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Il progetto

Il progetto parte dalla messa a punto di un sistema ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

per dosare la proteina Gas6 (Growth arrest specific protein 6) per poi articolarsi in due parti distinte 

ma parallele, svolte su linee cellulari macrofagiche ed endoteliali. Lo scopo è di dosare il livello di 

proteina  Gas6  prodotta  da  cellule  in  assenza  di  siero  e  rilasciata  nel  terreno  di  coltura  e 

contemporaneamente si vuole verificare quale via di trasduzione del segnale sia attivata negli stessi 

modelli cellulari con differenti concentrazioni di Gas6.

Gas6 è  una proteina vitamina K dipendente la  cui  struttura  prevede un dominio ricco in  acidi 

glutammici,  nella  porzione  N-terminale,  una  regione  epidermal  growth  factor  (EGF)-like  nella 

porzione centrale e una regione steroid hormone binding globulina (SHBG)-like in C-terminale. 

Nella sua forma γ-carbossilata, in presenza di calcio, è il ligando di tre recettori tirosin chinasici, 

Axl, Sky e Mer. E’ già stata dimostrata la sua funzione anti-apoptotica (Healy et al., 2001, Am J 

Physiol Lung Cell Mol Physiol; Hansabasic et al., 2004, Am J Physiol Heart Circ Physiol) oltre che 

il  suo ruolo nel  rimodellamento vascolare  (Korshunov et  al.,  2006,  Circ  Res)  e  nella  trombosi 

(Angelillo-Scherrer et al., 2001, Nat Med). Il nostro scopo è di verificare se le linee cellulari da noi 

esaminate producano Gas6 e quanto,  quali  pathway di  trasduzione del  segnale  siano attivati  in 

seguito  all’interazione  del  Gas  con  i  propri  recettori  e  quali  siano  le  variazioni,  indotte  dalla 

stimolazione con diverse concentrazioni di Gas esogeno, su queste vie, il tutto inserito nel contesto 

di uno stato infiammatorio. Ci proponiamo quindi di verificare quale sia il meccanismo molecolare 

innescato dalla nostra proteina partendo dagli studi passati che dimostrano che Gas6 è coinvolto 

nell’infiammazione (Avanzi et al., 1998, Blood), inibendo l’interazione dei polimorfonucleati con la 

parete  vasale  ed  impedendo  quindi  la  loro  extravasazione  e  il  raggiungimento  del  sito 

d’infiammazione, oltre che spegnendo il segnale infiammatorio innescato da macrofagi e cellule 

dendritiche. A questo proposito sono stati anche creati modelli murini mutanti singoli, doppi e tripli 

per  i  recettori  e  ciò  che  ne  è  risultato  è  stato  un  aumento  dei  livelli  di  TNF-α,  un’aumentata 

suscettibilità allo shock endotossico e un’insorgenza di autoimmunità grave (Lemke et al., 2003, 

Curr opin immunol).



Il  metodo ELISA su cui ci  concentriamo è di  tipo a sandwich,  poiché questo è  sicuramente il 

sistema più sensibile e specifico per il  rilevamento di basse quantità d’antigene (il Gas6 è stato 

stimato  nel  plasma  ad  una  concentrazione  di  20-50  ng/ml  circa  e  le  concentrazioni  che  noi 

testeremo saranno poco distanti da questi livelli) (Borgel et al., 2006, Crit Care Med; Balogh et al., 

2005,  Arterioscler  Thromb  Vasc  Biol).  Questo  significa  che  la  proteina  da  dosare  rimarrà 

imprigionata tra due anticorpi, un primario legato alla plastica della piastra di dosaggio, detto di 

cattura,  e  un  secondario  che  permetta  la  rilevazione.  La  rilevazione  sarà  possibile  grazie  alla 

coniugazione dell’anticorpo secondario con biotina,  una vitamina riconosciuta e legata in modo 

specifico dalla  streptavidina,  molecola  che  ha invece natura proteica.  Questa,  a  sua volta,  sarà 

coniugata  con un enzima (perossidasi)  che causerà  un viraggio da bianco a  blu del  cromoforo 

tetrametil-benzidina (TMB). Tale colore avrà un’intensità proporzionale alla concentrazione della 

proteina  da  dosare.  Dopo bloccaggio  della  reazione  con acido  solforico  sarà  possibile,  tramite 

lettura delle assorbanze a 450 nm con reference value a 570 nm e confronto con una curva standard, 

risalire  alla  concentrazione  di  Gas6.  La  messa  a  punto  del  metodo  prevede  di  testare  diversi 

anticorpi presenti sul mercato a varie concentrazioni e a più tempi d’incubazione, di determinare 

quale sia la matrice migliore da utilizzare come diluente dei campioni e degli anticorpi e quale sia il 

range ottimale per gli standard. Ci proponiamo inoltre di validare il metodo seguendo le direttive 

della Food and Drug Administration (FDA 2001) che prevedono di verificare i seguenti parametri:

- Precisione e accuratezza intra-assay: dopo avere effettuato otto replicati di quattro campioni di 

validazione a concentrazione nota nella stessa piastra di dosaggio, determinerò la precisione 

come coefficiente  di  variazione percentuale  (%CV < 20%) e  l’accuratezza come differenza 

percentuale  dal  valore  nominale  (i  valori  ottenuti  dovranno essere  entro  il  20% del  valore 

nominale)

- Precisione e accuratezza inter-assay: i campioni di validazione dovranno essere dosati in questo 

caso in quattro diverse piastre

- Lower Limit of Quantification (LLOQ) e Upper Limit of Quantification (ULOQ): dovranno 

essere stabilite la più alta e la più bassa concentrazione di Gas6 determinabili mantenendo un 

%CV < 20% 

- Recovery: dopo aver addizionato dieci campioni di due diverse quantità note di Gas6 dovrò 

ottenere una concentrazione misurata che sia compresa in un range di variabilità minore del 

20% rispetto all’atteso

- Freeze-thaw stability: dovrà essere determinata la stabilità della proteina effettuando tre cicli 

successivi di congelamento e scongelamento



Per quanto riguarda le colture cellulari, ci proponiamo di utilizzare la linea cellulare stabilizzata 

U937, derivata da un linfoma con caratteristiche istiocitiche e cellule HUVECs (human umbilical 

vein endothelial cells) isolate da cordone ombelicale umano presso il nostro laboratorio. 

La linea cellulare U-937 è stata caratterizzata nel 1976 da Sundrom e Nilsson (Sundstrom, Nilsson, 

1976, Int J Cancer), che ne hanno definito le caratteristiche di crescita, la citochimica, il pattern di 

recettori  di  superficie,  il  cariotipo.  Hanno  escluso  la  produzione  di  Immunoglobuline  e  di  β2-

microglobulina. Ne hanno inoltre dimostrato l’origine istiocitica dalla capacità di queste cellule di 

produrre lisozima e dalla forte attività esterasica.

Le  HUVECs  vengono  isolate  da  cordoni  ombelicali  ottenuti  grazie  alla  collaborazione  con  la 

Clinica Ginecologica dell’Ospedale Maggiore della Carità di Novara seguendo un protocollo che 

prevede lavaggi con soluzione fisiologica del materiale e distaccamento delle cellule dalla vena 

tramite tripsina. Dopo bloccaggio della tripsina con siero fetale bovino e la centrifugazione sarà 

possibile ottenere cellule endoteliali isolate. La natura delle cellule verrà verificata tramite western 

blot su lisati cellulari utilizzando l’anticorpo anti-vWF (von Willebrand Factor).

Entrambe le linee cellulari verranno testate in condizioni ottimali di crescita ed in condizioni di 

stress,  al  fine di  verificare i  livelli  di  produzione di proteina Gas6 che,  essendo tra l’altro una 

molecola anti-apoptotica (Hansabasic et  al.,  2004, Am J Physiol Heart  Circ Physiol),  dovrebbe 

risultare aumentata nel secondo caso. Parallelamente le cellule verranno coltivate in presenza ed in 

assenza di Gas6 esogeno, sempre mantenendo le due condizioni di crescita ottimale e di stress; 

verranno prodotti lisati cellulari per ognuna delle condizioni testate e tramite esperimenti di western 

blot si cercheranno i pathway di attivazione della cascata del segnale a valle dei recettori tirosin 

chinasici di Gas6. Ci si attende che vi siano variazioni del tipo di proteine fosforilate e dei livelli di 

fosforilazione a seconda delle condizioni analizzate. Gli stessi esperimenti di stimolazione cellulare 

e di produzione di lisati per western blot verranno condotti in presenza di lipopolisaccaride (LPS), 

al  fine  di  mimare  uno  stato  infiammatorio.  In  tali  condizioni  inoltre  verranno  testate  varie 

concentrazioni di Gas6 e valutato l’eventuale effetto sulla modulazione di citochine infiammatorie 

comunemente  prodotte  dai  macrofagi  (TNF-α,  IL-6,  IL-1,  ecc…)  utilizzando  kit  ELISA 

commerciali.

Conclusa questa prima fase si cercherà di dimostrare quali dei tre recettori siano coinvolti nelle 

diverse condizioni testate. Per fare ciò si alternerà l’uso, a livello di coltura cellulare, di anticorpi 

specifici  per  i  tre  recettori  tirosin  chinasici  a  cui  si  lega  il  Gas6.  Anche  in  questo  caso  si 

verificheranno condizioni ottimali di crescita e condizioni di stress, varie concentrazioni di Gas6 

esogeno e gli effetti dell’aggiunta di LPS. Si procederà alla produzione dei relativi lisati cellulari e 



si eseguiranno esperimenti di western blot al fine di verificare, anche in queste nuove condizioni, 

quale sia lo stato di fosforilazione delle proteine a valle dei recettori.

Risultati ottenuti fino ad oggi

Gli esperimenti condotti fino ad ora vedono conclusa la messa a punto del sistema di dosaggio 

ELISA.  Abbiamo  stabilito  le  concentrazioni  degli  anticorpi  per  avere  un  buon  rapporto  tra 

sensibilità, specificità e background (anticorpo legante 350 ng/ml in PBS; anticorpo biotinilato 15 

ng/ml in albumina). Al fine di ridurre il più possibile il background abbiamo determinato inoltre la 

diluizione migliore e la matrice più adatta in cui diluire i campioni (diluizione 1:50 in albumina 

bovina). Sono stati definiti i tempi e le condizioni d’incubazione:

- Fissaggio dell’anticorpo legante aala piastra overnight a temperatura ambiente;

- Incubazione dei campioni 2 ore a temperatura ambiente su agitatore a 300 rpm. 

- Anticorpo biotinilato 90 minuti a temperatura ambiente; 

La streptavidina viene diluita fino a 400 ng/ml in albumina e viene lasciata a temperatura ambiente 

per un tempo piuttosto breve (15 minuti),  mentre il  TMB sviluppa una colorazione ottimale se 

lasciato 30 minuti a temperatura ambiente. La curva standard viene preparata in albumina, poiché 

questa risulta essere la matrice prevalente in cui si trova il Gas6 nei campioni durante il dosaggio e 

risulta inoltre una proteina inerte, il ché riduce drasticamente i rischi di avere falsi positivi dovuti a 

reazioni aspecifiche. La reazione immuno-enzimatica viene bloccata tramite acido solforico 1.8 M e 

le  concentrazioni  vengono  determinate  per  confronto  con  gli  standard  (interpolazione  tramite 

regressione logistica a 4 parametri) dopo lettura delle assorbanze a 450 nm.

La  linea  cellulare  U-937  può  essere  utilizzata  per  gli  esperimenti  solo  dopo  averne  indotto  il 

differenziamento in senso macrofagico. A questo scopo abbiamo testato acido retinoico e forbolo 

miristil-acetato (PMA) a diverse concentrazioni e ciò che è emerso è che il miglior trattamento 

differenziante è con PMA alla concentrazione di 5 ng/ml per 5 giorni a 37°C e 5% CO2. In seguito 

abbiamo introdotto l’LPS e anche in questo caso il trattamento ottimale ne prevede l’utilizzo ad una 

concentrazione di 5 ng/ml.  I tempi d’incubazione sono per ora mantenuti tra i 45 minuti e le 48 ore, 

anche  se  ci  proponiamo  di  restringere  il  campo  fino  a  determinare  un  massimo  di  tre  tempi 

sperimentali ottimali. Lo stesso vale per l’utilizzo di Gas6; attualmente stiamo sperimentando la 

proteina a diverse concentrazioni comprese tra i 30 e i 500 ng/ml ma l’obiettivo è di ridurre il range 

fino ad arrivare ad una concentrazione a cui sia evidente un picco di attività.

Per quanto riguarda le HUVEC abbiamo ottimizzato il sistema di isolamento da cordone ombelicale 

che prevede l’utilizzo di 100 ml di soluzione fisiologica per i lavaggi, l’incubazione a 37°C e 5% 



CO2 del cordone ombelicale con tripsina allo 0.5% in PBS 1X per 15 minuti, il bloccaggio della 

tripsina con siero fetale bovino e, dopo aver centrifugato per 10 minuti a 500xg, la crescita delle 

cellule isolate a 37°C, 5% CO2 in Medium 199 addizionato di siero fetale bovino al 20% e di FGF 

(Fibroblast growth factor) 100 ng/ml. Tramite questa procedura ci è stato possibile congelare un 

numero piuttosto elevato di  aliquote di  cellule  al  secondo passaggio.  Ciò risulta  indispensabile 

poiché le cellule tendono a diminuire drasticamente la loro entità di crescita dopo pochi passaggi 

imponendoci di utilizzare una nuova aliquota ad ogni esperimento.
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