monoclonali DLIg3 e DLT15 e come secomlatanticorpo GAM-FITC
(ICNBiomedicals Inc., Aurora, Ohio, U.S.A.). Le kéé B, non-B, T e non-T ottenute sono
state risospese in 5ml di terreno L-15, marcate dorFura-2AM e stimolate con

I'interleuchina-B come descritto in precedenza.

Fig 15: sistema miniMacs Milteniy Biotech



2.7 CROSS-LINKING

2 x 10 splenociti di spigola sono stati risospesi in 5dinlerreno L-15 contenente lo 0.1% di
sodio azide, stimolati con 200 ng/ml di interleuzixil per 90 minuti in ghiaccio, lavati in
PBS freddo e risospesi in 0.5 ml di PBS osmolatka #ospensione cellulare sono stati, poi,
aggiunti 7ul di una soluzione, preparata all'istante, di d@oudil suberato (DSS, Pierce,
USA) in DMSO ad una concentrazione pari a 50 mgihi)SS, che non é stato aggiunto ai
campioni di controllo, e stato lasciato nella sospene cellulare per un’ora in ghiaccio con
agitazione frequente. Gli splenociti sono statinduy centrifugati a 1800 giri per 10 minuti a
4°C, lavati con PBS e poi risospesi in d0di Laemmli sample buffer (LSB). Gli splenociti
denaturati sono stati centrifugati a 25000 giri Beninuti e il sopranatante e stato risolto su
un SDS-PAGE al 12% di acrilammide; il gel, infiestato trasferito su nitrocellulosa (BA85
Schleicher & Schuell, Germany) a 100mA per 90 min.

I Western blotting é stato effettuato incubandatemperatura ambiente per un’ora la
nitrocellulosa, precedentemente saturata con B8A,un anticorpo Anti-His coniugato con
perossidasi (HRP) (Qiagen), in grado di riconosa&marcare il gruppo di istidine situato
nella porzione N-terminale dell'lLfl, diluito 1:1500 in blocking buffer (3% BSA in PBS)
La nitrocellulosa e stata lavata due volte con RB$olipeptidi legati all'interleuchina sono

stati visualizzati con 4-Cl-1-naftolo (Serva).

2.8 WESTERN BLOTTING

5 x 10 splenociti di spigola e trota iridea in L-15 serfz@S sono stati stimolati con 200
ng/ml di IL-18, e aliquote da 5 x PQcellule sono state rimosse dopo 1, 5, 10 e 20 tininu
un’aliquota era stata prelevata prima della stiol@e in modo tale da poterla usare come
controllo. Gli splenociti sono stati centrifugatil800 giri per 3 minuti, risospesi in 50 di
soluzione di lisi (PBS contenente 0.5 M PMSF, 0.bton X-100), e messi in ghiaccio per
15 minuti. Dopo una vigorosa agitazione, il lisa&dlulare e stato centrifugato a 2000 giri per

5 minuti e il sopranatante é stato denaturato & @li LSB 4X senza bollitura.



Il lisato cellulare (2Qul per ogni corsia) € stato caricato su un gel & 12 acrilammide, poi
blottato su nitrocellulosa come descritto in preceth. Le proteine fosforilate sui residui di
tirosina sono state evidenziate incubando la reftolosa, precedentemente saturata con
BSA, con l'anticorpo monoclonale anti-fosfotirosiméone 4G10 (Upstate Biotechnology,
USA); quelle fosforilate sui residui di serina ednina, invece, sono state evidenziate con gli
anticorpi policlonali antifosfoserina e antifosdnina (Upstate Biotechnology, USA). Tutti
gli anticorpi sono stati diluiti 1:1000 (kg/ml) in T-PBT (PBT + 0.5% Tween-20). La
nitrocellulosa e stata, successivamente, incubatanoun anticorpo monoclonale o con un
anticorpo policlonale coniugati con perossidasi fGARP o GAR-HRP) (ICN Biomedicals,
USA) e diluiti 1:1500 in T-PBT per 90 minuti a teerptura ambiente. Le bande positive sono
state evidenziate mediante ECL (enhanced chemiksunénce) (Amersham Life Science,
Pharmacia) ed esposizione su lastra autoradiografic

Come controllo, 5 x 10splenociti sono stati pre-trattati con 200l di genisteina (Fig. 16)
(Sigma), un inibitore delle protein-chinasi, perr@bthuti a 18°C, poi stimolati con 200 ng/ml

di IL-1B ricombinante e processati come descritto in preczal
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Fig. 16: struttura della genisteina

2.9 MARCATURA METABOLICA

Due gruppi da 5 x 10splenociti di spigola sono stati lasciati overnighL-15 + FBS 10% a

18°C, dopodiché sono stati lavati e risospesi iMREBenza metionina (Sigma) al quale era
stata aggiunta L-Metionina in polvere (Sigma) ad woncentrazione pari ad 1/100 (1.5
mg/ml) rispetto alla concentrazione normalmentesg@mée nella composizione di un terreno.

Gli splenociti sono stati lasciati in questo medza@oltura per 7 ore a 18°C, dopodiché alle



cellule sono stati aggiunti 0.5 mCi/ml (1.85 x?18q) di L-metionina marcata corn® le
cellule sono state lasciate ad incubare con laomiet radioattiva overnight a 18°C. A questo
punto, uno dei due gruppi € stato stimolato con @Q0nl di rIL-13 per 20minuti, I'altro
gruppo, invece, e stato lasciato come controllgodi@a stimolazione entrambe le sospensioni
cellulari sono state lavate per due volte a 188Cpgr 10 minuti con PBS, e, infine, lisate con
60 ul della soluzione di lisi descritta in precedenza.

2.10 IMMUNOPRECIPITAZIONE CON ANTICORPO ANTI FOSFOT IROSINA
(CLONE 4G10)

Sia al campione di controllo che a quello stimglatdtenuti dal saggio di marcatura
metabolica, sono stati aggiunti g0di PBS e 2ul di anticorpo antifosfotirosina clone 4G10, e
sono stati lasciati ad incubare overnight a 8°Qrsagitatore rotante. Il giorno successivo si e
proceduto a ricostituire la proteina A-Sepharosen¢fsham Life Science, Pharmacia) in
PBS; 5@l di proteina A-Sepharose sono state messe in wiasdelle due eppendorf
utilizzate e su ognuna e stato messo un campidmao(ato e controllo); le provette, poi,
sono state lasciate per 3 ore a 8°C su un agitettaate. Trascorso questo tempo, i campioni
sono stati centrifugati a 6000 giri per 5 mindtsdpranatante € stato raccolto e conservato, € i
pellet sono stati dapprima lavati tre volte con g0@i PBS, poi risospesi in 5@ di LSB 2X

e denaturati mediante esposizione a 100°C per LtmirPellet e sopranatanti sono stati
quindi caricati su un gel al 12% di acrilammide lettati su nitrocellulosa come descritto
precedentemente.

Le proteine di interesse sono state evidenziateaneesposizione su lastra autoradiografica
per 40 ore.



2.11 DIGESTIONE TRIPTICA DELLE PROTEINE IN-GEL

5 x 1¢ splenociti di spigola, sono stati risospesi in3.4 stimolati per 20 minuti con 200
ng/ml di rlL-1B, un uguale numero di splenociti non €& stato stieoolma tenuto come
controllo. Gli splenaociti, sia stimolati che di d¢amilo, sono stati centrifugati a 1800 giri per 3
minuti, risospesi in 5@l della soluzione di lisi descritta precedentemeatmessi in ghiaccio
per 15 minuti. Dopo una vigorosa agitazione, atcscellulare e stato centrifugato a 2000 giri
per 5 minuti e il sopranatante é stato denaturatcl&ul di LSB 4X senza bollitura.

Il lisato cellulare (2Qul per ogni corsia) € stato caricato su un gel & 12 acrilammide, che

e stato dapprima lasciato overnight a colorarelure EEoomassie colloidale (ammonio solfato,
coomassie G250, 0.5% acido acetico, 34% metanodzedentemente messo in agitazione a
50°C per 2 ore, infine messo a decolorare in uhzzgme acquosa con acido acetico al 5%.
Le bande corrispondenti al peso di 24 kDa sone stttgliate utilizzando un sottile bisturi e
soggette a digestione triptica in accordo con ilade proposto da Shevchenko et al. (1996). |
pezzi di gel, posti a 4°C, sono stati lasciati ibita nel tampone di digestione contenente 50
mM NHsHCO; e 12.5 ngll di tripsina (modified porcine trypsin, sequencorgde; Promega,
Madison, WI, USA). Dopo 30 minuti il sopranatantstato rimosso e sono stati aggiunti 20
ul di una soluzione 50 mM di NdHCO; lasciando i frammenti di gel ad incubare overnight
ad una temperatura costante di 37°C. Al termind’im@ibazione e stato recuperato Il
sopranatante contenente i peptidi triptici; I'ebtraportato a secco centrifugando sotto vuoto,
é stato conservato a -20°C fino al momento dellu8dma dell'utilizzo delle miscele
peptidiche per le analisi di spettrometria di masgeeste sono state disciolte in @0di una

soluzione contenente il 5% di acido formico.

2.12 SEQUENZIAMENTO DEI PEPTIDI MEDIANTE NANO RP-HP LC-ESI-MS/MS

La miscela peptidica e stata separata utilizzamdauwtosampler/nanoHPLC LC-Packings (a
Dionex Company, Italy). | campioni del volume duBsono stati caricati nell’autosampler e
concentrati su una colonna commerciale a trapmoiaca (Zorbax 300 SB-C18, jom, 300

um .D. x 5 mm; Agilent technologies, Palo Alto, CBSA) ad una velocita di flusso di 10



ul/min. La separazione é stata effettuata con ut@noa capillare (Zorbax 300 SB-C18, 3.5
um, 75um I.D. x 10 cm, Agilent technologies, Palo Alto, ClASA) a una velocita di flusso
di 200 nl/min. Per 'HPLC sono stati utilizzati dgelventi: il solvente A contenente lo 0.1%
di acido formico e il 2% di acetonitrile (ACN) esblvente B contenente il 98% di ACN. La
colonna é stata pre-equilibrata con il 100% delvesuie A; I'eluizione é stata effettuata
mediante un gradiente multisegmentato con un pstap dallo 0% al 5% del solvente B in 5
minuti, un secondo step dal 5% al 12% del solvénie 2 minuti, un terzo dal 12% al 50%
del solvente B in 30 minuti e un ultimo passagga 80% al 100% del solvente B in 8
minuti. | peptidi sono stati eluiti direttamente uma trappola ionica Bruker Esquire 3000+
(Bruker-Daltonics, Germany); il voltaggio del cdaie & stato mantenuto tra 1.5 e 2 kV, la
velocita del flusso del gas é stata impostata Bmi® ad una temperatura di 230°C. Lo scan
range utilizzato e stato tra 300 e 1800 m/z. L'tdmazione delle proteine e stata effettuata
mediante ricerca nel National Center of Biotechggltnformation non-redundant database

(NCBInr) usando il programma Mascohtt{://www.matrixscience.cojnche, basandosi

sull’algoritmo Mowse, tiene conto dell’abbondanedativa dei peptidi nel database e delle
dimensioni della proteina identificata. | segugraiametri sono stati adottati per la ricerca nel
database: completa carbamidometilazione delle icestee parziale ossidazione delle
metionine, peptide Mass Tolerance + 1.2 Da, fragnMass Tolerance + 0.9 Da, missed

cleavages 2. Per l'identificazione sono stati abeisiti validi i valori con P < 0.05.

2.13 “MIXED LEUCOCYTES REACTION” E PRODUZIONE DI TE RRENO
CONDIZIONATO

Il sangue intero e le cellule di rene cefalicoentite dopo teasing, sono state lavate due volte
in HBSS eparina, risospese in 8 ml della stessazgwole e caricate su un gradiente
discontinuo di Percoll a densita 1.07 e 1.04 coesxutto in precedenza. Le cellule ottenute
all'interfaccia dopo aver centrifugato a 2000 ger 30 minuti a 4°C sono state risospese in 4
ml di L-15 contenente il 5% di FCS e antibioticiauh concentrazione di 2 x°1€ellule/ml, e
incubate a 18°C. 1 x $@ellule di rene cefalico e 1 x 1@BL di un pesce donatore sono state
risospese in 1 ml di L-15 e aggiunte alle celluleparate in precedenza. Dopo 24, 48, 72, 96
e 120 h, 1 ml é stato prelevato dalla cultura &l centrifugato a 1800 giri per 10 minuti a



18°C e il sopranatante (terreno condizionato) & stilizzato come stimolo da aggiungere (2,
10, 20ul) alle cellule marcate con il Fura-2AM come presei@mente descritto.

2.14 STIMOLAZIONE DI LEUCOCITI DI SPIGOLA CON NODAV IRUS E

Photobacterium damselae

| leucociti di PBL, rene cefalico, milza, intestimobranchie ottenuti da spigole trattate con
nodavirus ePhotobacterium damselggrogetto IMAQUANIM) sono stati marcati col Fura-
2AM come descritto precedentemente, risospesi accancentrazione di 1@ell/ml in RPMI
senza rosso fenolo e FBS e piastrati® (&6ll/pozzetto) in duplicato (10Ql/pozzetto) in
piastre per fluorimetria da 96 pozzetti (Isoplat€ PerkinElmer). | leucociti ottenuti da
esemplari vaccinati con nodavirus sono stati statnalon 1ul per pozzetto (1 mg/ml) di
sospensione di nodavirus inattivati, mentre quetienuti da pesci vaccinati contro il
Photobacterium damselasono stati stimolati aggiungendo (il (1x10" batteri/ml) per
pozzetto di sospensione batterica.

La fluorescenza emessa dai leucociti e statapett® minuti dalla stimolazione con intervalli
di 1 minuto mediante un fluorimetro a doppia enassi di fluorescenza (Victor I, Wallac,
USA), che stimola le cellule simultaneamente camissione di due lunghezze d'onda
corrispondenti a 355 e 450 nm; i valori di fluoresza registrati dallo strumento sono stati

espressi in RFU (unita di fluorescenza relativa).

2.15 ANALISI DEI DATI

| valori della media delle RFU riportati rappreserd i numeri sperimentali ottenuti ai quali
sono stati sottratti ai rispettivi controlli. Ogasperimento € stato ripetuto non meno di tre
volte. L’analisi statistica dei dati e stata effeth mediante un tesStudent a due code, e i
valori sono stati considerati statisticamente sigativi a P< 0.05.

| dati sono stati espressi come metlideviazione standard.






RISULTATI

3.1 DOSE-RISPOSTA

Per la determinazione della giusta concentraziomdLdl} e per verificare se il rilascio di
Ccd"* fosse dose-dipendente, splenociti di spigola & tiidea sono stati stimolati conyi
della rispettiva citochina diluita in concentrazigrari a 200, 70, 20, 7, 2 ng/ml. | risultati
mostrati nella figura 17 indicano che il rilascio 8&* in seguito a stimolazione &
strettamente dose-dipendente. Le due specie daalwoi yparagonabili di RFU (unita di
fluorescenza relativa) a tutte le diluizioni; illeee piu elevato si ottiene stimolando con 200
ng/ml, mentre aggiungendo 2 ng/ml ai pozzetti noroteengono valori statisticamente

significativi.

3.2 DIREZIONE DEL FLUSSO DEL Ca*"

| leucociti di spigola e trota iridea, messi in on@zzo di cultura contenente 2 mM EDTA,
hanno dato valori di RFU paragonabili a quelli otte quando le cellule sono state poste in

un terreno privo dell’agente chelante come riportattabella:

MEDIUM - EDTA MEDIUM + EDTA

580 + 30 569 + 20

| dati indicano che il calcio si muove dai compasnti intracellulari di accumulo al
citoplasma, la presenza o meno dello ione nel meizzcltura non influisce nel segnale

osservato.



3.3 STIMOLAZIONE DEI LEUCOCITI DI SPIGOLA CONriL-1 B

La cinetica del rilascio del calcio nei leucocitigpigola, marcati con il fluorocromo Fura-
2AM e stimolati con 200 ng/ml di rILf], & stata analizzata per 5 minuti dopo 'aggiurgtod
stimolo ad intervalli di 1 minuto mediante un fluoetro a doppia emissione di fluorescenza.
I leucociti hanno risposto con cinetiche e ampiedelsegnale (espressa in RFU) differenti;
nei PBL (fig. 18a) subito dopo la stimolazione si ihrilascio del C& nel citoplasma, il
riassorbimento dello ione avviene, al contrario ttméentamente: ha inizio dopo 1 minuto
dall’aggiunta dello stimolo e termina 5 minuti dope stimolazione. | leucociti di rene
cefalico (fig. 18b) hanno un rilascio di calcio nwolento, il massimo delle RFU si osserva
dopo 3 minuti dall'aggiunta della citochina e thlello viene mantenuto costante per circa 1
minuto; il riassorbimento avviene velocemente,iamdopo 4 minuti dalla stimolazione e dura
1 minuto. Nella milza (fig. 19a) si osserva unaetice ancora differente: subito dopo la
stimolazione il calcio viene rilasciato nel citoph@a e raggiunge un plateau che viene
mantenuto fino a 2 minuti dopo l'aggiunta dellll3:1'immagazzinamento dello ione nei
compartimenti intracellulari avviene molto lentarteer termina dopo 5 minuti. Una cinetica
analoga si osserva nei leucociti delle branchig. (f9b), 'ampiezza del segnale in questo
organo, pero, e circa sei volte minore rispettauallg osservata negli splenociti. | leucociti
intraepiteliali (IEL) dell'intestino (fig. 20a) haw mostrato un andamento di rilascio del
calcio simile a quello osservato nei PBL ma comampiezza circa tredici volte maggiore. Il
timo, infine, (fig. 20b) presenta un rilascio della@o piuttosto simile al rene cefalico, ma i
valori osservati e 'ampiezza del segnale sonoanuill elevati (circa quattro volte) in questo

organo.

3.4 STIMOLAZIONE DI SPLENOCITI DI TROTA IRIDEA CON  rIL-1 B

Un esperimento del tutto identico a quelli descniétl paragrafo precedente é stato effettuato
con gli splenociti di trota iridea (fig 21). L'aggita della citochina provoca un rilascio
istantaneo del Gaintracellulare; questo resta su valori di RFU poehié costanti per circa 3

minuti, poi si ha un repentino riassorbimento caemina 4 minuti dopo I'aggiunta dello



stimolo. Dopo 5 minuti dalla stimolazione si ossemn nuovo rilascio del calcio nel

citoplasma.

3.5 CONTROLLO DELL’EFFETTO DELL'IL-1 B

Gli splenociti di spigola e trota iridea sono s&ttmolati sia con la rispettiva interleuchina-
lbeta che con il peptide denaturato, con lo scopeedficare se il rilascio del calcio
osservato con gli esperimenti precedenti fosse tdosmitanto all'aggiunta della citochina nei
pozzetti delle piastre. | risultati mostrati nefig. 22 indicano che I'IL-$ induce rilascio di

C&* ma il peptide denaturato non induce alcun flusstodone.

3.6 SPECIE-SPECIFICITA

Splenaociti di spigola e trota iridea e PBMC umamm stati stimolati sia con la propria 1[3-1
che con quella delle altre specie. Nella spigaig @3a) si € osservato che l'interleuchina-
lbeta di trota e umana inducono un lieve rilasgi@adcio, ma i valori ottenuti non sono
statisticamente significativi per cui si puo affema che, in questa specie, I'attivazione della
via di rilascio del C& da parte della citochina & specie-specifica. Ameka trota iridea (fig.
23b) si osserva la stessa situazione: il rilascicattio avviene solamente se le cellule sono
stimolate con linterleuchina della propria specAd. contrario, i PBMC (fig. 24) non
rispondono alla stimolazione con l'interleuchinapmmeno quella della propria specie.



3.7 TRATTAMENTO CON TRIPSINA

Gli splenociti di spigola e trota iridea sono sat-trattati con tripsina-EDTA per verificare
la se la risposta osservata con la stimolazionsefavuta al legame ligando-recettore. |
grafici rappresentati nelle figure 25 e 26 indicaste, se le cellule vengono sottoposte a
trattamento triptico, la loro risposta alla citathisara tanto minore quanto minore sara la
diluizione della tripsina. In particolare, se iepirattamento e effettuato con una soluzione 1:2
di tripsina i leucociti non rilasciano calcio dofm stimolazione; invece, se questi vengono
trattati con soluzioni di tripsina diluita 1:130@@r la spigola o 1:1400 per la trota iridea, il
danno causato al recettore di membrana per lahtitacsara minore e il flusso di calcio
risultera inalterato. Glie sperimenti effettuatnha portato alla conclusione che il rilascio di
calcio dai compartimenti intracellulari € dovutdaaformazione del complesso ligando-

recettore.

3.8 STIMOLAZIONE CON riL-1 p DI SOTTOPOPOLAZIONI LEUCOCITARIE
PURIFICATE CON L’ANTICORPO DLT15

La figura 27 mostra i valori di RFU ottenuti in s&g a stimolazione con rILfl delle

sottopopolazioni T e non-T purificate mediante fieorpo monoclonale DLT15. | dati
indicano che le cellule non-T dopo stimolazionastiano lentamente il €ail picco della

concentrazione citoplasmatica dello ione si ottied@po 3 minuti dall’aggiunta della
citochina; il riassorbimento, invece, avviene velmente e termina 5 minuti dopo la
stimolazione. Le cellule T rispondono in manierdfedente: la formazione del legame
citochina-recettore induce la liberazione di tuttcalcio nel citoplasma; questo, poi, viene

parzialmente riassorbito e si ha un nuovo rilagcipo 3 minuti dalla stimolazione.



3.9 STIMOLAZIONE CON riL-1 § DI SOTTOPOPOLAZIONI LEUCOCITARIE
PURIFICATE CON L’ANTICORPO DLIg3

Nella figura 28 sono riportati i dati ottenuti ireguito a stimolazione con riLBldelle
sottopopolazioni leucocitarie B e non-B purificatediante I'anticorpo monoclonale DLIg3.
Nelle cellule non-B, analogamente a quanto osserpatr le cellule T, il legame della
citochina con il suo recettore provoca un rilagstantaneo di calcio, che viene parzialmente
riassorbito per generare un nuovo picco dopo 2 tnohalla stimolazione. Nelle cellule B,
come visto per le cellule non-T, il rilascio di cal dura fino a 3 minuti dopo I'aggiunta della
citochina, dopodiché si ha un rapido e parzialesngbimento che precede un nuovo picco a 5

minuti dopo la stimolazione.

3.10 CROSS-LINKING

La figura 29a mostra 'SDS-PAGE per I'analisi debss linking in cui € possibile osservare
la corsie dei pesi molecolari, delllLB1 del lisato cellulare in cui e stato effettuato il
crosslinking, e la corsia degli splenociti di catis. La figura 29b mostra le bande che si
ottengono in Western blotting utilizzando I'antiporanti 6-His tag: nella seconda corsia e
possibile notare la presenza di una banda di @dc&Da, che corrisponde alla somma del

peso molecolare della citochina e del suo recettoneembrana.



3.11 WESTERN BLOTTING DELLA STIMOLAZIONE CON rlL-1 p DEGLI
SPLENOCITI DI Dicentrarchuslabrax

La figura 30a mostra I'SDS-PAGE ottenuto caricandgo lisato di splenociti di spigola;
ciascuna lane corrisponde ad un diverso tempo eeyamento dopo la stimolazione del
campione (0, 1, 5, 10, 20 minuti); 'SDS-PAGE iralia presenza di cinque bande principali
corrispondenti a 130, 40, 33, 24 e 11 kDa.

La figura 30b e un western blotting effettuato raeti I'anticorpo monoclonale
antifosfotirosina clone 4G10; in essa si puo vedem@omparsa di una banda di circa 24 kDa
nella corsia dei campioni prelevati dopo 5 minudilal stimolazione. Il risultato ottenuto,
confrontato con gli esperimenti di stimolazionerrpette di affermare che la fosforilazione
sui residui di tirosina del substrato di 24 kDa iewe quando il C&4 viene di nuovo

iImmagazzinato nei compartimenti citoplasmatici.

L'immagine 30c e quella di un western blotting #ffato con I'anticorpo policlonale
antifosfotreonina; anche in questo caso si puoreeldebanda a 24 kDa che compare dopo 5

minuti dalla stimolazione in corrispondenza dessarbimento del calcio.

Le analisi fatte con I'anticorpo antifosfoserinanftanno mostrato alcuna banda reattiva.

3.12 WESTERN BLOTTING DELLA STIMOLAZIONE CON rlL-1 p DEGLI
SPLENOCITI DI Oncorhynchus mykiss

L’'SDS-PAGE (fig 31a) effettuato con splenociti thth iridea lisati ha messo in evidenza una
parte compresa tra 130 e 33 kDa molto piu ricchatide rispetto alla spigola. L'analisi in
Western blotting ha rilevato la fosforilazione sesidui di serina (fig. 31b) di due substrati di
40 e 24 kDa; tale fosforilazione inizia 1 minutopdda stimolazione quindi i gruppi fosfato

vengono aggiunti alla serina in concomitanza dakdio di calcio nel citoplasma. Il blotting



effettuato con I'anticorpo antifosfotirosina (fid® ha rivelato la fosforilazione, come per la
spigola, del substrato di 24 kDa dopo 5 minutialatimolazione.

Il blotting effettuato con I'anticorpo antifosfotreina non ha evidenziato bande reattive.

3.13 WESTERN BLOTTING DI SPLENOCITI PRE-TRATTATI CO N GENISTEINA

La figura 32 mostra I'SDS-PAGE fatto con splenotigati e pretrattati con genisteina, un
inibitore delle proteine chinasi; nel gel non stam piu le bande a 24 e 11 kDa. | Western
blotting fatti con gli anticorpi antifosfotirosinantifosfotreonina e antifosfoserina non hanno

evidenziato la presenza di bande a 24 e/o 40 kDa.

3.14 IMMUNOPRECIPITAZIONE E ANALISI PROTEOMICA

Nella figura 33 €& possibile osservare le autoradifogy dei pellet (33a) e dei sopranatanti
(33b) degli splenociti di spigola, sia stimolatinctL-18 che di controllo, marcati cofrS-
Metionina e precipitati con I'anticorpo antifosfatsina clone 4G10. Nella figura a si puo
vedere che nei campioni stimolati c’e una minomespnza di bande ad alto peso molecolare
rispetto al controllo e quelle a medio e basso pastecolare sono meno intense; questo
dovrebbe indicare che la stimolazione con I'lb.{ia soppresso e/o ridotto la sintesi di alcune
proteine. Nella figura b, invece, é rappresentaisdradiografia del blotting in cui sono stati
caricati diversi volumi dei sopranatanti; si pua@ere che la proteina di 24 kDa fosforilata sui
residui di tirosina & costitutiva, ossia espredaangl| controllo che negli stimolati, ma in
questi ultimi campioni I'espressione & notevolmeatenentata. Un’analisi col programma

MASCOT (fig 34) ha mostrato che, in seguito allamslazione, si ha l'aumento



dellespressione di un peptide molto simile allanitilato chinasi e con sequenze

aminoacidiche altamente conservate (Fast-all aisalffey. 35).

3.15 STIMOLAZIONE CON TERRENO CONDIZIONATO DA PBL

La figura 36 mostra i grafici ottenuti stimolandib gplenociti di spigola con 2, 10, 20 di
terreno condizionato prelevato dopo 24 h dall'inidella reazione MLR. | grafici mostrano
come la cinetica di rilascio e riassorbimento ddtio e 'ampiezza del segnale cambino al
variare della concentrazione dello stimolo. Tuttéreele stimolazioni inducono un rapido
rilascio dello ione e un lento riassorbimento, mantre stimolando con 2l di terreno
condizionato si ha il raggiungimento di un platede viene mantenuto fino a 2 minuti dopo
la stimolazione, l'aggiunta di 10 e 20 induce il riassorbimento di calcio subito dopo 1
minuto dalla stimolazione. | valori piu elevati RFU si ottengono stimolando con gDdi

terreno condizionato.

Nella figura 37 sono rappresentati i grafici otteeratimolando gli splenociti con il terreno
condizionato prelevato dopo 48 h dalla reazione Mt che si evince € che le cinetiche

osservate in precedenza vengono rispettate mari @RFU sono all’incirca il doppio.

La figura 38, invece, mostra cio che si ottienenstando gli splenociti di spigola con il
terreno condizionato prelevato dopo 72 h dalla ioeez MLR alle stesse concentrazioni
utilizzate in precedenza: anche in questo casagirnwtare che le cinetiche del flusso di
calcio restano pil 0 meno invariate e i valori dtURsono paragonabili a quelli ottenuti

stimolando col terreno condizionato prelevato dégd.



3.16 STIMOLAZIONE CON TERRENO CONDIZIONATO OTTENUTO DA RENE
CEFALICO

Nella figura 39 sono riportati tre grafici relatiglla stimolazione degli splenociti di spigola
con 2, 10 e 2@l di terreno condizionato ottenuto in seguito ezieae MLR dei leucociti di
rene cefalico e prelevato dopo 24 h dalla reazgtessa. Si osserva che in tutti e tre i casi la
stimolazione induce un lento rilascio di calcio, stanolando con 2 e 1l si ha, dopo 2
minuti dall’aggiunta del terreno, il raggiungimerdoun valore soglia che viene mantenuto
per circa 1 minuto. Il riassorbimento del”Gadnvece, avviene in maniera abbastanza rapida e
si conclude nel giro di 1 minuti (dopo 4 minuti ldastimolazione), ma stimolando con 10 e

20 ul si puo osservare un secondario rilascio di cabaminuti dopo la stimolazione.

Nella figura 40 vengono riportati gli stessi grafima ottenuti stimolando con terreno
condizionato prelevato dopo 48 h; cio che appatstsievidente e il cambiamento delle
cinetiche: la stimolazione con2 causa un rapido rilascio di calcio e un lentes@bimento
che termina 3 minuti dopo la stimolazione; un afircco si innalza dopo 4 minuti e forse si
tratta di una risposta secondaria alla stimolazibaestimolazione con 10 produce un lento
rilascio di calcio che termina 2 minuti dopo I'aggia dello stimolo e un lento riassorbimento
che finisce dopo 5 minuti. La stimolazione con Z0non sembra aver dato risultati
significativi.

La figura 41 mostra cosa accade stimolando coertercondizionato prelevato dopo 72 h,
anche in questo caso le cinetiche osservate sdfepediti le une dalle altre. Le stimolazioni
con 2 e 2Qul non sembrano aver dato risultati significativiset|a, invece, con 1Ql induce
un lento rilascio di calcio che termina 3 minutpdd’aggiunta del terreno condizionato ed un

lento riassorbimento che si protrae fino a 5 midatla stimolazione.

Se si stimola con il terreno condizionato prelevadpo 96h (fig. 42), si puo osservare un
rilascio di calcio che termina 2 minuti dopo larstiazione sia nella stimolazione con 2 che
con 20ul; nel primo caso, pero, dopo 3minuti insorge uovauflusso di calcio, mentre nella
stimolazione con 2Qul si ha un lento riassorbimento. 10 di terreno condizionato non

producono effetti rilevanti.

La stimolazione con 1Qul non da risultati significativi nemmeno utilizzandterreno

condizionato prelevato dopo 120 h (fig. 43); lanstiazione con 2ul, come nel caso



precedente, produce due risposte: una piu immeeiataloce che termina dopo 2 minuti
dall'aggiunta dello stimolo, e una piu lenta. Andlaggiunta al pozzetto di 20l di terreno
condizionato induce due risposte, ma, al contrdeita stimolazione con @, si ha una prima

risposta molto lenta e una seconda veloce.

3.17 STIMOLAZIONE CON NODAVIRUS

| grafici della figura 44 mostrano come rispondoalta stimolazione con nodavirus i
leucociti, ottenuti da vari organi di spigole edpos nodavirus e spigole di controllo. Di tutti
gli organi esaminati, soltanto rene cefalico, midzantestino hanno mostrato un’alterazione
nelle cinetiche rispetto agli esemplari di conwplrene cefalico ed intestino hanno una
cinetica molto simile, ma nel rene cefalico I'angza della risposta, misurata in RFU, e due
volte piu grande. Nella milza rilascio e assorbitoedel calcio avvengono in maniera piu

lenta rispetto agli altri organi.

Dopo 30 giorni dalla seconda esposizione al vidBsdiorni dall'inizio) (fig. 45), soltanto gli
splenociti danno una risposta significativa allanstazione con nodavirus; la cinetica é
cambiata rispetto all’analisi fatta nel campionatogerecedente, qui, infatti, si pud osservare
un rilascio immediato di calcio e un lungo riassodnto che dura per tutti i 5 minuti

analizzati.

60 giorni dopo il richiamo (103 giorni dalla vacarione) (fig 46 e 47) si ottengono risposte
alla stimolazione da milza, PBL, rene cefalico ®stino; nel caso della milza, a questa data
di campionamento sembra che la stimolazione induceninore rilascio di calcio rispetto al

controllo.



3.18 STIMOLAZIONE CON Photobacterium damselae

| leucociti di esemplari di controllo ed esposti katterio Photobacterium damselassp.

piscicida sono stati stimolati con lo stesso batterio di imimzazione, ucciso dal calore;
soltanto i leucociti ottenuti dall'intestino (figi8) hanno dato una risposta significativa in
paragone ai dati ottenuti dagli esemplari di cdidrdn questo caso, la cinetica tra i vaccinati

e i non vaccinati € molto simile ma I'ampiezza delsposta nei vaccinati € molto minore.

La figura 49 mostra i dati ottenuti dopo 30 giodailla seconda esposizione al batterio (60
giorni dall'inizio): a questa data si sono ottenusiultati solamente dai leucociti purificati
dalle branchie; cio che si puo osservare e chefrmeei pesci di controllo la stimolazione
con il Photobacterium damselaaon induce alcun rilascio di calcio, nei pescittaia
'aggiunta dello stimolo comporta un rilascio dil@a che dura fino a 3 minuti dopo la

stimolazione.
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Figura (17):Dose-risposta effettuato su splenocitli spigola e trota iridea per la determinazione

della concentrazione di riL-1f da utilizzare come stimolo

Il grafico mostra i valori di RFU (unita di fluoresnza relativa) + deviazione standard relativi alla
stimolazione dei leucociti di milza di spigola @)trota iridea (b) con differenti concentrazionilae
rispettiva IL-13 ricombinante.
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Figura 18: Stimolazione con rIL-1f di leucociti da sangue periferico (PBL) (a) e reneefalico (b) di

spigola

| grafici mostrano la cinetica di rilascio di €ai dati vengono mostrati come media delle RFU +

deviazione standard.
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Figura 19: Stimolazione di splenociti (a) e leucotidi branchie (b) di spigola con riL-1p

| valori di RFU dei grafici rappresentano i valanedi ottenuti analizzando 30 esemplari = la deviagi

standard.
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Figura 20: Stimolazione dei leucociti dell'intestimo (a) e di timo (b) di spigola

Il grafico mostra le medie delle RFU + le deviaZistandard, relative alla cinetica di rilascio dalcio

in seguito a stimolazione.
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Figura 21: Stimolazione di splenociti di trota iridea

L'immagine mostra la cinetica di rilascio di calcizegli splenociti di trota iridea in seguito a
stimolazione con la rispettiva ILB1i dati indicano la media + deviazione standardwddori ottenuti

esaminando 30 esemplari.
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Figura 22: Controllo dell’effetto stimolatorio dell’IL-1 g effettuato su splenociti di
spigola CHrota iridea M

La figura mostra i valori di RFU ottenuti stimolandli splenociti di spigola e trota iridea con

I'lL-1 B e IL-1B denaturata dopo esposizione per 1 minuto a 100°C.
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Figura 23: Specie —specificita effettuata su spleniti di spigola (a) e trota iridea (b)

| dati mostrano i valori di RFU che si ottengononstiando gli splenociti di spigola e trota
iridea con la rispettiva IL{1, con quella dell’altra specie e con la citochimaana. | dati sono

rappresentati come media delle RFU + deviazionedstial.
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Figura 24: Specie-specificita in PBMC umani

Il grafico mostra I'ampiezza del rilascio di Cal@ttenuta stimolando i PBMC umani con la

propria citochina e con le ILB1di spigola e trota iridea.



600

Trattamento con tripsina, Dicentrarchus labrax

500 -

400 A

200 -

100 A

L 03 0,78 1,25 1,73 2,2 2,69 3,16 3,64 4,12 4,59
Log rec. trypsin dilution

Figura 25: Trattamento con tripsina di splenociti d spigola

Il grafico mostra la media + deviazione standaried@FU ottenute stimolando con I3l

splenociti di spigola non trattati e pre-trattainaifferenti diluizioni di tripsina.
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Figura 26: Trattamento con tripsina di splenociti d trota iridea

Le barre del grafico rappresentano la rispostastifaolazione con IL degli splenociti di
trota iridea non- e pre-trattati con differentiuiizioni di tripsina. | dati sono indicati come

RFU * deviazione standard.
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Figura 27: Stimolazione di cellule T e non T di sgiola purificate mediante sorting

magnetico con l'anticorpo DLT15

| grafici mostrano le cinetiche di rilascio e assorento del calcio dopo stimolazione con rlL-

1P effettuata su cellule T e non T ottenute con sgrihagnetico.
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Figura 28: Stimolazione di cellule B e non B di spbla purificate mediante sorting

magnetico con I'anticorpo DLIg3

| due grafici evidenziano le differenti cinetichel €&* nelle cellule B e non B purificate da

splenaciti di spigola mediante sorting magnetico.
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Figura 29: Cross-linking effettuato su splenociti dspigola

La figura a mostra un SDS-PAGE in cui sono staticesi I'lL-1 (IL), gli splenociti con cui
si e effettuato il cross-linking (+) e splenocifi @bntrollo (-). La figura b mostra le bande
ottenute in western blotting utilizzando un antpmranti-His: nella corsia + e possibile

osservare un banda di circa 84 kDa.
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Figura 30: SDS-PAGE e Western blotting con splenatidi spigola

La figura a mostra 'SDS-PAGE effettuato con lisdicsplenociti di spigola, ad ogni corsia
corrisponde un prelievo di splenociti fatto dopdlpp, 10, e 20 minuti dopo la stimolazione
con IL-1p.

L'immagine b & un western blotting fatto con 'aatipo antifosfotirosina clone 4G10.

L’'immagine c € un western blotting fatto con unie@arpo antifosfotreonina.
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Figura 31: SDS-PAGE e Western blotting di splenoditdi trota iridea

La figura a mostra 'SDS-PAGE effettuato con lisaiosplenociti di trota iridea, ad ogni
corsia corrisponde un prelievo di splenociti fattopo 0, 1, 5, 10, e 20 minuti dopo la
stimolazione con IL-f.

La figura b & un western blotting fatto con I'aotigo antifosfoserina.

L’'immagine c e un western blotting fatto con uniearpo antifosfotirosina.
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Figura 32: SDS-PAGE effettuato con splenociti di Sgola pre-trattati con genisteina
La figura mostra un SDS-PAGE di splenociti trattatin genisteina, un inibitore delle

proteine chinasi, il gel e stato blottato su niglbdosa e esaminato con i tre anticorpi ma
nessuna banda é stata evidenziata (dati non nipstrat
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Figura 33: Immunoprecipitazione con anticorpo antibsfotirosina

La figura a mostra I'autoradiografia del blottinflettuato con anticorpo antifosfotirosina sui
pellet dei lisati di splenociti di sogliola marcatdioattivamente trattati con IL31le di
controllo; la figura b mostra lo stesso blottingeetiato con i sopranatanti dei campioni usati

per la figura a.



BAND 1 results

patural killer enhancing factor (Scophthalmus maximus] (NCBI accession
number: gi]93211500)

unnamed protein product (Thymidine monophosphate kinase) [Tetraodon
nigroviridis] (NCBI accession number:gi|47218682)

-~

408 ribosomal protein 89 [Ictalurus punctatus] (NCBI accession numper:
g1115294029)

nigroviridis] (NCBI accession number: gi|47190%44)
ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (rho family, small GTP

binding proteir Rac2) [Danio rerio] (NCBI accession number: gi
50344776)

408 ribosomal protein 89 [Ictalurus punctatus] (NCBI accession numy
41115294029)

bypothetical protein LOC436741 (peroxiredoxin family) {Danio reric,
(NCBI accession number:gi|50539996)

40S ribosomal protein S5 [Ictalurus punctatus] (NCBI accession nu:

'\_\ RAB family member rab-7 [Danic rerio) (NCBI accession number:gi| 91]15294021)
41055538) 15294021

Ribosomal protein I18 [Salmo salar] (NCBI accession number: gil
13624842)

VA

hemoglobin beta-A chain (Siniperca chuatsi] (NCBI accession number:
gi167772043)

o

BAND 2 results

unnamed protein product (Thymidine monophosphate kinase) [Tetracdon
nigroviridis] (NCBI accession number:gi|47218682)

403 ribosomal protein 89 [Ictalurus punctatus] (NCBI accessior number:
94}15294029}

ribosomal protein 114 [Lapemis hardwickii] (NCBI accession number:gi
18000283)

405 ribosopal protein 85 [Dermacentor variabilis] (NCBI accession
number:gi|29825585)

@re-binding protein o-xabl - electric ray (Discopyge ommata) (NCBI
accession number:gi}103720)

hypothetical protein 10C436741 (peroxiredoxin family) {Danio rerio)
{NCBT accession number:gi|30539396)

( NADH-flavin reductase) [Tetraodon
nigroviridis} (NCBI accession number:gi|47221026)

‘N*,.wﬁ'\r'?‘—-

608 ribosomal protein L13A {Flatichthys flesus] (NCBI accession
nunber:gi|60417180)

BAND 3 results

unnamed protein product (Thymidine monophosphate kinase) [Tetraodon
nigroviridis} (NCBI accession number:gi|47218682)

L Riboscmal protein L18 [Salmo salar] (NCBI accession number: gij
13624842)

Bunnamd protein product (high-mobility group box 2) (Tetraodon

Figura 34: risultati ottenuti col programma MASCOT (www.matrixscience.conm

Band 1 indica la banda di 24 kDa di splenocitiahtcollo
Band 2 e 3 sono le bande di 24 kDa di splenoaiticdati con IL-18

In tutte e tre le bande analizzate i peptidi trovsno elencati in ordine decrescente di
concentrazione.



¥ MYiew - Mo

‘ Elle  Modifica

Wisualzza  Cronologla

Seanalibri

SHiin _ﬁﬂ

o

‘%V ?-i’ &e') :I__L" &ﬁ @http:”www‘Ehi.aE‘uk,l'Egi-hinfmviEw;’mviEw @ =g Evlﬁﬂngié Q‘
| |
e
10 2 E ] = : E 3 . 80

query 1:194 HADEITKDAKT IFVVEGFGSGRGTY EKTVAKY GYTHLSS6DLL RAE VRS GSERGKOL O ATHOKGELVPLD TVL.DMIKE R

1 UNIPROT; Q4RGHS TETHNG 1:194  1:194 MADKIKDART IFVVGGFGECRGT0 ERTVARYGY THLSSGDLLRAE VRS GEERGKOL QA THMOKGEL VITD TVLDMIKEN

2 UNIPROT; QS8EHZ ERARE 1:194  1:194 MADKTKHAKTVEYVVGGT GSGHGTO EKTVAKYGYTHLSSGDLLRAEVAS GSERGKOL QA THMQKGEL VITD TVLDMTKED A

3 UNIPROT:EAD CYPCA 1:194 1:193 ~ADEIKDAKIVEVVGEGPGSCRETO EKTVEKYGYTHLSS GDLLRAEVRS CSERGKOL O THOKGELVPLD TVLDHTKD AR

4 UNIPROT:QEGOFS XENLA 1:194 1:194 MADKLEHSET TFVVGGPEECRETO EKTVHOYGYTHLSTEDLL RAEVSSGSERGKHL SATHMEKGEL VLD TVLDMLEE TR

5 UNIPROT:QEDFNO XENTE 1:194 1:194 MADKLEHSKI IFVVEEPGSGKETQ EKIVHOYGY THLSTEDLLRAEVSSGSERGKHL SAMERGELVPLD TVLDMLKENR

& UNIPROT:Q3KQO7 XENLA 1:194 347:570 HADKLEHSKI IFVVEGFGSGKETY EKIVHOYGY THLSTEDLLREEVSSCSERGKOL SATHMERGELVPLD TVLDMLKENR

7 UNIPROT:Q66J3535 XENLA 1:194 1:21z2 HEDELEHSKI ITFVVEGFGSGKGTY EKTVHOYGY THLSTEDLLRFEVSSGSERGKOL SATHMERGELVPLD TVL.DMLKE R

& UNIPROT:KAD1 CHICK 1:194  l:194 STEKLKHHKI TFYVGEGFGSGKGTO EKTVHEYGYTHLSTGDLLRAEVSSGEERGEEL 0N HMERGELVPLD TVLDMLRD AR

9 UNIPROT:EAD1 PIG 1:194 1l:194 MEEKLKESET TFVVGGFGSGHGT0 EKTVOIRYGYTHLSTEDLLRAEVSSGS ARGHML SEIMEKGQL VITETVLDMLED A

10 UNIPROT:EADL MOUSE 1:194 1:194 MEERLKFART IFVVGGPGESCRGTO EKTVORYGYTHLSTEDLLRAEVSSGCSERGREL SATHMEKGEL VIL.D TVLDMLED AR

11 UNIPROT:QS542C5 MOUSE 1:194  1:194 MEEKLKFAET TFVVGGEPEECRETO EKTVOIRYGYTHLSTEDLLRAEVSSCSERGREL SATHMEKGEL VIT.D TVLDMLED AR

12 UNIPROT:QSEO¥4 MOUSE 1:194 l:z210 TCEKLEEARL TFVVGEGFGSERGTO ERKTVIKYGY THLS TEDLL RAEVSSGEERGREL S T HERKGEL VPL D TVLDMLRDAR

13 UNIPROT:KAD1l BAETT 1:194 1:194 HEEKLKFIKI IFVVEGPFGSGRGTY EKIVHEYGY THLSTEDLLRAEVSSGE ARGKEL SEIMERGOLVPLE TVLDMLRD AR

14 UNIPROT:EAD1 BOVIN 1:194 1:194 HEERLKKTKI IFVVGEGFGSGKGTY EKTVIRYGYTHLSTEDLL RAEVSSGE ARGEML SETMERGQLVPLETVLDMLED AR

L5 UNIPROT:KAD1 RAT 1:194  l:194 MEDELKFART TFVVGGFGECRGT0 ERKTVORYGY THLSTEDLLRAEVSSGS SREKML 55 IMEKGEL VITETVLDMLED AR

1o UNIPROT: Q5FGKS HUMAW 1:194  1:194 MEEKLKKTET TFVVGGFGSGRGTO EKTVOIRYGYTHLSTEDLLRSEVSS G5 ARGKEL SEIMEKGQLVITETVLDMLRD A

17 UNIPROT:EAD1 HUMAN 1:194 1:194 MEEKLKKTET TFVVGGPGESCRGTO EKTVOIRYGYTHLSTEDLLRSEVSSGS ARGKEL SEIMEKGQLVILETVLDMLED AR

18 UNIPROT:QS3EYS HUMAN 1:194  1:194 MEEKLEKTET TFVVGGPEECRETO EKTVOIRYGYTHLSTEDLLRSEVSSGE ARGKEL SETMEKGOLVITETVLDMLEVAM

19 UNIPROT:QS5TSET HOMANW 1:194 l:z210 AREKLEKTELTFYVGGFGSERGTO EKTVIKYGY THLS TEDLL RSEVESGEARGKEL SE THEKGILVIPLE TVLDMLRD AR

Z0 UNIPROT:AZTIMS STRPT 1:194 390:659 IERKLEDTELTFVVGEGFGSCKGTO ANTVSEYGE THLSSGDLLRAEVAS GEDRGKEL TE IMEKGOLVILDVVL ALLKEER

21 UNTIPROT:Q510F0 CAEER 1:194 1:210 APLERAMHVP TFFIVGGFGSGRGTO DETVIKYGL THLSS6DLLRDEVES GSPRGAQNL TATHE SGRALVILEVVLDLVEEm.

ZZ UNIPROT:KADL CAEEL 1:194 L:E10 APLEARGYPIFFIVGGFGSGRGTO DEIVAKYGL THLSSGDLLRDEVES GSPRGAQL TATHMESGALVPLEVVLDLVKER

23 UNIPROT: Q5FHGS HUMAN 1:194  1:198 MED-LRECETIFITGGPGSGRGTQ ERLVERYGE THLSTGELLREEL ASESERSKLIRD IMERGDL VP SGTVLELLKEN

24 UNIPROT:EADS HUMAN 1:194  1:198 MED-LRKCETIFITGGPGSCRGTO ERLVERYGE THLSTGELLRFEL ASESERSKLIRD IMERGDL VP SCIVLELLKENM

25 UNIPROT: QS6¥S0 HUMAN 1:194 314:536 MED-LRECETIFITGGPGECRGTO EKLVERYGE THLSTGELLRFEL RSESERSKLIRD IMERGDL VP SCTVLELLKENM

26 UNIPROT:QSH4cd HOMAN 1:194 340:562 HED-LRECKIIFIIGGPGSGRGTQ EKLVERKYGE THLSTGELLREEL ASESERSKL IRD IMERGDL VP SGIVLELLKENR

27 UNIPROT:(Q7Z4T5 HUMANW 1:194 340:563 HED-LRECKT IFTIGGPGSGKGTY EKLVEEYGE THLSTGELLRFEEL ASESERSKLTRD TMERGDL VP SGIVLELLKERH

25 UNIPROT: QSMWS0 CLOST 1:194 1:198 HAdKLKHIEATF TLGGPGSGKGTY ERLVEKCEYHHL S56DLLRAECESGS PRGIELENRMMARGELVPLDVVLSLLKENH

29 UNIPROT; Q5UG22 HUMAN 1:194 314:537 MED-LRECKTIFITGGTGSGHGTO EKLVERYGE THLSTGELLREEL ASESERSKLIRD IMERGDL VP SGTVLELLKER

30 UNIPROT:EADS MOUSE 1:194 1:193 MED-LRECKT IFLMGGFGSGHGTQ EKLAEKYGE THLSTGELLROEL TSESERSKLIRD IMERGDL VP SGVVLELLKER
31 UNIPROT:QS6EY2 SCHJIA 1:194 1:197 HMTAKLAKARVIEVLGGPGSCHGTQ ERLVHEFHEHHL S5 GDLL RAEVQS S QECREL FMMERCELVILEVVL SLLKENR =
A2 TMTPROT:N190TT2 PTR 1:194 1R2=383 FMEET BECE T TEMIGEFESERGTN FELGEEY T THT STHEL T REFL SSESFREKL TRVUVMERGEL UPECTTLET T KEAN e

< »

|| Completato l_lj |

Figura 35: Omologie fra sequenze aminoacidiche ottete mediante il programma
FASTA (FAST-AIl) ( www.ebi.ac.uk/fasta/)

La figura mostra le omologie tra la sequenza anuitiea della timidina monofosfato

chinasi, con i peptidi di altre specie.
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Figura 36: Stimolazione con terreno condizionato d&BL prelevato dopo 24h

| tre grafici mostrano le cinetiche ottenute, stiamalo gli splenociti di spigola con il terreno
condizionato ottenuto in seguito a “MLR” dei PBLpeelevato dopo 24h dall'inizio della
reazione. | dati vengono mostrati come media d@He + deviazione standard.
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Figura 37: Stimolazione con terreno condizionato d&BL prelevato dopo 48h

| tre grafici mostrano i risultati in RFU + deviane standard, ottenuti stimolando con il
terreno condizionato ottenuto dai PBL e prelevatpad48h dall’inizio della reazione “MLR”,

gli splenociti di spigola.
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Figura 38: Stimolazione con terreno condizionato d&BL prelevato dopo 72h

| grafici mostrano le cinetiche di rilascio del @al osservate negli splenociti di spigola in

seguito a stimolazione con il terreno condizior@tenuto dai PBL dopo 72h dalla “MLR.
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Figura 39: Stimolazione con terreno condizionato diene cefalico prelevato dopo 24h

| grafici mostrano le cinetiche della risposta ithstio del C&" che si verifica in seguito a
stimolazione con terreno condizionato prelevatood@ph dall’inizio della reazione “MLR”

dei leucociti di rene cefalico
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Figura 40: Stimolazione con terreno condizionato diene cefalico prelevato dopo 48h

| grafici mostrano la risposta degli splenociti gpigola, espressa in RFU + deviazione
standard, alla stimolazione con terreno condizmmatlevato dopo 48h dall’inizio di una

reazione “MLR” effettuata con leucociti di rene @iifo.
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Figura 41: Stimolazione con terreno condizionato diene cefalico prelevato dopo 72h

Le cinetiche rappresentate nei tre grafici ed eggrecome RFU + deviazione standard,
mostrano la modalita di rilascio di calcio in ségua stimolazione con terreno condizionato

prelevato dopo 72h dall’avvenuta reazione “MLR” igicociti di rene cefalico
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Figura 42 Stimolazione con terreno condizionato diene cefalico prelevato dopo 96h

Nei grafici si puo osservare il valore di RFU + @eione standard relativo alla stimolazione
degli splenociti di spigola con terreno condiziandi rene cefalico, prelevato 96h dopo la

reazione “MLR”.
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Figura 43: Stimolazione con terreno condizionato diene cefalico prelevato dopo 120h

| dati, espressi in RFU + deviazione standard, naost 'andamento del rilascio di calcio in
seguito a stimolazione con terreno condizionattepedo dopo 120h dall'inizio della reazione

“MLR” dei leucociti di rene cefalico.
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Figura 44: Stimolazione con nodavirus di leucocitdi spigola

| grafici mostrano le differenti cinetiche del 8ldo di calcio in seguito a stimolazione con
nodavirus di leucociti di rene cefalico, milza ¢estino di spigole vaccinate da 43 giorni con
nodavirus (in rosso) e di controllo (blu). | dabn® riportati come media delle RFU £

deviazione standard.
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Figura 45: Stimolazione di splenociti di spigola a® nodavirus

| grafici mostrano i valori di RFU * deviazione stiard della cinetica di rilascio del calcio in
splenociti di spigole di controllo e vaccinate aoodavirus (30 giorni dopo il richiamo, 73

giorni dall’inizio della vaccinazione)
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Figura 46: Stimolazione di splenociti e PBL di spigla con nodavirus

| grafici mostrano le cinetiche del rilascio deloda in seguito a stimolazione con nodavirus
di leucociti di milza e PBL di esemplari di contmk vaccinati con nodavirus (60 giorni dopo

il richiamo, 103 giorni dall’inizio dell'immunizzaane).
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Figura 47: Stimolazione di leucociti di spigola comodavirus

Questi grafici mostrano la modalita di rilascio dellcio in leucociti di rene cefalico e
intestino di pesci di controllo e vaccinate (60rgiadopo il richiamo, 103 giorni dall'inizio

dell'immunizzazione).
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Figura 48: Stimolazione di leucociti dell'intestino di spigola con Photobacterium

damsdlae

| grafici mostrano il rilascio di G4, in seguito a stimolazione con il batteft. damselae
dei leucociti dell'intestino di spigole di controle vaccinate da 30 giorni céotobacterium

damselae
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Figura 49: Stimolazione di leucociti di branchie ca Photobacterium damselae

| grafici mostrano la cinetica del rilascio di‘Can seguito a stimolazione con il batterio dei
leucociti delle branchie di spigole vaccinate &rotobacterium damseld80 giorni dopo il

richiamo, 60 giorni dall’inizio della vaccinazione)di controllo.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Gli studi sulla fisiologia del sistema immunitartei pesci teleostei possono essere utili,
poiché questo gruppo di Vertebrati rappresenta adetio sempre piu utilizzato sia per studi
sull’evoluzione del sistema immunitario, che pendstsull’applicazione dei risultati nel
campo delle biotecnologie animali, attualmenteoirtef crescita. Inoltre, essendo i pesci ossei
tra i Vertebrati piu antichi, la loro architettunaatomica € alla base di quella presente in tutti
gli altri gruppi di questo subphylum; di consegugngeni omologhi a quelli dei Mammiferi
sono presenti nei Teleostei e lo studio di qudstnupuo essere di aiuto per comprendere |
vari passaggi evolutivi che hanno accompagnatpéeializzazioni presenti in tutti i gruppi di
Vertebrati.

La trasduzione del segnale e un processo di comzinime cellulare che ha un ruolo
fondamentale per la vita degli organismi; in quasta di Dottorato si e studiata una delle vie
di segnalazione: la trasduzione del segnale viaigale variazioni nella concentrazione
intracellulare di tale ione, possono mediare, thfaha vasta gamma di reazioni cellulari e far
parte di molte vie di segnalazione. | risultatieotiti in questa tesi potranno contribuire a
chiarire I'evoluzione delle risposte di segnalagaonediate da recettore e dei meccanismi di
segnalazione delle molecole immunomodulatorie.

Lo scopo di questa tesi di Dottorato e stato ingast gli effetti indotti dalla stimolazione
con IL-18 ricombinante, terreno condizionatBhotobacterium damselae nodavirus sulla
concentrazione intracellulare di calcio nei leutiodi due specie importanti di Teleostei: la
spigola Dicentrarchus labraxe la trota Qncorhynchus mykissLa scelta € caduta su queste
due specie, in quanto paragonando i risultati attemla una specie marina e una
dulciacquicola é possibile capire se un determipatzesso e tipico solo di una specie o e
comune ai pesci che vivono in entrambi gli ambieintdltre spigola e trota sono anche due
specie rappresentative di due gruppi di Teleostaiudivamente distanti.

| Teleostei stanno, inoltre, acquisendo un ruolm@e piu rilevante anche in campo
biotecnologico. L’acquacoltura in allevamento ir#i®n ha avuto una crescita imponente in
tutto il mondo negli ultimi due decenni arrivandd @na produzione di circa 100 milioni di

tonnellate di specie allevate contro i 27 milionb@ anni fa. Il contributo dell’acquacoltura al



mercato ittico, che era dell’1.5% sul totale des@epescati nel 1950, rappresenta ora il 30%
del totale mondiale (dati FAO del 2002). Contempeeanente, anche il consumo medio pro-
capite di pesce segue lo stesso andamento diterearivando fino ad una media mondiale
di 16.3 kg/anno; tuttavia, il consumo pro-capite p&esi europei cambia con le differenze
culturali e con le diverse abitudini alimentariieaggira intorno ai 26.3 kg/anno, mentre in
Italia & superiore ai 24 kg/anno.

I moderni allevamenti ittici praticano I'acquacalusecondo criteri rigorosi per offrire un
prodotto sicuro e controllato, in modo da soddestarcrescente domanda di prodotto pregiato
a costi contenuti, senza arrecare danni allambiardrino.

Considerati il continuo aumento del fabbisogno ehtare mondiale ed il conseguente
impoverimento delle riserve ittiche naturali, srag di fare affidamento sulle biotecnologie
applicate all'acquacoltura, il cui obiettivo pripale € quello di migliorare e/o aumentare le
produzioni negli allevamenti, cercando naturalmenlie ridurne i costi. Attualmente
I'allevamento e le tecnologie ad esso collegateo ot spesso rivolti alle specie d’acqua
dolce, ma appare sempre piu chiara l'insufficiedefia pesca di approvvigionamento e la
necessita di una maggiore applicazione delle biotegie nell’utilizzazione delle risorse
marine. Per migliorare ed aumentare la produzioneacquacoltura, ci si indirizza
principalmente verso lo studio e la ricerca finadita al miglioramento genetico delle specie
ittiche pregiate, al miglioramento delle condizidniallevamento e alla riduzione dell’'utilizzo
di antibiotici e sostanze farmacologicamente attuartroppo, la situazione nell’acquacoltura
non e allo stesso livello biotecnologico degliia&ttori zootecnico-veterinari. Questo fatto é
dovuto principalmente alla minore conoscenza dé#ielogia degli organismi acquatici
allevati, dovuta al ritardo con cui sono iniziali gtudi sia sui pesci che sui loro patogeni.
Infine, vi € un certo ritardo tra quanto sperimémtad ottenuto nei pesci d’acqua dolce
rispetto a quanto fatto sinora sulle specie marine.

La citochina IL-B & una potente mediatrice delle risposte immunnfearnmatorie alle
infezioni (Dinarello, 1994) e le sue molteplici iaitia biologiche si esplicano attraverso
processi recettore-mediati e complesse vie inti#leel di trasduzione del segnale. Il gene
codificante per I'lL-B e stato riscontrato in tutti i Vertebrati mand#itgl per questo motivo
esso rappresenta il gene ideale per lo studio edellizione delle citochine in questi
organismi (Scapigliati et al., 2000); a tale pramm< interessante studiare I'evoluzione delle
attivita pleiotropiche associate all'llfldalla sua comparsa nei pesci fino ai Vertebrati
superiori. Le funzioni biologiche dell'lL{fidei pesci sono state in parte studiate'isiaivo”

che “in vitro” e alcune di esse sembrano essere identiche aeqobsenti negli altri



Vertebrati (Hong et al., 2001; 2003; Holland et 2D02; Yin and Kwang 2000; Mathew et
al., 2002; Buonocore et al., 2005; Scapigliatilet206); da questi studi si evince che I'Ip-1

e la citochina meglio caratterizzata in tutti i ¥darati non-Mammiferi.

L'IL-1 B ricombinante di entrambe le specie e stata clorataespressa nel batterio
Escherichia coli che presentava il gene per l'interleuchina insamel vettore d’espressione
pPQE30 (Qiagen); le caratteristiche di questo vetsmno: presentare un promoter T5,lam
operator, un sito per il legame dei ribosomi (RBIS)pdone di start (ATG), la sequenza per il
tag di sei istidine (6xHis), il sito di riconoscimte per il fattore delle proteasi Xa, un sito di
clonaggio multiplo (MCS), i codoni di stop, il pundli origine della replicazione (Col E1) e il
gene per la resistenza all’ampicillina che permlietelezione delle colonie.

La purificazione, in condizioni native, € avvenatadiante cromatografia di affinita con il kit
Ni-NTA spin column (Qiagen) che e in grado di riosnere la presenza del tag di sei istidine
situato all’N-terminale della citochina. L’avvenutaduzione e il grado di purezza sono stati
stabiliti con un SDS-PAGE al 10% di acrilammide & doncentrazione della citochina
purificata e stata stimata mediante il dosaggialimal. Questa tecnica prevede I'utilizzo del
colorante Coomassie Brillant blue, in grado di tegai residui basici delle proteine; poiché il
contenuto di aminoacidi basici varia a secondaadaibteina presa in esame, questo metodo
fornisce solo una misura relativa della quantitdaderoteina. Per calcolare la concentrazione
proteica € stato necessario costruire una retaraliura che esprimesse I'assorbanza a 595 nm
in funzione della concentrazione di una proteinanbalbumina di siero bovino (BSA). La
retta di taratura cosi ottenuta e stata utilizzaa interpolare la concentrazione dell'IB-1
trattata alla stessa maniera della BSA e opportentandiluita, per fare in modo che la sua
assorbanza ricadesse nell'intervallo di quellaadBBA.

Il primo passo per studiare la risposta intracetiellindotta dall'interleuchina é stato valutare
se questa induceva o meno un flusso di calcioleastapo, i leucociti di entrambe le specie,
pre-marcati col fluorocromo Fura-2AM, sono statmstlati con diverse concentrazioni della
propria citochina. L'analisi del flusso di calcioséata effettuata mediante un fluorimetro a
doppia emissione di fluorescenza; i leucociti setati contemporaneamente eccitati con due
lunghezze d’onda, 355 e 450 nm, per 0.1 secoraineidurazione della fluorescenza emessa
dalle cellule ha permesso la quantificazione d#édie@antracellulare, che é stata espressa in
unita di fluorescenza relativa (RFU).

Dopo questo screening iniziale, che ha permessstabilire quale fosse la migliore
concentrazione di interleuchina di entrambe le igpeon la quale poter lavorare, e se gli

effetti sul calcio intracellulare fossero dovutilabame saturante col recettore, il peptide e



stato utilizzato come stimolo su leucociti purificda PBL, rene cefalico, milza, branchie,
intestino e timo di spigola e sugli splenociti thta iridea ad una concentrazione pari a 200
ng/ml. Dopo l'aggiunta della citochina e stato ploigs osservare un rapido aumento del
calcio intracellulare in entrambe le specie corsuccessivo decremento che termina 5 minuti
dopo la stimolazione; tale decremento risulta mpitoevidente nella spigola.

| parametri della risposta alla stimolazione, owvampiezza e cinetica, si e visto che variano
da organo a organo; la cinetica piu veloce e siat®rvata in PBL, e intestino di spigola,
mentre 'ampiezza maggiore si e ottenuta in milziatestino di spigola. Se si continua il
monitoraggio del flusso di calcio dopo i 5 minusi possono osservare una serie di
oscillazioni della concentrazione dello ione a llvecitoplasmatico (dati non mostrati) che
forse sono risposte aspecifiche dovute alla pratangsposizione delle cellule allo stimolo.

Il flusso di calcio non e stato osservato sia qoandeucociti sono stati stimolati con |l
peptide denaturato dopo esposizione a 100°C pemitonsia quando le cellule sono state
stimolate col buffer di eluizione della citochin@ssa, quest’ultimo risultato (non mostrato)
ha permesso di affermare ancora con piu certezed'efietto sul calcio citoplasmatico e
stato indotto dal legame peptide-recettore.

La conferma che il flusso di calcio si generassglingrganuli di accumulo presenti nel
citoplasma e non dal mezzo di coltura, € venutaggeerimenti di stimolazione effettuati su
leucociti risospesi in terreno contenente l'acidderediamminotetraacetico (EDTA), un
agente chelante che & in grado di formare complessiio stabili con tutto il C&
extracellulare, rendendolo cosi indisponibile pecéllula.

| risultati inerenti le variazioni nella concenti@ze di calcio intracellulare, osservate con gli
esperimenti precedenti, rappresentano la sommatdegli effetti indotti sull'intera
popolazione leucocitaria, ovvero sia sulle cellBlehe sulle cellule T; per poter studiare |l
contributo delle singole sottopopolazioni, € stetf@ttuata la purificazione di queste ultime
mediante sorting magnetico impiegando gli anticomonoclonali DLIg3 e DLT15,
precedentemente prodotti nel Laboratorio di Biotdogie Animali e Zoologia Applicata
dell'universita della Tuscia (Scapigliati et al.99b; 1996). Questa tecnica permette di
separare le cellule B dalle T, impiegando due arpic un monoclonale specifico per le
cellule B (DLIg3) o T (DLT15), e un anticorpo sedamio coniugato con ferro; le cellule
selezionate con I'anticorpo primario resterannoajopolate all’interno della colonnina, a sua
volta collegata ad un magnete, mentre le altre idgoono. L’eluizione delle cellule
selezionate avviene semplicemente staccando lammaldal magnete. I risultati ottenuti con il

sorting magnetico hanno mostrato che le due sqgtpeioni rispondono in maniera



differente: le cellule T hanno una cinetica disda e riassorbimento piu veloce, I'ampiezza
del segnale €, pero, maggiore nelle cellule B.nEressante notare che cinetiche migliori si
osservano nelle cellule selezionate negativamerae g€sempio nelle cellule T non legate al
DLIg3), una spiegazione di questa alterazione msere che le cellule che hanno interagito
con l'anticorpo di selezione abbiano gia innes@tovello intracellulare dei meccanismi di
trasduzione del segnale che vanno, quindi, a sosraaguelli provocati dalla stimolazione
con I'lL-1p.

Gli stessi esperimenti sono stati effettuati suidlule mononucleari di sangue periferico
umane (PBMC) utilizzando l'interleuchina umana coagente stimolante, poiché lavori
precedenti avevano mostrato che nei Mammiferi svamo Tn vitro” risposte differenti in
base ai tipi cellulari presi in esame (Mizel, 19%0anton et al, 1986; Georgilis et al., 1987;
Abraham et al., 1987; Schettini et al., 1988; Balahche at al., 1988; Malgaroli et al., 1987,
Verburg-van Kemenade et al., 1998; Pacifici et H88; Pita et al., 1999). In accordo con
questi studi, nessuna oscillazione del calcio aetitalare € stata osservata durante i 5 minuti
di stimolazione analizzati. Questa osservaziongdrato alla conclusione che, durante |l
processo evolutivo, il rapido e diretto effettolautoncentrazione di calcio intracellulare,
osservato nei pesci, € andato perso.

Il passo seguente dello studio sugli effetti inddéil'interleuchina-1beta é stato verificare se
questi sono specie-specifici; a tale scopo, leticdcspigola, trota iridea e i PBMC sono stati
stimolati con le citochine delle altre specie. Réid'aggiunta delle interleuchine eterologhe
non ha prodotto effetti sulla concentrazione dicicalintracellulare, si pud affermare con
sicurezza che la risposta dei leucociti all'intadeina e strettamente specie-specifica; questi
dati sono in accordo con lavori precedenti (Honglgt2001) in cui € stato osservato che, per
poter avere lo stesso effetto dell'interleuchinaanm una dose 1000 volte maggiore di
interleuchina di trota era necessaria per stimdéalieea cellulare murina D10.G4.1.

Quindi, considerando la significativa omologia kraterleuchina umana e di pesce (Zou et
al.,, 1999; Scapigliati et al.,, 2001) e i dati recesulla struttura tridimensionale
dell'interazione IL-1/IL-1R nei pesci (Scapigliati et al., 2004), la specieefrita osservata
puo generarsi dalle diverse proprieta di legamdigahdo all'lL-1R come, per esempio, ¢ il
caso dell'lL-1R antagonista che non é capace dvquare la segnalazione intracellulare
(Hannum et al., 1990).

La verifica dell'avvenuto legame tra la citochinailesuo recettore e stata effettuata con
esperimenti di cross-linking; i leucociti e l'inteuchina sono state incubati, poi lisati e

analizzati in Western blotting con l'anticorpo a@%His, ci0 ha permesso di osservare la



presenza di una struttura proteica di circa 84 kbaispondente al complesso citochina +
recettore.

Dai dati ottenuti, appare, quindi, evidente il aalyimento di un IL-1R funzionale e in
grado di mediare la segnalazione. Sapendo che wiogmdell'lL-1R e stato clonato nei
pesci (Holland et al., 2002; Sangrador-Vegas et24100; Subramanian et al., 2002), gli
splenociti sono stati trattati, prima della stinmdme e dellanalisi della concentrazione
intracellulare di calcio, con diverse diluizionilldenzima proteolitico tripsina con lo scopo di
danneggiare il recettore di membrana per la citachl risultati hanno mostrato una forte
sensibilita delle cellule alla blanda tripsinizzam alla quale sono state sottoposte,
suggerendo la presenza, negli splenociti di entealalspecie, di un ecto-peptide coinvolto
nel legame dell'interleuchina-1beta e sensibila alpsina, similmente all'lL-1R.

Il legame tra IL-1 e il suo recettore innesca neinMniferi I'attivazione di una via che porta
alla fosforilazione di substrati proteici a liveliei residui di tirosina (Saklatvala et al., 1990);
in particolare, e stato osservato che nella lindlulare murina EL-4, I'interleuchina, oltre
alla fosforilazione sui residui di tirosina, induaeche l'idrolisi del GTP e l'attivazione delle
proteine G (O’Neill et al., 1990).

Per testare se questa via era presente ancheseeiglesplenociti di spigola e trota sono stati
incubati con la rispettiva citochina e lisati.iidto e stato, poi, analizzato in Western blotting
con l'anticorpo monoclonale antifosfotirosina clof®10. Lo sviluppo della nitrocellulosa ha
evidenziato una banda reattiva di debole intensita chiara che e stata evidenziata per
entrambe le specie; questa banda appare ad uralthe corrisponde ad un peso di circa 24
kDa. Nella spigola questa banda compare 5 minyioda stimolazione e permane fino a 10
minuti, nella trota essa si ritrova anche nei campiprelevati dopo 20 minuti dalla
stimolazione. In entrambi casi, paragonando qudstdtato con le cinetiche di rilascio e
riassorbimento del calcio, e possibile affermare lehfosforilazione del substrato di 24 kDa
avviene quando il calcio citoplasmatico e statondovo riassorbito negli organuli di
accumulo.

Gli splenociti di entrambe le specie sono statir@sati anche con gli anticorpi policlonali
antifosfoserina e antifosfotreonina, per poter fieate se anche altri residui amminoacidici
venivano fosforilati. Questa ulteriore analisi hagtmato risultati differenti nelle due specie;
nella spigola, infatti, si & osservata una foséaiibne a livello dei residui di treonina di un
substrato di 24 kDa; anche in questo caso, la baodgare nei campioni prelevati dopo 5
minuti dall’avvenuta stimolazione e permane fin@Gaminuti, si puo affermare, quindi, che

anche la fosforilazione dei residui di treoninaiame quando non c’é piu calcio libero nel



citoplasma. Il blotting effettuato con l'anticor@mtifosfoserina non ha evidenziato bande
reattive.

Nella trota iridea, al contrario di quanto vistor p& spigola, non si sono osservate bande
reattive con l'analisi fatta mediante I'anticorpntifosfotreonina, invece il Western blotting
effettuato con I'anticorpo antifosfoserina ha ewiziato ben due bande reattive; queste bande,
che hanno un peso corrispondente a circa 40 e Z &Bmpaiono subito nei campioni
prelevati dopo un minuto dall’aggiunta dello stimoDi queste due bande, quella di 24 kDa
non € piu presente nei campioni prelevati dopo Buthidalla stimolazione, mentre quella di
40 kDa resta visibile per tutti i 20 minuti anakitz si puo affermare quindi che, nella trota
iridea, la fosforilazione sui residui di serina deubstrato di 24 kDa avviene
contemporaneamente alle fasi iniziali del rilascop calcio nel citoplasma, mentre la
fosforilazione del susbtrato di 40 kDa si ha subibpo I'aggiunta dello stimolo e il substrato
resta fosforilato durante l'intero processo digii® e riassorbimento del calcio. In lavori
precedenti, & stata gia riscontrata la fosforilagiali tale substrato in una linea cellulare
umana, in cui questo substrato sembra corrisporatenena MAP chinasi che fosforila una
heat shock protein, la hsp27 (Freshney et al.,, 199da doppia fosforilazione e stata
osservata anche da Huot et al. (1995), nel cuirtaveniva messo in evidenza che una MAP
chinasi di circa 40 kDa, dopo essere stata fosfarilsui residui di serina in seguito a
stimolazione con IL-1, andava a fosforilare unatlséack protein di circa 27 kDa.

Come controllo, gli splenociti di spigola sono stadttati, prima della stimolazione con l'IL-
1B, con la genisteina, ovvero il 4'-5’-7'triidrossiilavone. Questa molecola € un isoflavone
isolato per la prima volta iRseudomonasp. (Papazisis et al., 2006) ed & noto soprafpeito
essere un agente chemoprotettivo (Ravindranath.,e2@04), e in grado di bloccare la
tumorigenesi (Dorai and Aggarwal, 2004). Essa hdtaplici attivita: € una sostanza
fitoestrogena, e svolge anche una attivita fortémaenbitoria specifica per le tirosin-chinasi
(Trevillyan et al., 1990; Atluru et al., 1991); ale concentrazioni, agisce da inibitore anche
sul fattore di crescita epidermico, sulle src ckinaulle abl chinasi e sulla topoisomerasi I,
questo ultimo effetto puo essere giustificato dailailarita del sito di legame per I'ATP,
presente nella topoisomerasi, con quello per lastgna delle tirosin-chinasi. A livello
cellulare, la genisteina inibisce la progressioeé aclo cellulare e blocca le cellule, che
esprimono il fattore di crescita epidermico, nédlse G2 del ciclo cellulare (Matsukawa et al.,
1993; Constantonou et al., 1998; Lian et al., 1908) scelta dell’'uso della genisteina per
questa tesi di Dottorato e stata effettuata cosaclupo di verificare se la fosforilazione del

substrato di 24 kDa avveniva dopo la stimolazionguendi faceva parte della cascata di



eventi della trasduzione del segnale dell'inteéna; a tale scopo si e sfruttata la capacita
dell'isoflavone di bloccare le tirosin-chinasi.

Gli splenociti, pre-trattati con la genisteinajratiati con I'lL-1p e lisati, sono stati analizzati
in Western blotting con gli anticorpi antifosfosej antifosfotreonina e antifosfotirosina e
nessuno dei tre anticorpi ha evidenziato la presatetle bande reattive osservate, invece,
inassenza della genisteina; i risultati ottenutiindi, hanno permesso di affermare che le
fosforilazioni sui residui di serina, treonina eosina osservate in precedenza fanno parte
della via di trasduzione del segnale innescatalddl3 e mediata dal calcio.

Per comprendere meglio questi dati, € necessarwdare che omologhi del recettore per
I'interleuchina —associato alle chinasi (IRAK) sasltamente conservati e sono stati scoperti
in Insetti e Mammiferi (O’Neill and Green, 1998RAK & una famiglia composta da quattro
membri: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M, IRAK-4; tutti i menbri possiedono un dominio death
all'N-terminale e un dominio ad attivita chinasiaida porzione C-terminale; tra i membri di
questa famiglia, IRAK-1 e IRAK-4 sono quelli che dneno gli eventi della trasduzione del
segnale. E stato recentemente scoperto, infati, iohseguito a stimolazione delle cellule di
topo EL-4 con linterleuchina, IRAK-1 subisce deansbiamenti tali che portano alla sua
traslocazione nel nucleo, all'autofosforilazioneal&a rapida fosforilazione di un substrato
citoplasmatico sconosciuto di 24 kDa (B0l et aDPR); vista la corrispondenza tra il dato
osservato da Bdl et al e il peso molecolare delladh reattiva all’anticorpo antifosfotirosina
vista negli esperimenti di questa tesi di Dottoratopud ipotizzare che c’é una sorta di
conservazione negli eventi associati alla segnatazdell’'lL-1. E’ stato osservato, poi, che la
stimolazione della linea cellulare 293-TK/Zeo cbi-1 B, fa si che IRAK-1 interagisca con il
recettore per il TNF associato al fattore 6 (TRAE&he quest’ultimo, a sua volta, formi un
complesso con TAB1, TAB2, e TAKl. La formazione giiesto complesso e le sue
interazioni con alcuni fattori citoplasmatici, nesari tra l'altro per l'attivazione di TAK1,
portano all’attivazione del fattore nucleare kapglB-«xB) e di INK (Jiang et al., 2002).
IRAK-4 e l'unico membro della famiglia IRAK a pres@re una vera e propria attivita
chinasica ed € omologo all’'lRAK-like chinasi Birosophila (Lasker et al., 2005); esso e
essenziale per la segnalazione indotta dall’'lL+hexliata dal Toll-like receptor (TLR) e dal
T-cell receptor (TCR); l'attivita di IRAK-4 portatra le altre funzioni, all'attivazione del
fattore nucleare kappaB (N&B), aumenta la fosforilazione di c-Jun, attivatiiztore della
trascrizione della proteina-1 (AP-1), e attiva I&RIchinasi e la c-Jun N-terminale chinasi.

E’ stato, inoltre, dimostrato che I'lL-1 nelluomaduce la formazione di un complesso tra



IRAK-4 e Pellino 1 necessaria sia per l'attivaziated’NF-xB sia per I'espressione del gene
dell’'lL-18 (Jiang et al., 2003).

Inoltre, bisogna ricordare che in uno studio precge, condotto su una linea cellulare umana,
e stato osservato che la porzione C-terminale IddlR, contiene un putativo dominio di
legame (Tyr-E-X-Met) per il fosfatidilinositolo-3htnasi che & altamente conservato; questo
sito di legame viene altamente fosforilato suidesdi tirosina dopo 5 minuti dall’avvenuta
stimolazione con l'interleuchina-1 (Marmiroli et.,all998); anche questo dato e in accordo
con cio che e stato osservato dai Western blotffegtuati con I'anticorpo antifosfotirosina,
ovvero in entrambi i casi, la fosforilazione susidkii di tirosina, indotta dalla citochina,
avviene dopo 5 minuti dall’aggiunta dello stimolo.

Per poter ulteriormente investigare sulla naturb sidbstrato di 24 kDa, gli splenociti di
spigola sono stati marcati coi°Sisati e immunoprecipitati con I'anticorpo ansfotirosina,
sfruttando l'alta affinita di legame tra I'anticare la proteina, dopodiché sono stati analizzati
in Western blotting con il medesimo anticorpo ebl@nde corrispondenti alle proteine
fosforilate sono state visualizzate su un’autorgiiba dopo aver esposto per 48h la
nitrocellulosa su lastra fotografica; la sceltautlizzare il radioattivo e giustificata dal fatto
che la banda di 24 kDa osservata in Western bipttiei campioni trattati con I'lL{1 e
analizzati con il 4G10 e molto debole e l'autorggadia, che € molto piu sensibile, ne
permette una visualizzazione migliore.

La marcatura metabolica e I'immunoprecipitazionenrma fornito due risultati molto
interessanti: innanzitutto si € osservato chebkgato di 24 kDa non precipita ma rimane in
sospensione, poi é stato evidenziato che essgpeodntto costitutivo, ovvero si riscontra sia
nei leucociti di controllo sia in quelli stimolaton la citochina, ma in questi ultimi la sua
espressione e notevolmente aumentata. In basesé daé, sulla banda di 24 kDa e stata
effettuata un’analisi proteomica, uno studio chenyedte di identificare e localizzare le
proteine e le loro interazioni; per poter effettuguesta analisi, & stato approntato un SDS-
PAGE al 12% di acrilammide, che é stato caricato glosplenociti, lisati sia stimolati che di
controllo, e colorato con Blue di Coomassie colidéd La banda corrispondente a 24 kDa é
stata, quindi, tagliata con un bisturi e sottop@stiigestione triptica per poterla sequenziare
mediante nanoRP-HPLC-ESI-MS/MS; dagli spettri aitere stato possibile stabilire la
sequenza del peptide di 24 kDa, e questa € staifaontata con le sequenza presenti nel
National Center of Biotechnology Information nordwadant database (NCBInr) usando il
programma Mascot (MatrixScience), che, basando8ialgeritmo Mowse, tiene conto

dellabbondanza relativa dei peptidi nel databasedefle dimensioni della proteina



identificata. | parametri utilizzati per la ricercael database sono stati: completa
carbamidometilazione delle cisteine e parziale dagzgone delle metionine, peptide Mass
Tolerance = 1.2 Da, fragment Mass Tolerance + 0&, bnissed cleavages 2. Per
I'identificazione sono stati considerati validialeri con P < 0.05.

Con questi esperimenti, si e potuto scoprire cebistrato fosforilato sui residui di tirosina e
molto simile alla timidilato chinasi, un enzima ct&talizza la fosforilazione della timidina
5-monofosfato (dTMP) per formare la timidina 5fasfato (dTDP), un importante
precursore per la sintesi del DNA, in presenza @A magnesio, come schematizzato nella

seguente reazione:

Mg?*
ATP + timidina 5’-monofosfato < »  ADP + tindina 5'-difosfato

La sequenza ottenuta e stata studiata anche eoatdre di ricerca FASTA (FAST-AII), un
programma basato su un algoritmo euristico di @llimento che consente di effettuare una
ricerca per similarita tra le proteine presentbémca dati. In base a questa ricerca, si € potuto
verificare che la timidilato chinasi possiede ung@uttura amminoacidica altamente
conservata.

Molti sono gli studi che devono ancora essere tefiéit per ben comprendere la natura e la
funzione di questo substrato, il lavoro di quedsi i Dottorato €, perd, un contributo
fondamentale per tale determinazione.

Visto i risultati ottenuti stimolando i leucociton I'lL-14, il passaggio successivo in questa
tesi di Dottorato e stato verificare se anche attmoli di natura biologica potessero innescare
una via di segnalazione che prevede I'utilizzo catio come secondo messaggero; come
modello sperimentale per quest'ultima parte e staihzzata solamente la spigola, la
decisione e stata motivata soprattutto per lagiild reperibilita di questo pesce.

Il secondo agente utilizzato come stimolo, e sthtderreno condizionato, ovvero |l
sopranatante dei leucociti impegnati in una reazidnLR”. Un terreno condizionato, quindi,
€, per sua natura, altamente ricco di catabolitatiori di crescita secreti dalle cellule in
proliferazione. Una reazione “MLR” comporta la fashazione blastica dei leucociti
coltivati “in vitro” in presenza di leucociti allogenici (coltura linf@ria mista). Si
distinguono due tipi di reazioni “MLR”: quella a €wie, in cui le due popolazioni di leucociti

si stimolano a vicenda a trasformarsi e a prolifsra reazioni a una via, in cui una sola delle



due popolazioni viene sottoposta ad un trattamer@diante Mitomicina C o irradiazione, in
maniera tale da renderla incapace a proliferarentrambi i casi, la reazione avviene grazie
alle interazioni tra i differenti antigeni di istmmpatibilita presenti sulle membrane.

Il terreno condizionato, usato per la determinagidel flusso di calcio, € stato prelevato da
reazioni “MLR” a due vie effettuate sia con leudodi rene cefalico che con leucociti di
sangue periferico (PBL). Gli esperimenti sono sédtettuati solamente sugli splenociti di
spigola, in quanto, come gia osservato per le séimani con I'IL-1B, sono i leucociti che
danno una risposta maggiore in quanto a flussaldia

Il primo passo, in questa serie di esperimentitaéoscercare la giusta concentrazione delle
componenti del terreno condizionato tali da poteduire la mobilitazione del calcio
citoplasmatico, per questo motivo delle aliguotecsstate prelevate a diversi stadi della
reazione “MLR”. Ovviamente, piu il prelievo é statffettuato tardi e piu il terreno
condizionato era ricco dei fattori rilasciati dadlellule in proliferazione. Il terreno, quindi, &
stato somministrato alle cellule senza andare antdicare le sue componenti, poiché lo
scopo di questo lavoro era solamente verificar cacio interveniva 0 meno come secondo
messaggero anche in questa via di segnalazionesp@sta maggiore, espressa in RFU, si e
ottenuta stimolando gli splenociti con terreno dmmhato prelevato dopo diversi giorni
dall'inizio della reazione “MLR”.

Gli splenociti erano stati, precedentemente, rissspon in terreno, ma in PBS osmolare
cd*/Mg** free, e cid ha permesso di stabilire con certengail flusso di calcio osservato si
generava negli organuli cellulari per riversardigimplasma.

Il flusso di calcio, inoltre, anche in questo cassulta essere dose-dipendente; infatti,
stimolando gli splenociti con diverse concentrazdirterreno condizionato e possibile notare
una diversa ampiezza della curva di rilascio calcio

L’analisi del flusso, effettuata al fluorimetro, Ip@rmesso di verificare che la stimolazione
con terreno condizionato, indipendentemente dadpaguesto € stato prelevato e dalla dose
utilizzata come stimolo, induce un rapido aumergblidello di calcio intracellulare con un
successivo decremento che termina 5 minuti dopeel’aomministrato lo stimolo. Tale
decremento risulta avvenire in maniera molto ppida se, come stimolo, si utilizza il terreno
condizionato prelevato dalla “MLR” dei leucociti dangue periferico (PBL). Dai risultati
ottenuti € stato, inoltre, evidenziato che se itizaa terreno condizionato prelevato oltre 96h
dall'inizio della reazione “MLR” le cellule rispomho a questa stimolazione con una serie di

oscillazioni ad alta frequenza; questo potrebbemtere dall’alta concentrazione dei fattori



rilasciati dalle cellule nel terreno che provocama serie di aperture/chiusure dei canali per il
calcio molto simile con una frequenza molto sinailguella frequenza tetanica.

Tutti i risultati raccolti stimolando con terren@rdizionato rappresentano la sommatoria
degli effetti indotti sulle cellule B e sulle cdiuT.

L'ultima parte di questa tesi di Dottorato si e dtassull'analisi del flusso di calcio su
leucociti purificati da PBL, rene cefalico, intesij milza, e branchie di esemplari di spigola
vaccinati corPhotobacterium damselaesnodavirus.

Questi esperimenti sono stati inseriti nel quadrbbedricerche del progetto integrato europeo
IMAQUANIM (acronimo di Improved Immunity of Aquactulred Animals), che é stato
iniziato nel 2005 e a tuttoggi coinvolge 22 pargnearopei tra universita, istituti di ricerca ed
imprese di dimensioni medio-piccole. Il laboratodo Biotecnologie Animali e Zoologia
Applicata dell’'Universita degli Studi della Tusdjgliterbo) € uno dei partecipanti a questo
progetto quinquennale. Tutti i partners lavorano aliluppo di tecnologie che evitano la
produzione di animali geneticamente modificati pemprendere e migliorare il sistema di
difesa immunitaria delle principali specie d’acquiira europee, come salmone, trota, orata,
spigola, carpa, mitili ed ostriche.

Una delle priorita del progetto e quella di am@ide conoscenze di base su come pesci e
mitili acquisiscano I'immunita alle malattie. | daterranno utilizzati come base tecnologica
per individuare strategie di neutralizzazione raped efficace per quelle malattie che
incidono su pesci e mitili d'acquacoltura con graanni economici per l'industria stessa.
Inoltre, i risultati saranno impiegati per lo syajeo di vaccini e di immunostimolanti al fine di
ridurre le perdite causate da malattie.

Le ricerche sulla risposta alle patologie di pescacquacoltura hanno sempre sofferto della
mancanza di strumenti per identificare e quantificgli elementi chiave coinvolti nella
risposta immunitaria e cioe: di marcatori per iceciti e per le citochine; della scarsita di dati
sulle sequenze geniche; della scarsita di saggidoali per la valutazione di risposte di
difesa innate ed acquisite. Tuttavia, le recenitvitd di sequenziamento del genoma in molte
specie, tra cui pesci e bivalvi, ha avuto un nd&wasvolto positivo: ora € possibile
identificare e marcare gruppi interi di geni e gppare strumenti molecolari e immunologici
(anticorpi, ad esempio) per studiare la struttuiefenzione di molecole immunomodulatorie.
Proprio grazie al coinvolgimento di tutte questeecsp ittiche di notevole importanza
commerciale ed economica, il progetto IMAQUANIM béenuto un grande sostegno in
ambito europeo, interessando oltre I'ltalia, ankzh®animarca, la Norvegia, il Regno Unito,

la Germania, la Spagna, la Francia, I'Olanda e épuRblica Ceca, unendo le esperienze



scientifiche ed i mezzi tecnici di ciascun gruppm dl fine ultimo di contribuire il piu
possibile ad un’acquacoltura redditizia, resporisabsicura per il consumatore e I'ambiente.

| due agenti patogeni utilizzati per le vaccinazimnquesto progetto di ricerca sono stati il
Photobacterium damselaeil nodavirus.

Il Photobacterium damselae un batterio bastoncellare Gram-negativo, ferargate non in
grado di muoversi. Esso & noto come I'agente egiobodella pseudotubercolosi, una delle
patologie piu rilevanti delle orateéSparus auratp e delle spigole Qicentrarchus labrax
(Snieszko et al., 1964, Lewis et al., 1970; Muregal., 1977; Ohnishi et al., 1982 Egusa et
al., 1983; Yasunaga et al., 1983; Bakopoulos et18197; Dos Santos et al., 2000; 2001
Magarinos et al.,, 2001). Essenzialmente esso peowma setticemia in cui raramente si
evidenziano segni all'esterno del corpo del pesudio spesso, invece, si hanno formazioni
granulomatose a livello dei reni e della milza, ukevalla presenza delle colonie batteriche
(Kusuda and Yamaoka, 1972), e un accumulo di nz¢epurulento nella cavita addominale
(Lewis et al., 1970). Non c’e dubbio che la pastdosi sia una delle patologie piu serie in
grado di provocare il 40-50% di morti in un impiar{lyasunaga et al., 1983); I'infezione in
genere avviene a temperature attorno ai 25°C ectlonganismo usa l'acqua come veicolo
per raggiungere I'animale; e stato dimostrato,ttifahe esso non e in grado di resistere per
piu di 48 h in acqua (Janssen and Surgalla, 1968).

In molti lavori e stato dimostrato che i pesci Es essere “protetti” dalla pasteurellosi
mediante vaccinazione (Kusuda and Fukuda, 1980;3amso0s et al., 2000; 2001; Magarinos
et al., 2001).

Usando cellule inattivate da formalina, con o semariuvante completo di Freund, e
utilizzando piu metodi di immunizzazione, Fukud&esuda (1981b) riportarono risultati
incoraggianti, il miglior risultato, che conferi100% di protezione al pesce, venne ottenuto
mediante iniezione intraperitoneale. Piu recentéeebBos Santos et al. (2001) hanno
dimostrato in vitro che in spigoleD{centrarchus labrax di 0.1, 2, 5gr, immunizzate per
immersione, le branchie rappresentano I'organopeuce piu anticorpi, ottenendo valori
elevati circa 15 giorni dopo la vaccinazione.

| nodavirus sono virus molto semplici costituiti diae segmenti di RNA a singolo filamento e
dalla proteina del capside, responsabile anchea diinolazione del sistema immunitario
dell'ospite. Ancora sono scarse le informazionuaglanti le caratteristiche antigeniche della
proteina del capside, conoscenze fondamentali percdmprensione dei meccanismi

proteggenti e un possibile suo uso a scopi vadgcinal



by

Questo virus € l'agente eziologico dell’encefalatin@patia virale, una patologia a
sintomatologia nervosa che colpisce varie spetiehé di allevamento e che causa ingenti
perdite economiche. La malattia, emersa recentamerit suo agente causale sono sottoposti
a molteplici studi, ma non sono ancora disponégdilicaci mezzi terapeutici o profilattici che
permettano di limitare i danni causati dai ricotr@pisodi di mortalita. L'evidenziazione di
una immunita proteggente, in soggetti sopravvissatiacceso l'interesse verso la possibilita
di allestire dei vaccini per la profilassi vaccimal

L’analisi effettuata con entrambi gli stimoli haigenziato non solo che i leucociti dei vari
organi hanno cinetiche differenti tra loro, ma anathe la risposta alla stimolazione e
strettamente collegata con il trascorrere del tedgiinizio della vaccinazione. Cio permette
di ipotizzare che l'immunizzazione induce degliettif a lungo termine sulla modalita di
trasduzione del segnale.

In conclusione, questo lavoro ha mostrato cheenaluzione della segnalazione dell’ll3-1
Mammiferi hanno perso una funzione di trasduziahe, & rimasta invece nei pesci teleostei;
inoltre, e stato messo in evidenza che la via gnakzione avente il calcio come secondo
messaggero puo essere avviata anche da altri stdnolatura biologia; infine, e stato
dimostrato come le vaccinazioni influiscano subtgrsalazione cellulare alterando la risposta
delle cellule allo stimolo.

Questa ricerca, pero, non e che la base da svilegsa poter ben comprendere i complessi
processi della trasduzione del segnale.

Tra gli sviluppi futuri, per quanto concerne l'li31ci saranno sicuramente studi volti a
determinare la natura dei substrati fosforilati destagliare i vari passaggi della cascata dei
secondi messaggeri. Degli approfondimenti sarafiett@ati nello studio degli effetti indotti
dal terreno condizionatojn primis sarebbe opportuno determinare le risposte alla
stimolazione delle singole sottopopolazioni leutar@ée, come gia fatto per l'interleuchina, e
verificare anche in questo caso la presenza etlaanai eventuali substrati fosforilati sui
residui di tirosina, serina e treonina. Anche redacdelle vaccinazioni, sarebbe interessante
approfondire lo studio sugli effetti indotti a Iik@ molecolare; inoltre si potrebbero anche
ripetere i medesimi esperimenti ma su individuieth differente e trattati con sia con altri
antigeni di immunizzazione sia con altre tecnichevatcinazione, con lo scopo di poter
verificare se gli effetti osservati in questa téisDottorato sono da relazionarsi con I'eta dei
pesci, con l'antigene di immunizzazione, con lanie& di vaccinazione o con tutti questi

fattori.
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