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INTRODUZIONE

I linfociti T svolgono un ruolo centrale nella risposta immunitaria, sia come cellule effettrici sia come cellule regolatorie in grado di modulare le funzioni di numerosi altri tipi cellulari. Questa funzione regolatoria viene svolta attraverso il contatto diretto cellula-cellula o attraverso la secrezione di varie citochine. In tal modo il corretto funzionamento delle cellule T è essenziale per il mantenimento della normale omeostasi all'interno e al di fuori del sistema immunitario. Viceversa, anomalie nella loro funzione possono portare allo sviluppo di malattie immunologiche, ad esempio, autoimmunità, allergie o immunodeficienze. 
L’evento principale che porta all'attivazione e alla differenziazione dei linfociti T maturi è il legame tra il loro recettore antigene-specifico (TCR) con il ligando specifico, che consiste in un peptide processato e presentato, in associazione con molecole MHC, dalle cellule presentanti l’antigene (APC). Questo evento porta all’attivazione di numerosi pathway di trasduzione del segnale che coinvolgono secondi messaggeri, protein-chinasi, fosfatasi e altri enzimi e mediatori chiave (Mustelin et al., 1990; June et al., 1990; Altman et al., 1990; Klausner et al., 1991). Questa cascata di segnalazione culmina con l'induzione della trascrizione di geni specifici e la successiva differenziazione e proliferazione di queste cellule. 

Compartimentalizzazione di membrana e trasduzione del segnale
Le membrane plasmatiche di molti tipi cellulari, inclusi i linfociti T, contengono microdomini specializzati, o Lipid Rafts, contenenti sfingolipidi, colesterolo, sfingomielina e proteine glicosilfosfatidilinositolo-associate. Questi domini di membrana sono caratterizzati dall’essere insolubili alla lisi con particolari detergenti a basse temperature (Triton, Brij98 etc).
I lipid rafts giocano un ruolo fondamentale nel trafficking di membrana e nella trasduzione di segnale. Durante la formazione della sinapsi immunologica, in seguito alla formazione del complesso TCR-MHC-peptide, i lipid rafts sulla superficie dei linfociti T reclutano varie proteine, tra cui CD2, CD3, CD4, CD28 e TCR (Ohtani et al., 2000), insieme ad alcune protein-chinasi, come Lck, Fyn, PI-3K (Hope and Pike, 1996; Simons and Ikonen, 1997; Zhang et al., 1998), a proteine adattatrici, come LAT (Montixi et al., 1998; Zhang et al., 1998). Vengono reclutate anche alcune protein-fosfatasi, come SHP-1. I lipid rafts rappresentano quindi una piattaforma per la trasduzione del segnale TCR-mediato (Harder and Simons, 1999; Janes et al., 1999; Pizzo and Viola, 2003).

Attivazione dei linfociti T e protein-chinasi implicate (PTKs)
L’elemento chiave per l’attivazione del linfocita T in seguito al riconoscimento dell’antigene è un recettore complesso, costituito dalle due subunità eterodimeriche  e  del TCR e da CD3. La funzione delle subunità  e  del TCR è quella di riconoscere e legare specificatamente i peptidi antigenici presentati dalle molecole MHC, mentre il complesso CD3,  e  transduce il segnale generato dal legame dell’antigene con il TCR. Le varie catene associano non-covalentemente a formare un recettore completo e funzionale.

L’identificazione di un certo numero di PTKs e di molti dei loro substrati, e la comprensione della sequenza di eventi che porta alla attivazione di diversi pathway a valle,  ha rappresentato un passo importante per la comprensione del signalling del TCR. Negli ultimi 10 anni, è anche diventato chiaro che molti altri recettori della superfamiglia immunoglobuline utilizzano un analogo meccanismo di trasduzione del segnale, che coinvolge PTKs tra cui Src, Syk, Csk e Tec, proteine adattatrici ed enzimi coinvolti nella tirosin-fosforilazione (Figura 1). È importante notare, tuttavia, che questa cascata è anche altrettanto dipendente dalla classe di enzimi che rimuove il fosfato dai substrati PTK, le protein-tirosina-fosfatasi. (PTPases). 
Inizio del signalling del TCR
È generalmente accettato che l’evento chiave nell’attivazione delle cellule T, in seguito al riconoscimento dell’antigene, è l'aumento della fosforilazione in tirosina dei domini ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) del TCR, ad opera di membri della famiglia delle Src-chinasi com esi Lck e Fyn. Lck è considerata la chinasi responsabile della maggior parte della fosforilazione di ITAM che segue l’attivazione del TCR nei linfociti T. La fosforilazione di ITAM è sottoposta ad un rapido turn-over nelle cellule T. L’aumentata fosforilazione di ITAM è il risultato di aumentata attività chinasica e ridotta attività fosfatasica. Evidenze suggeriscono che CD45 possa essere coinvolto nella defosforilazione della catena ζ (Furukawa et al.,1994). È stato anche proposto che la protein-fosfatasi SHP1 (Src homology 2 (SH2)-domain containing protein) possa catalizzare questa reazione.

Sembra che lo scopo principale della fosforilazione di ITAM sia quello di creare siti di legame per i domini SH2 della ZAP-70-chinasi e di altre Syk chinasi. (Sloan-Lancaster et al., 1994; Madrenas et al., 1995; La Face et al., 1996). Una volta reclutata, ZAP-70 è attivata dalla fosforilazione in tirosina (Tyr-493) ad opera di Lck (Chan et al., 1995; Wange et al., 1995). In seguito, la fosforilazione di molecole di ZAP-70, crea siti di legame per altre proteine di segnale contenenti il dominio SH2 (Neumeister et al., 1995; Katzav et al., 1994; Couture et al., 1994; Duplay et al., 1994). La famiglia delle Src-chinasi è responsabile del reclutamento e dell'attivazione di un'altra classe di  chinasi (PTKs) citoplasmatiche, le Tec-chinasi Itk/Emt e Txk/Rlk, che sono direttamente coinvolte (Figura 1) nella fosforilazione e l'attivazione della fosfolipasi C (Li uet al., 1998; Perez-Villar., 1999). 
L'aumento della fosforilazione dei substrati delle PTKs conduce alla attivazione di molti percorsi di segnalazione, a cambiamenti morfologici e funzionali, alla progressione del ciclio cellulare e alla attivazione di numerosi geni (Figura 1). 
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Figura 1 Pathways intracellulari di e chinasi coinvolte nell’attivazione dei linfociti T. L’attivazione del TCR e il legame con CD4 libera Lck dall’inibizione di Cks, portando alla fosforilazione del TCR e al successivo reclutamento e attivazione di ZAP-70. L’attivazione di questa induce la fosforilazione di LAT (linker per l'attivazione delle cellule T). LAT quindi lega la fosfolipasi γ (PLCγ)attivando i pathways di Ca2+/InsP3(IP3),Ras/Raf/Erk e RhoA, con conseguente regolazione della trascrizione genica e proliferazione.






Proteine fluorescenti e FRET
Dal momento della sua scoperta (Shimomura et al., 1962), GFP (Green fluorescence protein) ed i suoi derivati hanno fornito potenti strumenti per biologia cellulare. Sono stati infatti ampiamente utilizzati per generare proteine di fusione con lo scopo di monitorare la posizione di queste nelle cellule vive. 
Lo sviluppo di mutanti funzionali di GFP e RFP, di piccole sonde fluorescenti e il miglioramento della microscopia a fluorescenza hanno reso possibile la visualizzazione, la quantificazione, e la manipolazione della trasduzione di segnale in cellule vive, con una alta risoluzione ttemporale e spaziale (Tour et al., 2003; Tsien, 1998; Zhang et al., 2002). In particolare, la FRET (Fluorescence Resonance Energy Tranfer) è stata ampiamente utilizzata per monitorare in vivo l’attivazione della trasduzione di segnale. 

Ma che cos’è la FRET?
Quando due fluorocromi sono in prossimità e lo spettro di emissione di uno (donatore) si sovrappone con lo spettro di eccitazione dell’altro (accettore), l’eccitazione del donatore causa un sufficiente trasferimento di energia da portare all’emissione dell’accettore. 
L'efficienza della FRET dipende dal relativo orientamento e dalla distanza tra i fluorocromi (Tsien, 1998). Pertanto, qualsiasi modifica nell’orientamento o distanza tra i due fluorocromi può modificare l’efficienza di FRET. Sono stati generati una vasta gamma di FRET-biosensori per visualizzare la concentrazione di calcio, le interazioni proteina-proteina e l’attività di chinasi (Miyawaki et al. 1999, 1997; Mochizuki et al., 2001; Persechini e Cronk, 1999; Sato et al. 2002; Ting et al., 2001; Truong et al., 2001; Violin et al., 2003; Zhang et al., 2001). 
Tra i diversi fluorocromi geneticamente sintetizzati, CFP (cyan fluorescence protein) and YFP (yellow fluorescence protein) sono la coppia donatore/accettatore più usata per FRET analisi (Tsien, 1998. Sono stati generati con successo  molti biosensori basati su CFP e YFP al fine di monitorare l’attivtà di varie chinasi in vivo (Sato et al., 2002; Ting et al., 2001; Zhang et al., 2001).
Biosensori FRET per la valutazione dell’attività delle Src-chinasi
La tecnologia FRET consente la visualizzazione dell’attività di Src in vivo con un’alta risoluzione spazio-temporale. Un primo biosensore FRET per lo studio dell’attività di Src è stato inizialmente sviluppato nel laboratorio di Roger Tsien (Ting et al., 2001). Questo originale Src reporter contiene all’N-terminale ECFP (tECFP, 1-227) (Miyawaki et al., 1997), un dominio SH2 derivato da Src chinasi, un linker flessibile (GSTSGSGKPGSGEGS) (Ting et al., 2001), una sequenza substrato (EIYGEF), selezionata in seguito a peptide library screening  per essere specificamente fosforilata da Src (Songyang et al., 1995), e al C-terminale EYFP (una versione migliorata di YFP ) (Figura 2).
Il  meccanismo di attivazione molecolare di questo Src reporter è ipotizzato come segue: quando la Src-chinasi è al suo stato inattivo (rest state) ECFP e EYFP sono posizionati in prossimità come conseguenza della flessibilità del linker e della giustapposizione di N-e C-terminali del dominio SH2. Pertanto, l'eccitazione di tECFP a 433 nm, porta all'emissione di EYFP a 527 nm. Quando Src chinasi è attiva fosforila il peptide substrato, che acquisisce quindi un elevato grado di affinità per il dominio SH2. Il peptide fosforilato si lega quindi al dominio SH2. Questo comporta la separazione di EYFP da ECFP, e quindi la diminuzione dell’efficienza di FRET tra i due fluorocromi. L’eccitazione di ECFP a 433 nm porta all’emissione a 476 nm (Figura 2)
Pertanto, il rapporto di emissione ECFP / EYFP dovrebbe servire come un buon indicatore dello stato di attivazione Src. 


Figura 2. Lo schema illustra il cambiamento nel segnale FRET dopo l’attivazione di Src.
I membri della famiglia delle Src chinasi (SFKs) svolgono ruoli importanti in numerosi processi cellulari (Martin., 2001). Recenti evidenze indicano che la traslocazione di Src alla membrana plasmatica è un prerequisito fondamentale per la sua attivazione (Sandilands et al., 2004); i diversi membri di questa famiglia traslocano in compartimenti distinti della membrana (Sandilands et al., 2007). Ad esempio, Lyn e Fyn, traslocano nei compartimenti ricchi di colesterolo (lipid rafts) (Toomre e Simons, 2000), attraverso le loro sequenze all’N-terminale di meristolazione e palmitolazione (Zacharias et al., 2002). Src chinasi ha solo il dominio di meristolazione. Risultati controversi attribuiscono a Src differenti localizzazioni a livello della membrana plasmatica (Arcaro et al., 2007; Hitosugi et al., 2007; Hur et al., 2004; Kasai et al., 2005; Mukherjee et al., 2003; Shima et al., 2003), fatto che può essere attribuito ai diversi effetti dei detergenti non ionici detergenti utilizzati in questi studi, per isolare i lipid rafts (Lichtenberg et al., 2005; Shaw, 2006).
Per monitorare l’attività di Src nei diversi compartimenti di membrana, il gruppo di Wang (Wang et al, 2005) ha modificato il biosensore FRET fondendolo con sequenze che permettevano la localizzazione dello stesso nei lipid rafts o al di fuori di questi. Il biosensore Lyn-Src biosensor è stato generato aggiungendo all’N-terminale le sequenze substrato di acilazione derivate dalla chinasi Lyn. La guanina e la cisteina della sequenza susbstrato di acilazione possono venire palmitolate e miristilate (Resh, 1994), indirizzando il biosensore nei lipid rafts (Simons and Toomre, 2000). Il biosensore che risiede all’esterno di questi domini ricchi in colesterolo (KRas-Src biosensor) è stato sviluppato introducendo la sequenza di prenilazione (KKKKKKSKTKCVIM) derivate da KRas al suo C-terminale. Un gruppo farnesile può essere aggiunto a questa sequenza di prenilazione indirizzando così il sensore alla membrana plasmatica al di fuori dei lipid rafts (Zacharias et al, 2002) (Figura 3).


Figura 3. Rappresentazione schematica dei biosensori FRET. Questi sono costituiti da ECFP, dominio SH2, linker, substrato di Src e EYFP. Il Lyn-Src biosensore contiene la sequenza substrato dell’acilazione derivate da Lyn all’N-terminale. Il Kras-Src biosensore  è stato sviluppato introducendo al C-terminale la sequenza di prenilazione derivata da KRas.



SCOPO DELLO STUDIO
I diversi compartimenti della membrana plasmatica fungono da piattaforme di segnalazione per la trasduzione di segnali, tra cui quello mediato dai membri della famiglia delle Src chinasi. Tuttavia, non è chiaro come l’attività di Src sia regolata nei diversi comparti della membrana plasmatica. Il gruppo di Wang e colleghi (Università dell’Illinois) ha in passato messo a punto un biosensore Src basato sulla FRET. Questo biosensore è stato ulteriormente modificato per essere indirizzato nei diversi compartimenti della membrana plasmatica ed ha permesso di quantificare l’attivazione locale di Src attivazione, in vivo, su cellule stimolate con pervanadato, un inibitore delle fosfatasi. Questo gruppo ha dimostrato che nelle cellule HeLa, l’attivazione di Src nei lipid rafts è più lenta e ritardata rispetto all’attivazione al di fuori dei raft lipidici. Il trasporto di Src dalla regione perinucleare ai lipid rafts è risultato essere actina-mediato. Al contario il trasporto di Src al di fuori dei rafts è mediato dai microtubuli. Questi dati suggeriscono che vi sono due distinte popolazioni di Src chinasi, che vengono attivate sulla membrana plasmatica attraverso meccanismi diversi.
Ma cosa succede durante l’attivazione dei linfociti T?
Nell’ambito del filone di ricerca volto a sviluppare nuovi strumenti per la visualizzazione della trasduzione di segnale nei linfociti T in vivo, abbiamo voluto di valutare, mediante l’utilizzo di questi biosensori (gentilmente concessi da Wang e colleghi) l’attivazione delle Src chinasi, in particolare Lck, in seguito ad attivazione delle cellule T, nei lipid rafts (in particolare nelle sinapsi immunologiche) ed in altri compartimenti di membrana.



MATERIALI E METODI
Costrutti
I costrutti Lyn e KRas-Src biosensor ci sono stati gentilemente forniti dal gruppo di Wang e colleghi. In breve , il gene per il biosensore è stato costruito mediante amplificazione per PCR del DNA complementare per il dominio SH2 di c-Src, con un primer senso contenente il sito di restrizione per SphI e con un primer antisenso contenente la sequenza genica per la porzione del linker, per il substrato e con un sito di restrizione per SacI. I prodotti di PCR sono stati fusi a ECFP all’N-terminale e a EYFP al C-terminale. I costrutti sono poi stati clonati in pcDNA 3.1 usando HindIII/NotI per l’espressione in cellule di mammifero. Al fine di trasdurre cellule T primarie di topo, i costrutti sono stati trasferiti nel vettore retrovirale pMX.
Topi
I topi 5C.C7 transgenici per il TCR (5C.C7 TCRtg RAG-2-/- H-2a) sono stati ottenuti da Taconic Farms. I topi B10.BR (B10.BR-H2k H2-T18a/SgSnJ) sono stati acquistati presso Jackson Laboratories. 
Purificazione cellule T
Per la purificazione dei linfociti T splenici, gli splenociti sono stati deprivati delle cellule CD8+, MHC-II positive, e immunoglobuline positive mediante selezione negativa anticorpo-mediata (EasySep CD4+ negative selection cocktail, StemCell Technologies). Le cellule CD4+ sono state poi stimolate con splenociti B10.BR irradiati e peptide MCC (moth cytochrome C peptide 88-103) per 6 giorni.


Transfezione e Trasduzione retrovirale
30 µg di DNA codificante per i biosensori per l’attivazione di Src (Lyn-Src e KRas-Src) sono stati trasfettati nella linea ecotropica PlatE mediante Lipofectamine Reagent (Invitrogen). Le cellule T CD4+ derivate dai topi 5C.C7 sono state stimolate con gli splenociti irradiati derivati dai topi B10.BR e con 10µM di peptide MCC. Dopo 18 e 42 ore dalla stimolazione, le cellule T sono state incubate per 6h con il surnatante virale, prodotto dalle platE precedentemente trasfettate, addizionato a lipofectamina, e centrifugate a 1800 rpm per 40 minuti. Il quinto giorno dopo la stimolazione, le cellule T YFP positive sono state sortate mediante FACSVantage flow sorter e poi utilizzate per i differenti esperimenti.
Lisi cellulare e Western Blot
Le cellule T, trasdotte con i biosensori Src, sono state stimolate con un egual numero di cellule CH27 (presentanti l’antigene), caricate o no con 30µM di peptide MCC. A tempi diversi le cellule sono state raccolte e lisate in ghiaccio per 20 minuti in lysis buffer (25 mM Tris pH 7,5, 150mM NaCl, 5 mM EDTA più inibitori delle proteasi) contenente l’1% di TritonX-100 e centrifugate per 15 minuti a 14000 rpm. Il surnatante così ottenuto rappresenta l’estratto proteico che viene dosato mediante l’uso di Protein Assay (Biorad), una variante del metodo Braedford.
100 g di proteine di estratto cellulare sono stati separati mediante SDS-PAGE su gel di poliacrilammide al 10% secondo protocollo standard (current protocols in molecular biology).
I campioni sono stati quindi trasferiti su filtro di nitrocellulosa (Biorad) per 1 ora 100V in tampone di trasferimento (Tris base 3g/l, Glicina 14,4 g/l, SDS 1 g/l, Metanolo 10%). La nitrocellulosa viene quindi saturata con una soluzione di 5% latte in polvere sciolto in TBS-T, e incubata 2 ore a temperatura ambiente con anticorpo primario specifico diluito in TBS-T 5% latte o BSA. Successivamente il filtro di nitrocellulosa è stato incubato con anticorpo secondario coniugato ad HRP (perossidasi di rafano) per 1 ora. Dopo 3 lavaggi in TBS-T, il filtro viene incubato con i substrati specifici per chemioluminescenza (ECL Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosciences), ed il segnale luminoso emesso dalla reazione viene utilizzato per impressionare i film da autoradiografia. Il segnale ottenuto sulle lastre impressionate rappresenta quindi le bande proteiche riconosciute dall’anticorpo primario specifico.
Immunofluorescenza CD69
Le cellule T, trasdotte con i biosensori Src, sono state stimolate con un egual numero di cellule CH27 (presentanti l’antigene), caricate o no con 30µM di peptide MCC. Dopo 4h le cellule sono state raccolte, fissate in paraformaldeide 4% e incubate prima con anti CD69-biotina coniugato e poi, dopo 2 lavaggi in PBS, con Streptavidina-cy5 coniugata. Le cellule sono poi state analizzate al citofluorimetro per l’espressione in membrana del marker di attivazione CD69. 
Formazione delle sinapsi immunologiche
I linfociti T CD4+ (5C.C7), trasdotti con i diversi costrutti, sono stati stimolati con un egual numero di cellule CH27 (presentanti l’antigene), caricate o no con 30µM di peptide MCC. A tempi diversi le cellule sono state raccolte, fissate, montate su vetrini precedentemente trattati con Poli-L-lisina (Sigma) e analizzate al microscopio confocale. Circa 100 coniugati linfociti T-CH27 sono stati analizzati per il reclutamento o meno dei due biosensori nella zona di contatto (sinapsi immunologica). Le immagini sono state ottenute utilizzando un set di filtri di emissione per CFP e YFP, in seguito ad eccitazione di CFP (450nm) e il modulo di acquisizione multidimensionale del software MetaMorph.
Esperimenti di Time Lapse Imaging
Le cellule CH27, caricate o no con 30µM di peptide MCC sono state poste in terreno HBSS (Hanks’ balanced salt solution) con 20mM di HEPES (pH 7,4) in una camera termostatica a 37°C. I linfociti T CD4+ (5C.C7), trasdotti con i diversi costrutti, sono stati aggiunti ad esse. In questo modo è stato possibile monitorare la formazione dei coniugati linfocita T-CH27 nel tempo e la successiva attivazione di Lck (Src) analizzando la variazione del segnale FRET. 
Le immagini sono state acquisite utilizzando un set di filtri di emissione per CFP e YFP, in seguito ad eccitazione di CFP (450nm) e il modulo di acquisizione multidimensionale del software MetaMorph.



RISULTATI
Attivazione delle cellule 5C.C7 trasdotte con i biosensori FRET
Le cellule T CD4+, trasdotte con i biosensori Src, sono state stimolate con un egual numero di cellule CH27 (presentanti l’antigene), caricate o no con 30µM di peptide MCC. Dopo 4h le cellule sono state raccolte e analizzate al citofluorimetro per l’espressione in membrana di CD69. Come si può vedere in Figura 4, le cellule coltivate con CH27 caricate con il peptide esprimono in membrana alti livelli di CD69, marker precoce di attivazione delle cellule T. Questo risultato dimostra che il nostro sistema di stimolazione dei linfociti T 5C.C7 funziona e induce attivazione degli stessi.

Figura 4. Analisi dell’espressione di CD69 in cellule T CD4+ (5C.C7). Le cellule sono state co-coltivate con ugual numero di CH27 caricate o no con 30µM di peptide MCC per 4h. Le cellule sono state raccolte, fissate in paraformaldeide 4% e incubate prima con anti CD69-biotina coniugato e poi con Streptavidina-cy5 coniugata e analizzate al citofluorimetro per l’espressione in membrana di CD69. 

Cinetica di attivazione dei linfociti T stimolati con CH27 e peptide MCC
Un altro indicatore dell’attivazione dei linfociti T in seguito a stimolazione del TCR è la fosforilazione delle proteine a valle nella trasduzione del segnale, tra cui la chinasi Lck. Le cellule T (5C.C7) trasdotte sono state stimolate con le cellule presentanti l’antigene CH27, caricate o no con peptide MCC. A tempi diversi di stimolazione le cellule sono state raccolte, e i loro lisati analizzati mediante Western Blot per la fosforilazione delle proteine. Come atteso la co-coltura con CH27 senza peptide non  induce fosforilazione. Si ha invece attivazione dei linfociti T dopo solo due minuti di stimolazione. Il trattamento con 10µM di pervanadato, inibitore delle fosfatasi, induce una forte fosforilazione proteica (Figura 5).

Figura 5. Western Blot analisi della cinetica di attivazione delle cellule T 5C.C7 dopo stimolazione con MCC. Linfociti T CD4+ (5C.C7) sono stati stimolati con CH27 caricate con 30µM di peptide MCC per i tempi indicati. Dopo stimolazione, le cellule sono state lisate e analizzate in Western Blot per la fosforilazione in tirosina delle proteine, utilizzando l’anticorpo monoclonale anti-pTyr (clone 4G10, Upstate Biotechnology). PVD=pervanadato.

Analisi dell’attivazione di Src (Lck) mediante l’utilizzo di Lyn-Src e Kras-Src biosensor
· Valutazione del cambiamento del segnale FRET dopo stimolazione con Pervanadato
Un noto sistema di attivazione delle chinasi è la stimolazione delle cellule mediante pervanadato, un potente inibitore delle fosfatasi. Al fine di valutare se questi biosensori potessero risultare utili per studiare l’attivazione di Src in cellule T, abbiamo stimolato i linfociti T CD4+ trasdotti con i Src biosensor, con 10µM di Pervanadato per 5 minuti e valutato il cambiamento nel segnale FRET. Come si può vedere dalla figura 6, lo stimolo induce un incremento del rapporto di emissione CFP/YFP, indice dell’attivazione delle chinasi.
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Figura 6. Attivazione di Src chinasi dopo stimolo con Pervanadato. a) immagini al microscopio di cellule T trasdotte con Src biosensor prima e dopo stimolo con PVD fissate su vetrini e poi analizzate per il cambiameto del segnale FRET. b) quantificazione del rapporto di emissione CFP/YFP. * T test 

· Formazione delle sinapsi immunologiche
Le cellule T (5C.C7) trasdotte con i due biosensori (Lyn e Kras-Src biosensor), sono state incubate con CH27 e peptide MCC. Dopo 15, 30, 60 minuti le cellule sono state fissate su vetrino polilisinato e analizzate al microscopio confocale. Entrambi i costrutti vengono reclutati nella zona di contatto linfocita T-APC. E’ noto che lipid rafts rappresentano una piattaforma per la trasduzione del segnale TCR-mediato: il fatto che il biosensore Lyn-Src con la sequenza segnale per i rafts venga reclutato nella sinapsi immunologica non sorprende. Non ci sono però evidenze in letteratura che descrivano un reclutamento di KRas (Figura 7) 

Figura 7. Immagini al microscopio confocale dei coniugati linfocita T-CH27. DIC=luce trasmessa

Le immagini sono state ottenute utilizzando un set di filtri di emissione per CFP e YFP, in seguito ad eccitazione di CFP (450nm) e il modulo di acquisizione multidimensionale del software MetaMorph. Questo permette di ottenere contemporaneamente immagini con emissione di CFP, YFP e, nel canale FRET, emissione di YFP in seguito ad eccitazione di CFP. Per ogni immagine ho quindi calcolato il cambiamento di segnale FRET come rapporto tra emissione CFP/eccitazione CFP emissione YFP. Per entrambi i costrutti vi è un cambiamento di segnale FRET significativo quando i linfociti T sono stimolati con CH27 caricate con peptide MCC (Figura 8a) rispetto a quando sono co-coltivati con CH27 senza peptide. Seguendo nel tempo l’attivazione di Src valutando la variazione del segnale FRET in queste cellule, si può notare come nei linfociti T trasdotti con Lyn-Src biosensor, il rapporto di emissione CFP/YFP aumenti già a partire da 15 minuti di co-coltura con le cellule CH27 caricate con MCC (Figura 8b). La Src chinasi associata invece a porzioni di membrana esterne ai lipid rafts sembra attivarsi solo dopo 45 minuti di stimolazione.
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Figura 8. Analisi dell’attivazione di Src. Linfociti T CD4+ (5C.C7) sono stati stimolati con CH27 caricate con 30µM di peptide MCC per i tempi indicati. Dopo stimolazione, le cellule sono state fissate su vetrino polilisinato e analizzate al microscopio confocale con MetaMorph. * T test

Ho inoltre valutato lo stesso rapporto tra emissione CFP/YFP nella zona di contatto linfocita T-CH27 rispetto alla restante parte di membrana plasmatica. I risultati mostrano come nella zona di contatto ci sia più attivazione di Src associata ai lipid rafts. Al contrario, al di fuori della sinapsi immunologica si ha attivazione di Src non associata a questi particolari compartimenti. Questo sembra confermare che i lipid rafts funzionino effettivamente come piattaforma per la trasduzione del segnale TCR-mediato. 
· Esperimenti di Time Lapse Imaging
Le cellule CH27, caricate o no con 30µM di peptide MCC sono state poste in terreno in una camera termostatica a 37°C. I linfociti T CD4+ (5C.C7), trasdotti con i diversi costrutti, sono stati aggiunti ad esse per valutare in vivo la formazione di coniugati e la risposta dei due costrutti all’attivazione. Come si può vedere dalla figura 8, il cambiamento nel rapporto tra emissione CFP/emissione YFP è più marcato nella zona di contatto nei linfociti trasdotti con il biosensore Lyn-Src, a conferma dei dati precedenti (Figura 9a). Quando i linfociti sono invece trasdotti con il biosensore KRas-Src il cambiamento di segnale FRET è visibile sia nella zona di contatto sia al di fuori di essa (Figura 9b).
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Figura 9. Esprimenti di time-lapse imaging. Alle cellule CH27, caricate o no con 30µM di peptide MCC sono stati aggiunti i linfociti T CD4+ (5C.C7), trasdotti con i due diversi costrutti. E’ stata poi monitorata formazione dei coniugati linfocita T-CH27 nel tempo e la successiva attivazione di Lck (Src) analizzando la variazione del segnale FRET. Le immagini sono state acquisite utilizzando il set di filtri di emissione per CFP e YFP, in seguito ad eccitazione di CFP (450nm) e il modulo di acquisizione multidimensionale del software MetaMorph.



DISCUSSIONE
I linfociti T svolgono un ruolo centrale nella risposta immunitaria, sia come cellule effettrici sia come cellule regolatorie in grado di modulare le funzioni di numerosi altri tipi cellulari. L’evento principale che porta all'attivazione e alla differenziazione dei linfociti T maturi è il legame tra il loro recettore antigene-specifico(TCR) con il ligando specifico, che consiste in un peptide processato e presentato, in associazione con molecole MHC, dalle cellule presentanti l’antigene (APC). Questo evento porta all’attivazione di numerosi pathways di trasduzione del segnale che coinvolgono secondi messaggeri, protein-chinasi, fosfatasi e altri enzimi e mediatori chiave (Mustelin et al., 1990; June et al., 1990; Altman et al., 1990; Klausner et al., 1991). Questa cascata di segnalazione culmina con l'induzione della trascrizione di geni specifici e con la successiva differenziazione e proliferazione di queste cellule. Tra le chinasi coinvolte nel signaling TCR-mediato, un ruolo chiave è svolto da alcuni membri della famiglia delle Src chinasi, in particolare Lck. Recenti evidenze indicano che la traslocazione di Src alla membrana plasmatica sia un prerequisito fondamentale per la sua attivazione (Sandilands et al., 2004); i diversi membri di questa famiglia traslocano in compartimenti distinti della membrana (Sandilands et al., 2007). Ad esempio, Lyn e Fyn, traslocano nei compartimenti ricchi di colesterolo (lipid rafts). 
Un metodo per visualizzare l’attivazione delle Src chinasi è l’utilizzo di biosensori basati su FRET (fluorescence resonance energy transfer), che permettono di monitorare i vari eventi cellulari in cellule vitali con un’alta risoluzione spazio temporale. Il gruppo di Wang ha creato questi Src biosensori  (Lyn e KRas-Src biosensor) in grado di essere indirizzati in diversi compartimenti della membrana plasmatica dopo attivazione delle chinasi, rispettivamente nei lipid rafts e al di fuori di questi. 
In contrasto con i tradizionali test in vitro effettuati in provette e cuvette, l'integrazione tra FRET e biosensori specifici per diversi domini di membrana, consente la quantificazione dei parametri cinetici di reazioni enzimatiche in compartimenti della membrana plasmatica, la cui dimensione può essere inferiore a quello della risoluzione del convenzionale microscopio ottico a fluorescenza (ad esempio, la dimensione del singolo lipid raft è di circa 50 nm) (Pralle et al, 2000). Pertanto, questi test, insieme ai saggi tradizionali, possono essere utili per migliorare la visualizzazione delle reazioni enzimatiche in vivo. 
Numerosi gruppi hanno cercato di visualizzare in vivo ed in vitro cosa accade nei primi stadi dell’attivazione dei linfociti T dopo stimolazione TCR- mediata. Nell’ambito di questo filone di ricerca abbiamo voluto vedere se questi biosensori potessero essere utili per monitorare gli eventi, in particolare la fosforilazione Src mediata, a valle del signaling del TCR.
I risultati del gruppo di Wang su cellule HeLa, hanno portato all’individuazione di due distinte popolazioni di Src, attivate sulla membrana plasmatica attraverso meccanismi diversi; l’attivazione di Src nei lipid rafts è più lenta e ritardata rispetto all’attivazione al di fuori dei raft lipidici. Il trasporto di Src dalla regione perinucleare ai lipid rafts è risultato essere actina-mediato. Al contario il trasporto di Src al di fuori dei rafts è mediato dai microtubuli.
Dal momento che i lipid rafts giocano un ruolo fondamentale nei linfociti T nel trafficking di membrana e nella trasduzione di segnale. TCR- mediato (via Lck) (Harder and Simons, 1999; Janes et al., 1999; Pizzo and Viola, 2003), ci siamo chiesti se anche in questa popolazione cellulare potessero esistere due distinte popolazioni di Src chinasi e quali fossero eventualmente le loro cinetiche di attivazione. 
I nostri risultati dimostrano che entrambi i costrutti vengono reclutati dopo stimolazione nella sinapsi immunologica linfocita T-APC, ma l’attivazione di Src, visualizzata mediante cambiamento del segnale FRET, avviene probabilmente più velocemente nei lipid rafts: infatti solo dopo 15 minuti di stimolazione si ha un significativo incremento del rapporto emissione CFP/emissione YFP dopo formazione dei coniugati linfocita T trasdotto con Lyn-Src biosensor e CH27. Questo incremento è visibile nelle cellule T trasdotte con KRas-Src biosensor solo dopo 45 minuti di co-coltura con le cellule APC. Gli esperimenti di time-corse inoltre mostrano che questo repentino cambiamento di segnale FRET è più visibile nella zona di contatto linfocita T-APC quando viene utilizzato il biosensore Lyn-Src, a dimostrazione del fatto che la trasduzione del segnale TCR-mediata inizia nei lipid rafts, come già descritto in letteratura (Harder and Simons, 1999; Janes et al., 1999; Pizzo and Viola, 2003). Quando i linfociti sono invece trasdotti con il biosensore KRas-Src il cambiamento di segnale FRET è visibile sia nella zona di contatto sia al di fuori di essa. Questi dati preliminari sembrano quindi identificare due distinte popolazione di Src, una che si attiva nella zona di contatto linfocita T-APC in seguito a stimolazione del TCR e una al di fuori della sinapsi immunologica.
Questi biosensori inoltre sembrano essere uno strumento utile per studiare in vivo i primi eventi di attivazione dei linfociti T in seguito a stimolazione del loro recettore TCR.




Questo lavoro è stato svolto presso il laboratorio di immunologia diretto dal Prof. Andrey Shaw, Pathology and Immunology Department, Washington University in St. Louis, Missouri, USA.
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