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Introduzione

Un’efficace risposta immunitaria coinvolge due principali gruppi di cellule: i linfociti e le cellule presentanti l’antigene (antigen presenting cells, APC). 
I linfociti, come gli altri globuli bianchi originano nel midollo osseo. Circolano nel sangue e nel sistema linfatico e risiedono in vari organi linfatici. Poiché producono ed esprimono recettori di superficie capaci di legare l’antigene, i linfociti sono i mediatori delle caratteristiche di specificità, diversità, memoria e discriminazione tra self e not-self. I linfociti si dividono in due principali popolazioni: linfociti T, responsabili della risposta cellulo-mediata, e linfociti B, responsabili della risposta umorale. 

Le APC invece hanno il compito di garantire una fine regolazione dell’attivazione linfocitaria: infatti i linfociti sono in grado di riconoscere solo gli antigeni presentati dalle APC. Sono APC i macrofagi, le cellule dendritiche e i linfociti B stessi. Esse esprimono in membrana molecole MHC di classe II e sono in grado di trasmettere un segnale costimolatorio per i linfociti; una volta riconosciuto un antigene lo internalizzano, lo processano e lo riespongono sulla membrana associato alle molecole MHC di classe II, in modo tale che possa essere riconosciuto dai linfociti T helper. [Goldsby R.A. et al., 2000]
1. I linfociti T 
I linfociti T nascono nel midollo osseo e maturano nel timo, dove esprimono i vari recettori di superficie che li caratterizzano. 

1.1 Le molecole di superficie dei linfociti T
Il più importante complesso transmenmbrana sulla superficie dei linfociti T è costuito dal T cell receptor (TCR) associato a CD3 e catena : il TCR riconosce e lega l’antigene nella zona aminoterminale, mentre CD3  e catena svolgono la funzione di trasduzione del segnale. Il TCR è un eterodimero costituito dall'associazione di due catene proteiche  e  oppure  e  unite tra loro da ponti disolfuro. Le estremità amino-terminali delle due catene proteiche rappresentano la parte variabile della molecola, e si ripiegano a formare la tasca del TCR destinata a legare l’antigene. A differenza delle immunoglobuline che riconoscono l’antigene come tale, il TCR riconosce l’antigene (in genere un peptide di otto-quindici amminoacidi) esclusivamente se associato con le molecole del complesso maggiore d’istocompatibilità (MHC). Una sequenza di residui amminoacidici idrofobici forma la porzione transmembrana. Una caratteristica singolare di tale regione è la presenza di residui carichi positivamente che interagiscono con amminoacidi carichi negativamente presenti nella porzione transmembrana dei polipeptidi del complesso CD3. Le catene  e   possiedono code C-terminali intracellulari di lunghezza pari a 5-12 aminoacidi, troppo brevi per possedere un’attività enzimatica intrinseca: per questo sono necessarie altre molecole associate al TCR per permettere la trasduzione del segnale. Il complesso CD3 è costuito dalle catene  ed : esse hanno un dominio extracellulare immunoglobulinico e contengono un singolo motivo ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) nella coda citoplasmatica. Il motivo ITAM è formato da circa 26 residui amminoacidici per lo più non conservati, in cui due sequenze Tyr-X-X-Leu sono separate da 6-8 residui. I residui tirosinici delle ITAM sono fosforilati, in risposta al riconoscimento dell'antigene da parte del TCR. Questo consente alle ITAM di legare proteine contenenti un dominio SH2, dando avvio ad una cascata d’eventi intracellulari. La catena  presente come omodimero o come eterodimero se associato alla sua variante di splicing ha una ridotta regione extracellulare e contiene tre motivi ITAMs nella coda citoplasmatica.
Esistono poi una serie di molecole accessorie che hanno il compito o di rafforzare l’adesione dei linfociti T ad altri tipi cellulari, o di trasdurre segnali che potenziano la risposta dei linfociti T, o di regolare la migrazione dei linfociti T verso i vari distretti anatomici. I corecettori CD4 e CD8 si legano a regioni non polimorfe delle molecole MHC e in questo modo favoriscono l'adesione dei linfociti T alle APC o alle cellule bersaglio e partecipano agli eventi precoci di trasduzione del segnale che si verificano a seguito del riconoscimento da parte dei linfociti T dei complessi MHC-peptide espressi sulle APC. La trasduzione del segnale è in parte da attribuirsi all’associazione, a livello della coda citoplasmatica, con la tirosina-chinasi Lck. In base all’espressione di questi corecettori è possible distinguere due sottopopolazioni di linfociti T: T helper, che esprimono CD4, e T citotossici, che esprimono CD8. 

1.2 Le molecole costimolatorie
L’attivazione dei linfociti T rappresenta un evento centrale nella generazione della risposta immunitaria e ad essa consegue un’espansione clonale delle cellule immunocompetenti con l’acquisizione di funzioni effettrici [Janeway et al., 1993; Janeway et al., 1994; Dianzani et al., 1995]. Secondo il modello d’attivazione classico (ipotesi del doppio segnale, [Bretscher P.A. et al., 1999]), i linfociti T necessitano, affinché siano indotte proliferazione e differenziamento in cellule effettrici, di due distinti segnali extracellulari: il primo e’ costituito dal legame del TCR e dei corecettori CD4 e CD8 al complesso MHC-peptide (presente sulla superficie delle APC); il secondo è fornito da molecole costimolatorie, i cui ligandi si trovano anch’essi sulle APC [Harding F.A. et al., 1992].
L’esposizione dei linfociti ai complessi MHC-antigene in assenza del secondo segnale accessorio induce uno stato di anergia clonale o morte cellulare programmata.

1.2.1 La famiglia CD28 
Una delle più importanti molecole costimolatorie è CD28, espressa costitutivamente sulla superficie dei linfociti T. CD28 trasduce segnali che potenziano le risposte T all’antigene, interagendo con due differenti ligandi presenti sulla superficie delle APC: B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) [Harding F.A. et al., 1992; Thompson C.B. et al., 1997; Watts T.H. et al., 1999]. CD28 sinergizza con lo stimolo trasdotto dal TCR nell'attivazione dei linfociti T "naive", ed induce la proliferazione. L'attività si attua mediante un aumento della trascrizione dei geni e/o della stabilizzazione del relativo mRNA, mediante la secrezione di alti livelli di IL-2, e mediante la prevenzione dell'apoptosi o dell'induzione di anergia che si possono verificare in risposta al solo stimolo antigenico. 
Recentemente è stato proposto un modello alternativo di costimolazione, che prevede la formazione di una “sinapsi immunologica”, o “SMAC” (supramolecular activation cluster), a livello del punto di contatto tra APC e cellula T. Secondo questa teoria l’attivazione del linfocita comporta l’innesco di un processo dinamico di reclutamento di complessi recettoriali verso lo SMAC [Dustin M.L. et al., 1999]. 

Questo modello pone l’accento sull’esistenza di aree differenziate della membrana plasmatica, dette raft lipidici o GEMs (glycosphingolipid-enriched microdomains), che sono fortemente rappresentate nello SMAC. 

I raft lipidici sono microdomini dispersi nel mosaico fluido dei glicerofosfolipidi di membrana, e sono arricchiti in colesterolo, glicosfingolipidi e glicoproteine leganti GPI. 
Le caratteristiche stesse dei raft lipidici, cioè la componente glicolipidica e la presenza di colesterolo, portano alla formazione di regioni di aumentata rigidità di membrana che, durante l’attivazione linfocitaria contribuiscono a mantenere il TCR impegnato nel legame con le molecole MHC. Dati sperimentali hanno dimostrato che i raft lipidici sono ricchi di molecole coinvolte nella trasduzione del segnale (LAT, PAG e PTK della famiglia Src), e che il TCR ne entra a far parte durante l’attivazione. 

Secondo questo modello la struttura simil-sinaptica formatasi creerebbe una sorta di filtro molecolare capace di selezionare, in base alle dimensioni, le molecole coinvolte nel contatto cellula T/APC. Questo tipo di selezione fisica permetterebbe la regolazione dell’attivazione linfocitaria attraverso la modulazione delle componenti della zolla recettoriale.

Nel centro della sinapsi si accumulano il TCR, Lck, Fyn e PKC(, mentre nella zona periferica della sinapsi si accumulano LFA-1, CD4, CD28, CD45.
La costimolazione ha dunque luogo in un’area definita della membrana, in cui si ha un aumento della concentrazione locale di molecole coinvolte nelle interazioni cellula-cellula e di trasduttori di segnali citoplasmatici [Xavier R. et al., 1999].

Recentemente è stato dimostrato che la costimolazione mediata da CD28 può innescare la riorganizzazione dei rafts in corrispondenza del punto di contatto tra APC e cellula T. E’ stato inoltre proposto un meccanismo per spiegare il ruolo di CD28 nel rinforzare lo stimolo dato dal complesso peptide-MHC al linfocita. 

Secondo questo modello l’ingaggio di CD28, consente l’iniziale adesione tra APC e linfocita e, contemporaneamente, attiva una via di trasduzione in grado di indurre la riorganizzazione dell’actina citoscheletrica. La connessione dei raft lipidici al citoscheletro potrebbe spiegare la riorganizzazione dei microdomini di membrana mediata da CD28. La riorganizzazione dei rafts, e delle molecole associate, indurrebbe un’interazione più stabile tra TCR e complesso peptide-MHC all’interno della sinapsi immunologica [Viola A. et al, 1999]. Mentre la visione convenzionale prevede che ogni tipo di recettore generi un suo distinto segnale e che i singoli segnali siano poi armonizzati nel nucleo per regolare la trascrizione, il nuovo modello ipotizza che la sinapsi immunitaria moduli ed amplifichi il segnale trasdotto tramite il TCR agendo a monte rispetto al nucleo. 

Altre molecole accessorie svolgono invece un’azione opposta e sono coinvolte nello “spegnimento attivo" della risposta immunitaria. Un ruolo di questo tipo è stato proposto per molecole come CD95 e CTLA-4, e la perdita della funzione di ciascuna di queste due molecole induce patologie caratterizzate da linfoproliferazione e sviluppo di malattie autoimmuni. In particolare  CTLA-4 è un omologo di CD28, lega B7-1 e B7-2, ed è espresso ad elevati livelli in seguito all’attivazione dei linfociti T [Thompson C.B. et al., 1997]. L'efficacia e la durata della risposta immunitaria mediata dai linfociti T, dipende quindi non solo dalla presenza e dalla persistenza dell'antigene, ma anche da una serie di segnali inviati da molecole sia stimolatorie sia inibitorie. Nonostante le numerose evidenze a sostegno dell'attività costimolatoria di CD28, non tutte le risposte immuni mediate dai linfociti T sono CD28-dipendenti; infatti nell’uomo solo l’80% delle cellule T risulta essere CD28 positive. Questo ha indotto a pensare che possano esistere vie costimolatorie aggiuntive coinvolte in alcune risposte immunitarie CD28-indipendenti. Tra i recettori che possono giocare un ruolo costimolatorio sono emersi LFA-I, SLAM, e recentemente H4/ICOS (inducible costimulator), un terzo membro della famiglia di CD28 [Watts T.H. et al., 1999]. 

Tali molecole sono espresse da diverse sottopopolazioni cellulari, e sembrano agire a differenti stadi dell’attivazione/differenziazione dei linfociti T, promuovendo lo sviluppo di diverse funzioni effettrici. Nessuna di queste vie costimolatorie alternative sembra sovrapporsi esattamente al segnale di CD28, in quanto, a differenza di quest’ultimo, sembrano incapaci di indurre l’attivazione di linfociti T “naive” e la produzione di elevati livelli di IL-2 [Thompson C.B. et al., 1997].

Queste molecole agiscono abbassando il livello soglia richiesto per l’attivazione del TCR, rendendo più efficace la risposta immune, soprattutto in condizioni di basse concentrazioni di antigene od in presenza di antigene con scarsa capacità immunogena.
1.2.2  La molecola costimolatoria H4/ICOS
H4 è stata inizialmente identificata nel nostro laboratorio sia nel topo sia nell’uomo [Redoglia V. et al., 1996; Buonfiglio D. et al., 1999]. Kroczek e coll. hanno successivamente descritto il clonaggio nell’uomo di una nuova molecola costimolatoria, denominata ICOS (inducible T cell costimulator), espressa selettivamente da linfociti T attivati [Hutloff A. et al., 1999]. Recentemente nel nostro laboratorio è stato dimostrato che H4 ed ICOS sono la stessa molecola [Buonfiglio D. et al., 2000].

Cellule ICOS positive sono presenti negli organi linfoidi secondari, dove interagiscono con le cellule dendritiche, nonché nel sangue periferico in seguito all'attivazione. 

ICOS mappa nella regione cromosomica 2q33, come CD28 e CTLA-4 (Fig. 1). 
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Figura 1
Localizzazione cromosomica di H4/ICOS
La sequenza aminoacidica di ICOS mostra il 24% di somiglianza e il 39% di identità con CD28; sulla base dell’omologia di sequenza è stato proposto che ICOS rappresenti un terzo membro della famiglia molecolare di CD28, insieme a CD28 stesso ed a CTLA-4. A differenza di CD28, che è espresso costitutivamente sulla superficie dei linfociti T, ICOS viene espresso solo in seguito all'attivazione linfocitaria. La molecola è già espressa 24 ore dopo l'attivazione, tuttavia il picco di espressione viene raggiunto dopo 6 giorni; successivamente l'espressione della molecola si riduce gradualmente.

Pur appartenendo alla stessa famiglia, CD28 e ICOS si differenziano in alcuni importanti aspetti. Entrambe inducono la sintesi di citochine (IL-4, IL-5, IL-10, IFN-, TNF-), ma soltanto CD28 induce forte secrezione di IL-2 [Hutloff A. et al., 1999; Yoshinaga S.K. et al., 1999]. Inoltre ICOS non lega i ligandi di CD28 e CTLA-4, B7-1 (CD80), e B7-2 (CD86), ma lega una nuova molecola chiamata B7-h (detta anche B7R-P1 o GL50), espressa costitutivamente da macrofagi, linfociti B e cellule dendritiche [Ling V. et al., 2000].
ICOS è una molecola transmembrana di tipo I, ed è espressa in forma di monomero o di omodimero; è costituita da 199 amminoacidi e la forma dimerica è probabilmente data da legami disolfuro tra residui di cisteina nella regione extracellulare in posizione membrano-prossimale; la forma dimerica ICOS ha un peso molecolare apparente di 55-60 kDa, mentre le singole catene di 27-29 kDa.. Ogni catena ha una coda citoplasmatica di 35 amminoacidi, una regione transmembrana di 23 amminoacidi, ed una regione extracellulare di 141 amminoacidi con un singolo dominio immunoglobulinico stabilizzato da due cisteine conservate in posizione 42 e 109 [Coyle J. et al., 2000].

H4/ICOS intensifica tutte le risposte basali dei linfociti T all'antigene: proliferazione, secrezione di linfochine, espressione di molecole che mediano l'interazione cellula-cellula.  

1.2.3  Il signaling di H4/ICOS  
La frazione citoplasmatica di H4/ICOS contiene un motivo Tyr-X-X-Met, comune a CD28 e CTLA4. In particolare H4/ICOS presenta la sequenza Tyr-Met-Phe-Met. Questo motivo, in seguito alla fosforilazione del residuo tirosinico, costituisce un sito di legame per proteine con dominio SH2. La specificità del legame è invece determinata dai residui adiacenti. Proprio in questo modo H4/ICOS e CD28 interagiscono con la subunità p85 della fosfatidilinositolo3 chinasi (PI3K) [Rudd C.E. et al., 2003; Prasad K.V.S. et al., 1994]. PI3K è particolarmente nota per il suo reclutamento da parte dei recettori per fattori di crescita. A differenza di CD28 però H4/ICOS non è in grado di legare Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) perchè priva del residuo di Asparagina (Asn) nello stesso motivo. Un’altra differenza di H4/ICOS rispetto a CD28 e CTLA4 è l’assenza di specifici residui di Prolina (Pro) (motivo P-X-X-P) leganti i domini SH3 di Grb2 e LCK: proprio questa differenza sembrerebbe spiegare il mancato effetto di H4/ICOS sulla produzione di IL2, tramite la via di JNK.
H4/ICOS lega quindi PI3K attraverso la quale attiva le vie di trasduzione di PDK, PKB e GSK3, legati a traduzione proteica, metabolismo cellulare e apoptosi. 
2.  Le cellule presentanti l’antigene (APC)
[image: image1]L‘attivazione dei linfociti  T richiede che l’antigene venga loro presentato da cellule specializzate dette APC, quali cellule dendritiche (DC), macrofagi e linfociti B. Tali cellule sono in grado di internalizzare, processare e presentare gli antigeni ai linfociti T antigene-specifici inducendone l’attivazione e l’espansione clonale [Delves et al., 2000]. Le DC sono efficienti stimolatrici sia dei linfociti B che T. I linfociti B sono in grado di riconoscere anche autonomamente l’antigene nella sua completezza, i linfociti T invece necessitano che questo venga prima processato sotto forma di peptidi e poi presentati dall’APC in associazione ad una molecola del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC). Il linfocita è così in grado di riconoscere il frammento antigenico presentato dalla APC (fig.2). 

Figura 2
Schematizzazione delle risposte immunitarie cellulo-mediata ed umorale e dell’interazione delle APC con i linfociti T.

2.1 I macrofagi

Il sistema delle cellule mononucleate fagocitiche è costituito dai monociti circolanti nel sangue e dai macrofagi tissutali. Nel corso dell’emopoiesi midollare i progenitori granulocito-macrofagici si differenziano in promonociti che lasciano il midollo ed entrano nel sangue, dove si differenziano ulteriormente, diventando monociti maturi (Fig 3). Questi rimangono in circolo per 8 ore, nel corso delle quali aumentano di volume: successivamente migrano nei tessuti, dove si trasformano nei vari tipi di macrofagi tissutali. Il differenziamento del monocita in macrofago comporta vari cambiamenti nella cellula: il volume aumenta di 5-10 volte, gli organelli citoplasmatici aumentano di numero e di complessità, aumenta l’attività fagocitaria e la produzione di enzimi litici, inizia la secrezione di vari fattori solubili. 
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Figura 3
Differenziamento di monociti in macrofagi
I macrofagi sono distribuiti in tutti i distretti dell’organismo: alcuni conservano la capacità di migrare con movimenti ameboidi e sono detti macrofagi liberi, altri invece si stabilizzano in un particolare tessuto e vengono pertanto detti stabili. Questi ultimi esrcitano funzioni specializzate nei vari tessuti e prendono nomi diversi a seconda della sede in cui si trovano: 
· Macrofagi alveolari nel polmone
· Istiociti nei tessuti connettivi

· Cellule di Kupffer nel fegato

· Cellule mesangiali nel rene

· Cellule microgliali nel cervello

· Osteoclasti nel tessuto osseo

I macrofagi sono normalmente in stato di quiescenza ma, nel corso della risposta immunitaria, possono essere attivati da vari stimoli. In particolare la fagocitosi di un antigene particellare (microorganismi, particelle insolubili, cellule autologhe danneggiate o morte, detriti cellulari, fattori attivati della coagulazione) funziona da stimolo iniziale, ma lo stato di attivazione può essere ulteriormente potenziato da citochine secrete dai linfociti TH (il più potente attivatore è IFN-), da mediatori della risposta infiammatoria e da prodotti della parete cellulare batterica (LPS).

I macrofagi attivati hanno un’aumentata attività fagocitica e microbicida, secernono una maggior quantità di mediatori dell’infiammazione, esprimono livelli più elevati di molecole MHC di classe II e hanno una maggior capacità di attivare i linfociti T. Inoltre secernono proteine con attività citotossica, che concorrono all’eliminazione di un gran numero di patogeni, incluse cellule infettate da virus, cellule neoplastiche e batteri intracellulari.

Le due funzioni principali dei macrofagi sono quindi la degradazione degli antigeni e la loro presentazione alle cellule della risposta immunitaria specifica.

Generalmente durante la risposta immunitaria i macrofagi sono attratti da svariate sostanze e muovono verso di esse in un processo detto chemiotassi: quando entrano in contatto con l’antigene emettono pseudopodi in grado di catturarlo e di inglobarlo in un fagosoma. All’interno della cellula il fagosoma si fonde con un lisosoma che grazie ai suoi enzimi (lisozima ed enzimi idrolitici) è in grado di digerire e processare l’antigene stesso. 
Inoltre il macrofago è in grado di produrre numerose sostanze ad attività antimicrobica e citotossica: la maggior parte di questi mediatori sono forme reattive dell’ossigeno o dell’azoto (ROS o reactive oxygen species e RNI o reactive nitrogen species). Il processo di produzione di questi mediatori durante la fagocitosi è noto come burst respiratorio e implica l’attivazione di una ossidasi di membrana che catalizza la riduzione dell’ossigeno ad anione superossido, che a sua volta genera altri potenti agenti ossidanti, quali il radicale idrossilico e il perossido di idrogeno. Nel fagolisosoma inoltre la mieloperossidasi agisce sul perossido di idrogeno per produrre agenti ossidanti più potenti e durevoli tra cui l’ipoclorito. I macrofagi attivati con LPS invece, in presenza di IFN-, aumentano l’espressione di ossido-nitrico sintetasi (NOS), che produce ossido nitrico: quest’ultimo può agire come tale oppure reagire con i ROS per formare specie ancora più tossiche. 
Altre sostanze ad attività antimicrobica e citotossica sono le defensine, peptidi cationici di 29-35 aminoacidi, ricchi di residui cisteinici, in grado di formare dei canali permeabili agli ioni nella membrana cellulare dei patogeni.
L’antigene fagocitato viene quindi degradato in peptidi che si associano a molecole MHC di classe II: questi complessi sono trasportati sulla membrana dei macrofagi. Questo meccanismo viene chiamato presentazione dell’antigene e ha la funzione di attivare i linfociti TH. I macrofagi collaborano all’attivazione della risposta infiammatoria anche tramite secrezione di fattori solubili quali citochine (IL-1, TNF-, IL-6), proteine sieriche del complemento, enzimi idrolitici [Goldsby R.A. et al., 2000].
2.2 I linfociti B

I linfociti B usano il loro recettore immunoglobulinico per legare e internalizzare in modo specifico l’antigene estraneo. Il legame dell’antigene alle immunoglobuline (Ig) di membrana induce l’espressione delle molecole costimolatorie CD80, CD86 e B7h, che interagiscono con i linfociti T helper. Questi ultimi, ricevuto il doppio segnale mediato dal complesso MHC-peptide e dalle molecole costimolatorie, promuovono la proliferazione dei linfociti B e il loro differenziamento in plasmacellule secernenti anticorpi. I linfociti B comunque, attivano in maniera più efficiente le cellule T effettrici che quelle “naive” [Evans ED. et al., 2000].

2.3  Le cellule dendritiche 

[image: image7.png]


Le cellule dendritiche devono il loro nome alla fitta rete di lunghi processi della membrana che si dipartono dal soma cellulare, simili ai dendriti delle cellule nervose (Fig 4). 
Figura 4
Morfologia di una cellula dendritica
Derivano dagli stessi precursori dei macrofagi e, durante la maturazione, migrano dal midollo osseo ai tessuti periferici; sono stati identificati vari stadi differenziativi delle DC: progenitori midollari e monociti circolanti che costituiscono la sorgente di DC; DC immature residenti nei tessuti e responsabili della captazione e della processazione dell’antigene e infine DC mature, situate negli organi linfoidi secondari, dove presentano l’antigene ai linfociti T, attivando la risposta immunitaria specifica [Banchereau J et al., 2000].

A seconda della loro localizzazione possono essere suddivise in:

· Cellule del Langherans nell’epidermide e nelle mucose

· Cellule dendritiche interstiziali

· Cellule dendritiche interdigitate nelle regioni ricche di linfociti T degli organi linfoidi secondari e nel timo

· Cellule dendritiche circolanti nel sangue e nella linfa (cellule velate), distinte in mieloidi e plasmacitoidi.
Sono caratterizzate da elevati livelli di espressione delle molecole MHC sia di classe I che di classe II, oltre ai membri della famiglia B7: per questa ragione sono APC molto più potenti di macrofagi e linfociti B. Oltre alle molecole di classe I e II, le cellule dendritiche esprimono un’altra classe di molecole coinvolte nella presentazione dell’antigene: le proteine della famiglia CD1. E’ una famiglia di 5 proteine (CD1a, b, c, d, e) coinvolta nella regolazione delle risposte T contro antigeni microbici lipidici o glicolipidici [Banchereau et al., 2000; Guermonprez et al., 2002].

Le cellule dendritiche rimangono nei tessuti, in forma immatura, fino all’arrivo di un patogeno. Dopo averlo fagocitato si spostano, attraverso il sistema linfatico, al linfonodo più vicino, dove interagiscono con i linfociti naive circolanti. Se le cellule dendritiche non si attivano inducono tolleranza verso l’antigene catturato. Le cellule dendritiche immature presentano sulla loro membrana recettori specifici per componenti comuni di alcuni patogeni: l’interazione recettore-ligando stimola la cellula dendritica a fagocitare il patogeno e a degradarlo a livello intracellulare. Le DC reclutano i leucociti al sito dell’infiammazione e amplificano le risposte immuni innate attraverso la produzione di chemochine, citochine infiammatorie e interferoni di tipo I; l’attività fagocitica diminuisce, mentre aumentano l’espressione di molecole MHC di classe I e II e di molecole costimolatorie CD80 (o B7-1), e CD86 (o B7-2). In seguito ad un riarrangiamento del citoscheletro le DC acquisiscono un’elevata capacità motoria, sostenuta dall’aumentata espressione di recettori per le chemochine. Le cellule dendritiche possono fagocitare anche antigeni extracellulari con meccanismo recettore-indipendente detto macropinocitosi. La principale funzione delle dendritiche non è però quella di distruggere i patogeni, come invece fanno i macrofagi, ma semplicemente di presentarli ai linfociti T (Fig 5).


[image: image3]
Figura 5
Interazione tra DC e linfociti T
A loro volta i linfociti T-helper attivano le DC mediante l’interazione CD40-CD40L e le DC così attivate sono capaci di stimolare una risposta T-killer [Bennet SRM et al., 1998; Schoenberger SP  et al., 1998]. Le cellule dendritiche sono quindi le cellule più potenti ad indurre una risposta T-linfocitaria ed hanno la peculiare capacità di stimolare non solo le cellule T-memoria, ma anche T-linfociti “naїve”.
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Figura 6
Maturazione delle cellule dendritiche: modificazione dell’espressione antigenica, dell’attività fagocitica e di quella cross-presentante durante il processo differenziativo.

Le DC stimolano la proliferazione e la produzione di anticorpi da parte dei linfociti B sia indirettamente, grazie all’attivazione dei linfociti T helper, sia direttamente attraverso la produzione di citochine, tra cui l’IL-12 [Palucka et al, 1999]. Le DC inoltre sono in grado di stimolare la citotossicità delle cellule NK  sempre con un meccanismo IL-12-dipendente. Le due sottopopolazioni di cellule dendritiche polarizzano in modo diverso il profilo citochinico delle NK: le mieloidi promuovono il rilascio di IFN-, mentre le plasmacitoidi stimolano la produzione di IL-4 [Palucka et al., 1999].

2.3 La presentazione dell’antigene

Poiché un antigene proteico estraneo possa essere riconociuto da un linfocita T, esso deve essere degradato in piccoli peptidi antigenici che si associano fisicamente alle molecole MHC di classe I o di classe II. Inoltre i linfociti, per essere attivati, necessitano di un secondo segnale detto costimolazione. Le APC possiedono sulla loro superficie sia le molecole del complesso MHC sia le molecole costimolatorie e sono quindi in grado di attivare completamente i linfociti T.
2.3.1 Il complesso MHC
Il complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) è un grosso complesso genico con loci multipli. Questi codificano due classi principali di glicoproteine di membrana, le molecole MHC di classe I e di classe II. In linea generale i linfociti TH riconoscono antigeni legati alle molecole MHC di classe II, mentre i linfociti TC quelli associati a molecole di classe I.

Nell'uomo le molecole MHC prendono nome di HLA : sono noti 3 loci genici per la classe I (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e 3 loci genici per la classe II (HLA-DR, HLA-DP e  HLA-DQ).

Ciascuna di queste molecole è caratterizzata da un elevato grado di polimorfismo nella popolazione. Poligenia e polimorfismo del sistema, sono giustificati poiché ciascuna molecola MHC ha una relativa selettività di legame con i peptidi antigenici. Pertanto maggiore è il numero di MHC differenti, maggiore è lo spettro di peptidi antigenici che potranno essere legati e presentati efficacemente ai linfociti T. Quindi ciascun TCR è specializzato nel riconoscimento di un determinato peptide legato ad una determinata molecola MHC, espressa sulla superficie di cellule presentanti l’antigene o di cellule bersaglio.
L’espressione delle molecole MHC di classe II è limitata alle APC, mentre quelle di classe I sono espresse da tutte le cellule nucleate.
2.3.2 La famiglia B7
Le molecole B7 sono membri della superfamiglia delle immunoglobuline; possiedono un unico dominio di tipo V e un unico dominio di tipo C. 
B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) hanno la stessa organizzazione dei domini extracellulari, ma domini intracellulari molto diversi. B7-2 è costitutivamente espresso a bassi livelli sulle APC ed è rapidamente indotto in seguito all’attivazione. L’espressione di B7-1 invece è indotta in un secondo tempo. Ciò sembrerebbe quindi indicare la maggior importanza di B7-2 nella fase iniziale della risposta immunitaria. Le funzioni di B7-1 e B7-2 sono in gran parte sovrapponibili e sembrano quindi differire principalmete nel tempo di espressione. I loro ligandi sulla superficie linfocitaria sono CD28 e CTLA4, anch’essi membri della superfamiglia delle immunoglobuline.
Due nuovi membri di questa famiglia sono B7-h, ligando di ICOS, e PD-L1/PD-L2, ligandi di PD-1 
2.3.2.1 B7h, il ligando di H4/ICOS
Il ligando di H4/ICOS è una proteina di 309 aminoacidi espressa sulla superficie delle APC chiamata in vari modi: B7-h, B7RP-1 (B7 related protein-1), LICOS (ligand of ICOS), GL50.

B7-h e H4/ICOS interagiscono con una KD 33 nM e una off-rate con t1/2 di 10 minuti. 
B7-h è costituito da un dominio extracellulare, una dominio transmembrana e una coda citoplasmatica. In particolare possiede un dominio IgV-simile e un dominio IgC-simile analoghi a quelli di B7-1 e B7-2.
A differenza di B7-1 e B7-2, B7-h viene espresso non solo da cellule di derivazione ematopoietica  ma anche da altri tessuti. In particolare è espresso a bassi livelli sui linfociti B, sui macrofagi e sulle cellule dendritiche e aumenta in seguito a stimolazione con IFN La sua espressione in tessuti non linfoidi non è del tutto chiara.
Scopo del lavoro

· Studio delle risposte delle APC alla stimolazione ICOS-mediata
· Ricerca di nuovi interattori intracellulari della molecola H4/ICOS
Materiali e metodi (1)

1. Cellule

I monociti CD14+ circolanti costituiscono la fonte più facilmente disponibile per la generazione ex-vivo di DC ed MDM (monocyte derived macrophages).

PBMC umani sono stati isolati da preparazioni concentrate di sangue periferico (buffy-coat) tramite centrifugazione su gradiente di densità (Lymphoprep, Nycomed, Oslo, Norway). Dopo due ore di incubazione a 37°C e 5% di CO2, in terreno RPMI 1640 (Gibco Life Tecnologies, Gaithersurg, MD), contenente 5% FBS (v/v) (Fetal Bovine Serum) (Gibco Life Tecnologies, Gaithersurg, MD) e 40 mg/ml di gentamicina (Schering-Plough, Milano, Italia), penicillina e streptomicina, le cellule non aderenti sono state rimosse e le cellule aderenti contate e piastrate (500000 cellule per punto) per il differenziamento. Il metodo standard per la generazione di DC a partire da monociti CD14+ si basa sulla coltura degli stessi in RPMI 1640 contenente 10% di FBS in presenza di due citochine fondamentali, il fattore stimolante la formazione di colonie di granulociti-macrofagi (GM-CSF), che promuove la differenziazione cellulare verso la linea mielo-monocitica, e l’Interleuchina 4 (IL-4) (IL4-DC), che inibisce  il differenziamento di macrofagi. (Szabolics P. et al., 1996). Questo regime promuove lo sviluppo dopo 5-6 giorni di coltura di DC (IL4-DC) immature, non aderenti, estremamente efficienti nel catturate e processare gli antigeni da dotate di scarsa  di indurre la proliferazione di linfociti T naive (fig. 7). Tuttavia, tali cellule non sono completamente differenziate a regrediscono ad uno stato di cellule aderenti monocitoidi se le citochine impiegate per il differenziamento vengono rimosse dal mezzo di coltura. Per la generazione di MDM il protocollo è del tutto simile, fatta eccezione per l’IL-4 che non deve essere presente e per la concentrazione di FBS che è pari al 5%.
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Figura 7
Morfologia delle DC dopo 6 giorni di coltura 
L’aggiunta di stimoli maturativi differenti, quali LPS, CD40L e poli I:C, nel mezzo di coltura determina la maturazione delle IL4-DC che aumentano l’espressione a livello di membrana dei complessi peptide-MHC [Cella M. et al., 1997], delle molecole costimolatorie (CD80, CD86 e CD40) e di adesione, dei recettori chemochinici, quali il CCR7, che dirigono la migrazione delle DC agli organi linfoidi secondari [Sallusto F. et al., 1999] e quindi della loro capacità immunostimolante. Le cellule dopo maturazione risultano completamente differenziate in DC e in seguito alla rimozione delle citochine, impiegate per il differenziamento, non regrediscono a monociti.

Complessivamente, queste osservazioni portano alla conclusione che la completa differenziazione dei monociti a DC, in presenza di GM-CSF e IL-4 richiede necessariamente due fasi successive di coltura; DC immature vengono generate dopo 5-6 giorni di coltura mentre sono necessari ulteriori 1-2 giorni per il completo differenziamento di DC mature, capaci di indurre la proliferazione delle cellule T. 

2. Congelamento e scongelamento dei PBL
I PBL arricchiti tramite deplezione della frazione monocitaria capace di aderire alla plastica sono stati contati in camere di Kova, utilizzando il colorante blu di Trypan e poi risospesi in terreno “R20/10FCS/DMSO” costituito da terreno R20FCS addizionato con DMSO (dimetilsulfossido) al 10% v/v come criopreservante. Le cellule sono state conservate a –80°C.

Al momento dell’utilizzo, le cellule sono state scongelate rapidamente in bagnetto termostatato a 37°C e quindi diluite con terreno R20 FCS. Dopo un lavaggio a 250g per 15 minuti, le cellule sono state risospese in terreno R10FCS e la quantità di cellule vitali è stata determinata mediante conta cellulare in camere di Kova, utilizzando il colorante blu di Trypan per l’esclusione delle cellule morte.

Alla fine le cellule sono state portate alla concentrazione necessaria per l’allestimento delle colture (3x106 cellule/mL).

3. Valutazione morfologica delle DC 

L’aspetto morfologico delle DC è stato valutato in microscopia a fluorescenza. Le cellule non aderenti sono state raccolte, lavate ripetutamente con PBS, privo di calcio e magnesio, e incubate per 1 minuto a temperatura ambiente con 100l di soluzione di Arancio d’Acridina (1mg/ml); le cellule colorate sono state nuovamente lavate con PBS e poste su di un vetrino per l’analisi microscopica. 
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L’arancio d’acridina è un fluorocromo della famiglia delle acridine, specifico per gli acidi nucleici. E’ definito metacromatico, ossia con due diverse frequenze di emissione, in seguito ad eccitazione alla lunghezza d’onda di 480nm. A bassa concentrazione, e con rapporto colorante/proteine basso, l’arancio d’acridina si lega al DNA doppia elica ed emette fluorescenza verde intorno ai 525nm; all’aumentare del rapporto colorante/proteine, l’arancio d’acridina provoca condensazione degli acidi nucleici a singola elica (DNA o RNA) ed emette fluorescenza rossa attorno ai 575nm.

4. Caratterizzazione immunofenotipica delle DC e degli MDM
Per la caratterizzazione immunofenotipica, campioni di 0.1 x 106 cellule / 100(l di 1% FBS-PBS sono stati incubati per 30 minuti al buio e a 4°C con  i seguenti anticorpi monoclonali (mAb) coniugati con (FITC) o ficoeritrina (PE) o (PerCP): anti-CD1a, -CD14, -HLA-A, B, C, -HLA-DR, -CD83, -CD80, -CD86, -CD16, -human Ig, -anti B7h (Becton Dickinson). Al termine dell’incubazione, i campioni vengono lavati con 1.5 mL 1% FBS-PBS per elimininare le eventuali tracce di anticorpi in eccesso e il pellet viene risospeso in 200 l di 1% PFA-PBS e conservati a 4°C. 

Entro 24 ore dalla preparazione, i campioni vengono analizzati in citofluorimetria con un citofluorimetro FACScalibur (Becton Dickinson), selezionando le cellule in modo da escludere dall’analisi i detriti cellulari ed eventuali linfociti contaminanti.

Quando sono stati utilizzati mAb non coniugati, le cellule sono state lavate e poi re-incubate, sotto le stesse condizioni, con l’anticorpo Goat anti-mouse, FITC o PE, o anti-hamster FITC. Dopo 30 min. di incubazione in ghiaccio, le cellule sono state lavate in PBS 3 volte ed immediatamente analizzate al citofluorimetro (FACScan, Becton-Dickinson, Mountain View, CA). 
5. Valutazione della capacità allostimolatoria delle DC e degli MDM in coltura linfocitaria mista (MLR) 

La capacità allostimolante delle DC e degli MDM generati da monociti è stata valutata incubando le stesse con PBL allgenici in rapporto 1:20 in piastre a 96 pozzetti a fondo a U.
In particolare 5*104 PBL sono stati incubati con 5*103 DC o MDM in terreno RPMI 10% FBS per 5 giorni a 37°C in atmsfera umidificata. Per valutare l’avvenuta proliferazione timidina triziata 3H-TdR (amersham, Little Chalfont) (0.5 Ci/pozzetto, 28 Ci/mmol) è stata aggiunta durante le ultime 6 ore di coltura.Le cellule sono state quindi sacrificate e analizzate al contatore .
6. Valutazione della produzione di anione superossido

Il dosaggio della produzione di anione superossido è stato effettuato su MDM. Dopo una preincubazione di 24 ore con ICOS-Ig [R&D System] in terreno RPMI 1640 (Gibco Life Tecnologies, Gaithersurg, MD) privo di rosso-fenolo (per evitare interferenze con la lettura spettrofotometrica) e di FBS a 37°C. Gli MDM sono stati incubati per 30 minuti al buio con citocromo c 1mg/ml [Sigma]. Gli effetti di ICOSIg sono stati comparati con quelli di evocati dal PMA (forbolo 12-miristato 13-acetato) 10-7 M [Sigma], un tipico attivatore della proteinchinasi C e da LPS (lipopolisaccaride) 500 ng/ml [Sigma]. La produzione di anione superossido è stata valutata sulla base della reazione di riduzione del citocromo c, sensibile all’inibizione da parte della SOD (superossido dismutasi) [Sigma]. Le differenze di assorbanza sono state valutate alla lunghezza d’onda di 550 nm tramite spettrofotometro Beckman DU 650. La produzione di superossido si esprime in nmol di cytocromo c ridotto da 106 cellule in 30 minuti, usando come coefficiente di estinzione 21,1 mM [Brunelleschi S. et al., 2001]. I valori di controllo (produzione di anione superossido in assenza di stimoli) sono stati sottratti da tutte le altre acquisizioni.
Materiali e metodi (2)

1. Clonaggio della coda citoplasmatica di H4/ICOS
1.1 Polymerase chain reaction (PCR)

La coda citoplasmatica di H4/ICOS (aa 165-199; basi 163-600) è stata amplificata mediante PCR utilizzando la Taq Polymerase (Invitrogen). Le coppie di oligonucleotidi utilizzate, riportate in Tabella 1, sono state disegnate nel nostro laboratorio e sintetizzate dalla ditta Sigma-Genosys :

	PRIMER FORWARD
	PRIMER REVERSE
	

	Nome
	Sequenza
	Nome
	Sequenza
	Amplificato

	ICOS 493
	5’-CCG AAT TCA CAA AAA AGA AGT ATT CAT CC-3’
	I-XHO-R
	5’- CCG CTC GAG TTA TAG GGT CAC ATC-3’
	106bp


Tabella 1.
Primers utilizzati 

Per ciascuna reazione di PCR, svolta in 50 µl finali, la reazione conteneva 0,1 µg/µl di DNA (pcNeo ICOS WT), 10x Buffer (200 mM Tris-HCl pH 8,4; 500 mM KCl ), 2 µM MgCl2 , 0,2 µM dNTP mix, 0,5 µM Primer Forward, 0,5 µM Primer reverse, 1 U di Taq DNA polymerase.

Il ciclo di reazione, per l’amplificazione di ciascun esone, è stato studiato sulla base delle temperature di appaiamento di ogni coppia di oligonucleotidi (Tannealing).

1.2 Elettroforesi su gel di agarosio
Il gel è stato preparato sciogliendo l’agarosio (3%) in Tampone Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1% contenente bromuro d’etidio. L’esposizione agli UV del gel permette il rilevamento del DNA grazie alla fluorescenza emessa dall’etidio bromuro incorporato dal campione.
1.3 Estrazione da gel d’agarosio
Le bande d’interesse sono state tagliate da gel e il DNA estratto dalla matrice con il kit Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorf).

Il kit utilizzato prevede (A) l’estrazione della banda interessata dalla matrice del gel tramite solubilizzazione dello stesso in tampone contenente Sodio Ioduro, (B) la purificazione del campione di DNA tramite legame su resina specifica a scambio ionico ed eliminazione delle impurità (agarosio, proteine, sali..) tramite lavaggi con un tampone contenente etanolo e (C) eluizione del campione purificato in tampone acquoso.

Questa metodica permette la purificazione di frammenti di DNA prodotti per PCR e da reazioni enzimatiche quali digestioni e ligazioni.

1.4 I vettori utilizzati per il clonaggio
La coda citoplasmatica di ICOS è stata clonata nel vettore pLexA (BD Clontech), rappresentato in Figura 8. Il vettore contiene (A) un ‘multiple cloning site’ (MCS) posto di seguito alla sequenza codificante per il DNA binding domain del promotore LexA, (B) la sequenza HIS3, in grado di conferire all’ospite la capacità di sintetizzare l’aminoacido istidina e (C) una per la resistenza all’ ampicillina che permette selezione ed amplificazione del vettore in Escherichia coli.
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Figura 8
Mappa del vettore di espressione pLexA (BD Clontech)

1.5 Digestione enzimatica e ligazone
4 µg di DNA plasmidico e di DNA codificante per la coda citoplasmatica di ICOS sono stati digeriti per 2 ore a 37°, in presenza degli enzimi di restrizione (1-2 U di enzima /µg DNA), il tampone specifico 10x fornito dalla casa produttrice ed acqua sterile. 

Gli enzimi di restrizione utilizzati sono: EcoRI, presente all’interno dell’oligo forward, per il taglio all’estremità N-terminale e XhoI, nell’oligo reverse, per il taglio all’estremità C-terminale.

Di seguito sono mostrate le sequenze nucleotidiche riconosciute dai due enzimi con evidenziati dalle frecce i siti di taglio:
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I frammenti di DNA (inserti) ed il vettore, opportunamente digeriti con gli enzimi di restrizione e purificati, sono stati covalentemente legati mediante azione della T4 DNA ligasi (Invitrogen). La miscela di reazione è composta dal DNA che si vuole clonare (inserto) e dal vettore con un eccesso del primo rispetto al secondo (in rapporto 3:1), la ligasi (1-2 U di T4 DNA), il tampone 5X (fornito dalla casa produttrice dell’enzima) ed acqua sterile.

La reazione è stata condotta a 22° C per 2 ore. Per ciascuna delle reazioni enzimatiche realizzate era previsto un controllo di re-ligazione, del vettore su se stesso, in cui la miscela di reazione conteneva la ligasi, il tampone 5X, l’acqua ed il vettore digerito, ma non veniva aggiunto l’inserto.
1.6 Trasformazione batterica

Come recipiente dei plasmidi originati, è stato utilizzato il ceppo batterico Escherichia coli, specie JM109, reso competente, fornito dalla ditta Promega. A 20 µl di batteri competenti è stato aggiunto il prodotto di ligazione e la miscela è stata incubata 20’ in ghiaccio, per permettere l’adesione del DNA alla capsula batterica. Successivamente, è stato indotto uno shock termico (37°C per 5’), per permettere l’ingresso del vettore nella cellula batterica. Le cellule vengono successivamente incubate 30’ in terreno liquido a 37°C al fine di fornire loro il tempo necessario a produrre la -lattamasi necessaria per crescere su terreno selettivo arricchito di ampicillina. I batteri sono stati piastrati su piastre Petri contenenti terreno selettivo (LB-agar-ampicillina 50 µg/ml) e lasciati crescere 12-18 ore a 37°C.

L’inserto clonato è stato controllato mediante PCR, utilizzando i primers ICOS 493 e I-Xho-R e sequenziato per verificare l’assenza di mutazioni.

1.7 Estrazione del DNA plasmidico
Per la preparazione dei plasmidi è stato utilizzato il kit di estrazione QIAGEN Plasmid Midi (QIAGEN) che si basa sulla lisi alcalina delle cellule batteriche, cresciute in terreno selettivo contenente ampicillina a 37°C in agitazione per 12-16 ore, seguita dall’adsorbimento del DNA su di una resina a scambio ionico in presenza di appropriate condizioni di pH e di forza ionica. Le proteine e le impurità vengono rimosse tramite lavaggio ed il DNA plasmidico purificato viene eluito mediante variazione di pH. Il DNA viene quindi concentrato e desalificato tramite precipitazione in isopropanolo e successivamente recuperato in tampone acquoso e quantizzato allo spettrofotometro come spiegato nel capitolo dedicato all’estrazione di DNA genomico.
2. Il sistema del doppio ibrido (yeast two hybrid system)
2.1 Introduzione
La tecnica del doppio ibrido in lievito può essere utilizzata per identificare nuove interazioni tra proteine, per confermare interazioni presunte o per definire i domini interagenti. La tecnica del doppio ibrido (yeast two hybrid assay) si basa sul fatto che molti fattori di trascrizione eucariotici sono composti da domini fisicamente separati e funzionalmente indipendenti e in particolare da un DNA-binding domain (DNA-BD), che si lega a specifiche sequenze promotore chiamate, nel caso dei lieviti,  upstream activation site (UAS) e da uno o più domini di attivazione (activation domain o AD), che dirigono il complesso della RNA polimerasi II nella trascrizione dei geni a valle delle UAS. Entrambi i domini sono necessari per l’espressione dei geni in questione.

Generalmente i due domini fanno parte della stessa proteina. Tramite tecniche di DNA ricombinante è però possibile farli esprimere nello stesso ospite cellulare come due peptidi fisicamente separati. I peptidi DNA-BD e AD non sono in grado di attivare la trascrizione  se non sono fisicamente vicini tra loro. 

Esistono due possibili sistemi basati sul two hybrid assay, che differiscono per il fattore di trascrizione utilizzato e quindi per i rispettivi geni reporter. Essi sono il sistema LexA e il sistema GAL4.
Nel sistema LexA il DNA-BD è costituito dalla proteina procariotica LexA, che normalmente funziona come come repressore dei geni SOS in E. coli quando si lega agli operoni LexA. Invece coi promotori utilizzati nel doppio ibrido non funziona da repressore. L’AD è invece un peptide di 88 aminoacidi derivante anch’esso da E. coli e chiamato B42.
Il sistema Lex A utilizza due geni reporter (LEU2 e lacZ) sotto il controllo di operoni LexA multipli: questo elimina il problema dei falsi positivi. L’attivazione del gene LEU2 permette al ceppo di lieviti EGY48 di crescere in un mezzo privo di leucina, mentre il gene lacZ codifica per l’enzima -galattosidasi, la cui attività è monitorabile con numerosi saggi. 
Il sistema GAL4 invece utilizza 2 distinti ceppi di lievito (AH109 e Y187) e 4 geni reporter.

AH109 possiede 3 geni reporter (ADE2, HIS3 e MEL1oppure lacZ), sotto il controllo di diverse UASs e TATA boxes. Ciò permette un’efficace riduzione dei falsi positivi. AH109 ha fenotipo copulativo a, mentre Y187 ha fenotipo  ed è quindi possibile effettuare un mating (unione di due cellule aploidi per formare una cellula diploide) fra i due ceppi per rendere ancora più stringente la selezione. 

Utilizzando due diversi vettori di clonaggio, si possono creare proteine di fusione tra questi domini e altre proteine potenzialmente interagenti tra loro. Le proteine ibride vengono poi coespresse in lievito (perché è eucariota). L’interazione tra una proteina target (fusa col DNA-BD e chiamata bait) e una library di proteine fuse con l’AD permette l’avvicinamento dei due domini e quindi l’attivazione dei geni a valle degli operoni LexA o GAL4 detti geni reporter.
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Figura 9
Principio del saggio del doppio ibrido
2.2 I ceppi di lievito
Il sistema LexA e il sistema Gal4 differiscono anche nel lievito ospite.

Il sistema LexA utilizza un unico ceppo di Saccaromyces cerevisiae chiamato EGY48. In particolare si utilizza EGY48[p8op-lacZ] contenente il plasmide p8op-lacZ che codifica per il gene reporter lacZ. Inoltre contiene un plasmide recante il gene URA3, che conferisce all’ospite la capacità di sintetizzare la base uracile.
Il sitema Gal4 utilizza invece 2 ceppi di lievito, Y187 e AH109.
2.3 Terreni e soluzioni utilizzati

· Yeast stock buffer: glicerolo 65% v/v; MgSO4 100mM; Tris/HCl pH 8 25 mM;
· Litio Acetato (LiOAc) 1M (10X) pH 7.5 (Sigma);

· YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) (BD Clontech);

· Glucosio 20% p/V (Sigma);

· Raffinosio 20% p/V (Sigma);

· Galattosio 20% p/V (Sigma);

· Polietilenglicole (PEG 3350) 50% (Sigma);
· YC medium: è il terreno base al quale vengono aggiunti o tolti gli aminoacidi interessati nella selezione. La sua composizone è indicata nella tabella 2.

	Yeast Nitrogen Base (YNB) 1.2g

	(NH4)2SO4 5g

	Adenina 0.1g

	Uracile (U) 0.1g

	Arginina 0.1g

	Cisteina 0.1g

	Lisina 0.1g

	Treonina 0.1g

	Acido aspartico 0.05g

	Isoleucina 0.05g

	Metionina 0.05g

	Fenilalanina 0.05g

	Prolina 0.05g

	Serina 0.05g

	Tirosina 0.05g

	Valina 0.05g

	Leucina (L) 0.1g

	Triptofano (W) 0.1g

	Istidina (H) 0.05 g


Tabella 2 Composizione dei terreni selettivi (quantità per 1l di soluzione). In grassetto sono indicati aminoacidi e basi utilizzati per la selezione.
I terreni selettivi utilizzati sono YC –U (per EGY48 [p8op-lacZ]), YC – U/H (per EGY48[p8op-lacZ][pLexA]), YC –H/U/W (per EGY48 [[p8op-lacZ][pLexA][pYESTrp2]). A questi terreni viene aggiunto glucosio al 2% finale.

Per i test di interazione si utilizza invece YC-H/U/W/L contenente galattosio al 2% e raffinosio all’1% anziché glucosio perché il reporter lacZ non viene trascritto in presenza di glucosio.

Per il saggio di attività della galattosidasi si utilizza YC-H/U/W contenente galattosio al 2% e raffinosio all’1%, X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galattopiranoside) 80mg/ml, BU salts 1:10.
Per terreni solidi si aggiunge agar alla concentrazione di 20 g/ml.
2.4 Library
Sulla base delle conoscenze sulla distribuzione tissutale dell’espressione di H4/ICOS abbiamo scelto di fare lo screening di una library di cDNA provenienti da milza umana, e in particolare da un donatore maschio di 26 anni, clonati nel vettore pYESTrp2, in frame con il gene codificante per il DNA-AD di LexA. La diversità di tale library è pari a 1.14 * 107 colonie.
2.5 Trasformazione in lievito (metodo del litio acetato)
Sono stati utilizzati 2 protocolli di trasformazione, uno ad alta efficienza per introdurre la library e uno a bassa efficienza per introdurre la bait. I lieviti possono essere trasformati con più plasmidi cotmporaneamente, ma l’efficienza diminuisce e si è quindi preferito trasformare i due plasmidi in modo sequenziale. In un primo tempo è quindi stato introdotto il plasmide pLexA contenente la bait e successivamente è stata introdotta la library. Ogni plasmide porta la capacità di sintetizzare un diverso aminoacido (geni di prototrofia) e proprio su questo si basa la selezione dei trasformanti .
Ottimizzare l’efficienza della trasformazione della library è fondamentale per non perdere trascritti rari.

2.5.1 Trasformazione a bassa efficienza

Una singola colonia di EGY48 viene cresciuta over night (ON) in 5 ml di YPDA a 30°C in agitazione, in condizioni aerobie. Le cellule vengono raccolte in tubi da 1.5 ml tramite centrifugazione a 3000g per 30 secondi e poi risospese in 1 ml di Litio Acetato (LiOAc) 0.1 M, per 5 minuti a 30°C. L’aggiunta di LiOAc rende le cellule molto fragili. Segue una centrifugata a 3000g per 30 secondi per poter poi risospendere le cellule nella effettiva miscela di trasformazone:
· 240 l di polietilenglicole (PEG) al 50% in acqua. Protegge le cellule dal LiOAc.
· 36 l di LiOAc 1 M

· 5 l di DNA carrier 10mg/ml

· 1 g di DNA plasmidico

· acqua fino al volume finale di 360 l

Segue uno shock termico di 20 minuti a 42°C. La miscela di trasformazione viene eliminata tramite centrifugazione  e le cellule vengono risospese in acqua è piastrate sul terreno appropriato.

2.5.2 Trasformazione ad alta efficienza

Una colonia di EGY48[p8op-lacZ][pLexA-bait] viene fatta crescere ON a 30°C in agitazione in 5 ml di terreno –H/U Glu. Il giorno successivo viene diluita 1/50 in 50 ml dello stesso terreno e lasciata ON a 30°C in agitazione. Quindi viene diluita in 300 ml e lasciata crescere fino ad una OD di 0.5-0.7 (circa 8 ore). Le cellule vengono poi raccolte tramite centrifugazione a 3000g per 20 minuti e risospese in 20 ml di acqua sterile come lavaggio. Si centrifuga nuovamente e si risospende LiOAc 0.1 M.; si preparano 30 aliquote da 50 l in tubi da 2 ml.

Si aggiungono nell’ordine:

· 240 l di polietilenglicole (PEG) al 50% in acqua. Protegge le cellule dal LiOAc.

· 36 l di LiOAc 1 M

· 5 l di DNA carrier 10mg/ml

· 1 g di DNA plasmidico

· acqua fino al volume finale di 360 l

Seguono 2 incubazioni: la prima di 30 minuti a 30°C e la seconda di 15 minuti a 42°C.
Quindi si raccolgono le cellule tramite centrifugazione, si risospendono in acqua sterile e si piastrano. Si combinano 3 trasformazioni per piastra (terreno –H/U/W Glu).Vengono quindi trasformati 30 g di plasmide.
2.6 Raccolta e titolazione della library

Le colonie di EGY48 contenenti sia bait che library vengono raccolte dalle piastre di trasformazione mediante lavaggio con acqua sterile con l’aiuto di un vetrino anch’esso sterile. Le cellule raccolte vengono pellettate, risospese in terreno adatto al congelamento a -80°C (Yeast stock buffer) e suddivise in aliquote di 1 ml.
Per titolare le aliquote si prelevano 500 l e si diluiscono in 5 ml (10-1) di acqua sterile. Si procede quindi alle diluizioni scalari prelevando 100 l e portando ad 1 ml con acqua sterile, fino ad arrivare alla concentazione 10-8. Si piastrano quindi le diluizioni 10-810-7 e 10-6 su terreno –H/U/W Glu.
2.7 Saggio di interazione
107 colonie vengono piastrate su terreno –H/U/W/L Gal/Raf e lasciate per 2-3 giorni a 30°C. Il gene LEU2 codificante per un enzima necessario alla sintesi di leucina viene trascritto solo se il promotore LexA è completo è quindi se bait e library interagiscono.

2.8 Saggio di attivazione della galattosidasi
Permette di escludere falsi positivi dal saggio di interazione su terreno privo di leucina. Si piccano le colonie cresciute su –H/U/W/L Gal/Raf su –H/U/W Gal/Raf X-gal.

Si lasciano a 30°C per 2-3 giorni.
Risultati e discussione (1)

1. Differenzimento di cellule dendritiche (DC) e di macrofagi (MDM) a partire da monociti CD14+

L’induzione del differenziamento in DC in presenza di GM-CSF e di IL-4 a partire da monociti arricchiti tramite l’aderenza su plastica ha permesso di avere dopo 5 giorni di coltura il 78.0 ( 6% (media ( SD di 10 esperimenti) di cellule con morfologia dendritica 
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Il differenziamento in MDM in presenza di GM-CSF a partire da monociti ha permesso di avere dopo 5 giorni di coltura il 69.0±11% (media ( SD di 10 esperimenti) di cellule con morfologia macrofagica (Figura 11)
Figura 11
Resa percentuale di cellule differenziate
L’avvenuto differenziamento è stato anche verificato tramite analisi morfologica al microscopio confocale previa colorazione con arancio di acridina (Figura 12) 
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Figua 12
Morfologia delle DC (A) e degli MDM  (B) dopo 5 giorni di differenziamento
2. Caratterizzazione immunofenotipica

Per meglio caratterizzare le popolazioni cellulari differenziate è stato analizzato, mediante  citofluorimetria, il loro immunofenotipo. Come evidenziato in Tabella 2 i risultati ottenuti dimostrano un aumento dell’espressione di CD1a, marcatore espresso dalle DC differenziate, e una parallela diminuzione dell’espressione di CD14, marcatore monocitario, dopo 5 giorni di coltura in presenza di GM-CSF e IL-4.

In Tabella 2 sono anche riportati i risultati relativi al differenziamento macrofagico; gli MDM mostrano un’espressione di CD14 confrontabile con quella dei monociti di partenza e un’aumentata espressione di CD16.
Le molecole costimolatorie CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) si rono rivelate costitutivamente presenti sulla superficie di tali cellule, così come il ligando di H4/ICOS, B7h.
	
	MONOCITI
	DC
	MDM

	CD14
	95.37±3.26 
	3.65±2.55
	94.14±3.26

	CD16
	25.76±9.76
	nv
	45.42±20.28

	CD1a
	nv
	65.29±10.36
	nv

	CD80
	2.34±1.73
	59.77±13.18
	54.37±19.47

	CD86
	93.58±9.16
	88.94±10.93
	93.96±3.79

	B7h
	2.38±1.52
	65.70±12.12
	67.30±13.65

	HLA-ABC
	
	
	99.24±0.23

	HLA-DR
	
	
	99.44±0.04

	CD83
	nv
	12.71±2.14
	nv


Tabella 2
Caratterizzazione immunofenotipica di DC ed MDM
3. Capacità di rispondere a stimoli di origine batterica
DC (Tabella 3) ed MDM (Tabella4) sono stati trattati con lipopolisaccaride (LPS), un tipico stimolo di origine batterica. La risposta a tale stimolo è stata valutata come percentuale di espressione delle molecole MHC di classe I (HLA A,B e C) e di classe II (HLA DR), mediante analisi citoflorimetrica.
Inoltre è  stata valutata la modulazione dell’espressione delle molecole costimolatorie CD80, CD86 e B7h e di CD83, tipico marcatore di attivazione dendritica.
	
	DC
	DC + LPS

	CD80
	59.77±13.18
	98.50±0.99

	CD86
	88.94±10.93
	99.82±0.18

	B7h
	65.70±12.12
	61.71±10.33

	HLA-ABC
	94.84±
	99.04±1.04

	HLA-DR
	98.97±0.04
	99.30±0.18

	CD83
	12.71±2.14
	88.72±12.16


Tabella 3
Risposta delle DC a stinoli di origine batterica
	
	MDM
	MDM+LPS

	CD80
	54.37±19.47
	94.13±4.97

	CD86
	93.96±3.79
	98.73±1.22

	B7h
	67.30±13.65
	58.52±9.63

	HLA-ABC
	99.24±0.23
	98.67±0.74

	HLA-DR
	99.44±0.04
	98.45±0.62


Tabella 4
Risposta degli MDM a stimoli di origine batterica
Gli stessi marcatori sono stati valutati anche su cellule trattate sia con LPS che con ICOS-Ig, per vedere se la stimolazione di B7-h fosse in qualche modo in grado di influenzare l’attivazione stessa di tali cellule (Tabelle 5-6).

	
	DC+H4
	DC + LPS/H4

	CD80
	87.96±5.85
	98.49±1.71

	CD86
	83.58±13.71
	99.79±0.21

	B7h
	66.74±4.56
	56.09±7.70

	HLA-ABC
	99.93±0.05
	99.91±0.01

	HLA-DR
	98.37±1.60
	99.66±0.23

	CD83
	20.95±13.97
	89.50±10.44


Tabella 5
Modulazione dell’attivazione di DC da parte di H4/ICOS
	
	MDM+H4
	MDM + LPS/H4

	CD80
	71.89±24.05
	93.94±8.57

	CD86
	95.49±4.29
	99.89±0.54

	B7h
	51.68±5.41
	59.95±3.98

	HLA-ABC
	99.16±1.04
	99.72±0.24

	HLA-DR
	99.45±0.35
	89.39±12.87


Tabella 6
Modulazione dell’attivazione di MDM da parte di H4/ICOS
4. Capacità di indurre proliferazione di PBL

Sono state allestite colture leucocitarie miste (MLR) eterologhe e sono state valutate le risposte prolferative di PBL a contatto con celule trattate solo con LPS, H4 da soli o in combianzione. La prestimolazione delle APC con H4/ICOS sembra inibire in qualche modo l’efficacia di tali cellule nell’indurre la proliferazione linfocitaria in presenza di LPS (Figure 13-14: I valori di proliferazione sono espressi in cpm).
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Figura 13
Effetti di DC trattate con H4 ed LPS sulla proliferazione di PBL eterologhi


Figura 14
Effetti di MDM trattati con H4 ed LPS sulla proliferazione di PBL eterologhi
5. Produzione di anione superossido

Uno dei meccanismi che gli MDM hanno a disposizione per uccidere i patogeni fagocitati è la produzione di radicali dell’ossigeno. Per questo motivo il dosaggio di anione superossido può essere considerato un buon indicatore dell’attività macrofagica. In particolare è stata valutata la produzione di superossido in condizioni di ristimolazione: in particolare le cellule sono state preincubate per 24 ore con LPS e per 1 ora con PMA, un analogo del DAG (DiAcilGlicerolo) in grado di attivare la proteinchinasi C (PKC). 
I risultati ottenuti sembrano concordare con l’andamento notato negli esperimenti di proliferazione: cellule trattate con LPS/PMA e H4 producono meno anione superossido rispetto a cellule trattate solo con LPS/PMA (Figura 15).

Figura 15
Produzione di anione superossido da parte di MDM
Risultati e discussione (2)

1 Clonaggio di H4/ICOS

La bait o esca è rappresentata dalla coda citoplasmatica di H4/ICOS (ICOS intracito), ovvero dal frammento compreso tra gli aminoacidi 165 e 199. Tale frammento di 106 pb è stato amplificato tramite PCR. Come stampo è stato utilizzato ICOS WT (wild type) clonato nel vettore pcDNA 3.1 myc-His (Invitrogen) 
L’inserto ICOS intracito e il vettore pLexA sono stati digeriti con gli enzimi di restrizione EcoRI e XhoI, ligati e amplificati in batteri e in seguito estratti.
Tramite PCR con i primer specifici per la coda citoplasmatica di ICOS è stato verificato che le colonie batteriche avessero effettivamente internalizzato il frammento di interesse (ICOS intracito è un frammento di 106 bp).
2 Trasformazione a bassa efficienza della bait

Il plasmide pLexA[ICOS intracito] è stato inserito, in 3 trasformazioni parallele, nel ceppo di Saccaromyces cerevisiae EGY48[p8op-lacZ]. Da ogni piastra di trasformazione sono state selezionate 10 colonie, che sono state piastrate su 3 terreni:

· YC-H/U Glucosio: è la piastra di mantenimento (master plate)

· YC-H/U/L Gal/Raf: test di autoattivazione. Su questo terreno le colonie non sono cresciute. Ciò significa che la bait non è da sola in grado di attivare la trascrizione del gene reporter LEU2.

· YC-H/U Gal/Raf X-gal: test di autoattivazione. Su questo terreno le colonie sono cresciute ma sono rimaste bianche. Ciò significa che la bait da sola non è in grado di attivare la trascrizione del gene reporter per la -galattosidasi. 

Dopo aver verificato la negatività dei test di interazione, è stata valutata, sulle stesse colonie, l’effettiva capacità di tali lieviti di esprimere la proteina ibrido in questione. I livelli di espressione di tale proteina sono stati valutati mediante western blot. (Figura 16). 

In particolare è stato utilizzazo un anticorpo diretto verso la proteina LexA, ibridata col farammento ICOS intracito e costituita da 202 aminoacidi.

Figura 16
Livelli di espressione della proteina LexA in colonie di EGY48.
Le colonie che sembravano esprimere la maggior quantità di proteina ibrida sono risultate essere le 1-2-7 della trasformazione 7, la 7 della trasformazione 14 e la 3 della trasformazione 17. Si è scelto di trasformare con la library la colonia 2 della trasformazione 7 (EGY48-7-2).
3 Trasfomazione sequenziale della library
Seguendo un protocollo di trasformazione ad alta efficienza basato sull’utilizzo di LiOAc , i plasmidi pYESTrp contenenti la library di cDNA di milza sono stati inseriti in EGY48-7-2. Le colonie contenenti entrambi i plasmidi (pLexA e pYESTrp2) sono state selezionate su  10 piastre di terreno YC-H/U/W Glucosio. Da tali piastre sono state ottenute 22 aliquote di glicerolati di EGY48[p8op-lacZ][pLexA ICOS intracito][pYESTrp2] con una concentrazione pari a 5.5 * 107 cfu/ml.

4. Test di interazione

107 cfu sono state piastrate su terreno selettivo privo di leucina (YC-H/U/W/L Gal/Raf). L’elevatissimo numero di cloni ottenuti fa pensare alla presenza di falsi positivi, probabilmente revertanti.

1040 cfu sono state numerate e piastrte su piastra di mantenimento (YC-H/U/W Glucosio) e su terreno contenente Xgal (YC-H/U/W Gal/Raf X-gal). Dopo questo secondo test di interazione solo 23 cfu hanno assunto una colorazione blu e sono quindi potenziali interattori della coda citoplasmatica di H4/ICOS.
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