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1 Introduzione

1.1 GLI ANTICORPI 

Gli anticorpi (Ab) appartengono alla famiglia di glicoproteine note con il nome di immunoglobuline (Ig) e sono proteine circolanti nel plasma, nei tessuti mucosi e linfoidi e possono essere presentate sulla membrana dei linfociti B in qualità di recettori. Gli anticorpi sono sintetizzati e secreti dai linfociti B in seguito a stimolazione antigenica e costituiscono il principale componente della risposta immunitaria adattiva di tipo umorale. 

1.1.1 La struttura anticorpale
L’anticorpo è un tetramero costituito da due identiche catene leggere (L) di peso molecolare di 23 kDa e da due identiche catene pesanti (H) di peso molecolare di 53-75 kDa unite tra loro da ponti disolfuro e da interazioni non covalenti. L'evento metodologico che ha permesso di ottenere informazioni dettagliate sulla struttura anticorpale è stata la scoperta che topi e uomini affetti da mieloma multiplo, una forma di cancro caratterizzata dalla iperproliferazione di cellule produttrici di immunoglobuline, hanno spesso nel sangue e nelle urine elevati livelli di Ig o loro porzioni con identica specificità anticorpale (monoclonale). Kohler e Milstein nel 1975 descrissero un metodo per immortalizzare singole cellule produttrici di anticorpi da animali immunizzati, permettendo la selezione di anticorpi monoclonali con specificità predeterminata. Gli studi effettuati su queste popolazioni omogenee di anticorpi hanno consentito di determinare la sequenza aminoacidica di molte Ig e hanno contribuito al clonaggio dei relativi geni ed alla loro analisi. La struttura altamente conservata delle Ig animali è schematicamente raffigurata in figura 1. Ogni catena leggera consiste di una regione variabile (VL) e di una regione costante (CL). La catena pesante è costituita da una regione variabile (VH), una regione di giunzione (cerniera) e tre regioni costanti (CH1-3). A livello di sequenza aminoacidica, la VL e la VH comprendono tre regioni di estrema variabilità denominate complementarity-determining regions (CDRs). Tra le CDRs vi sono delle regioni che presentano un minor grado di variabilità, sono evoluzionisticamente più conservate e sono definite Framework Regions 1-4 (FR1-4; fig 2). A livello tridimensionale, le tre CDRs di ogni catena convergono a formare un sito strutturale (paratopo) che riconosce ed interagisce con il determinante antigenico (epitopo).

La regione costante delle catene leggere e pesanti definisce la classe e la sottoclasse di appartenenza dell’anticorpo e sono conservate in tutte le Ig della stessa classe e sottosclasse. Le differenze riguardano caratteristiche fisico-chimiche quali: la dimensione, la carica elettrica, la solubilità e il loro comportamento antigenico. Le classi di Ig, anche dette isotipi, sono cinque - IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE. Per gli isotipi IgG e IgA esistono diverse sottoclassi strettamente correlate e denominate rispettivamente IgG1-4 e IgA1-2. I dominii delle regioni costanti dell'anticorpo sono coinvolti nell'oligomerizzazione delle subunità e nella esposizione dei siti di interazione con l'antigene (CDRs) nonché nella fissazione del complemento e nell’interazione con cellule effettrici (fagociti, linfociti NK, e linfociti CT; Burton et al., 1992). 

  Figura1 Rappresentazione schematica di un’ immunoglobulina
  Figura 2  Allineamento e confronto delle sequenze di alcune regioni V di catene L e H umane

1.1.2 La produzione degli anticorpi 
I linfociti B sono le cellule responsabili della sintesi delle Ig. Come tutte le cellule emopoietiche, i linfociti B originano da una cellula staminale, non produttrice di Ig, che va incontro ad un complesso processo di differenziazione (fig.3). Il primo tipo cellulare in cui può essere evidenziata la presenza di un prodotto dei geni delle Ig è il linfocita pre-B. Queste cellule contengono esclusivamente catene pesanti  a localizzazione citoplasmatica. Questa cellula è presente solo in organi emopoietici quali il midollo osseo e il fegato fetale e, in virtù dell’assenza di Ig funzionali, non è coinvolta direttamente nella interazione con l’antigene. Tuttavia, alcune catene  si associano a proteine chiamate catene leggere sostitutive che, sebbene siano strutturalmente simili alle catene  o  sono identiche in tutti i linfociti B. Questi complessi possono essere espressi a basso livello sulla superficie cellulare e si ritiene che favoriscano la proliferazione dei linfociti B immaturi, la produzione delle vere catene  e  e la maturazione dei linfociti B. 

La differenziazione dei linfociti pre-B in linfociti B immaturi coincide con l’espressione delle catene  o  e l’assemblaggio di IgM che, espresse sulla superficie del linfocita, funzionano da recettori specifici per l’antigene. I linfociti B immaturi non sono ancora in grado di proliferare e di differenziarsi in risposta all’antigene. La loro eventuale interazione con antigeni autologhi induce la loro morte per apoptosi e l’instaurarsi della immunotolleranza. Una volta acquisita la capacità di produrre una molecola di Ig completa, i linfociti abbandonano il midollo osseo e vanno in circolo o negli organi linfoidi periferici dove continuano il processo di maturazione. 

Le cellule B mature co-esprimono IgM e IgD di membrana con la stessa regione V e con identica specificità antigenica. L’interazione di queste cellule con l’antigene, avvia un processo di proliferazione e differenziamento dei linfociti B attivati, caratterizzato dalla produzione di Ig sempre più in forma secreta che di membrana. Della progenie delle cellule B attivate, la maggior parte va incontro allo scambio di classe della catena pesante (isotipo) e comincia ad esprimere i geni  o ; una minor parte continuano ad esprimere Ig di membrana e costituiscono le cellule della memoria. Queste restano in circolo per settimane o mesi, la loro ristimolazione da parte dell’antigene porta alla rapida risposta anticorpale secondaria. Le cellule della memoria in genere esprimono Ig con affinità per l’antigene più alta dei loro precursori. Questo fenomeno, chiamato maturazione dell’affinità, è dovuto a mutazione della regione V durante la risposta all’antigene. 

Figura 3 Sequenza della maturazione dei linfociti B e della loro differenziazione indotta dall’antigene

Inoltre, occorre considerare che ogni clone di linfociti B attivati e la loro progenie sono specifici per un unico epitopo in virtù dell’espressione di un singolo assortimento di geni VH e VL per tutto il corso della loro esistenza. Perché ciò avvenga, solo uno dei due aplotipi parentali deve essere espresso (esclusione allelica). Infine, ogni clone B produce una singola catena  o catena esclusione isotipica della catena leggera).

Il complesso processo di maturazione e differenziamento cellulare sopra descritto concide con un altrettanto complesso rimaneggiamento a carico dei geni codificanti le catene pesanti e leggere delle Ig (tabella 1). 


    Tabella 1 I geni codificanti le immunoglobuline nell’ uomo.
Le catene pesanti sono codificate dalla combinazione dei segmenti V (variabile), D (diversità), J (giunzione) e C (costante). A monte di ogni gene V si trova l’esone codificante la sequenza segnale di secrezione (L). Nelle cellule linfoidi progenitrici, la ricombinazione di un segmento D con uno J è seguita da quella con un segmento V (fig.4). Il prodotto della ricombinazioneV-D-J, se corretto, viene trascritto in RNA contenente gli esoni codificanti le regioni C. Nel caso che la ricombinazione V-D-J di un aplotipo non risulti produttiva, l’altro aplotipo viene ricombinato. La produttiva sintesi di una catena H instaura un fenomeno di esclusione allelica per cui i riarrangiamenti degli alleli omologhi sono inibiti. 

Figura 4 Organizzazione dei geni delle catene pesanti e loro ricombinazioni per la formazione di un gene funzionale
Il differenziamento dei linfociti pre-B in linfociti B immaturi coincide con la ricombinazione di un segmento genico V con un segmento J per le catene leggere  (fig.5). Nel reticolo endoplasmatico, la catena  si associa con la catena  formando una IgM. Se la sintesi della catena  non è corretta su entrambi gli alleli, vengono sintetizzate le catene dai rispettivi segmenti V, J, e C localizzati sul cromosoma 22 (fig.6). Questa gerarchia non è assoluta ma spiega la maggiore percentuale di catene  nel repertorio anticorpale umano. 

Figura5 Organizzazione dei geni delle catene  e meccanismo della loro espressione nell’ uomo.
Figura 6 Organizzazione dei geni delle catene  e meccanismo della loro espressione nell’ uomo.

In questo stadio, il linfocita maturo co-esprime IgM e IgD di membrana come risultato di maturazione differenziale dei trascritti primari (fig.7). Successive modificazioni dell’espressione dei geni Ig si verificano a carico delle regioni costanti delle catene pesanti e portano all’espressione in membrana e poi alla secrezione di catene pesanti di isotipo diverso (IgA, IgG, IgE; fig.8). Questo meccanismo è noto come switch immunoglobulinico e si verifica circa otto giorni dopo la stimolazione antigenica. Mediante un meccanismo ancora poco conosciuto, si ha ricombinazione del DNA tra sequenze omologhe (S) localizzate a monte di ogni gene C con l’eccezione del gene . Il DNA tra le sequenze S ricombinate viene eliminato e il linfocita non sarà più in grado di sintetizzare né IgM né IgD, ma produrrà Ig di isotipo differente. 

Figura 7  Co-espressione di IgM e IgD nei linfociti B. Processazioni alternative di un trascritto di RNA primario danno origine alla formazione di un mRNA  o . 
Figura 8. Meccanismo dello switch delle catene pesanti. E’ rappresentato lo switch da IgM a IgG.
1.1.3 La diversità anticorpale
Come si può evincere da quanto illustrato sopra, i meccanismi che contribuiscono a determinare la virtuale illimitata diversità anticorpale in ciascun individuo sono di natura genetica. In particolare:

· le ricombinazioni somatiche, che coinvolgono i segmenti genici nella linea germinativa, contribuiscono alla diversità nella misura in cui ogni clone di linfociti B esprime una sola combinazione dei segmenti V, J per la catena leggera e di V, D, J per la catena pesante; la diversità risultante da questo meccanismo combinatoriale dipende dal numero dei singoli segmenti presenti nel genoma;

· le ricombinazioni possono generare sequenze codificanti diverse in corrispondenza delle giunzioni V-J e V-D-J (diversità giunzionale), mediante due meccanismi: il primo è un meccanismo basato sull’approssimazione dell’evento ricombinatorio che, permettendo l’inclusione o l’esclusione di nucleotidi della linea germinativa a livello delle giunzioni, può determinare frame-shifts, inserzioni o delezioni di codoni; il secondo, più frequente nelle catene pesanti, si basa sulla aggiunta di nucleotidi non presenti nella linea germinale a livello delle giunzioni V-J e V-D-J con conseguente inserzione di nuove e brevi sequenze codificanti (regione N); la produttività di questi meccanismi in senso di variabilità fenotipica è particolarmente efficace a livello delle giunzioni che costituiscono la sequenza codificante per il CDR3 delle catene pesanti;

· l’esclusiva combinazione di singole catene H ed L in singoli linfociti B contribuisce alla diversificazione del repertorio anticorpale dal momento che entrambe le catene partecipano al riconoscimento dell’antigene;

· le mutazioni somatiche a carico delle sequenze codificanti le regioni V durante la maturazione linfocitaria antigene-dipendente. 

Quest’ultimo meccanismo risulta particolarmente efficiente non solo nell’aumentare la variabilità anticorpale ma soprattutto nell’incrementare l’avidità delle Ig per i propri antigeni. Infatti, la frequenza di mutazioni aumenta in relazione agli eventi di immunizzazione come dimostrato da studi condotti su ibridomi ottenuti da linfociti B prelevati a tempi diversi dall’immunizzazione con un singolo antigene. Le mutazioni sono più frequenti a carico delle sequenze genomiche codificanti le regioni ipervariabili delle catene H e L. La frequenza di mutazioni è circa 10-3/bp di geni V/divisione cellulare. Dal momento che i geni V delle catene leggere e pesanti espressi in ogni cellula B contengono circa 700 nucleotidi, significa che le mutazioni si accumulano nelle regioni V espresse ad un tasso medio di circa una per ogni divisione cellulare. Si stima inoltre che le sequenze nucleotidiche divergano per circa un 1-5% rispetto alla sequenza germinale originaria; questa differenza corrisponde di solito a meno di 10 sostituzioni aminoacidiche, dal momento che le mutazioni localizzate nelle regioni fiancheggianti, o che coinvolgono la posizione di terza base, probabilmente non alterano la sequenza aminoacidica.

1.2 Phage Display System

1.2.1 Cenni biografici del Phage Display System

Il Phage Display System è un metodo in vitro che consente di selezionare ed identificare molecole proteiche esposte sulla superficie di una particella virale in virtù della loro capacità di riconoscere una molecola nota (fig.9). Il Phage Display nasce nel 1985 quando G. Smith e colleghi dimostrarono che corti peptidi potevano essere esposti sulla superficie capsidica del fago M13 senza alterarne la funzione. (Smith, G. P. 1985). Tali autori fusero una sequenza codificante per un epitopo dell’endonucleasi EcoR1 a quella codificante per la proteina p3 del fago M13. Utilizzando un anticorpo immobilizzato e specifico per l’endonucleasi dimostrarono che il fago esponente la proteina di fusione EcoR1-p3 poteva essere arricchito più di 1000 volte rispetto ad una popolazione di fagi non modificati. Da questi primi esperimenti furono due le caratteristiche del Phage Display System che si estrapolarono e ne garantirono l’affermazione:

· la tecnica del DNA ricombinante permetteva la costruzione di genoteche fagiche in cui ogni singolo fago esprimeva uno specifico peptide;

· la co-selezione del carattere fenotipico (la proteina di fusione) e del relativo genotipo (genoma del fago) permetteva l’immediato isolamento dell’inserto di DNA codificante per il peptide selezionato.

Il Phage Display di peptidi costituisce una elettiva strategia sperimentale per l’identificazione di molecole bioattive e una efficace alternativa all’approccio della chimica combinatoriale nel campo delle molecole proteiche (Wrightour, N. C. et al., 1996; Arsp, W., et al., 1998). Inoltre, è stato dimostrato che alcune proteine capsidiche sono in grado di ospitare porzioni ricombinanti anche voluminose e strutturalmente complesse. In particolare il Phage Display di anticorpi è risultata una delle più efficaci evoluzioni di questa tecnologia.

Il Phage Display di anticorpi richiese tre ulteriori sviluppi. In primo luogo era necessario rendere accessibile il repertorio dei domini variabili anticorpali: nel 1989 l’utilizzo della PCR e la sintesi di oligonucleotidi parzialmente degenerati complementari alle estremità 5’ e 3’ dei geni per le regioni variabili anticorpali permisero di amplificare questi sia da ibridomi (Orlandi, R. et al. 1989, chiand, Y. L. et al. 1989) che da ampi repertori immunoglobulinici (Ward, E.S. et al. 1989, Huse, W. D. et al. 1989). In secondo luogo, poiché interi anticorpi funzionali non potevano essere espressi nel citoplasma di E. coli, una scoperta cruciale fu la possibilità di esprimerli nel periplasma batterico dove l’ambiente ossidante simulava l’ambiente del reticolo endoplasmatico, (Better, M. et al. 1988, Skerra, A. and Pluckthun, A. 1988). Inizialmente, queste genoteche anticorpali erano espresse in vettori fagici lambda e gli antigeni marcati venivano utilizzati in screening di placca per identificare l’anticorpo legante. 

Nel 1990 McCafferty e colleghi (McCafferty, J. et al. 1990) mostrarono che porzioni anticorpali potevano essere esposti sulla superficie di un fago M13 in fusione a una proteina capsidica e arricchiti in seguito a cicli di selezione sull’antigene. I primi frammenti anticorpali esposti sul fago furono gli scFv (single-chain fragment variable) poi i Frammenti Fab (Hoogenboom, H. R. et al. 1991, garrard, L. J. et al. 1991, Chang, C. N- et al. 1991) e molecole derivate come i “diabodies”, (McGuinness, B. T. et al. 1996)

Figura 9 Rappresentazione schematica della selezione di una genoteca anticorpale fagica. 
1.2.2 Fagi filamentosi

I fagi filamentosi sono batteriofagi non litici in grado di infettare batteri Gram negativi. Tra questi, i meglio caratterizzati sono i batteriofagi M13, f1 e fd, (Van Wezenbeek et al., 1980),  che per l’alto grado di omologia dei relativi genomi e per il tropismo cellulare sono classificati nella serie Ff.

1.2.2.1 Il genoma dei fagi Ff
Il genoma del batteriofago fd è costituito da un singolo filamento di 6408 desossiribonucleotidi e comprende 11 geni codificanti per altrettante proteine. Questi geni sono organizzati in gruppi in base alla funzione che i loro prodotti svolgono durante il ciclo vitale del fago. Un gruppo codifica per le proteine coinvolte nella replicazione del DNA (g2p, g5p e g10p), il secondo gruppo per le proteine capsidiche (g8p, g9p, g7p, g6p e g3p) e il terzo gruppo per le proteine che intervengono nell’assemblaggio del fago a livello della membrana batterica (g1p, g4p e g11p). Il DNA fagico comprende anche una regione intergenica non codificante ma contenente l’origine di replicazione del DNA e il segnale di assemblaggio delle particelle fagiche.

1.2.2.2 Morfologia e struttura dei batteriofagi

La particella fagica Ff è una struttura cilindrica di diametro di 6.5 nm e di lunghezza di 930 nm (fig.10). Il DNA è rivestito da circa 2700 copie della proteina 8 (p8) prodotto del gene8 e componente maggioritaria del capside. Eccetto 5 amminoacidi ammino-terminali, la p8 è organizzata in -elica. L’ estremità ammino-terminale è esposta all’esterno del fago, mentre 10-13 residui al carbossi-terminale formano la parete interna del fago e interagiscono con il DNA (Marvin, D. A. 1998). L’estremità del fago che fuoriesce per prima dalla membrana batterica è rivestita da 5 copie delle proteine 7 e 9 (p7, p9; ref. Gailus and Rasched 1994), la loro distribuzione e l’interazione con la proteina 8 non è ancora ben nota. L’altra estremità è composta da 3-5 molecole delle proteine 3 e 6 (p3, p6) che sembrano interagire specificamente tra loro in quanto rimangono associate in seguito alla denaturazione della particella fagica con particolari detergenti, (Endemann and Model 1995).
      Figura10 La particella batteriofagica Ff

1.2.2.3 Infezione e replicazione

Il processo di infezione di E. coli da parte dei fagi Ff avviene per coniugazione ed è mediato dalla proteina 3 (fig.11). La proteina 3 riconosce e lega il pilo di cellule F+. La depolimerizzazione del pilo consente l’avvicinamento del fago alla membrana batterica. In concerto, la proteina 8 si integra nella membrana e il DNA virale trasloca nel citoplasma batterico. La singola elica viene convertita nella forma replicativa (RF) a doppia elica superavvolta dagli enzimi batterici e dalla proteina virale 2 (p2) e replicata in un pool di molecole che diventano stampo per la trascrizione e traduzione di tutte le proteine virali. Le proteine capsidiche e quelle coinvolte nell’assemblaggio del fago convergono alla membrana mentre le proteine coinvolte nella replicazione del DNA restano nel citoplasma. L’aumento della proteina 5 (p5) che lega la forma del DNA a singola elica comporta la sintesi di una nuova progenie di molecole di DNA a singola elica che raggiunge la membrana batterica interna. La proteina 5 viene sostituita dalla proteina 8 e il DNA rivestito con le proteine 7 e 9 è estruso attraverso lo spazio periplasmico al di fuori dal batterio, (Russel 1991, Russel 1994). Quando l’ultima porzione del fago fuoriesce dal batterio, viene rivestita dal complesso di proteine 3 e 6. Il processo di costruzione dei batteriofagi allunga il tempo di divisione del batterio infettato del 50% rispetto al non infettato; circa 1000 particelle fagiche sono prodotte durante la prima generazione dopo l’infezione e 100-200 per ogni successiva generazione, (Model and Russel 1988).

Figura 11 Rappresentazione schematica dell’ infezione e replicazione di un batteriofago in E. coli.


1.2.2.4 Fagi filamentosi e vettori di clonaggio

Le caratteristiche strutturali e il ciclo vitale hanno permesso di utilizzare i batteriofagi come validi reagenti nel campo della ricerca. Per esempio, M13 e i suoi derivati sono stati largamente utilizzati come vettori di clonaggio nel periodo di sviluppo della tecnologia di sequenziamento del DNA con il metodo di Sanger (Sanger et al.,1977). I batteriofagi Ff mostrano un’elevata resistenza ad agenti chimici (caotropici, riducenti, acidi e basi) e fisici (temperatura e stress meccanici). Poiché la replicazione del DNA e l’assemblaggio della particella virale non sono ostacolate dalla dimensione del genoma, i fagi Ff sono veicoli di clonaggio eccellenti (Smith, 1988). L’inserimento di DNA estraneo da pochi nucleotidi a 12000, nella porzione intergenica comporta unicamente l’allungamento del fago risultante.

Ingegnerizzando i geni delle proteine 3 e 8 capsidiche, i fagi filamentosi sono stati i primi vettori ad essere utilizzati come vettori di espressione di peptidi e di anticorpi nel Phage Display System. Il primo anticorpo fu espresso utilizzando un vettore fagico del tipo fd-tet (A. N. Zacher, C. A. et al., 1980). In questo vettore i geni codificanti il scFv erano subclonati in cornice di lettura con il 5’del gene 3. I domini VH e VL ripiegavano correttamente stabilizzati da un ponte disolfuro intramolecolare.

Combinando le migliori caratteristiche dei plasmidi e del fago sono stati creati vettori di espressione ibridi noti come fagemidi (Mead and Kemper 1988). Essi contengono l’origine di replicazione e il segnale di assemblaggio di un fago e l’origine di replicazione e il sistema di espressione di geni di un plasmide. Questi vettori possono essere propagati in batteri come plasmidi ad alto numero di copie e assemblati in una particella fagica in seguito a superinfezione del batterio con un fago helper che fornisce tutte le proteine per l’assemblaggio e l’esporto del fagemide.

Nel 1992 i fagemide sono stati ingegnerizzati introducendo il gene per le proteine 3 o 8 dei batteriofagi con opportuni siti di restrizione per il subclonaggio di anticorpi e peptidi (fig.12). Questi vettori di espressione, hanno sostituito i fagi in quanto permettono di superare alcune limitazioni imposte dalle particelle“wild type” quali la diminuzione dell’infettivitá del fago e la perdita della proteina ricombinante (Parmley, S. F. and Smith, G. P. 1988) e consentono la creazione di genoteche di maggiore diversità (H. R. Hoogenboom, et al., 1991, L. J. Garrard et al., 1991).
     Figura 12 Vettore fagemideico pHEN1. 
1.2.2.5 La proteina 3

La proteina 3, una proteina capsidica di circa 45 kDa, é presente in numero variabile da 3 a 5 copie per fago e media l’interazione tra fago e pilo batterico nel processo di coniugazione. La p3 ha una struttura modulare suddivisibile in tre domini: D1, alla porzione ammino-terminale, è importante per l’infezione del batterio (Armstrong et al., 1981); D2, con D1, interviene nell’interazione con il pilo batterico; D3, al carbossi-terminale, ancora la proteina al capside fagico.

La proteina 3 è quella piú frequentemente utilizzata per l’esposizione fagica di molecole anticorpali e il dominio D1 è il piú permissivo per l’inserimento delle porzioni ricombinanti. I vettori fagemidici che espongono la proteina di fusione p3-anticorpo producono particelle fagiche monovalenti, in cui una sola proteina 3, in casi rari 2, espone l’anticorpo. La monovalenza minimizza l’aviditá dell’anticorpo, (l’interazione tra piú molecole di anticorpo e una di antigene), permettendo di selezionare gli anticorpi piú affini per l’antigene.

1.2.3 Frammenti anticorpali ricombinanti
L'organizzazione strutturale degli anticorpi in domini funzionali separati ed indipendenti tra di loro li rende particolarmente accessibili alle modificazioni realizzabili mediante ingegneria genetica. In particolare, i domini che legano l'antigene possono essere separati dai domini che mediano le funzioni effettrici ed essere combinati artificialmente tra loro per formare nuove molecole anticorpali che mantengono la specificità per l'antigene. Queste forme sono definite anticorpi ricombinanti.

Differenti forme di anticorpi ricombinanti possono essere esposti su una particella fagica in fusione con p3 (fig.13).

1.2.3.1 Frammenti VH e VHH

Il dominio variabile delle catene pesanti (VH) rappresenta il minimo frammento anticorpale in grado di conservare la specifictà verso il proprio antigene. Domini VH funzionali sono stati isolati da linfociti di topi immunizzati (Ward, E. S. et al. 1989). Lo stesso non pare valere per i VH umani il cui recupero risulta molto difficoltoso. E’ stato suggerito che in assenza della catena leggera (VL) i VH umani siano poco stabili e insolubili. 

Una maggiore stabilità dei domini VH può essere ottenuta rimodellando tali frammenti sulla struttura del dominio VHH (Variable domain of the Heavy chain of a Heavy-chain antibody) degli anticorpi dei Tilopodi. Cammello, Lama e Dromedario esprimono oltre agli anticorpi classici una forma particolare in cui la porzione variabile è costituita dall'associazione di due domini variabili identici di una catena pesante. I domini VH e VHH dei Tilopodi mostrano un'elevata omologia tra loro e un'identità dell' 80% con i domini VH umani della famiglia III, la più rappresentata in termine di espressione e complessità genica (Tomlinson, I. M. et al. 1992). I domini VHH risultano stabili e legano il loro antigene con affinità nanomolari. E’ stato ipotizzato che l'assenza del contributo della catena leggera al riconoscimento dell’antigene sia, in queste specie, compensata dalla maggiore estensione del CDR1 e dalla strutturale migliore esposizione del CDR3 dei VHH.

1.2.3.2 Frammenti Fab

Il frammento Fab è costituito dai domini VH e CH1 della catena pesante e dai domini VL e CL della catena leggera (Orum et al., 1993). La ricostituzione di un Fab come prodotto di fusione con una proteina capsidica risulta alquanto difficoltosa. La struttura è stericamente ingombrante e provoca una minore stabilità della molecola che viene facilmente degradata. L’ingombro sterico dovuto alla grossa dimensione della molecola Fab limita inoltre l’efficienza di infezione dei batteri da parte dei fagi esponenti tale struttura. Questo ostacolo è stato in parte superato clonando le VH e CH1 delle catene pesanti e le VL e CL delle catene leggere in vettori magici differenti e ottenendo per complementazione nel periplasma batterico la ricostituzione del Fab nelle cellule coinfettate. (Hoogenboom et al., 1991; Waterhouse et al., 1993).

1.2.3.3 Frammenti scFv

Con il termine di frammento variabile (Fv) si intende l'associazione non covalente di una VH e una VL. Gli Fv mantengono verso l'antigene la stessa specificità degli anticorpi originari. La forma ricombinante degli FV è rappresentata dal single chain fragment variable (scFv). Questo è un pseudo-anticorpo a singola catena costituito da una regione VH e da una regione VL congiunte tra loro da un linker peptidico. L'ordine dei domini VH e VL può variare con il VH all'ammino-terminale (Huston, J.S. et al., 1988) o al carbossi-terminale (Bird, R.E. et al., 1988). La sequenza e la lunghezza del linker influenzano alcune caratteristiche dei scFv. Il formato più utilizzato è in genere VH-(Gly4Ser)3-VL (Clackson, T., et al., 1991, Marks, J.D. et al., 1991, Hoogenboom, H.R. et al., 1992). I scFv sono principalmente nella forma monomerica - la VH e la VL si associano intramolecolarmente – quando il peptide linker è almeno di 12 residui. Sequenze linker più corte (3-12 residui) non facilitano il ripiegamento dei due domini variabili e la loro associazione in un frammento Fv corretto (Todorovska, A., et al. 2001). 

Figura 13 Esempi di anticorpi ricombinanti.

1.2.4 Genoteche anticorpali 

Il repertorio anticorpale è rappresentato non solo dal patrimonio delle regioni variabili presenti nelle immunoglobuline circolanti e non di un individuo, ma anche dal patrimonio dei mRNA cellulari codificanti quelli. Questi possono essere facilmente purificati e utilizzati per la costruzione in vitro di genoteche rappresentative dei repertori anticorpale.

Un protocollo standard per la costruzione di tali genoteche prevede l' estrazione dei mRNA per le Ig da linfociti B, la sintesi del relativo cDNA utilizzando esameri degenerati o oligonucleotidi specifici per le porzioni costanti delle immunoglobuline (fig.14). Il cDNA diventa stampo per l’amplificazione dei segmenti codificanti le regioni VH e VL mediante reazioni di PCR. I primers utilizzati per queste amplificazioni sono oligonucleotidi universali specifici per le classi VH e VL (Huse, W.D. et al., 1989; Lamck, J.W. et al., 1989; Orlandi, R. et al., 1989). Diversi gruppi di oligonucleotidi universali sono disponibili per amplificare i repertori V umani (Marks, J.D., Hoogenboom et al., 1991; Persson, M.A., et al., 1991) e murini (Clackson, T. et al., 1991; Krebber, A. et al., 1997; Orlandi, R. et al., 1989; Kettleborough C.A. et al., 1993; Orum, H. et al., 1993). I repertori VH e VL sono combinati tra loro in presenza di una sequenza linker e amplificati per PCR per ottenere i scFv. I prodotti sono inseriti in un vettore fagemidico ed espressi in opportuni ceppi batterici per ottenere l'esposizione del scFv come proteina di fusione sul capside virale.

I parametri che influenzano la qualità e la tipologia delle Antibody Phage Display Libraries sono: la fonte del repertorio anticorpale – origine tissutale dei linfociti B da donatore non immunizzato (naive) o immunizzato; il titolo della genoteca - l’effettivo numero di particelle esponenti anticorpi; la diversità - l’effettivo numero di anticorpi con diverse specificità; la funzionalità degli anticorpi ricombinanti. 

L’origine tissutale dei linfociti B influenza sostanzialmente il tipo di genoteca che si vuole costruire: i linfociti del sangue periferico e dei linfonodi sono costituiti perlopiù da cellule mature che esprimono geni per le Ig che hanno già subito mutazioni somatiche; i linfociti splenici o del midollo osseo, invece, sono cellule che esprimono geni per le Ig più rappresentativi della situazione germinale (Barbas,Kang et al., 1991; Griffiths, Malmqvist et al., 1993; Griffiths, Williams et al., 1994; Vaughan, Williams et al., 1996; Sheets, Amersdorfer et al., 1998). 

La natura del donatore influenza la diversità delle Antibody Phage Display Libraries. Vi sono tre tipi di Antibody Libraries, quelle indicate come immune, le naive, e le sintetiche. Le genoteche immune sono tipicamente derivate da splenociti di topi immunizzati con l'antigene o da soggetti affetti da patologie. Come risultato, queste genoteche sono arricchite per i geni codificanti i domini variabili degli anticorpi specifici per l'antigene. Le genoteche anticorpali naive, sono costruite dai repertori anticorpali naturali non esposti ad un antigene particolare e quindi non sottoposti a espansione clonale e a mutazioni somatiche. L’ elevata diversità di queste genoteche consente di isolare scFv con valori di affinità per gli antigeni ad ampio spettro, (Marks, J.D. et al.,1991; Schier, R., et al., 1995; Sheets, M.D. et al., 1998). In genere l'affinità degli scFv isolati da piccoli repertori naive (106-7) è paragonabile a quella degli anticorpi generati in una risposta immunitaria primaria in vivo (10-6-10-8 M; Winter, G. et al., 1994). Diversamente, scFv isolati da repertori naive maggiori (109) hanno affinità paragonabili a quelle prodotte in una risposta immunitaria secondaria e terziaria in vivo (10-8-10-10; Griffiths, A.D. et al., 1994; Vaughan, T.J. et al., 1996; Sheets, M.D. et al., 1998). 

Le genoteche sintetiche sono costruite combinando un motivo anticorpale importante nel riconoscimento antigenico, in un contesto aminoacidico casuale. Questo approccio consente di derivare da un anticorpo iniziale, anticorpi mutati e con un miglioramento di affinità per l’ antigene.

Figura 14 Costruzione di una genoteca anticorpale fagemideica

1.2.4.1 Repertori immune
I repertori definiti immune sono amplificati dal mRNA di IgG e di IgM di cellule B estratti da animali immunizzati o da donatori umani affetti da patologie. Poiché il repertorio anticorpale è dipendente dall'antigene, lo screening di questo tipo di genoteche consente di isolare anticorpi ad alta affinità frutto delle mutazioni somatiche che hanno interessato i relativi geni (Clackson T. et al., 1991). In bibliografia sono riportati diversi esempi di repertori murini immunizzati che hanno fornito anticorpi con affinità migliori degli anticorpi ottenuti con la tecnologia degli ibridomi (Anderson, P.S. et al., 1996; Chester K.A. et al., 1995; Merz D.C. et al., 1995; Ames, R.S. et al., 1994). Questo tipo di genoteche è stato utilizzato per isolare e identificare particolari anticorpi umani come quelli prodotti durante infezioni virali e malattie autoimmuni (Graus, Y.F. et al., 1997; Finnern, R et al., 1997). Genoteche preparate da midollo osseo di donatori sieropositivi per il virus HIV-1 hanno consentito di clonare anticorpi che neutralizzano gli isolati primari del virus in vitro e che proteggono i topi SCID dall'infezione (Burton, D.R. et al., 1994; Burton, D.R. et al.,1991; Barbas, D.R. et al., 1992; Moore, I.P., et al., 1995; Parren, P.W.H.I. et al., 1995). Da altre genoteche immuni, si sono isolati anticorpi in gardo di neutralizzare nel topo l’infezione del virus del sarcoma di Rous (Barbas, C.F. et al., 1992; Crowe, J.E. et al.,1994), o del virus herpes simplex (Burioni, R. et al., 1994; Sanna, P.P. et al., 1995). Nel caso di malattie autoimmuni– tiroidite di Hashimoto (Portolano, McLachlan et al., 1993; Hexham, Partridge et al., 1994; Portolano, Prummel et al., 1995; McIntosh, Asghar et al., 1997), il lupus eritematoso sistemico (Barbas, Ditzel et al., 1996), la sindrome di Sjogren (Suzuki, Takemura et al., 1997), l'encefalomielite paraneoplastica (Graus, de Baets et al., 1997) - è stato possibile identificare auto-anticorpi ricombinanti con specificità analoghe a quelli presenti nel siero di pazienti.

1.2.4.2 Repertori naive.
La risposta immunitaria primaria coinvolge il repertorio di IgM. Questo è stato stimato essere dell’ordine di grandezza di circa 5x108 cloni differenti nel topo e 100-1000 volte maggiore nell'uomo (Winter, G. et al., 1994). Questo repertorio di anticorpi può essere clonato come repertorio naive amplificando i geni V delle IgM dal mRNA di linfociti B periferici, del midollo osseo e dei splenociti. Genoteche naive sintetizzate dal repertorio IgG non forniscono anticorpi efficienti. Infatti, la produzione di IgG segue l'esposizione dell'individuo all'antigene con conseguente espansione clonale e riduzione della diversità. 

La prima genoteca naive fu costruita da linfociti di sangue periferico di due volontari umani ed era costituita da 3x107 cloni (Marks, J.D. et al., 1991). Da questo pool furono isolati anticorpi per 25 antigeni diversi, sia non self - lisozima dell'albume dell'uovo di tacchino, l'albumina sierica bovina, l'aptene phOX - che self - tireoglobulina, l'antigene carcinoembrionale, la mucina, il CD4 e il fattore di necrosi tumorale (Griffiths, A.D. et al., 1993). L'affinità di questi anticorpi era simile a quella osservata per gli anticorpi prodotti durante la risposta immunitaria primaria, ed era sufficientemente alta da permetterne l'utilizzo in varie applicazioni quali il Western Blotting, i saggi ELISA e l’analisi citofluorimetrica al FACS (Nissim, A. et al., 1994). L’analisi di genoteche naive consente di isolare anticorpi diretti, virtualmente, contro qualsiasi antigene ed in particolare quelli self o quelli non immunogenici. Per contro, gli anticorpi di genoteche naive hanno in genere una minore affinità per l’antigene e la loro qualità dipende molto dall’ampiezza della genoteca e dalla sua diversità. 

1.2.4.3 Repertori sintetici

La specificità dell'anticorpo per un antigene è determinata dalle sequenze aminoacidiche presenti nei 6 domini CDR. Come precedentemente discusso, questi sono generati dagli eventi di ricombinazione genica che interessano il sistema immunitario. Per costruire una genoteca sintetica di anticorpi, i geni V sono assemblati introducendo un livello predeterminato di mutazioni casuali nei CDR dei geni V della linea germinale (Hoogenboom, H.R., Winter, G. 1992). Uno dei principali vantaggi dei repertori sintetici è che il contenuto, la variabilità e la diversità della genoteca possono essere controllate e definite. L'area della diversità sintetica che viene scelta corrisponde all'area delle sequenze naturali con diversità maggiore. Studi strutturali hanno evidenziato come i CDR – eccetto il CDR3 delle VH - presentino variazioni limitate e generalmente conservative dal punto di vista strutturale (Clothia, C. lesk, A.M. 1987). Per il CDR3 della catena pesante invece non c'è apparente conservazione di sequenza con una potenziale diversità di 1023 sequenze (Sanz, I., 1991). Il CDR3 delle VH risulta quindi essere il loop più diverso in composizione, lunghezza (da2 a 25 residui) e struttura ed è la regione che viene scelta per essere mutata in toto o in parte nella costruzione dei repertori sintetici. Nella prima genoteca sintetica è stato sintetizzato un repertorio umano contenente 2X107 cloni in cui segmenti codificanti VH-CDR3, e costituiti da 5 o 8 residui casuali, sono stati inseriti in 49 geni VH germline e questi legati ad una unica catena leggera (Hoogenboom, H.R., Winter, G. 1992). Da questo repertorio sono stati isolati molti anticorpi per apteni e uno per una proteina antigenica. Altre genoteche sono state sintetizzate partendo da una sola coppia di geni V, usando un set definito di geni VH derivati dal primo repertorio sintetico e 6 segmenti per le catene leggere, (Barbas, C.F. et al., 1992; J. De Kruif, E. et al., 1995) o usando un mix di geni VH umani con i CDR3 mutati casualmente (Akamatsu, Y. et al., 1993).

1.2.5 Anticorpi intracellulari

Lo studio dei fenomeni biologici si avvale sempre più di strategie sperimentali in grado di ablare la funzione di specifiche proteine (knock-out fenotipico). Tecnologie quali gli RNA antisenso, i ribozimi, la microiniezione di anticorpi specifici, i mutanti dominanti negativi e l’ablazione genica vengono spesso utilizzate a questo scopo (Neckers, L. and Whitesell, L. 1993; Bratty, J. et al., 1993; Schaap, D., et al., 1993; Capecchi, M.R. 1994). Tuttavia questi approcci hanno dimostrato di avere alcune limitazioni: i mutanti trans-dominanti negativi richiedono mutanti che funzionino in modo assoluto per sopprimere l'attività della proteina wild-type; l'utilizzo di RNA antisenso e di anticorpi iniettati determinano spesso effetti incompleti e transitori; il knock-out genico richiede infrastrutture notevoli sia dal punto di vista finanziario che organizzativo. L'espressione di anticorpi in siti diversi dal consueto (espressione ectopica) rappresenta l'innovazione più recente nel campo delle tecnologie mirate al cosiddetto knock-out fenotipico. Questi anticorpi, detti "intrabody" o anticorpi intracellulari, sono espressi in differenti tessuti o organismi e in differenti compartimenti intracellulari dove attuano una sorta di immunizzazione. Se l'anticorpo ricombinante è espresso come proteina secreta potrà bloccare la funzione di un antigene secreto, come un fattore di crescita, un neurotrasmettitore; se invece viene espresso all'interno della cellula potrà legare e inibire l'attività di proteine intracellulari. 

La dettagliata conoscenza dei segnali che regolano la localizzazione intra- ed extra-cellulare è stata sfruttata per deviare o reindirizzare anticorpi e frammenti anticorpali verso i diversi compartimenti cellulari. Opportuni plasmidi di espressione eucariotici consentono, virtualmente, ad ogni tipo di cellula di esprimere anticorpi ricombinanti etichettati con sequenze segnale di trasporto e/o localizzazione cellulare. 

In letteratura sono riportati diversi esempi di applicazioni di intrabody per proteine virali e cellulari. Di particolare interesse è la creazione di cellule umane resistenti all'infezione e alla replicazione del virus HIV. Questo risultato è stato ottenuto mediante espressione di frammenti anticorpali diretti contro proteine virali nella via secretoria (gp120; reff. Earl, P.L. et al., 1990; Posner, M.R. et al., 1991; Marasco, W.A. et al., 1992) o nel citoplasma o nel nucleo (trascrittasi inversa, rev, tat, integrasi; reff. Mhashikar, A.M. et al., 1995; Duan, L. et al., 1994; Duan, L. et al., 1994). Alcuni anticorpi bloccano la replicazione, l'integrazione e/o l'assemblaggio del virus, mentre altri (anticorpi anti-gp120) danno luogo alla formazione di particelle virali non infettive.

L’espressione intracellulare di scFv è stata utilizzata con successo per inibire l’attivitá di molecole bersaglio bloccando direttamente la loro funzione o, indirettamente, interferendo con il loro trasporto cellulare. Ad esempio, l’espressione di frammenti anticorpali contro erb-B2 (EGF-receptor-related tyrosine kinase) con un segnale di ritenzione nel reticolo endoplasmatico sono in grado di bloccare il trasporto di erb-B2 al reticolo stesso. L’inattivazione funzionale di questa oncoproteina, attraverso l’inibizione dell’espressione sulla superficie cellulare, consente di annullare il fenotipo trasformato (Beerli, R.R. et al., 1994; Destane, J. Et al., 1994). In esperimenti analoghi, l’espressione di anticorpi intracellulari contro il recettore per l’interleuchina 2 con un segnale di ritenzione per il reticolo sono stati utilizzati per abrogare completamente l’espressione in membrana del recettore stesso (Richardson, J.H. et al., 1995). L'espressione di scFv anti-p21-Ras ha permesso di annullare il fenotipo trasformato in fibroblasti (Biocca, S et al., 1993; Werge, T.M. et al., 1994).

1.3 Il recettore tirosina chinasi Ron

1.3.1 Struttura di Ron

La proteina Ron è il recettore per la Macrophage Stimulating Protein (MSP), appartiene alla famiglia di recettori tirosina chinasi comprendente il recettore Met per il Hepatocyte Growth Factor (Bottaro, et a., 1991; Naldini, et al., 1991), e il recettore Sea per il MSP di pollo (Huff et al., 1993). Il prodotto del gene Ron è una glicoproteina dimerica di membrana a singolo passo (fig.15), sintetizzata come precursore a singola catena (185kDa) convertita nella forma matura nei compartimenti post-Golgi per taglio proteolitico ad opera di enzimi simili alla furina. La forma matura è costituita da una catena (35kDa) extracellulare unita da un ponte disolfuro ad una catena  (150kDa) transmembrana e con attività tirosina-chinasica. I membri di questa famiglia di recettori condividono un’elevata omologia di sequenza, fino al 63% per il dominio chinasico tra Ron e Met (Gaudino et al., 1994) e del 31 % nella porzione extracellulare (Bardelli et al., 1997). Tra i motivi conservati vi sono i residui di glicina del sito di legame con il ATP e un residuo di lisina responsabile del legame con il ATP presenti in tutte le proteine chinasi; due residui di tirosina (Y1238 e Y1239 in Ron) che sono i principali siti di transfosforilazione in seguito a dimerizzazione del recettore indotta dal ligando; due residui di tirosina (Y1353 e Y1360 in Ron) che costituiscono il sito di attracco o docking site per i diversi trasduttori cellulari. Ron possiede un ulteriore motivo alla estremità carbossi-terminale, costituito da una breve sequenza ricca in prolina, e coinvolto nell’interazione con proteine della trasduzione cellulare contenenti domini SH3. 

1.3.2 Effetti biologici di Ron in vitro

Ron è espresso in differenti tessuti. Durante lo sviluppo embrionale appare inizialmente nel tessuto epatico per poi essere costitutivamente espresso anche in altri tessuti di origine epiteliale quali il rene, l’intestino e il polmone (Gaudino et al., 1995). E’ stata inoltre osservata la sua espressione nei centri di ossificazione e in cellule di origine neuroendocrina, quali le cellule cromaffini della surrene e nei neuroni sensitivi dei gangli spinali.

Molti esperimenti in vitro, hanno dimostrato che Ron svolge diverse attività biologiche su tipi cellulari differenti. L’interazione MSP/Ron induce l’attivazione dei macrofagi peritoneali, la fagocitosi degli eritrociti opsonizzati dal componente C3 (Skeel et al., 1991), cambiamenti morfologici (Mera et al., 1999), e la migrazione chemiotattica (Leonard and Skeel, 1976). Sempre nei macrofagi peritoneali di topo l’azione di MSP/Ron inibisce l’espressione dell’enzima ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) con conseguente diminuzione di NO in risposta ad endotossine batteriche, endotossine batteriche più interferone gamma, interleuchina-2 o TNFa (Wang et al., 1994b; Wang et al., 2000).

Nelle cellule epiteliali, Ron promuove adesione e migrazione integrine-dipendente (Danilkovitch et al., 1999) e in seguito a stimolazione con MSP induce scatter, invasione della matrice extracellulare e formazione di cordoni cellulari e tubuli (Santoro et al., 1996). L’espressione di Ron è stata osservata negli spermatozoi, e quella di MSP in spermatogoni e spermatociti, inducendo a pensare un possibile ruolo di quetso recettore nella spermiogenesi (Ohshiro et al., 1996).

Ron è espresso anche negli osteoclasti murini (Kurihara et al., 1996) e umani (Kurihara et al., 1998), dove la presenza di MSP attiva il riassorbimento osseo, la contrazione del citoplasma, la formazione di pseudopodi e la ridistribuzione di Src ai bordi del citoplasma (Kurihara, N, et al., 1996). 
1.3.3 Trasduzione del segnale RON mediata 

E’ stata dimostrata una correlazione tra il recettore Ron e specifiche vie di trasduzione del segnale, quali quelle mediate da PI3-K, AKT, FAK, c-Src, Erk2 e JNK, (fig.16).

· La stimolazione con MSP media la diretta associazione di RON con la fosfoinositolo-3-kinasi (PI3-K) e la sua conseguente fosforilazione. A tale attivazione possono seguire due differenti pathway di trasduzione del segnale in cui è coinvolta PI3-K: La prima coinvolge l’adesione e la motilità cellulare RON mediata (Danilkovitch et al.,1997); l’altra coinvolge PI3-K nel suo effetto di prevenzione dell’apoptosi in cellule epiteliali (Danilkovitch et al., 1998a).

· E’ stato recentemente dimostrato che l’effetto antiapoptotico Ron-mediato coinvolge la proteina serina-treonina kinasi AKT (nota anche come PKB). AKT è una kinasi omologa a PKC, è stato dimostrato che svolge un importante ruolo nella sopravvivenza cellulare indotta da numerose citochine, anche attraverso la modulazione della proteina pro-apoptotica Bad (Datta et al., 1997).
· La FAK (Focal Adesion Kinase) è una kinasi citoplasmatica, associata ai complessi di adesione focale e coinvolta nella trasduzione dei segnali mediati dalle integrine. E’ stato proposto che FAK regoli inoltre l’adesione e la motilità cellulare in risposta a segnali provenienti da numerosi fattori di crescita, fra cui l’MSP (Danilkovitch et al., 1998b).

· Il proto-oncogene c-Src codifica per una tirosina kinasi citoplasmatica di 60kDa che regola un’ampia varietà di processi biologici fra cui la trasformazione tumorale, la mitogenesi e la motilità cellulare. Le prime prove del coinvolgimento di c-Src nella traduzione MSP/Ron mediata si sono avute negli osteoclasti dove MSP induce la rapida ridistribuzione di Src verso la periferia della cellula ed il rimodellamento del tessuto osseo circostante. Inoltre, è recente la scoperta che l’attivazione di c-Src da parte di MSP aumenta la possibilità di risposta delle cellule epiteliali a stimoli fitogeni (Kurihara, N, et al., 1996).
· L’attivazione di c-Src attiva la via delle MAP kinasi e di FAK (Kurihara et al., 1996).

· In linee cellulari murine trasfettate con RON, il legame di MSP induce l’attivazione di JNK con conseguente apoptosi della cellula; tuttavia tale effetto non è similmente osservabile in cellule epiteliali (Iwama, et al., 1996; Santoro, et al., 1998). 
Figura 15 Rappresentazione schematica dei recettori tirosina chinasi Met, Ron e Sea
Figura 16. Chinasi coinvolte nella trasduzione del segnale MSP/Ron mediata
2 Scopo della tesi

L’uso di anticorpi funzionali rappresenta uno dei piú consolidati metodi di studio per caratterizzare i meccanismi coinvolti in importanti fenomeni cellulari. Il Phage Display System è un attuale approccio sperimentale che consente di identificare anticorpi ricombinanti con definite specificità e diretti virtualmente contro qualsiasi molecola. La possibilità di condizionare diversi tipi cellulari per l’espressione di anticorpi ricombinanti consente di utilizzare questa tecnologia nello studio di importanti fenomeni biologici come la trasduzione di segnali recettore-mediata. 

Il recettore Ron è coinvolto nella regolazione di importanti fenomeni cellulari quali la migrazione, lo scattering e la sintesi di NO. Lo studio del ruolo di Ron in questi fenomeni viene perlopiú condotto mediante l’uso di consolidati, riproducibili e semplici saggi sperimentali.

Il lavoro di questa tesi è consistito nella selezione e caratterizzazione di frammenti anticorpali (scFv) diretti contro la porzione intracellulare del recettore Ron allo scopo di utilizzarli come specifici reagenti in grado di influenzare l’attivitá di Ron in vitro e in vivo. 

3 Materiali e Metodi.

3.1 Ceppi batterici e terreni di coltura

TG1, ceppo di Escherichia coli utilizzato per l'amplificazione della genoteca fagemideica. Genotipo:

supE(hsdMmcr-mcrB)5(r-km-kMcrB-)thiD(lac-proAB)[F'traD36,LacIq (lacZ)M15].

DH5F', ceppo di Escherichia coli utilizzato per l'amplificazione del fago helper. Genotipo:

endA1 hsdR17 (r-km-k) supE44 thi-1recA1 gyrA (NAIr) relA1 (lacIZYA-argF) U169 deoR (80dlaclacZM15) F'.
DH101F', ceppo di Escherichia coli utilizzato per l'espressione di proteine di fusione con il GST. Genotipo:

[F'/endA1 hsdR17 (r-km-k)glnV44 thi-1recA1 gyrA (NAIr) relA1 (lacIZYA-argF) U169 deoR (80dlac(lacZ)M15].

2XTY Medium, 1 litro di terreno liquido: 10g triptone, 5g estratto di lievito, 5g NaCl, 1l H2O. Per il terreno solido sono stati aggiunti 15g di agar.

LB, Luria-bertani Medium, 1 litro di terreno liquido: 10g triptone, 5g estratto di lievito, 10g NaCl, 1l H2O. Per il terreno solido sono stati aggiunti 15g di agar.

M9 Medium, 1 litro di terreno liquido: 6g Na2HPO4 3g KH2PO4, 0.5g NaCl, 1g NH4Cl, 1l H2O, pH7.4, più una soluzione filtrata di 2ml 1M MgSO4, 10ml 20% glucosio, 0.1ml 1M CaCl2. Per il terreno solido sono stati aggiunti 15g di agar.

TB, Terrific Broth Medium, 1 litro di terreno liquido: 12g triptone, 24g estratto di lievito, 4ml glicerolo, 900ml H2O, più 100ml di una soluzione filtrata di 0.17M KH2PO4, 0.72M K2HPO4.

BBL, 1 litro di terreno solido: 5g NaCl, 10g Trypticase Peptone, 6.5g agarose, 1l H2O.

3.2 Espressione di GST e GST-IRP-.. La sequenza codificante per il dominio intracellulare di Ron (IRP-) dall’amminoacido 984 al 1388 (privo della porzione ricca in prolina) è stata ricavata dal vettore pET32a(+)IR mediante digestione enzimatica con BglII e SalI, (fig.1). L'estremità BglII dell’inserto è stata resa blunt end con T4 DNA polimerasi e l’inserto è stato inserito nei siti BamHI/blunt e SalI del vettore di espressione pGEX4T2 per ottenere il costrutto pGEX-IRP-. 

Le forme delete di IR sono le seguenti: 

IR(984-1337); pGEXIRP- digerito con SpeI e SalI, resi blunt e richiuso con reazione ligasica. Segmento IR codificante i residui dall'amminoacido 984 al 1337, privo della sequenza contenente le tirosine 1353 e 1360.

IR(984-1127); pGEXIRP-  digerito con StuI and SalI resi blunt e richiuso con reazione ligasica. Segmento IR codificante i residui dall'amminoacido 984 al 1127, privo del dominio catalitico che contiene le tirosine 1238, 1239, 1353 e 1360.

IR(984-1078); la sequenza è stata amplificata con PCR da pGEXIRP- utilizzando la coppia di oligonucleotidi (5’-CGGGATCCATGGGGAGGAAGCAGC-3’) e (5’-GGCTCGAGCTCATGGGGAATCAGC-3’). Il frammento amplificato è stato digerito con BamHI e XhoI ed inserito nei siti compatibili di pGEX4T3. Segmento IR codificante i residui dall'amminoacido 984 al 1078, include solo la porzione juxtamembrana. 

IR(1037-1388); la sequenza è stata amplificata mediante PCR da pGEXIRP- con la coppia di oligonucleotidi (5’ CGGGATCCGGAGCATCCTTCTCCG 3’) e (5’ GGATCGAGGTTCAGCGTACATTCCC 3’). Il frammento è stato digerito con BamHI e XhoI ed inserito in pGEX4T3. Segmento IR codificante i residui dall'amminoacido 1037 al 1388, privo di una porzione del juxtamembrana e contiene  i residui di glicina coinvolti nel legame con l' ATP. 

Cellule DH101F’ trasformate con il vettore pGEX4T2, pGEX-IRP- o con i costrutti di delezione sono state cresciute in 2XTY contenente 250 g/ml ampicillina (2XTY-AMP)  a 37 0C sino ad una densità ottica (OD) di 0.6 a 595 nm. Le colture sono state indotte con IPTG (1 mM finale) per 2h a 37 0C. Le cellule sono state centrifugate per 10 min. a 40C a 8 krpm, lisate in un buffer di lisi (PBS1X-1%Tryton X100, PMSF1mM, EDTA 1mM e inibitori di proteasi) e sonicate in ghiaccio con 4 impulsi di 5 sec. Alla massima intensità. Il lisato è stato chiarificato mediante centrifugazione per 10 min. a 40C a 12 krpm. Il sopranatante è stato incubato con 0.5 ml di resina G-sepharose per 1h a 4 0C in colonnina. Le resine sono state lavate con 10 volumi di buffer di lisi e conservate in PBS 1X e sodio azide 0.02%

Figura1 Costruzione del vettore pGEXIRP- dal vettore pET 32a(+)IR
3.3 Genoteca anticorpale

La genoteca di anticorpi è stata gentilmente fornita dal Prof. Andrew Bradbury  (Bioscience Division, MS M888, Los Alamos National Laboratory). E’ una genoteca naive umana ed è stata costruita assemblando nel vettore fagemideico pHEN, (vedere figura 12, introduzione), le sequenze codificanti il repertorio di regioni variabili delle catene pesanti (VH) e leggere (VL). In particolare i segmenti VH sono stati amplificati da tre differenti campioni di milza e da due campioni di linfociti periferici. I segmenti VL sono stati amplificati da campioni di sangue periferico. La diversità della genoteca è stata perseguita amplificando le porzioni variabili delle catene leggere sia di classe che  e le porzioni variabili delle catene pesanti di tipo IgG e IgM. L’amplificazione è stata eseguita utilizzando un pool di primers corrispondenti a tutte le classi di geni codificanti per le diverse catene. La genoteca ha una diversità di 6,7x109 cloni. 

3.4 Selezione di affinità della genoteca anticorpale su GST e GST-IRP-: una colonna cromatografica con 500 l di GST-G-sepharose e una colonna con 500 l di GST-IRP--G-sepharose sono state lavate con 15ml di 1X PBS e saturate con 1 ml di 2% di latte scremato in PBS (MPBS2%).

1012 fagemidi sono stati risospesi in 1ml di MPBS2% e fatti reagire con la resina GST-G-sepharose per 1h a temperatura ambiente. I fagemidi effluiti sono stati fatti reagire con la resina GST-IRP- -G-sepharose per 2h a temperatura ambiente. La resina GST-IRP- G-sepharose è stata lavata con 1ml di MPBS2%, con 5ml di PBS TW20 0,1% e con 10ml di PBS per 1h a 40C. I fagemidi legati all’esca GST-IRP- sono stati eluiti con 300l di trietilammina e neutralizzati con 150l di 1M Tris-HCl pH 7,4. L’eluito è stato utilizzato per infettare cellule DH101F’ ad una densità ottica pari a 0,5.

3.5 Amplificazione e recupero dei fagemidi: 10ml di cellule TG1, OD 0,5 cresciute in 2XTY-AMP con 1% glucosio (2XTY-AMP–GLU) sono state infettate con i fagemidi eluiti per 30’ a 370C. Una aliquota delle cellule infettate è stata usata per titolare i fagemidi eluiti con diluizioni seriali, il rimanente è stato piastrato in petri di 2XTY-AMP-GLU e cresciuti a 300C per una notte. Le colonie cresciute sulle piastre sono state raccolte e congelate a -800C in PBS 15% glicerolo.

Per amplificare i fagemidi, un’aliquota dei batteri congelati corrispondente a 10 volte la diversità iniziale della genoteca è stata inoculata in 10ml di 2XTY-AMP-GLU e cresciuta per 1,5h a 370C in agitazione. Il fago helper M13K07 è stato aggiunto in un rapporto 20:1 fagemidi:batteri e la coltura è stata lasciata a 370C per 30’ senza agitazione. La coltura superinfettata è stata cresciuta per 1 h in presenza di kanamicina e ampicillina a 370C e dopo aver centrifugato i batteri sono stati risospesi in 2XTY-AMP e cresciuti per una notte a 300C. La coltura è stata centrifugata per 15’ a 4 Krpm a 40C. I fagemidi nel surnatante sono stati precipitati con 20ml di 20% PEG8000/NaCl 2,5 M per 10’ in ghiaccio. La soluzione è stata centrifugata due volte per 15’ a 4 Krpm a 40C e il pellet è stato risospeso in 10ml di acqua. Il surnatante è stato precipitato con 5ml di 20% PEG/NaCl per 10’ in ghiaccio. I fagemidi sono stati recuperati mediante centrifugazione per 10’ a 4 Krpm a 40C, risospesi in PBS 15%glicerolo e congelati a -800C. I fagemidi sono stati titolati valutando il numero di unità formanti colonia (UFC). Aliquote di TG1 OD 0.5 mantenute a 37 0C sono state infettate con le diluizioni dei fagemidi per 30' a 37 0C. Le infezioni sono state pistrate su 2XTY-AMP e incubate una notte a 370C. Il numero di colonie cresciute moltiplicato il fattore di diluizione ha fornito il titolo espresso in UFC/ml. Tre cicli di selezione ed amplificazione sono stati svolti prima dell’analisi dei fagemidi con ELISA e sequenziamento.

3.6 Amplificazione del fago helper M13K07: 10ml di cellule DH5F' in TB, OD 0.5, sono state infettate con 1011 particelle del fago helper M13K07 per 15' a 370C in assenza di agitazione. L'inoculo è stato trasferito in 700 ml di TB e kanamicina 25g/ml e cresciuto una notte a 370C in un agitatore termostatato. Il fago helper è stato purificato con procedura identica a quella dei fagemidi. 

Il titolo del fago helper è stato ottenuto valutando il numero di unità formanti placche (UFP). Diluizioni del fago helper sono state utilizzate per infettare aliquote di 200ml di TG1 OD 0.5 per 15' a 370C. Le infezioni sono state trasferite in tubi batteriologici contenenti 3ml di BBL mantenuto a 420C e piastrate in piastre 2XTY. Il numero di placche cresciute dopo una notte a 370C moltiplicate per il fattore di diluizione del fago helper ha fornito il titolo del fago come UFP/ml.

3.7 ELISA e sequenziamento: l’ analisi dei fagemidi potenziali ligandi per Ron è stata fatta mediante saggi ELISA. 10 cloni isolati dal terzo ciclo di selezione sono stati inoculati in 10 pozzetti di una microtitre da 96 pozzetti in 2XTY-AMP e superinfettati con M13K07 per 30’ a 370C. La coltura superinfettata è stata cresciuta in 2XTY-AMP per una notte a 300C.

Il surnatante,100l, prelevato dai 10 pozzetti e contenente i fagemidi è stato incubato in pozzetti di una microtitre rispettivamente rivestiti da GST (2,5g in PBS) e da GST-IRP- (2,5g in PBS) per 1,5h a temperatura ambiente. Sono stati fatti 3 lavaggi con PBS, Tween20 0,1% e tre con PBS. Per rilevare l’interazione tra fagemidi-Scfv e Ron è stato aggiunto un anticorpo anti-M13 HRP-coniugato e lasciato a reagire per 1h a temperatura ambiente. Dopo 3 lavaggi con PBS, Tween20 0,1% e tre con PBS, l’ELISA è stata sviluppata con il substrato fenilendiamina (ABST). Una pastiglia di tampone citrato-fosfato pH5 è stata scliota in 100ml di H2O. In 25 ml di questo tampone è stata sciolta una pastiglia di fenilendiamina e si sono aggiunti 10l di H2O2. 75l di questa soluzione sono stati aggiunti in ogni pozzetto. La reazione di sviluppo è stata bloccata con 25l di H2SO4 e si è proceduto alla lettura allo SpectraCount. I fagemidi positivi sono stati isolati, amplificati e gli inserti di DNA sequenziati mediante sequenziamento semi-automatico. Il fagemidee sc7 è stato utilizzato come anticorpo per western blot alla concentrazione di 1010 fagemidi/ml.
3.8 Espressione del sc7 in forma solubile: per ottenere il singolo sc7 in forma solubile, il DNA del fagemidee 7 è stato digerito con NcoI e NotI L’inserto è stato inserito nei siti NcoI e NotI del vettore di espressione Pet20b per ottenere il costrutto pET20bsc7 (fig.2). Questo costrutto consente l’espressione periplasmatica di un scFv come prodotto di fusione con l’epitopo di 6 istidine (6HIS). Cellule BL21DE3 sono state trasformate con il vettore pET20bsc7 . Una singola colonia è stata inoculata in 5ml di 2XTY-AMP-2%GLU e cresciuta una notte a 370C. A 1 OD le cellule sono state centrifugate e risospese in 200ml di 2XTY con IPTG 1mM e AMP. I batteri sono stati indotti per 3h e quindi centrifugati e risospesi in 5ml di TES freddo (0.2M tris-HCl/0.5mM EDTA/0.5mM saccarosio pH8). 7ml di H2O a 40C sono stati aggiunti e i batteri sono stati incubati per 30’ in ghiaccio. Dopo aver centrifugato a 14 Krpm per 30’ a 40C il sopranatante è stato recuperato, dializzato per una notte in PBS e poi congelato a -800C. Con la stessa procedura si è espresso in forma solubile anche un scX utilizzato come controllo negativo di interazione con il recettore Ron. 

Figura 2 Costruzione cel vettore pET20b(+) sc7 da pHEN1.
3.9 Linee cellulari.

MDCK, Madine-Darby Canine Kidney, linea cellulare di epitelio renale di cane adulto.

MDCKR9,  Madine-Darby Canine Kidney, linea cellulare di epitelio renale di cane adulto, trasfettate stabilmente con il cDNA del recettore Ron umano (fornite gentilmente dal Prof. G.Gaudino).

A431, linea cellulare derivata da carcinoma epidermoide umano.

GTL16, linea cellulare derivata da carcinoma gastrico umano.

3.10 Espressione citoplasmatica del sc7 e immunofluorescenza: il cDNA del sc7 è stato estratto dal vettore pHEN1 con digestione enzimatica mediante NcoI e NotI e subclonato nel vettore di espressione citoplasmatica scFvE-cyto digerito NcoI e NotI (fig.3). Il vettore originato scFv7E-cyto è stato utilizzato per trasfettare MDCKR9 con il metodo del DEAE-destrano. 5g di DNA sono stati portati ad un volume di 326l con PBS. Al DNA sono stati aggiunti 85l di una soluzione di DEAE-destrano 2mg/ml. La miscela è stata incubata per 30' a 370C su cellule MDCKR9 al 60% di confluenza in petri da 6cm di diametro. 3.5 ml di DMEM completo sono stati aggiunti sulle cellule per 2.5h a 370C. Il terreno è stato aspirato ed è stato fatto uno shock in DMSO 10% in PBS per 2.5'. Le cellule sono poi state incubate per 24h a 370C. Le cellule sono state tripsinizzate e spostate su vetrini per immunofluorescenza. Per l' immunofluorescenza le cellule sono state lavate 2 volte in PBS 1X, fissate in 3.7% formaldeide per 20' a temperatura ambiente, e permeabilizzate in PBS 1X 0.05%Triton X-100 per 7' a 40C. I vetrini sono stati lavati 1 volta in PBS e incubati con l' anticorpo 9E10 diluito 1:100 per 1h a temperatura ambiente. Dopo 3 lavaggi in PBS i vetrini sono stati incubati con l' anticorpo anti-Mouse FITC coniugato per 1h a temperatura ambiente. dopo 3 lavaggi in PBS i vetrini sono stati montati in 80% glicerolo e conservati a -200C.

Figura 3 Costruzione del vettore ScFv7E-cyto da pHEN1 in scFvexpress-cyto.

3.11 Espressione di sc7 in transfettanti stabili: il cDNA del sc7 corredato della sequenza di Myc riconosciuta dall' anticorpo 9E10 è stato amplificato dal vettore scFv7E-cyto con una coppia di oligonucleotidi, un primer forward con un sito BamH1 al 5' (5'CGGATCCACCATGGCCCAGGTGCAG3') e un primer backward con un sito XbaI al 5' (CTCTAGAGTATGCGGCCCCATTC3') e subclonato in pCDNAZeo3.1 (fig.4). Il vettore pCDNAsc7Zeo3.1 ottenuto è stato utilizzato per trasfettare MDCKR9 con il metodo del Calcio-Fosfato. A 5g di DNA sono stati aggiunti 11l di CaCl2 2M e H2O fino ad un volume di 110l. A tale soluzione sono stati aggiunti 100l di soluzione HBS 2X (50mM HEPES, pH7.1, 280mM NaCl, 1.5 mM Na2HPO4). Dopo aver  lasciato la soluzione a temperatura ambiente per 50’, è stata aggiunta a una petri di 6cm di MDCK-Ron in presenza di 2ml di DMEM. Le cellule sono state incubate una notte in presenza della soluzione di trasfezione, quindi lavate 3 volte in PBS e incubate in 3ml di DMEM completo. Dopo 24h è stata aggiunta zeocina (0.5mg/ml), rinnovata ogni 2gg. I cloni sono apparsi evidenti 8gg dopo la trasfezione e sono stati isolati dopo 12gg dalla trasfezione.La selezione è stata mantenuta per 30gg.

Figura 4 Subclonaggio di sc7 da scFv7-Cyto in pcDNA3.1 (+).

3.12 Immunoprecipitazione: le cellule sono state solubilizzate in DIM buffer (10mMPIPES,pH6.8, 100mMNaCl, 1%Triton X-100, 1mM Na3VO4, 5mM EGTA, inibitori di proteasi) per 30’ in ghiaccio. I lisati sono stati centrifugati a 13Krpm per 15’ e poi immunoprecipitati per 2h a 40C con anticorpi specifici. Gli anticorpi anti-Ron, anti-Met e anti-EGFR sono stati coniugati alla proteina A-sepharose, mentre l’ sc7 è stato coniugato alla resina Ni-NTA. I complessi immunoprecipitati sono stati lavati 3 volte in RIPA buffer e quindi bolliti in Laemli buffer per 5’. Gli immunoprecipitati sono stati sottoposti a corsa elettroforetica e a western blot. 

I lisati cellulari per le immunoprecipitazioni del saggio di fosforilazione sono stati fatti in tampone SDS bollente (25%v/v SDS10%, 25%v/v TrisHCl 1M pH7.4, 50%v/vH2O) portato alla temperatura di 950C. Per rendere la concentrazione di SDS  permissiva per l’ immunoprecipitazione, i lisati sono stati diluiti 10 volte nel medesimo tampone privo di SDS e centrifugati a 13Krpm per 15’ e poi immunoprecipitati per 2h a 40C con il siero anti-Ron coniugato alla proteina A-sepharose. Gli immunoprecipitati sono stati lavati 3 volte nel tampone di lisi in assenza di SDS, quindi bolliti in Laemli buffer per 5’ e analizzati mediante SDS-page e western blot. 

3.13 Espressione del sc7 nel sistema Tet-Off: il cDNA del sc7-Myc tag è stato amplificato dal vettore scFv7E-cyto con la coppia di oligonucleotidi forward con un sito EcoRI al 5’,(5' GGAATTCGCCACCATGGCCCAGGTGCAG 3') e backward XbaI al 5’, (5' CTCTAGAGTATGCGGCCCCATTC3') e subclonato nel vettore pTRE2 (Clontech), (fig.5). Il vettore risultante pTREsc7 (10mg) è stato cotrasfettato con il vettore pTK-Hyg (3mg) (Clontech) nelle MDCK-Tet-Off al 60% di confluenza con il metodo della lipofectina. Dopo 48 h sono state aggiunte l’ igromicina (100ng/ml) e la tetraciclina (2ng/ml). Gli antibiotici sono stati rinnovati ogni 3 giorni. I cloni visibili dopo 15 gg sono stati isolati dopo 20 gg e amplificati.

Il cDNA di Ron digerito con EcoRI e XbaI dal vettore pMT2 Ron (fornito dal Prof. G. Gaudino) è stato subclonato in pCDNA Zeo(-) digerito EcoRI e XbaI, per ottenere il vettore pCDNA3.1(-)Ron.  Tale vettore è stato utilizzato per trasfettare i cloni stabili per il sc7 nelle MDCK-Tet-Off. Nuovamente, le MDCK-Tet-Off al 60% di confluenza sono state trasfettate con 10 mg di pCDNA Zeo(-) Ron con il metodo della lipofectina. Dopo 48 h di incubazione è stata aggiunta la zeocina (500mg/ml) rinnovata ogni 3gg. I cloni visibili dopo 10 gg sono stati isolati dopo 16 giorni, amplificati e mantenuti in zeocina (500 mg/ml), igromicina (100mg/ml) e tetraciclina (2ng/ml).
Figura 5 Costruzione del vettrore pTREsc7 dal vettore ScFvsc7 E-cyto

Figura 6 Costruzione del vettore pCDNA3.1(-)Ron da pMT2Ron

3.14 Saggio di “scatter”: le cellule MDCK-R9, MDCK Tet-Off sc7-11R16, sono state piastrate in numero di 1000 in piastra da 96 pozzetti in DMEM 10% siero e 25mM HEPES pH 7.2 il giorno stesso del saggio.Il saggio è stato eseguito in doppio. Le cellule sono state stimolate con diluizioni seriali del fattore MSP e cresciute per 24 ore.  Le colture sono state fissate in gluteraldeide 11% per 15 minuti, lavate 1 volta in PBS, colorate con cristal violetto per 15 minuti, lavate 2 volta in H2O e lasciate asciugare.

3.15 Saggio di proliferazione con timidina triziata. Cellule MDCK Tet-Off sc7-11R16 cresciute in presenza e assenza di tetraciclina, sono state piastrate in numero di 70.000 per pozzetto in multiwell da 24. In contemporanea è stata preparata una soluzione di timidina triziata / DMEM in rapporto 1:40. Si sono aggiunti 20l della soluzione di timidina triziata / DMEM per ogni 100l di terreno di coltura alle cellule al tempo zero (considerato al momento dell’ adesione cellulare sul pozzetto), e dopo 24, 48 e 72 ore di crescita. Per ogni condizione di crescita le cellule sono state incubate per 6 ore a 370C. Le cellule sono state lavate in PBS, tripsinizzate, e spostate in multiwell da 96 pozzetti. I campioni sono stati adsorbiti su filtro di carta e l’ incorporazione della timidina è stata valutata al -counter. 
4 Risultati

4.1 Espressione di GST e di GST-IRP-
La porzione intracellulare del recettore umano Ron (IRP- , fig.1), dall’ aminoacido 984 al 1388, e stato utilizzato come antigene (esca) per la selezione di scFv specifici. L’esca comprende il dominio juxtamembrana, il dominio chinasico e il dominio carbossi-terminale privo della regione ricca in prolina. 

Per ottenere una buona resa della proteina IRP- pura, ho utilizzato il sistema di espressione batterico basato sui vettori pGEX. Questi vettori di espressione portano la sequenza codificante l'enzima glutatione-S-transferasi (GST) di Schistosoma japonicum posta sotto il controllo del promotore ibrido tac, inducibile con Isopropil-Tio--D-Galattoside (IPTG). Un Multi Cloning Site (MCS), a valle della sequenza GST, consente l’inserimento di DNA codificanti e il mantenimento di cornici di lettura che consentono l’espressione di prodotti di fusione con il GST. La proteina chimerica è facilmente purificabile mediante cromatografia di affinità su resine accoppiate con Glutathione (G).  

Il cDNA di IRP- è stato subclonato in pGEX4T2 e l'espressione della proteina di fusione GST-IRP- è stata valutata mediante SDS-PAGE. In modo analogo è stata espressa anche la proteina GST (fig.2). 

Figura1 Rappresentazione schematica del recettore Ron e della porzione intracellulare IRP-. EX, extracellulare; TM, transmembrana; JM, juxtamembrana; TK, tirosina chinasi; C, carbossi-terminale; P, proline.

Figura 2 SDS-page di lisati batterici totali. GST- lisato di DH101F' non indotto per l'espressione di GST, GST+ lisato di DH101F' indotto per l' espressione di GST, GST-IRP-- lisato di DH101F' non indotto per l' espressione di GST, GST-IRP-+ lisato di DH101F' indotto per l' espressione di GST-IRP-.
4.2 Selezione e screening 

Le proteine GST o GST-IRP- sono state adsorbite alla resina G-sepharose e usate come esche per la selezione di scFv specifici per IPR-. In figura 3 è mostrato un esempio del grado di purezza delle proteine GST e GST-IRP-. GST appare come un singolo polipeptide di 27 kDa senza evidenti ulteriori forme, GST-IRP- invece presenta un prodotto maggioritario di peso apparente di 66 kDA ed altri prodotti minoritari di peso apparente di 70 e 50-65 kDA. Per verificare se questi ultimi sono comunque prodotti contenenti GST-IRP- è stato eseguito un western blot rivelato con un antisiero diretto verso la porzione carbossi terminale di Ron umano (simon) (fig.3C). I prodotti con peso apparente di 70 kDa sono proteine legate alla resina G-sepharose in modo aspecifico, in quanto non sono riconosciute dal siero anti-Ron. I prodotti proteici di peso compreso tra i 50-65 kDa contengono la porzione di Ron riconosciuta dal antisiero e probabilmente sono rappresentativi di prodotti di degradazione della proteina completa. 

Sono stati eseguiti tre cicli di selezione ed amplificazione. In ogni ciclo è stato mantenuto costante il numero di fagemidi selezionati (INPUT), pari a 1000 volte la diversità iniziale della genoteca. In ogni ciclo, la selezione sull'esca GST-IRP- è stata preceduta da una selezione negativa dell’INPUT su GST. In tabella 1 sono riportati i valori titolati dei fagemidi eluiti (OUTPUT) da GST-IRP-.

Lo screening dei scFv/fagemidi eluiti dall'antigene GST-IRP- dopo i tre cicli è stato condotto mediante saggio ELISA. 20 cloni isolati dal terzo OUTPUT sono stati amplificati in TG1 e le particelle virali esponenti i scFv sono stati saggiati sia su GST che su GST-IRP-.

Sono stati individuati diversi cloni positivi al saggio ELISA sia per il GST, che per GST-IRP-. Tra tutti, il clone 7 è risultato fortemente positivo per GST-IRP- (A490= 1.5) ed è stato ulteriormente caratterizzato. In primo luogo è stata analizzata l'espressione della proteina chimerica p3-sc7 esposta sulla superficie batteriofagica. In figura 4 è mostrato un saggio di western blot condotto su preparati fagici del fagemide 7 o del fago helper M13K07 evidenziati con un antisiero anti-p3 di M13. Nel campione 7 sono evidenziate la proteina p3 wild-type con peso apparente di 66 kDA e la chimera p3sc7 con peso apparente di 90kDa. La corsa elettroforetica della proteina p3 wild-type proteina il cui peso reale è 45kDa, è ritardata da ripetizioni di residui di glicina.. Dal western blot si osserva che le due forme di p3 non sono in rapporto equimolare. La relativa minore abbondanza della forma chimerica è da imputare al meccanismo di competizione che si instaura tra la proteina chimerica espressa dal genoma batteriofagico e quella nativa espressa dal fago helper M13K07. L’ ingombro sterico dovuto al sc7 permette che solo una copia della proteina chimerica venga assemblata sulla particella fagica (fago monovalente), in questo modo viene garantito il mantenimento dell’ infettività virale e della stabilità in toto. 
Figura3 SDS-page e Western Blot. A 2, GST-IRP-, purificta mediante adsorbimento su G-sepharose, B 2, GST purificata mediante adsorbimento su G-sepharose, C 1, GST-IRP- rivelato con il siero anti-Ron. Anticorpo secondario anti-Rabbit HRP-coniugato.


Tabella 1 Selezione. INPUT numero di fagemidi selezionati su GST, OUTPUT numero di fagemidi eluiti da GST-IRP-.
Figura4 Western Blot sugli estratti proteici di.7 e M13K07; P3 proteina 3 virale nativa. P3-sc7, chimera tra proteina virale 3 e sc7.Anticorpo primario Mouse anti-P3, anticorpo secondario goat anti-Mouse AP-coniugato. 

4.3 Il7 riconosce IRP- denaturato 

Per valutare la capacità del fago 7 di riconoscere la porzione intracellulare di Ron in forma denaturata, 1010 particelle fagiche 7 sono state utilizzate come anticorpi primari in saggi di western blot di lisati di cellule esprimenti GST o GST-IRP-. Come si osserva in figura 5, il 7 riconosce una proteina maggioritaria di peso apparente di 66 kDa e un prodotto minoritario di 60 kDA solo nei lisati di cellule esprimenti GST-IRP-. La stessa membrana è stata incubata con il siero anti-Ron simon o con un siero anti-GST. Confrontando i due risultati, si osserva che le proteine evidenziate con 7 sono sovrapponibili a quelle positive all’antisiero simon confermando la specificità dell’anticorpo fagemidico. Il prodotto minoritario di 60 kDA è molto probabilmente il risultato di degradazione della proteina GST-IRP- completa.
Figura5 Western Blot. F7 riconosce la forma denaturata di GST-IRP-. A, GST+ lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST, GST-IRP- lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST-IRP-. Anticorpo primario 7, anticorpo secondario anti-M13-HRP coniugato. B, GST+ lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST, GST-IRP- lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST-IRP-. Anticorpi primari anti-GST, siero anti-Ron simon, anticorpo secondario anti-rabbit-HRP coniugato.

4.4 Il sc7 in forma solubile riconosce GST-IRP-
Per ottenere il singolo frammento anticorpale in forma solubile, l’inserto codificante sc7 è stato subclonato nel vettore di espressione pET20b(+). Il costrutto pET20bsc7 consente l’espressione di sc7 come prodotto di fusione con la sequenza di esporto periplasmatico pelB all’estremità N-terminale e con un tag di sei istidine (6His) a quella C-terminale. Nel periplasma la sequenza segnale pelB viene clivata e l'ambiente ossidante facilita il corretto ripiegamento del scFv. In figura 6 è riportato un esempio di lisato periplasmico, di una coltura batterica indotta per l’ espressione del sc7 solubile, in cui si osserva che l’ anticorpo ricombinante di peso apparente di 32kDa è la proteina maggioritaria. L'estratto periplasmico contenente il sc7 è stato utilizzato come tale o frazionato per cromatografia di affinità su resina Ni-NTA per purificare ulteriormente il sc7 via il tag di sei istidine. Il scFv sc7 è stato utilizzati in saggi di western blot su lisati batterici di colture esprimenti GST o GST-IRP-. In figura 7 è mostrato un esempio di western blot rivelato con sc7. Il sc7 solubile riconosce una proteina di peso apparente di 66 kDa e una di 60 kDa solo nei lisati di cellule esprimenti GST-IRP- con una specificità del tutto confrontabile a quella dell’originario fagemide (confronta figg 5 e 7). Anche in questo caso, la proteina di peso apparente pari a 60kDa è un prodotto di degradazione di GST-IRP-, in quanto riconosciuta dal siero anti-Ron.

Figura 6 Lisato periplasmico. sc7,  estratto totale periplasmico di BL21DE3 indotte con IPTG

Figura 7 Western blot. Il sc7 in forma solubile riconosce GST-IRP-. A, GST+ lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST, GST-IRP- lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST-IRP-. Anticorpo primario sc7 solubile, anticorpo secondario anti-His-HRP coniugato. B, GST+ lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST, GST-IRP- lisato di DH101F' indotte per l' espressione di GST-IRP-. Anticorpi primari anti-GST, siero anti-Ron simon, anticorpo secondario anti-rabbit-HRP coniugato.

4.5 Immunoprecipitazione di Ron cellulare

Per valutare se il sc7 fosse utilizzabile come anticorpo in saggi di immunoprecipitazione, la proteina è stata coniugata alla resina Ni-NTA e il complesso utilizzato per immunoprecipitare Ron da cellule MDCKR9. Queste sono dei trasfettanti stabili di cellule MDCK che esprimono il recettore Ron umano. Come controllo negativo è stato utilizzato un scFv solubile (scX) non reattivo verso GST-IRP- o GST. Come controllo positivo è stato utilizzato il siero simon coniugato alla resina A-sepharose. Come mostrato in figura 8, il sc7 immunoprecipita quantitativamente il recettore Ron umano. 
Figura8 Western Blot su immunoprecipitati da MDCKR9. IP S, immunoprecipitato con l' antisiero simon coniugato alla proteina A-sepharose, IP scX, immunprecipitato con il scX coniugato alla resina Ni-NTA, IP sc7, immunoprecipitato con il sc7 coniugato ala resina NI-NTA. 
In considerazione dell’alto grado di omologia condivisa dai membri della famiglia di recettori Met-simili soprattutto nel dominio catalitico e, più in generale, della conservazione del dominio catalitico tra i recettori tirosina chinasi, si è voluto verificare il grado di specificità di sc7 per Ron. A questo scopo, ho analizzato mediante immunoprecipitazione i lisati di GTL16, cellule di carcinoma gastrico umano esprimenti alti livelli di Met, o di A431, cellule di carcinoma epidermoide umano esprimente alti livelli di EGFR, e i lisati da cellule MDCKR9 come controllo positivo. In figura 9 sono mostrati i risultati che confermano la specificità di sc7 verso epitopi del recettore Ron umano. 
Figura9: Western blots: A, IPDo24, immunoprecipitato da GTL16 con anticorpo anti-Met , Do24,coniugato alla resina A-sepharose; IPsc7, immunoprecipitato da GTL16 con sc7 coniugato alla resina Ni-NTA. Anticorpo primario: antisiero anti-Met, anticorpo secondario anti-Mouset-HRP coniugato. B, IPhEGFR, immunoprecipitato da A549 con anticorpo anti-EGFR; IPsc7, immunoprecipitato da A549 con sc7 coniugato alla resina NI-NTA. Anticorpo primario anti-EGFR, anticorpo secondario anti-rabbit HRP coniugato. C, IPS, immunoprecipitato da MDCKR9 con siero anti-Ron simon; A-seph, immunoprecipitato da MDCKR9 con proteina A-sepharose; sc7, immunoprecipitato da MDCKR9 con sc7 coniugato alla resina NI-NTA. Anticorpo primario anti-EGFR, anticorpo secondario anti-rabbit HRP coniugato.

4.6 Identificazione dell’epitopo di Ron riconosciuto dal sc7.

Allo scopo di individuare la regione contenente l’epitopo riconosciuto da sc7 nella porzione intracellulare di Ron, ho costruito dei mutanti di delezione 3’ di IRP-. In figura 10 sono mostrati i mutanti analizzati: IRP- 984-1337aa manca del dominio di attracco dei trasduttori cellulari (docking site); IRP- 984-1127aa manca anche del conservato dominio tirosina chinasico; IRP- 984-1078aa contiene solo la porzione juxtamembrana; IRP- 1037-1388aa manca dei primi 50 amminoacidi della porzione juxtamembrana. 

Le forme delete di IRP- sono state inserite in pGEX e la corretta espressione delle proteine di fusione tronche è stata valutata in SDS-PAGE (figura 11). Le stesse sono state analizzate in western blot utilizzando il sc7 come anticorpo primario. Come mostrato in figura 12 tutte le proteine tronche eccetto IRP- 1037-1388aa vengono rivelate da sc7, indicando che il completo epitopo, o porzioni necessarie alla sua conformazione, è localizzato nei primi 50 aminoacidi della regione juxtamembrana di Ron.
 
Figura10: Forme delete di IRP-. J, dominio juxtamembrana, TK, dominio tirosina chinasico, C dominio carbossi-terminale, Y1238 Y1239 radicali di tirosina sito di autofosforilazione, Y1353 Y1360 radicali di tirosina sito di attracco dei trasduttori cellulari.
Figura 11 SDS-page. Espressione batterica delle  forme tronche  di IRP-.  -,lisati di colture di DH101F' non indotte per l' espressione delle proteine di fusione con il GST, +, lisati di colture di DH101F' indotte con IPTG per l' espressione delle proteine di fusione con il GST.

Figura 12 Western Blot Identificazione dell' epitopo di Ron riconosciuto da sc7. Lisati totali di colture di DH101F' indotte per l' espressione di IRP-  e delle forme delete di IRP- . Anticorpo primario: sc7, anticorpo secondario: monoclonal anti-His HRP-conjugated.

4.7 Espressione citoplasmatica del sc7

Ron è un recettore tirosina chinasi coinvolto in molteplici fenomeni cellulari. In particolare, la sua attivazione, mediata dall’interazione con il ligando o dalla spontanea omodimerizzazione, è associata allo scatter cellulare, un fenomeno facilmente evidenziabile nelle cellule epiteliali. Sebbene semplice dal punto di vista fenomenologico, lo scatter implica complessi meccanismi di trasduzione intracellulare del segnale originati da diversi recettori. Per quanto concerne Ron, è noto che la sua attivazione fa reclutare alla propria porzione intracellulare una serie di proteine trasduttrici, alcune di queste in grado di interagire direttamente con uno o più domini del recettore . Per valutare se l’interazione tra sc7 ed il proprio epitopo in vivo fosse in grado di interferire nel reclutamento di determinati trasduttori e quindi nella regolazione dello scatter mediata da Ron, ho costruito delle linee cellulari epiteliali che esprimono costitutivamente sc7 nel citoplasma. Il modello scelto è quello delle cellule MDCK. Queste sono cellule epiteliali renali canine che, a bassa densità cellulare, crescono formando dei tipici isolotti poligonali e consentono di evidenziare in modo semplice e riproducibile il fenomeno di scatter (figura 20). MDCKR9 è un clone stabile di cellule MDCK che esprimono costitutivamente in membrana il recettore Ron umano e costituiscono il modello di studio dello scatter mediato da Ron e MSP. 

Il costrutto scFvE-cyto-sc7 consente l’espressione citoplasmatica di sc7 come prodotto di fusione al C-terminale con il Myc-tag, un conveniente epitopo riconosciuto dall’anticorpo monoclonale 9E10. Per verificare la corretta espressione intracellulare di sc7, cellule MDCKR9 sono state transfettate con il vettore vuoto o con il costrutto scFvE-cyto-sc7 ed analizzate per immunofluorescenza. Come mostrato in figura 13, solo le cellule MDCKR9 transfettate con scFvE-cyto-sc7 mostrano una distribuzione citoplasmatica diffusa. 

Figura 13 Immunofluorescenza. Cellule MDCKR9 transfettate in transiente con scFvE-cyto-sc7. Anticorpo primario anti-Myc 9E10. Anticorpo secondario goat anti-mouse FITC.

Una volta verificata l’effettiva espressione citoplasmatica di sc7, ho costruito dei transfettanti stabili di MDCKR9 per l'espressione di sc7. L’espressione di sc7 nei cloni zeocina resistenti è stata valutata mediante western blot (fig.14).

Figura14 Western Blot Espressione citoplasmatica del sc7. Lisati totali dei cloni MDCKR9 1,2,3,5,10 normalizzati per la quantità di tubulina. Anticorpo primario 9E10, anticorpo secondario anti-mouse HRP coniugato. 
Dalla semplice osservazione dei cloni, alcuni di essi (cloni 3 e 5) hanno mostrato un fenotipo assimilabile a uno scatter cellulare (fig.15). Questo effetto fenotipico si è però verificato solo per un tempo limitato, ed è stato perso dalle cellule in seguito a congelamento della linea cellulare e al suo successivo scongelamento. La variabilità dei risultati ottenuti dal sistema di espressione costitutivo, ha quindi fatto pensare che il fenotipo inizialmente osservato potesse essere dovuto o ad un artefatto della tecnica utilizzata oppure alla sensitizzazione del recettore (Sorkin et al., 1993; Mori et al., 1995; Tonks et al., 1996). 

Figura 15. Fotografie in contrasto di fase di cellule MDCK-Ron e dei cloni MDCKR9 sc7- 3 e 5. Ingrandimento100X

Tuttavia il clone MDCKR9 sc7-3 è stato utilizzato per verificare l’interazione in vivo tra sc7 e Ron.  107 cellule di tale clone sono state lisate e il recettore Ron umano è stato immunoprecipitato con l’antisiero simon coniugato alla proteina A-sepharose. Il lisato di un numero uguale di cellule è stato immunoprecipitato con la sola proteina A-sepharose utilizzata come controllo negativo. Gli immunocomplessi sono stati analizzati in western blot utilizzando il monoclonale 9E10. Come mostrato in figura16, il sc7 co-immunoprecipita solo il recettore Ron.
Figura16:western blots.A + Immunoprecipitato di Ron da cellule del clone 3.;-, immunoprecipitato con proteina A-sepharose da cellule del clone 3.Anticorpo primario siero anti-Ron, anticorpo secondario anti-Rabbit-HRP. B. +, sc7 co-immunoprecipitato con Ron da cellule del clone 3.  -, immunoprecipitato con proteina A-sepharose da cellule del clone 3. Anticorpo primario anti-Myc, anticorpo secondario anti-Mouse-HRP.
4.8 Espressione inducibile di sc7  

Per ovviare alla difficoltà di interpretazione dei risultati ottenuti con i trasfettanti stabili in MDCKR9 esprimenti in modo costitutivo il sc7, ho ritenuto che il sistema di espressione più appropriato fosse un sistema di tipo inducibile. Per ottenere dei sistemi cellulari in cui l’espressione di sc7 fosse finemente regolata, sono ricorsa al sistema di espressione MDCK Tet-Off (fig.17). Questo sistema consente di regolare, in modo dose dipendente, l’espressione di proteine ricombinanti in funzione dei livelli di tetraciclina presenti nel mezzo di coltura. Questo approccio, oltre a consentire elevati livelli di espressione del gene di interesse, non sembra dare fenotipi pleiotropici e fornisce adeguati controlli negativi (cellule trasfettate stabilmente con il costrutto di espressione ma non esprimenti il prodotto proteico).
Figura17:Tet-Off. In E. coli la proteina repressore Tet (TetR) regola negativamente i geni dell’ operone per la resistenza alla tetraciclina (TC) sul trasposone Tn10. TetR blocca la trascrizione di questi geni legandosi alle sequenze dell’ operatore (tetO) in assenza della tetraciclina. Il primo componente del sistema Tet è la proteina regolatrice basata sulla proteina TetR. Nel sistema Tet-off, questa proteina è la fusione degli aminoacidi 1-207 di TetR all’ ammino-terminale e degli ultimi 127 aminoacidi del C-terminale di VP16.Il dominio VP16 converte TetR da repressore trascrizionale ad attivatore trascrizionale e la proteina risultante è nota come transattivattore controllato dalla tetraciclina (tTA). tTA è codificato dal plasmide pTet-Off. Il secondo componente è  il plasmide di risposta (pTRE e varianti) che esprime il gene di interesse  (gene X) sotto il controllo dell’ elemento di risposta della tetraciclina o TRE. Il TRE consiste di sette sequenze ripetute  di 42 bp contenenti  l’ operatore tetO a monte del promotore minimo del CMV. Quando un sistema cellulare contiene sia il plasmide regolatorio (pTet-Off) e quello di risposta (pTRE2 gene X), si ha trascrizione del gene X in seguito al legame della proteina tTA alla sequenza TRE e repressione della trascrizione in presenza di tetraciclina. 

Il costrutto pTRE-sc7 è stato co-trasfettato con il vettore pTK-Hyg in cellule MDCK Tet-Off. I cloni resistenti alla igromicina sono stati cresciuti in presenza o assenza di tetraciclina e l’espressione dell’anticorpo è stata valutata mediante western blot (fig.18). I cloni MDCK Tet-Off sc7-16 e MDCK Tet-Off sc7-11 sono stati scelti per essere trasfettati con il vettore pCDNA-Zeo(-) Ron allo scopo di ottenere linee esprimenti costitutivamente il recettore umano. I cloni selezionati con zeocina, sono stati analizzati per l’espressione di Ron mediante immunoprecipitazione utilizzando come anticorpo primario l’antisiero Simon (fig.19). Tra quelli ottenuti, il clone sc7-11R16 è stato scelto per ulteriori analisi.
Figura 18: western blot. Lisati cellulari dei cloni MDCK Tet-Off sc7-16 e sc7-11, coltivati in assenza di tetraciclina(TC-) e in presenza di tetraciclina (TC+). Anticorpi primari anti-Myc, e anti-tubulina Anticorpo secondario anti-mouse HRP. 
Figura 19:Western blot. Immunoprecipitati del recettore Ron con proteina A-sepharose coniugata a Simon dai cloni MDCK Tet-Off sc7-11 (R28 R26 R25 R17 R20 R8 R18) e dai cloni MDCK Tet-Off sc7-16 (R16 R14 R12). Anticorpo primario Simon. Anticorpo secondario anti-Rabbit-HRP coniugato.

4.9 Analisi del fenotipo e saggio di “scatter”

La prima indagine svolta, è stata la valutazione della comparsa di un effetto fenotipico analogo a quello osservato nei transfettati stabili costitutivamente esprimenti il sc7. A tale scopo, cellule sc7-11R16, sono state cresciute in DMEM in presenza o assenza di tetraciclina e sono state osservate a tempi regolari per 2 giorni. In assenza di tetraciclina le cellule esprimenti il sc7 non hanno mostrato differenze osservabili rispetto a quelle cresciute in presenza dell’antibiotico durante l’ intero periodo di osservazione (fig.21 A-B). Il risultato è stato confermato anche da tempi di induzione più lunghi. Questo risultato ha indicato che il fenotipo simil –scatter osservato nei transfettati non inducibili era dovuto ad un artefatto sperimentale.  

Per valutare invece, una possibile interferenza del sc7 nello scatter indotto da MSP, cellule MDCK Tet-Off sc7-11R16 esprimenti o non il sc7, sono state piastrate in uguale numero e sottoposte all’induzione di MSP per 24 ore. Anche in questo caso, le cellule indotte all’ espressione del sc7 e quelle costitutivamente esprimenti il sc7 non hanno mostrato differenze nel fenomeno di scatter rispetto a quelle trattate con tetraciclina, (fig.21 C-D) . 
Figura 20 Saggio di scatter. A, MDCKR9 non stimolate con MSP;  B, MDCKR9 stimolate con MSP.
Figura21 Saggio di scatter. A, MDCK Tet-Off sc7 11R16 coltivate in tetraciclina, B MDCK Tet-Off sc7 11R16 coltivate in assenza di tetraciclina; C, MDCK Tet-Off sc711R16 coltivate in tetraciclina e stimolate con MSP; D, MDCK Tet-Off sc7 11R16 coltivate in assenza di tetraciclina e stimolate con MSP.

4.10 Il sc7 non altera la fosforilazione del recettore Ron

L’assenza di evidenti alterazioni dello scatter mi ha indotto ad indagare se l’interazione sc7/Ron potesse influire su altri mecanismi che coinvolgono Ron. E’ noto che la pletora di fenomeni cellulari che coinvolgono Ron condividono uno dei meccanismi molecolari immediatamente conseguente l’attivazione del recettore: la auto-fosforilazione dei residui di tirosina 1238 e 1239. Per valutare un effetto del sc7 sulla fosforilazione di Ron, 107  cellule sc7-11R16 sono state cresciute in presenza o in assenza di tetraciclina. Le cellule sono state lisate in SDS bollente e, dopo opportuna diluizione in tampone privo di SDS, i lisati sono stati immunoprecipitati con l’antisiero Simon coniugato alla proteina A-sepharose. Gli immunocomplessi sono stati analizzati mediante western blot utilizzando un anticorpo anti-fosfotirosina per valutare la fosforilazione del recettore. Come mostrato in figura 22, l’espressione del sc7 non interferisce direttamente sulla fosforilazione di Ron.

Figura 22.Western blotting: TC+, immunoprecipitato con l’ anticorpo simon coniugato alla proteina A-sepharose da MDCK Tet-Off sc7-11R16 coltivate in tetraciclina, TC- immunoprecipitato con l’ anticorpo simon coniugato alla proteina A-sepharose da MDCK Tet-Off sc7-11R16 coltivate in assenza di tetraciclina. A, anticorpo primario simon , anticorpo secondario anti-Rabbit HRP-coniugato, B Anticorpo primario : anti-fosfotirosina, anticorpo secondario: anti-Mouse HRP coniugato. 
4.11 Saggio di proliferazione
In ultimo ho valutato se l’espressione di sc7 in cellule MDCKsc7 11R16 fosse in grado di alterare la crescita cellulare. 3x105 cellule sono state coltivate per tempi pari a 0 24 48 e 72 ore in assenza e in presenza di tetraciclina.  Le cellule per ogni condizione di tempo di crescita sono state incubate per 6 ore con timidina triziata. La valutazione dell’ incorporazione di timidina triziata utilizzata come indicatore della proliferazione cellulare, ha indicato che la presenza o assenza del sc7 non alterano in modo evidente la proliferazione delle cellule MDCKsc7 11R16 (fig. 23).
Figura23 Saggio di proliferazione. TC+, MDCK Tet-Off sc7 11R16 coltivate per i tempi 0, 24, 48, 72 ore in presenza di tetraciclina; TC-, MDCK Tet-Off sc7 11R16 coltivate per i tempi 0, 24, 48, 72 ore in assenza di tetraciclina.

5 Discussione

Gli anticorpi sono molecole altamente specifiche responsabili della risposta immunitaria umorale e reattivi virtualmente contro ogni altra molecola. Mediante meccanismi genetici combinatoriali e mutazionali, il sistema immunitario è capace di produrre, virtualmente, più di 109 anticorpi differenti, ognuno dei quali è espresso da singoli cloni di linfociti B. Questa estrema variabilità è quasi totalmente a carico di discrete porzioni variabili delle catene pesanti e leggere delle immunoglobuline.

Recenti sviluppi della tecnologia ricombinante hanno consentito di amplificare e clonare i segmenti genici responsabili di questa variabilità e di costruire ampi repertori di anticorpi ricombinanti. Per analizzare questi repertori, è stato sviluppato un sistema di selezione chiamato Phage Display che consente di selezionare dai repertori quegli anticorpi reattivi per antigeni noti. 

L’utilizzo del Phage Display mi ha permesso di identificare un interattore pseudo-immunoglobulinico per il recettore tirosina-chinasi Ron.

5.1 Selezione
In questo lavoro ho selezionato da una genoteca anticorpale umana naive i fagemidi reattivi con la porzione intracellulare del recettore tirosina chinasi Ron. Nel primo ciclo di selezione avviene il primo contatto tra possibili ligandi ed esca, e costituisce la fase critica della procedura di selezione. Poiché non è possibile prevedere l’efficienza della selezione al primo ciclo, è importante garantire una certa rappresentatività di ogni singolo clone. Questo si ottiene selezionando un numero di cloni di 10-1000 volte superiore alla diversitá iniziale della genoteca. In questo lavoro è stata utilizzata una genoteca di diversitá iniziale pari a 1.2x109 cloni. Per ogni ciclo di selezione sono stati selezionati 1.2x 1012 cloni che rappresentano una ridondanza 1000 volte superiore alla diversitá iniziale della genoteca. Poiché l’antigene esca è un prodotto di fusione con il GST, ho inizialmente effettuato una selezione negativa della genoteca sulla proteina GST in modo da ridurre il numero dei scFv diretti contro GST.    

5.2 Caratterizzazione in vitro del sc7.

Il fagemide 7 è stato isolato dopo tre cicli di selezione sull’esca GST-IRP- e il relativo anticorpo a singola catena sc7 è stato caratterizzato per le sue caratteristiche immunologiche. La sequenza nucleotidica e quella aminoacidica derivata, hanno permesso di risalire alla classe di appartenenza della catena leggera e della catena pesante del sc7. La porzione variabile leggera è una catena , e la porzione variabile pesante è identica alla germline riscontrata in anticorpi specifici per la BSA e di classe M. E’ noto, che il 10-30% dei linfociti B, in individui sani sono destinati diventare auto-anticorpi (Cohen and Cooke, 1986) e sono perlopiù IgM. E’ riportato inoltre, che le cellule B che esprimono auto-anticorpi, vengono delete se l’ antigene è di membrana (Hartley et al., 1991) o rese anergiche se l’ antigene è solubile (Erikson et al., 1991) dal sistema di tolleranza. La tolleranza non sembra attuarsi quando la concentrazione dell’ antigene è molto bassa e se gli auto-anticorpi hanno bassa affinità per i loro antigeni. L’ identificazione da una genoteca umana naive, del sc7 diretto contro un auto-antigene,  può essere giustificata da questi dati. Poiché  la catena pesante è una germline appartenente anche ad altri anticorpi, il suo coinvolgimento probabilmente non è fondamentale nel riconoscimento dell’ antigene, quanto nel conferimento della  solubilità dell’ anticorpo. 

 La prima analisi in vitro dell’interazione tra sc7 e GST-IRP- è stata condotta mediante saggi di western blotting. Inizialmente ho utilizzato la particella fagemideica 7, e considerandola come anticorpo monoclonale, ho dimostrato che riconosce la porzione IRP- denaturata. In seguito ho analizzato la sola componente anticorpale sc7. La frequente instabilità strutturale dei scFv è stata minimizzata grazie al sistema di espressione periplasmatico dei vettori pET20 (+). Questi vettori forniscono gli scFv di una sequenza pelB che consente l’esporto della componente solubile dell’anticorpo nello spazio periplasmico. L’ambiente ossidante del periplasma mima in parte l’ambiente intraluminale del reticolo endoplasmatico, luogo naturale di sintesi degli anticorpi, e contribuisce al corretto ripiegamento degli scFv. Inoltre la localizzaione periplasmatica facilita l’estrazione e la purificazione dell’anticorpo. Il sc7 conserva le caratteristiche di specifictà del fagemide originario. 

5.3 Specificità del sc7 per il recettore Ron e mappatura dell’ epitopo.

La stabilità del sc7 solubile e la sua facile produzione hanno consentito di determinarne la specificità per Ron. Per questo scopo ho effettuato saggi di immunoprecipitazione di Ron o di altri recettori da opportune linee cellulari per confermare la specificità del sc7 per un determinante antigenico caratteristico della sola molecola di Ron. L’analisi di opportuni mutanti di delezione mi ha permesso di localizzare l’epitopo riconosciuto dal sc7 nei primi 50 residui aminoacidici della porzione juxtamembrana. 

5.4 Caratterizzazione in vivo del sc7

La straordinaria stabilità e solubilità di sc7 mi ha consentito di valutare la sua applicabilità come intrabody. Per questo scopo ho costruito dei cloni cellulari di MDCKR9 che esprimono stabilmente il sc7, ne ho valutato la localizzaione citoplasmatica e stabilità. Cloni con differente grado di espressione hanno consentito di poter concludere che alti livelli di sc7 non risultano tossici per la cellula (dati non mostrati). Ho dimostrato che l’associazione che si instaura tra sc7 e Ron è tale da permettere la loro co-immunoprecipitazione. 

A completamento di questo lavoro, ho analizzato l’effetto fenotipico e/o funzionale di Ron in cellule epiteliali che esprimono costitutivamente o in modo inducibile sc7 e dimostrato che in cellule MDCK l’interazione sc7/Ron non altera il fenomeno di scattering, il grado di fosforilazione del recettore e la velocità di proliferazione cellulare. 

5.5 Conclusioni 

L’anticorpo ricombinante a singola catena sc7 è un utile reagente immunologico e rappresenta il primo esempio di intrabody ottenuto da genoteca naive diretto contro un recettore tirosina-chinasi. La catena VH del sc7 è condivisa da altri scFv diretti contro un altro antigene quale la BSA, inoltre è una germline e questo fa supporre che non sia fondamentale nel riconoscimento antigenico, ma che intervenga nel garantire la solubilità dell’ anticorpo. La specificità di legame è quindi da ascrivere alla componente VL. La natura non immune della genoteca da cui sc7 è stato selezionato dimostra che il Phage Display consente l’isolamento di anticorpi naturalmente eliminati mediante il meccanismo di tolleranza delle cellule B.
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