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1. Introduzione 

Il riconoscimento di corpi estranei costituisce la capacità immunologica di un organismo. Nel corso degli anni il processo di riconoscimento del non self si è evoluto in relazione all’aumentare della complessità degli organismi, per resistere agli attacchi di corpi estranei. Alcune caratteristiche possono essere conservate, molte altre invece risultano specifiche di un determinato phylum o addirittura di una classe all’interno di un phylum (Du Pasquier & Flajnik, 2004). 

Per molti anni si è pensato che gli invertebrati non avessero un sistema immunitario per la mancanza di immunoglobuline, in realtà tutti gli invertebrati hanno comunque la capacità di riconoscere il self dal non self. Tutti gli organismi, infatti, dal più semplice al più complesso, hanno evoluto sofisticati sistemi di difesa contro l’invasione da parte di agenti estranei quali virus, batteri e parassiti o persino da cellule appartenenti ad individui della stessa specie. In questo senso, tutti i metazoi possiedono un “sistema immunitario” (Du Pasquier, 2000).

In tutti gli organismi, sia invertebrati che vertebrati, la prima linea di difesa contro le infezioni è rappresentata da barriere fisico-chimiche estremamente efficaci, costituite dai rivestimenti del corpo come muco, esoscheletri rigidi o tunica, che bloccano le vie di accesso ai potenziali patogeni (Roitt et al., 1998).
In generale, i differenti tipi di risposta immunitaria vengono raggruppati in due categorie principali: immunità naturale o innata e immunità acquisita.

1.1 L’immunità innata

L’immunità innata è la più universale, la più rapida e, per alcuni aspetti, il più importante tipo di risposta immunitaria (Beutler, 2004); è la prima linea di difesa inducibile contro patogeni di natura batterica, fungina o virale (Hoebe et al. 2004).
La caratteristica fondamentale del sistema immunitario innato è la capacità intrinseca di limitare un’infezione immediatamente dopo l’esposizione al patogeno. 

Tutti gli invertebrati sopravvivono con il solo ausilio dei meccanismi di difesa del sistema innato che, anche se meno sofisticato rispetto al sistema immunitario dei vertebrati, è molto più antico dal punto di vista evolutivo, ed ha un livello di protezione che ha consentito a questi organismi di sopravvivere per milioni di anni (Beutler, 2004).
Di recente, l’interesse degli immunologi si è spostato dall’immunità di tipo acquisito a quella di tipo innato (Borregaard et al., 2000; Carrol & Janeway, 1999; Ulevitch, 2000), un cambiamento che riflette la crescente consapevolezza dell’importanza delle risposte immunitarie di tipo innato non solo negli invertebrati ma in tutti gli organismi, compreso l’uomo (Menezes & Jared, 2000). La prima linea di difesa, costituita da barriere fisiche è data dallo strato di cellule epiteliali che rivestono la superficie esterna, i tratti digestivo, respiratorio e genitale di un organismo. La barriera chimica invece è costituita principalmente da enzimi come il lisozima, presente nelle secrezioni di vertebrati e invertebrati, che idrolizza componenti della parete di batteri Gram+, o la transferrina, capace di sequestrare il ferro impedendo la crescita dei batteri che dipendono da questo elemento (Nappi & Ottaviani, 2000). Questa prima linea di difesa comporta anche il coinvolgimento di varie proteine citotossiche e peptidi antimicrobici sintetizzati dalle cellule epidermiche e trasportati nei siti di reazione all’invasione di patogeni. Una volta oltrepassate queste barriere, i potenziali invasori vengono a contatto sia con gli elementi cellulari, quali i fagociti e le cellule citotossiche, sia con quelli umorali, rappresentati da molecole citotossiche inducibili specifiche e non specifiche (Nappi & Ottaviani, 2000), come il sistema della profenolossidasi, le proteine del complemento, proteine con attività fungicida, battericida e anti-virale e molecole con attività citochino-simili.
Esistono dei motivi molecolari, i cosiddetti “sistemi molecolari patogeno-associati” (PAMPs), come i lipopolisaccaridi (LPS) dei batteri Gram-negativi, i glicolipidi dei micobatteri, i mannani dei lieviti, i (-1,3-glucani dei funghi e l’RNA a doppia elica dei virus (Begum et al., 2000); questi motivi molecolari conservati e caratteristici dei microrganismi vengono riconosciuti grazie alla presenza di un sistema di recettori e di molecole che permettono di discriminare tra ciò che è proprio (self) e ciò che è estraneo all’organismo (non-self).
Le molecole dell’ospite che riconoscono queste componenti microbiche sono definite “molecole di riconoscimento” del sistema immunitario innato (PRPs o PRRs). L’interazione tra le PAMPs dei patogeni e le PRM o PRR dell’ospite provocano l’attivazione dei meccanismi di difesa. Funzionalmente, i PRRs possono essere classificati in tre tipi: proteine umorali circolanti nel plasma, recettori espressi sulla superficie cellulare, e recettori che possono essere espressi sia sulla superficie cellulare che dentro le cellule (Medzhitov & Janeway, 1997).
I PRRs inducono direttamente meccanismi effettori innati, e sono anche in grado di allertare l’organismo alla presenza di agenti infettivi, inducendo l’espressione di un insieme di segnali endogeni, quali le citochine infiammatorie e le chemochine. Questo è dovuto al fatto che i PRR cellulari sono espressi sulle cellule effettrici del sistema immunitario innato, incluse le cellule che funzionano come cellule presentanti l’antigene (APC) nell’immunità di tipo acquisito, e anche sulle cellule che incontrano per prime i patogeni durante l’infezione, come quelle epiteliali. 
1.2 L’immunità acquisita
Con lo sviluppo dell’immunità acquisita, i segnali indotti dai recettori cellulari hanno assunto nuove funzioni, come il controllo dell’attivazione e differenziazione dei linfociti che portano recettori antigenici clonali e specifici (Medzhitov & Janeway, 1997).
I linfociti specifici per un antigene sono correlati alla memoria immunologica che sarà in grado di produrre una risposta cellulare più rapida ed intensa in caso di una successiva infezione provocata dallo stesso agente patogeno. Questi linfociti proliferano secondo un processo di selezione clonale per diventare cellule effettrici.
L’immunità acquisita è quindi antigene-specifica ed è caratterizzata da un intensificarsi della risposta in seguito ad un secondo contatto con un determinato antigene. Tra le prerogative dell’immunità acquisita, vi è infatti la possibilità che si stabilisca una memoria immunologica positiva in grado di assicurare una pronta e più consistente risposta in occasione di un secondo contatto con lo stesso agente. La specificità è basata su cellule immunitarie chiamate linfociti T e B, che presentano recettori specifici, e sulla produzione di immunoglobuline (anticorpi) dirette contro l’antigene riconosciuto. Queste molecole di riconoscimento, le immunoglobuline, i recettori dei linfociti T (TCR), e gli antigeni del complesso maggiore di istocompatibilità (antigeni MHC), sono prodotte grazie a dei geni che attivano la ricombinazione (RAG, Recombination Activating Genes) attraverso un meccanismo di riarrangiamento somatico, che consiste nella combinazione e assemblaggio dei geni (V, D, J) che codificano per queste molecole. Questo meccanismo genera un repertorio di molecole responsabili della variabilità e dell’adattabilità necessaria all’efficacia del sistema immunitario. 
Le citochine costituiscono una classe eterogenea di piccole proteine o glicoproteine (peso molecolare 8 – 80 kDa) secrete da vari tipi cellulari (linfociti T, LGLs ovvero i grandi linfociti granulari, fagociti mononucleati e cellule tissutali) e svolgono un’importante funzione di mediazione nella comunicazione delle cellule. Le citochine intervengono nella comunicazione sia fra cellule contigue all’interno dello stesso tessuto, sia fra cellule di tessuti differenti e distanti. Costituiscono infatti il più importante mezzo di comunicazione fra le varie cellule del sistema immunitario. Le citochine sono molecole prodotte essenzialmente durante la fase di attivazione e durante la fase effettrice sia dell’immunità naturale che di quella acquisita, e vengono solitamente sintetizzate e rilasciate dalle cellule in piccole quantità, generalmente in modo controllato e in risposta a stimoli locali. Le citochine sono molecole molto potenti, attive già a dosi picomolari e, talvolta, femtomolari. In molti casi la dose della citochina decide il tipo di effetto biologico: esse possono agire su molti tipi cellulari sia da fattori di crescita, sia da regolatori della proliferazione, della differenziazione e della migrazione cellulare. Su altri tipi cellulari possono, invece, innescare meccanismi che ne mediano l’apoptosi. La secrezione delle citochine è un fenomeno di breve durata ed autolimitato che influenza la sintesi di altre citochine e/o la loro attività. Le citochine agiscono in modo specifico su cellule-bersaglio che le riconoscono mediante particolari recettori, ossia attraverso molecole di natura glicoproteica (formate da una proteina legata a un carboidrato), poste sulla superficie esterna della membrana plasmatica. Alcune citochine amplificano o rafforzano una risposta immunitaria in atto, altre istruiscono le cellule a proliferare e altre ancora possono sopprimere una risposta in corso. Quest'azione di regolazione è utile in quanto il sistema immunitario, come molti altri sistemi dell'organismo, deve essere regolato in modo da essere attivo quando occorre, ma non patologicamente iperattivo. 
1.3 La risposta immunitaria negli invertebrati
La risposta immunitaria negli invertebrati, così come nei vertebrati, può essere ti tipo cellulare o umorale.

Negli invertebrati le principali risposte cellulari sono la citotossicità, la fagocitosi e il processo di incapsulamento. Gli emociti esprimono recettori per sostanze presenti su microbi e parassiti e la stimolazione induce l’ attivazione dei fagociti.
Le cellule in grado di fagocitare sono presenti in tutti gli invertebrati e, insieme ai fattori umorali naturali, formano la prima linea di difesa contro le invasioni dei microbi. In generale, ma con una significativa differenza tra i diversi taxa, negli invertebrati intervengono due tipi di cellule: quelle granulari e semigranulari, deputate all’incapsulazione e alla citotossicità, e le cellule fusiformi o ialine che intervengono nella fagocitosi. 

Nei vertebrati la risposta cellulare è messa in atto da macrofagi, cellule natural killer e linfociti. 

Negli invertebrati la risposta cellulare comprende la chemiotassi, l’ingestione e l’uccisione dei patogeni; tuttavia, la fagocitosi nei molluschi, negli artropodi e nei tunicati viene potenziata dalle lectine plasmatiche e da componenti della cascata della profenolossidasi (Ratcliffe et al., 1985). Quindi negli invertebrati più semplici la difesa contro microrganismi è garantita dalla fagocitosi, ma come nei vertebrati la presenza di grossi aggregati di cellule batteriche, determina la copertura del corpo estraneo da parte di uno strato di cellule che alla fine formano una vera e propria capsula che isola il materiale estraneo. Per esmpio l’ascidia Ciona intestinalis è in grado di formare una capsula verso agenti estranei presenti nella tunica. La reazione inizia con una massiva infiltrazione di cellule staminali e granulociti, dalle prime si differenziano cellule coinvolte nella reazione, mentre le seconde effettuano la fagocitosi e/o rilasciano fattori attivi e materiale lisosomiale che contribuisce all’eliminazione della massa estranea. Contemporaneamente, nel tessuto sottostante, si costituisce uno strato misto di cellule e secreti che isolano quella parte di tunica (Parrinello et al., 1977).
La risposta umorale negli invertebrati presenta come differenza più rilevante rispetto ai vertebrati la mancanza di immunoglobuline ed è costituita da fattori di difesa umorali che comprendono diversi tipi di molecole tra queste troviamo le lectine e i peptidi antimicrobici.
Le lectine sono proteine che hanno la capacità di riconoscere i residui di carboidrati presenti sulle membrane cellulari e sono capaci di legarsi, ai carboidrati presenti nei microrganismi. Il processo di fagocitosi avviene più velocemente grazie alla presenza delle lectine che svolgono anche la funzione di “marcatori”. Queste proteine sono state ampiamente studiate e costituiscono la forma più antica di riconoscimento del non-self (Vasta et al., 1994). Le lectine sono costituite da uno o più domini di riconoscimento dei carboidrati (CRD) (Weiss et al., 1992). Il dominio delle lectine riconosce e lega il ligando carboidratico attraverso un meccanismo di tipo chiave-serratura (Quiocho, 1986).
Le lectine sono molecole in grado di attivare numerose funzioni quali la fagocitosi, l’incapsulamento, la coagulazione dell’emolinfa, la citotossicità, il rilascio della fenolossidasi, e la melanizzazione (Ratcliffe et al., 1985; Söderhäll & Smith, 1986). Lectine umorali e legate alle cellule sono state trovate nell’emolinfa di tutte le specie finora studiate (Olafsen, 1986; Vasta, 1991; Parrinello, 1991). Nell’ascidia coloniale Botrillus schlosseri sono state identificati cinque trascritti completi la cui sequenza aminoacidica presenta una elevata omologia con le Rhamnose binding lectins (RBL) (Gasparini et al. 2008).

I peptidi antimicrobici sono fra le armi più efficaci del sistema innato. Si tratta di molecole proteiche solubili, presenti in tutte le specie viventi (Iwanaga & Lee, 2005). I peptidi antimicrobici rappresentano una componente essenziale nell’immunità innata degli invertebrati, infatti, nell’ultima decade sono stati identificati molti peptidi antimicrobici in numerosi phyla di invertebrati (Beutler et al., 2004). I peptidi antimicrobici possono essere espressi costitutivamente, come per esempio negli emociti del gambero Litopenaeus setiferus, dell’ostrica Crassostrea gigas e del limulo Limulus polyphemus (Bachere et al., 2004), oppure possono essere indotti dalla presenza di patogeni. In presenza di patogeni, infatti, gli emociti circolanti degli invertebrati migrano attraverso il processo di chemiotassi nel sito di infezione, dove possono rilasciare peptidi antimicrobici, provocando risposte che modulano l’infiammazione, così da creare uno scenario simile a quello che si osserva nella risposta innata nei mammiferi (Hancock et al., 2006). 
L’immunità di tipo umorale implica anche la generazione di intermedi reattivi dell’ossigeno (ROI) e intermedi reattivi del nitrogeno (RNI), l’attivazione di meccanismi ossigeno/indipendenti che includono la sintesi del lisozima, enzimi proteolitici ed idrolitici e peptici antimicrobici, e l’induzione di cascate proteolitiche che causano la coagulazione dell’emolinfa e le reazioni di melanizzazione (Nappi & Ottaviani, 2000).
Uno dei più importanti meccanismi di risposta immunitaria degli invertebrati è il sistema di attivazione della profenolossidasi, che è stato studiato in diversi gruppi di invertebrati e che costituisce l’oggetto di studio di questo progetto di ricerca.

2. I Tunicati come modello di studio
I Tunicati rappresentano uno dei tre subphyla del phylum dei cordati insieme ai Cefalocordati e ai Vertebrati. I tunicati sono tra i cordati meglio conosciuti, grazie alla loro facile reperibilità e alla loro struttura corporea relativamente semplice, caratteristiche che li hanno resi soggetti di studio estremamente utili (Lambert, 2005).
I Tunicati costituiscono un gruppo di circa 2000 specie esclusivamente marine, di cui alcune abissali; si trovano individui solitari, gregari e colonie, a vita pelagica o sessile, spesso le larve sono pelagiche e gli adulti sessili (Ascidiacei). I Tunicati vengono suddivisi in 3 classi: Ascidiacei, Larvacei o Appendicolarie, Taliacei. 

Grazie al fatto che gli adulti sono per lo più sessili, nel corso della storia sono stati classificati variamente come piante o animali (Berril, 1950). Il grande naturalista Carlo Linneo pensava, infatti, che questi organismi appartenessero in parte ai molluschi e in parte al gruppo degli Zoofiti. Nel 1816 Lamarck li riunì invece in un unico gruppo. Ma dobbiamo al russo Kovalevskij (1871) la scoperta delle affinità che questi organismi presentano con i Vertebrati, per le quali essi hanno assunto grande importanza scientifica. 

I Tunicati presentano una corda dorsale (o notocorda); sono detti Tunicati in quanto la loro epidermide è rivestita dalla tunica, che è un involucro coriaceo o gelatinoso, spesso trasparente, costituito da un polisaccaride molto simile alla cellulosa, la tunicina. La tunica, che avvolge il corpo dell'organismo, può essere di spessore notevole e presentare spicole calcaree e incrostazioni varie; inoltre, è irrorata dall’emolinfa, che scorre in essa attraverso piccole lacune. Sono anche detti Urocordati in quanto la corda dorsale si forma nella parte caudale delle larve e si ritrova in tale posizione negli adulti che posseggono la coda. 

Gli urocordati attualmente esistenti si sono diversificati evolutivamente circa 570 milioni di anni fa, ma la loro origine monofiletica suggerisce la presenza di meccanismi comuni nel sistema immunitario con altri invertebrati. Nonostante la particolare posizione filogenetica di questo gruppo di organismi, alla base dell’evoluzione dei vertebrati, le ascidie sono state poco studiate dai biologi sperimetali per gran parte del ventesimo secolo (Corbo et al., 2001). Oggi è ormai consolidata l’idea che per capire come i vertebrati si sono evoluti si deve guardare ai più vicini invertebrati per studiarne quelle strutture che hanno dato luogo alle strutture più complesse dei vertebrati (Shubert et al. 2006); uno studio ha per esempio messo in evidenza il fenomeno di migrazione delle cellule della cresta neurale nel tunicato Ecteinascidia turbinata comparabile allo stesso processo di migrazione che avviene nei vertebrati (Jeffery et al. 2004). Negli ultimi anni, l’interesse scientifico nei confronti dei tunicati si è notevolmente accresciuto, e sono state effettuate numerose ricerche, al fine di poter fare luce su alcuni temi importanti e ancora non del tutto chiariti della biologia, quali l’evoluzione del sistema immunitario innato nei deuterostomi, la nascita del sistema immunitario di tipo adattativo e i meccanismi di alloriconoscimento (Parrinello et al., 1990; Wright, 1981; Parrinello & Patricolo, 1984, Iwanaga et al. 2005).
Quindi, i tunicati possono essere definiti come modelli di studio nella linea primitiva dei deuterostomi come progenitori dei vertebrati, in grado di fornire informazioni sull’ evoluzione dei cordati. 

Ciona intestinalis presenta alcune caratteristiche che la rendono un ottimo organismo modello per studi sul genoma e sulla embriogenesi: ha una distribuzione cosmopolita, è abbastanza facile ottenere embrioni in cattività, specialmente in laboratori vicini al mare, dove gli adulti sono facilmente reperibili (Hendrickson et al. 2004), il suo genoma è stato sequenziato (Dehal et al. 2002), ) e il progetto EST (Satou et al., 2002) di Ciona intestinalis, ha dato un ulteriore spinta verso lo studio di questi organismi.
Studi filogenetici basati sull’analisi di un totale di 146 geni, provenienti da otto specie di vertebrati, quattro di tunicati e una di anfiosso (Delsuc et al., 2006), hanno mostrato prove convincenti che i tunicati, e non i cefalocordati, rappresentano il gruppo più vicino ai vertebrati (Holland, 2006; Swalla et al., 2000) (Fig. 1). Questo fa di C. intestinalis e degli altri urocordati in genere interessanti modelli di studio per l’immunologia comparata ed evoluzionistica (Khalturin et al., 2004).
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Fig. 1 Albero filogenetico del ramo dei deuterostomi, secondo le recenti ricerche effettuate da Swalla et al., (2000).
2.1 Ascidiacei

Gli Ascidiacei sono Tunicati solitari o coloniali, sacciformi, con larva libera provvista di tutte le caratteristiche dei cordati quali notocorda, cordone nervoso dorsale e faringe branchiale; la larva subisce una metamorfosi e diventa sessile con perdita della parte caudale contenente la corda dorsale e il tubo neurale. 

Le ascidie costituiscono la classe più numerosa di tunicati; il primo che ne riconobbe le affinità con gli altri animali fu Aristotele, e soltanto successivamente le ascidie sono state assegnate a gruppi distinti. Le forme coloniali venivano considerate come cnidari, imparentati con i coralli (Monniot et al., 1991). Nel 1797, Linneo classificò le ascidie solitarie del genere Ascidia e descrisse Ascidia intestinalis, oggi conosciuta come Ciona intestinalis, probabilmente l’ascidia più studiata al mondo. Lamarck (1816) nominò il gruppo “Tunicata”, e Couvier (1815) aggiunse molto alla nostra conoscenza sulla loro anatomia ma, come molti altri, li classificò insieme ai molluschi lamellibranchi e, come tali, vennero considerati fino al 1905 (Alder & Hancock 1905-1907). 
Nel 1816, Savigny dimostrò che le ascidie solitarie e coloniali non facevano parte dei molluschi lamellibranchi, ma soltanto nel 1867, Kowalewsky propose per la prima volta la loro affinità con i Cordati. Alcuni anni dopo la pubblicazione ”dell’origine della Specie”, Darwin riconobbe l’importanza delle larve delle ascidie come prototipo dei moderni cordati. Tuttavia, si è dovuto aspettare un vero cambiamento generazionale per accettare il fatto che i tunicati fossero cordati e non molluschi. Questo cambiamento richiese molto tempo, quello necessario perchè gli studiosi che li consideravano molluschi venissero rimpiazzati da quelli che concordavano con la teoria di Kowalevsky (Lambert, 2005).
Tipicamente un’ ascidia allo stato adulto ha l'aspetto di un sacchetto che può avere dimensioni varie (da 1 cm a qualche decina di centimetri), fissato al substrato e provvisto superiormente di 2 aperture: il sifone boccale e il sifone cloacale (il primo apicale e il secondo latero-dorsale) (Fig. 2).
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Fig. 2 Visione esterna e sezione trasversale di C.intestinalis
L’apertura e la chiusura dei sifoni è regolata da sfinteri muscolari. L'acqua entra nel sifone boccale con le particelle alimentari in sospensione che vengono convogliate nella faringe, dal sifone cloacale, invece, vengono espulse le sostanze di rifiuto, elementi sessuali e l'acqua che è stata utilizzata. Il cestello branchiale è aperto superiormente in corrispondenza del sifone boccale e inferiormente si continua nell'intestino digestivo. L'esofago è breve e si dilata a formare lo stomaco; segue l'intestino che si dirige verso l'alto e lateralmente per terminare nella camera atriale. A livello dell'intestino, ventralmente al cestello branchiale, si trova la vescicola pericardica contenente il cuore.
Gli Ascidiacei sono in genere ermafroditi. Contemporaneamente alla riproduzione sessuale si può avere la riproduzione agamica per blastogenesi (gemmazione) con formazione di colonie. 

La classe degli Ascidiacei è suddivisa nei seguenti ordini: Aplousobranchiati, Flebobranchiati, Stolidobranchiati, Octanemidi (tab.2); i primi tre differiscono per l’ organizzazione della parete del cestello branchiale; gli aplusobranchiati hanno hanno delle falde membranose trasversali, i flebobranchiati presentano delle papille e dei vasi longitudinali mentre gli stolidobranchiati hanno delle pliche nella parete branchiale oltre ai vasi longitudinali ( Burighel e Cloney 1997 ) (Fig. 3).

Agli aplousobranchiati appartengono le importanti famiglie dei Clavelinidi, dei Policlinidi e dei Didemnidi. 
Ai flebobranchiati  appartengono Ascidie semplici ed aggregate. Tra le varie famiglie sono più note quelle dei Cionidi, dei Diazonidi e degli Ascididi.  

Degli octanemidi, invece, si conoscono soltanto 3 specie, tutte dell'oceano Pacifico, Polyoctacnemus patagoniensis forma colonie ed è l'unica specie con fenditure branchiali pervie. Le altre due specie, solitarie, sono Octacnemus bythius e O. herdmanni. 

Per quanto riguarda gli stolidobranchiati, le famiglie particolarmente note sono quelle degli Stielidi, dei Piuridi e dei Botrillidi. 
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Fig 3 Differenze strutturali tra i tre principali ordini di ascidie, da Burighel e Cloney 1997
	      Ordine Aplusobranchiati
	        Generi rappresentativi

	       Famiglia Policinide
	       Polyclinum, Aplidium, Pseudodistoma,
        Rittella

	       Famiglia policitoride           
	       Distaplia, Clavelina, Cystodystes

	       Famiglia Didemnide
	       Didemnum, Diplosoma

	       Ordine Flebobranchiati
	

	       Famiglia Cionide
	       Ciona, Diazona.

	       Famiglia Peroforide
	       Perofora, Ecteinascidia

	       Famiglia corellide
	       Corella, Cheliosoma

	       Famiglia ascidiide
	       Ascidia, Ascidiella, Fallusia

	       Famiglia octacnemide
	       Dicopia, Octacnemus

	       Ordine Stolidobranchiati
	

	       Famiglia Piuride
	      Piura, Halocintia, Microcosmus,
       Bathypera, Herdmania

	       Famiglia Molgulide
	       Molgula, Eugyra

	       Famiglia stielide
	      Styela, Polycarpa, Dendrodoa, 
       Botrylloides, Distomus.


Tab.1  Tabella riassuntiva dell’organizzazione tassonomica dei tunicati.

2.2 Ciona intestinalis
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Fig. 4 Ciona intestinalis
Ciona intestinalis (L.) (Fig. 4) è un tunicato appartenente alla Classe Ascidiacea, Ordine Enterogona, Subordine Phlebobranchiata, Famiglia Cionidae. E’ una specie cosmopolita, ad ampia distribuzione. 
Spallanzani descrisse Ciona intestinalis nel 1784 dopo averla vista per la prima volta:” Eccomi a descrivere un nuovo singolarissimo animale: che chiamerò bitubo membranoso per ora, per essere corredato di due tubi membranosi. In Laguna, né in mare non si è mai veduto per asserzione de’ miei amici; ed io l’ho trovato sotto un vascello quando si tirava in asciutto per ripulirlo: tutto adunque il fondo era pieno di questi animaletti, che con l’estremità opposta alla bocca restavano attaccati al vascello: somigliavano, per essere pendenti, tanti candelottini gelati. […] Stando attento con l’occhio si vede, od abbassarsi l’uno o l’altro tubo: ma il modo più singolare si è quello dei due tubi alla loro estremità. Adunque ad ogni cinque o sei minuti, poco più o pco meno, si vede improvvisamente restringersi, e serrarsi la bocca del tubo maggiore, e quasi sempre contemporaneamente si serra la bocca del tubo minore. […]

Nell’altro poi che si restringono le due bocche si vedono uscire dall’una, e dall’altra, ma più chiaramente dalla più grande, delle materie eterogenee, che prima eran nell’acqua: ma come vi sono entrate? Con l’acqua: ecco adunque la manovre dell’animale: con la lente, ma anche con l’occhio nudo, se l’acqua ha materie eterogenee si vedono queste quasi del continuo tracannate dentro la bocca del tubo maggiore, e guardando la bocca del tubo più piccolo si vedono del continuo uscire. Pel tubo adunque maggiore l’animale nostro trae l’acqua, e i corpetti ad essa misti, per la bocca poi del minore la manda via con essi: onde per l’una bocca inspira l’acqua per l’altra la espira” (Da “L’esplorazione del Golfo di Venezia”, Cinzio Gibin).

Ciona intestinalis si trova nella zona tidale ed è abbondante soprattutto nelle acque portuali. Come tutti gli altri Cionidi è solitaria, ha la forma e l'aspetto di un cilindro biancastro trasparente, lungo 10-20 cm, con ampio sifone boccale e cloacale. 

Il corpo, fissato al substrato ha forma cilindrico-sacciforme (Fig. 5), è retrattile ed è costituito da una spessa tunica di consistenza gelatinosa ed aspetto translucido, di colore per lo più biancastra, talora anche giallo-verdastra, frequentemente coperto da epibionti. Cresce fino ad una lunghezza di 12 cm circa. Gli adulti sono solitari e bentonici, vivono fissati al substrato mediante un peduncolo basale. La tunica è composta da circa il 60% di cellulosa, dal 27% di sostanze azotate e dal 13% di sali inorganici. Attraverso canalicoli che la traforano, essa è irrorata dal liquido sanguigno, per cui non deve essere considerata un semplice involucro, ma parte integrante della parte viva dell'organismo. Più internamente troviamo il mantello, di costituzione più o meno simile alla tunica. Al di sotto della tunica si trova la muscolatura, costituita da 5 barre longitudinali di muscoli da ogni lato.

Il cestello branchiale, o faringe, è percorso da una rete di vasi a maglie rettangolari, ciascuna delle quali circoscrive una fessura o stigma, che permette la circolazione dell’acqua. La parete del cestello è costituita da una rete a due strati di barre longitudinali e trasversali. All’interno delle barre, delineate da un singolo strato di cellule epiteliali simili ad un endotelio, sono presenti numerosi emociti a diversi stadi di maturazione (De Leo et al., 1987). Il faringe comunica con l’esterno attraverso i due sifoni, sifone boccale o inalante, da cui penetrano l’acqua e le particelle nutritive, situato all’estremità superiore libera, e sifone atriale o esalante, disposto lateralmente, da cui vengono espulsi i prodotti di rifiuto e le cellule sessuali. Al di sotto del faringe, in comunicazione con esso, troviamo la cavità celomatica in cui sono contenuti altri organi: cuore, gonadi e apparato digerente. Il sistema nervoso è ridotto ad un solo ganglio cerebrale situato nel mantello fra i due sifoni. Il sistema circolatorio è aperto, la circolazione alternante.
La specie è ermafrodita insufficiente e si riproduce in maniera asessuata.
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     Fig.  5  A, B Schema di un adulto di ascidia solitaria, C schema della larva.

2.2.1 La Tunica 
La tunica riveste completamente il corpo delle ascidie e consiste di una matrice coriacea o gelatinosa contenente microfibrille legate a proteine e cellule libere variamente distribuite all’interno (Di Bella et al., 2005; Hirose et al., 1990; Patricolo & De Leo, 1979; Van Daele et al., 1992). Le cellule sono coinvolte in molte funzioni biologiche, quali la sintesi della tunica, il riparo delle ferite (Goodbody, 1974; De Leo et al., 1981), e attività immunologiche ed escretorie (Parrinello et al., 1984; De Leo, 1992; De Leo et al., 1996, 1997, Cammarata et al., 2008).

La cuticola forma uno strato esterno, sottile, acellulare e compatto, ha un ruolo importante nell’ancoraggio dell’adulto al substrato. Essa ha proprietà elastiche e di supporto e protegge tessuti e organi da danni meccanici; in alcune specie è coinvolta nell’eliminazione di sostanze azotate e resti cellulari.

La tunica si comporta come una barriera fisico-chimica con l’ambiente e contro altri organismi e partecipa alle funzioni immunologiche, incluso il riconoscimento del self e del non self. In alcune specie contiene organismi simbionti e in altre serve come alloggio per lo sviluppo embrionale.

In molte specie la tunica è attraversata da una rete di vasi sanguigni; spesso sulla sua superficie esterna o all’interno della matrice contiene organismi viventi (inclusi alghe e microrganismi) e minerali. Anche se nelle varie specie le caratteristiche fisiche sono diverse, è sempre riconoscibile una matrice fibrosa con cellule libere (cellule della tunica) coperta da una cuticola.

Alcuni autori (De Leo et al., 1981; Van Daele, 1990) distinguono uno strato periferico denso e acellulare, da una sub cuticola fibrosa, che contiene molte cellule. Parecchi tipi di strutture specializzate possono essere presenti sulla superficie. In Botryllus schlosseri e in altri stielidi, la superficie cuticolare ha minute sporgenze (Hirose et al.,1992) in altre specie invece si trovano strutture più grandi, incluse protuberanze come aghi in Boltenia ovifera (Mishra & Colvin, 1969) e spine in Halocynthia aurantium (Smith, 1970). In Halocynthia papillosa, la cuticola si ispessisce per formare un mosaico di piastre rotonde adornate da spine, che sono circa 10 µm di lunghezza vicino i sifoni (Van Daele, 1990).

Studi biochimici ed istochimici sulla tunica di organismi adulti hanno rivelato la presenza di cellulosa e altri polisaccaridi (contenenti galattosio, mannosio, xilosio e fucosio), proteine, glicoproteine acidi e glicosamminoglicani solfati (Barrington, 1974; Lubbering & Goffinet, 1991), incluso alte concentrazioni di α1-galactano solfato (Santos et al., 1992). I costituenti chimici della tunica possono variare tra specie e durante lo sviluppo (Pavao et al., 1994).

La matrice contiene una rete di fibrille che possono essere costituite da tunicina, un polisaccaride simile alla cellulosa, con associate proteine e glicosamminoglicani (Van Daele, 1988; Van Daele et al., 1992). Generalmente si pensa che la tunicina sia simile alla cellulosa, ma a differenza di questa contiene piccole quantità di aminoacidi e esosammina (Van Daele, 1990). Patricolo e De Leo nel 1979 descrivono in Ciona intestinalis fibrille in rilievo della larghezza di circa 5-10 nm e che si ripetono periodicamente. 

In molte specie coloniali o solitarie la tunica è rinforzata da concrezioni di carbonato di calcio sotto forma di spicole dure. Queste variano nella figura, dimensione e contenuto di minerali in differenti generi e specie (Lowenstam, 1989; Monniot et al., 1991, 1995). Anche se alcune variazioni sono state trovate all’interno delle stesse specie, la morfologia delle spicole è utile per la tassonomia e studi micro paleontologici (Monniot et al., 1995). Spicole di aragonite sono comuni nella tunica di didemnidi e policitoridi.
Nei didemnidi le spicole sono stellate con i raggi cristallini che si irradiano da un centro; in alcuni piuridi, le spicole si trovano nella tunica e in diverse regioni del corpo (Lowenstam, 1989; Lambert, 1992) e differiscono da quelle degli aplousobranchiati. Esse spesso consistono di carbonato di calcio nella forma di vaterite o di altri componenti diverse dall’aragonite (Monniot et al., 1995). Le formazioni delle spicole nel corpo assomigliano alle spicole intracellulari presenti nelle larve degli echinodermi, ma esse sono organizzate extracellularmente in compartimenti di mineralizzazione isolati delimitati da sclerociti uniti da giunzioni strette (Lambert, 1992). Queste spicole si sviluppano e rimangono nel corpo. Le spicole presenti nella tunica si formano in un vaso sanguigno della tunica stessa, migrano all’interno della matrice e rimangono ancorate alla superficie della tunica. Le larve delle ascidie comunemente non hanno spicole ad eccezione di alcune specie del genere Polyclinum nei quali gli adulti mancano di spicole, ma talvolta le larve hanno da una a tre spicole di ossalato di calcio nella massa viscerale (Monniot et al., 1995).

E’ stato dimostrato che la tunica deriva dall'epidermide sia nelle fasi larvali che negli adulti (Deck et al., 1966; Katow & Watanabe, 1978). I vari tipi di cellule della tunica compaiono e partecipano alla produzione e organizzazione della matrice e della cuticola. Vari studi effettuati usando glucosio radioattivo hanno indicato che le cellule dell’epidermide producono glicosamminoglicani, ma l’origine delle fibre della tunica negli adulti rimane incerta (Robinson et al., 1983).
2.2.2 Emociti di Ciona intestinalis
La tunica contiene numerose cellule libere derivate dall’emocele. Queste cellule compaiono nelle larve e negli stadi giovanili (Cloney & Grimm, 1970; Lubbering et al., 1993), attraversano l’epidermide e colonizzano la tunica, dove acquisiscono caratteristiche distinte (Welsch, 1984; Van Daele, 1990; Hirose et al., 1991, 1994). 

Vari metodi sono stati utilizzati per identificare i tipi di emociti presenti in Ciona intestinalis, in base alle caratteristiche morfologiche utilizzando la microscopia elettronica (Rowley, 1981, 1982; De Leo, 1992). 

Negli ultimi anni, l’interesse sui rapporti tra i vari tipi di emociti delle ascidie ha portato ad una conoscenza più definita di queste cellule e dei loro ruoli nell'immunità. Una tecnica per classificare gli emociti di Ciona intestinalis è quella di osservare la presenza o meno di granuli che permettono di distinguere le cellule in due categorie: agranulociti (emoblasti, cellule linfociti simili, amebociti ialini) o granulociti (granulociti con piccoli o grandi granuli, granulociti univacuolari rifrangenti, cellule a morula). 

Le ring cells e le cellule compartimentate sono forme di differenziazione intermedie o finali. La frequenza dei tipi di emociti circolanti è presumibilmente dovuta alle popolazioni distinte di ascidie, ai fattori stagionali e alle condizioni ambientali litoranee.
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Fig. 6 Emociti di C.intestinalis separati su gradiente di percoll, microscopio a contrasto di fase (barra 4 μm). A cellule linfocito-simili; B amebociti ialini; C amebociti granulari; D orange-cells; E signet-ring cells; F Granulociti univacuolari rifrangenti (URG); G-H-I morule di vario tipo (Parrinello et al., 1996)
Anche se gli emociti di transizione sono stati identificati nell’emolinfa, possono trovarsi pure nei tessuti infiammati (Parrinello et al., 2008).
In un recente lavoro di Arizza e Parrinello del 2009 è stata fatta una moderna classificazione degli emociti di Ciona intestinalis presenti nella matrice della tunica infiammata o, nell’emolinfa (Fig. 7).
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Fig. 7 Emociti di C. intestinalis, osservati nella matrice della tunica infiammata o, dopo inoculo con LPS, nell’emolinfa. Nella figura sono riportate rappresentazioni grafiche ricavate da osservazioni con microscopio elettronico (Arizza & Parrinello, 2009).
I tipi cellulari sono stati distinti in:
· emoblasti e cellule linfocito simili: sono considerati cellule staminali (3.0 - 5.0 μm), con un alto rapporto nucleo/citoplasma (Ermak, 1976). Come indicano le strutture osservate, il nucleo rotondo contiene la cromatina condensata e un caratteristico nucleolo prominente. Le cellule linfocito simili nell’emolinfa sono simili agli emoblasti circolanti ma presentano un basso rapporto nucleo/citoplasma, nel nucleo non è presente il nucleolo e il citoplasma contiene poche piccole vescicole. La frequenza di cellule linfocito simili dipende presumibilmente dalle condizioni ambientali e dalla fase del ciclo vitale e varia da poche cellule ad un massimo del 20% (Rowley 1981; Wright 1981). Anche se l’aumento dell’attività proliferativa può essere collegata con il loro ruolo nell’immunità, non sono segnalate prove inequivocabili del ruolo delle cellule linfocito simili nell’alloriconoscimento. In altre specie di ascidie le cellule linfocito simili sono state collegate al riconoscimento del non self e alla reazione di rigetto (Raftos et al. 1987; Raftos and Cooper 1991).
· Amebociti ialini che nell’emolinfa sono stati distinti come amebociti ialini vacuolati o non vacuolati (Rowley, 1982; De Leo, 1992). Nella risposta infiammatoria i vacuolati e i non vacuolati non possono essere distinti , così vengono considerati insieme come amebociti ialini. Gli amebociti ialini sono il tipo più comune di cellule con attività fagocitica. In pochi minuti attaccano e, con la formazione di pseudopodi, ingeriscono il materiale estraneo (Rowley, 1981). Dopo inoculo di E. coli, si formano i lisosomi secondari ed emergono le particelle lisosomiali degli enzimi secreti sullla superficie dei batteri. Le cellule infettate vanno incontro a necrosi o apoptosi. L’attività fagocitica contro il lievito può essere aumentata quando vi è l’opsonizzazione con lectine (Parrinello et al., 2007), suggerendo che un meccanismo di riconoscimento di lectine caratterizzi queste cellule.

· Granulociti: distinti in base alla forma e all’abbondanza del granulo (De Leo, 1992). In seguito ad un evento infiammatorio numerosi amebociti granulari popolano il tessuto della tunica, degranulano (Parrinello et al., 1990) e rilasciano i fattori infiammatori. Gli amebociti granulari circolanti con piccoli granuli trattati in vivo ed in vitro con E. coli (Liu et al., 2006) perdono la loro integrità e degranulano; la microscopia elettronica mostra dei piccoli fori sulla membrana plasmatica. Dopo l’infezione in vivo, tali cellule vanno incontro ad apoptosi, inoltre, nella tunica infiammata, è stata trovata una grande quantità di emociti necrotici e granulociti degranulati. Alcuni granulociti vengono caratterizzati in base alla loro forma e al numero dei loro granuli, solitamente sono grandi cellule (da 5.0 a 11.0 μm) con un citoplasma occupato da grandi granuli contenenti materiali di varia densità (Rowley, 1981). Nei granulociti univacuolari rifrangenti, un grande granulo occupa quasi l’intero citoplasma. I granulociti con grandi granuli sono abbondanti nella tunica infiammata e il loro ruolo nell’infiammazione è indicato principalmente da granuli positivi alla PO, contenuti nel citoplasma (Parrinello et al., 2003). La percentuale di granulociti positivi alla PO e anche l’attiività dell’enzima, aumentano nella reazione infiammatoria della tunica tramite inoculo di LPS (Cammarata et al., 2008). Questi granulociti sembrano essere in relazione con le cellule univacuolari rifrangenti positive alla PO e con le cellule a morula. I granulociti univacuolari rifrangenti (URGs) presentano invece un unico grande granulo che occupa quasi l’intera cellula e confina il nucleo alla periferia vicino la membrana cellulare. Le URGs sono coinvolte nella reazione infiammatoria della tunica, sono infatti numerose nel tessuto infiammato. In seguito all’inoculo di LPS (Cammarata et al., 2008), numerose URGs positive alla PO occupano la tunica e presumibilmente degranulano rilasciando i loro prodotti. 

· Le cellule compartimentate potrebbero essere forme terminali di emociti che liberano il loro contenuto. Tra queste si trovano le cellule a morula, cellule sferiche (8 - 16 μm), con un numero variabile di grandi globuli e un nucleo, privo di nucleolo, solitamente oscurato da questi globuli. Alcune cellule a morula mostrano granuli globulari con una debole positività alla PO sia nell’emolinfa che nei tessuti infiammati. Le cellule compartimentale sono cellule sferiche (8 - 12 μm), che presentano un numero variabile di grandi granuli rotondi. Il nucleo non contiene il nucleolo ed è situato centralmente, lateralmente ad esso si trovano i mitocondri, il reticolo endoplasmatico e i ribosomi (Wright, 1981). 

· Anche le ring cells potrebbero essere forme terminali di emociti che liberano il loro contenuto. Queste cellule sono state principalmente descritte nella tunica infiammata (Parrinello and Patricolo, 1984; De Leo et al., 1992), mentre la loro frequenza nell’emolinfa può  essere molto bassa o addirittura inesistente. Un grande granulo occupa quasi interamente il citoplasma, limitando il nucleo in una posizione periferica. Questi emociti (De Leo et al., 1992), sono molto numerosi nella matrice della tunica infiammata, dove rilasciano il loro contenuto (Parrinello 1981; Parrinello et al., 1990; De Leo et al., 1992). La natura del materiale rilasciato dal granulo è sconosciuta ma sembra avere un ruolo importante nella reazione di incapsulazione.

Le cellule della tunica manifestano un’attività difensiva quando sostanze estranee penetrano all’interno della tunica stessa. In particolare, le cellule a morula, i fagociti e i granulociti possono distruggere o incapsulare residui cellulari e organismi invasori (De Leo et al., 1981; Raftos et al.,  1991). Materiale iniettato innesca l’infiltrazione di emociti partecipando all’incapsulazione della sostanza estranea (Parrinello et al., 1977). In Aplidium yamazii i fagociti della tunica contengono granuli ricchi di perossidasi (Hirose et al., 1994). 
L’istocompatibilità intraspecifica è espressa da molte ascidie coloniali dopo il contatto delle tuniche (Taneda et al., 1985): nei botrilli le colonie compatibili a contatto fondono la tunica e le ampolle stabiliscono un flusso continuo di plasma; colonie incompatibili formano zone necrotiche nell’area di contatto. Il rigetto implica infiltrazioni di cellule (specialmente a morula) con la successiva degenerazione di entrambi, tunica e cellule (Rinkevich, 1992; Sabbadin et al., 1992).

3. L’infiammazione nei tunicati
Il sistema immunitario delle ascidie è in grado di riconoscere gli agenti estranei all’organismo e di mantenere l’integrità dell’animale reagendo in presenza di materiale estraneo. Anche il sistema di difesa dei tunicati è costituito dalle componenti cellulari e umorali. Le componenti cellulari sono rappresentate da vari tipi cellulari come cellule vacuolate, emoblasti, amebociti granulari; le componenti umorali consistono di agglutinine naturali, vari peptici antimicrobici e antitumorali presenti nei tessuti del corpo e battericidine presenti nel plasma. Il tipo di reazione normalmente associato  all’azione delle cellule include risposte infiammatorie come fagocitosi, incapsulamento e rigetto dei trapianti (Wright & Ermack, 1982).

Dal legame degli emociti di tunicati con eritrociti di pecora (Hildemann & Reddy, 1973), o batteri (Cantacuzene, 1919) è stato dimostrato che la fase iniziale di una reazione immunitaria determina, da parte dei recettori presenti sulla superficie cellulare, il riconoscimento dell’antigene.

La tunica ha un ruolo fondamentale nella risposta immunitaria dei tunicati, infatti oltre al ruolo di supporto svolge differenti funzioni biologiche, permette l’adesione al substrato, ed è una barriera protettiva contro danni di tipo meccanico, contro le infezioni ed è un sito di riconoscimento self-nonself (Di Bella & De Leo, 2000).
La reazione infiammatoria che si evidenzia nella tunica in seguito alla presenza o all’introduzione sperimentale di sostanze estranee, consiste inizialmente in una massiccia infiltrazione di cellule del sangue dalle lacune emolinfatiche attraverso l’epitelio del mantello all’interno dell’area infiammata (Di Bella & De Leo, 2000).
Sono state studiate reazioni infiammatorie della tunica verso batteri (Cantacuzène, 1919), particelle di carbonio (Smith, 1970), frammenti di vetro (Anderson, 1971), eritrociti di vertebrati (Wright, 1974; Parrinello et al., 1977; Rowley, 1981), tessuti allogenici (Anderson, 1971; Reddy et al., 1975). In base alla loro natura e alle loro dimensioni queste sostanze vengono sequestrate ed eliminate o mediante fagocitosi o incapsulamento. Le particelle di piccole dimensioni di materiale estraneo introdotte all’interno della tunica o del sistema vascolare vengono fagocitate dai leucociti ialini e granulari, normalmente entro 24-48 ore dall’inoculo. Gli eritrociti ed i batteri vengono digeriti intracellularmente, mentre le sostanze inerti vengono trasportate e rilasciate nell’ambiente esterno attraverso il faringe branchiale (Anderson, 1971), la tunica (Saint-Hilaire, 1931), l’intestino o la ghiandola neurale. Il materiale estraneo di dimensioni troppo elevate per poter essere fagocitato subisce invece un processo di incapsulamento. Le capsule sono formate da un accumulo, attorno al materiale estraneo, di un gran numero di emociti che circondano e isolano il materiale inoculato (De Leo et al., 1996). Circa 48 ore dopo l’inoculo, la massa agglutinata viene circondata da un alone biancastro contenente materiale granulare e cellule vacuolate (Parrinello et al., 1977). Le cellule del sangue responsabili delle reazioni di incapsulamento sono infatti le cellule vacuolate, principalmente le cellule a morula (Wright, 1981). In Ciona intestinalis sono stati effettuati numerosi esperimenti di induzione dell’incapsulamento mediante inoculi di eritrociti umani, di anatra, di coniglio o pecora (Wright, 1974; Wright & Cooper, 1975; Parrinello et al., 1977). L’inculo di elevate concentrazioni di eritrociti nella tunica provoca una agglutinazione di questi ultimi, con formazione di una massa. 

Nell’emolinfa delle ascidie sono presenti vari tipi di emociti. Si tratta soprattutto di cellule ameboidi che dal sangue passano nel tessuto connettivo e nella tunica. La circolazione di queste cellule ematiche e la loro capacità di migrare attraverso il tessuto connettivo e nella tunica costituisce un sistema attivo di immunosorveglianza.

Molti ricercatori si sono dedicati allo studio delle cellule del sangue dei tunicati (George, 1939, Goodbody, 1974, Wright, 1981, Rowley et al., 1984, Arizza & Parrinello 2009), sotto vari aspetti, come le risposte immunitarie (Anderson, 1971; Reddy et al., 1975; Fuke, 1980; Raftos et al., 1987), l’accumulo di metalli pesanti (Kalk, 1963), la sintesi della tunica (Smith, 1970; Zaniolo, 1981; De Leo et al.,  1981).

Nell’emolinfa delle ascidie sono presenti differenti tipi cellulari, caratterizzati e descritti da diversi autori (Peres, 1943; Endean, 1955; Smith, 1970; De Leo, 1992) e molti tentativi sono stati effettuati allo scopo di stabilire un criterio di classificazione univoco (Goodbody, 1974; Wright, 1981; Rowley et al., 1984; Sawada et al., 1993; De Leo, 1992; Radford et al., 2000; Arizza & Parrinello 2009).

Gli emociti si originano a livello dei tessuti emopoietici, nel faringe branchiale, nel tessuto connettivo attorno al tratto digestivo, e nella parete del corpo in alcune specie (Ermack, 1976). 

Nello studio del fenomeno infiammatorio, sia negli invertebrati che nei vertebrati, fra gli attivatori microbici responsabili della risposta immunitaria innata i Lipopolisaccaridi (LPS) (Fig. 8) o endotossine rappresentano sicuramente le molecole più efficaci e meglio caratterizzate (Soldatos, et al., 2003; Beutler, 2004). I loro effetti biologici, infatti, furono per la prima volta riportati da Pfeiffer già nel 1982. I lipopolisaccaridi sono i componenti principali della membrana esterna dei batteri Gram-negativi (Bone, 1993).
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Fig 8 Struttura di un lipopolisaccaride
3.1 Il sistema della profenolossidasi (proPO) 
Il sistema di attivazione della profenolossidasi e la melanizzazione rappresenta uno dei più efficienti meccanismi di risposta di tipo innato presente in vari invertebrati (Söderhäll & Cerenius, 1998); esso costituisce infatti il primo sistema di riconoscimento proposto per gli artropodi e successivamente riscontrato nell’emolinfa o nel celoma di molti gruppi di invertebrati, sia protostomi che deuterostomi (Cammarata et al., 1996, Söderhäll & Cerenius, 1992, Cammarata et al., 2008).
Il sistema è in grado di riconoscere e rispondere alla presenza di Lipopolisaccaridi (LPS), Peptidoglicani, e (-1,2-glucani presenti a concentrazioni molto basse (picogrammi per litro), o di fattori endogeni prodotti in presenza di un danno tissutale (Söderhäll & Cerenius, 1998, Rinkevich, 1992). L’attivazione della profenolossidasi coinvolge diverse proteine, molte delle quali non ancora caratterizzate, quali serinproteasi, inibitori delle proteasi, e molecole di riconoscimento in grado di riconoscere le caratteristiche strutturali delle componenti batteriche o fungine (Söderhäll & Cerenius, 1998).

La fenolossidasi circola nell’emolinfa all’interno degli emociti in una forma inattiva, sottoforma di proenzima (profenolossidasi, proPO). Il proenzima viene convertito nella forma attiva fenolossidasi, (PO), da un taglio proteolitico indotto da serinproteasi  e questo processo comprende controlli che regolano attentamente il rilascio e l’attivazione dell’enzima nel luogo e nel momento appropriato (Söderhäll & Cerenius, 1998). 
Nella forma attiva, la PO è un enzima  bifunzionale contenente rame; questa, catalizza due successive reazioni: l’idrossilazione di monofenoli a o-difenoli (attività tirosinasica o monofenolasica), e l’ossidazione di o-difenoli a o-chinoni (attività catecolasica o difenolossidasica) (Fig 9). 
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Fig. 9 La fenolossidasi attivata catalizza la orto-idrossilazione di monofenoli (i.e. tirosina) con formazione di o-difenoli, e in seguito la deidrogenazione dei difenoli a o-chinoni
I chinoni possono polimerizzare non enzimaticamente producendo melanina (Nappi & Seymour, 1991) (Fig. 10). 
La melanizzazione supporta la reattività degli emociti contro gli agenti estranei. L’attivazione dipende da una cascata di proteasi a serina e da altri fattori nell’emolinfa, e alcuni di questi fattori sono sensibili al β-1,3-glucano, lipopolisaccaridi, o altri carboidrati derivati da batteri o da pareti di cellule microbiche; quindi, questo sistema può essere per alcuni versi considerato analogo al sistema del complemento dei vertebrati (Cammarata et al., 1996). Fagocitosi, incapsulazione, coagulazione, uccisione microbica e riparazione delle ferite sono risposte nella difesa nel quale la componente proteica del sistema della proPO sono implicate.
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Fig. 10 formazione della melanina dalla tirosina

Gli enzimi che catalizzano entrambe le reazioni sono a volte chiamati tirosinasi, mentre gli enzimi che catalizzano l’ultima reazione sono chiamati catecolossidasi. In letteratura il termine fenolossidasi è spesso usato indistintamente per entrambi i tipi di molecole, in quanto le catecolossidasi risultano indistinguibili dalle tirosinasi per sequenza e proprietà chimico-fisiche. 
La tirosina è considerato il naturale substrato della tirosinasi alla quale viene attribuito un meccanismo auto catalitico che porta alla formazione dell’ L- diidrossifenilalanina (L-DOPA) nelle prime fasi della reazione.

La tirosinasi nei vertebrati si trova come dimero, mentre quella degli invertebrati si trova in diverse forme che vanno da monomero al pentamero.

Gli effetti citotossici in vitro suggeriscono la partecipazione dei prodotti delle vie intermedie, cioè chinoni o i radicali dell’ossigeno, come effettori delle risposte di difesa (Nappi & Vass 1993; Sugumaran 1996; Nappi & Ottaviani 2000; Cammarata et al., 1997; Ballarin et al., 2002). 

La fenolossidasi promuove la sintesi della melanina in molti organismi; questa è un pigmento ubiquitario nel regno animale, possiede almeno due proprietà in grado di aumentare l’immunocompetenza negli invertebrati. Presenta, infatti, potenti attività antimicrobiche, antifungine e antivirali (Wilson et al., 2001), ed inoltre, essendo un polimero svolge un ruolo nel rinforzare la cuticola negli insetti, aumentandone la capacità di agire come una barriera fisica alla penetrazione di parassiti e patogeni (Hayek & St. Leger, 1994). 

La melanina, inoltre, come anche i composti intermedi formati durante la cascata enzimatica, risulta tossica ai microrganismi e ai parassiti multicellulari.
Alcuni studi sulla melanina hanno dimostrato come questo polimero si leghi ad alcune proteine, inibendo molti degli enzimi litici prodotti dai microrganismi, incluse proteasi e chitinasi (Bull, 1970); anche se il meccanismo d’azione della melanina non è ancora stato determinato.

In associazione con il pathway melanogenetico vengono prodotti anche i chinoni, che partecipano alla sclerotizzazione della cuticola mediante il processo di tannificazione. Questo è importante per la sopravvivenza degli artropodi, in quanto costituisce una barriera fisica ed esprime diverse funzioni come l’impermeabilità, l’attacco di muscoli ed organi, gli scambi gassosi e la rimozione di rifiuti (Marmaras et al., 1993).
I chinoni risultano tossici per i microrganismi e per i parassiti, secondo diversi meccanismi: 

- i chinoni possono essere ridotti a semichinoni da alcuni sistemi enzimatici; i semichinoni possono a loro volta reagire e danneggiare rapidamente macromolecole biologiche, o ridurre l’ossigeno ad anione superossido, che può dare origine ad altri metaboliti dell’ossigeno (ROM) quali perossido (H2O2), radicali idrossilici (·OH) e ossigeno singoletto (·O2-), in grado di generare stress ossidativo; 

- chinoni e semichinoni sono inoltre in grado di reagire e coniugarsi rapidamente con i gruppi –SH di alcune molecole essenziali (come i residui di cisteina delle proteine o il glutatione ridotto) alterandone la loro funzione (Cammarata et al., 1997; Ballarin et al., 1996). 

Per quanto concerne le ascidie, invece, ci sono pochi dati sperimentali a supporto dell’ipotesi di un ruolo citotossico della PO. Nelle ascidie, è stata descritta la citotossicità legata alla presenza della PO in Styela plicata (Cammarata et al., 1997) e nelle reazioni di rigetto di Botryllus schlosseri (Ballarin et al., 1996, 2002).

Il sistema della profenolossidasi degli invertebrati, inoltre, risulta coinvolto in molte risposte immunitarie, quali ad esempio la produzione di molecole opsoniche, il processo di fagocitosi, la stimolazione dell’incapsulazione, l’attivazione dell’emolinfa, la coagulazione degli emociti, o il rilascio di fattori antimicrobici (Ratcliffe, 1991; Söderhäll & Cerenius, 1998; Rinkevich, 1992). 
In quasi tutti gli organismi studiati, la proPO e i relativi fattori risiedono all’interno degli emociti, in particolare nelle cellule granulari (Aspan & Söderhäll, 1991, Cammarata et al., 1996; Parrinello et al., 2003), e vengono rilasciate dalle cellule mediante la rottura della membrana cellulare.
3.1.2 Attivazione della proPO

La profenolossidasi è convertita nella forma attiva attraverso un taglio proteolitico; l’attivazione dipende da una cascata di proteasi presenti nell’emolinfa e sensibili ai peptidoglicani e ai lipopolisaccaridi (LPS), ai carboidrati derivati dai batteri o ai β-glucani dei funghi.

L’ultima serinproteasi responsabile della proteolisi del precursore della proPO viene chiamata enzima di attivazione della proPO (ppA). Questo enzima è stato purificato e clonato in vari organismi, e dagli studi effettuati finora risulta che tutte la ppA possiedono alcune caratteristiche in comune: vengono tutte prodotte come zimogeni, contengono domini clip nella parte ammino-terminale della molecola, e vengono attivate proteoliticamente in presenza di attivatori quali prodotti derivati dai microbi e componenti proteiche supplementari del sistema di attivazione della proPO (Wang et al., 2001). 

3.1.3 Ruolo biologico

Le proteine coinvolte nell’attivazione del sistema della proPO sono coinvolte in diversi meccanismi di difesa quali quelli relativi alla citotossicità, all’incapsulazione, alla coagulazione e alla soppressione degli agenti patogeni.
La regolazione degli eventi che portano all’attivazione della proPO attraverso una proteolisi limitata è molto complessa, e i prodotti dell’enzima attivo risultano tossici (Söderhäll & Cerenius, 1998). 

Negli artropodi, le cellule granulari e semigranulari che contengono proPO vanno incontro a degranulazione se trattate in vitro con batteri rilasciando diversi fattori; l’ esocitosi delle cellule granulari è probabilmente causata, almeno in parte, dalla perossinectina, una proteina prodotta durante attività del proenzima (Johansson & Söderhäll 1989, 1999). 

La perossinectina media l’attacco cellulare e promuove l’incapsulamento di patogeni invasori di dimensioni elevate attraverso il legame a specifici recettori sulla superficie delle cellule granulari. La capsula che si forma diventa spesso melanizzata, quindi è ipotizzabile che la perossinectina sia connessa al sistema della proPO al fine di garantire una risposta immunitaria efficace. La perossinectina svolge inoltre funzione di opsonina, promuovendo l’adesione dei batteri sulla superficie dei fagociti, e facilitandone l’ingestione da parte di questi ultimi. 

Inoltre la perossinectina è in grado di legare la Cu-Zn superossido-dismutasi situata sulla superficie degli emociti, in modo da stimolare questo enzima a produrre perossido di idrogeno utilizzato poi dalla stessa perossinectina per produrre molecole antimicrobiche (Johansson et al., 1999).

La profenolossidasi di Pacifastacus leniusculus, un astice di acqua dolce, è una glicoproteina con un peso molecolare di 76 kDa, che viene attivata dalla tripsina in una forma di 60 kDa. La comparazione tra diverse sequenze di proPO di diversi artropodi ha chiaramente mostrato che il proenzima possiede due siti di legame per il rame con una più elevata similarità alle emocianine rispetto alle tirosinasi.

Questa proteina di 76 kDa purificata da questo crostaceo (Johansson et al., 1995), causa in vitro l’attaccamento e l’adesione degli emociti (Johansson & Söderhäll 1988) ed è responsabile della degranulazione quando viene aggiunta ad un monostrato di cellule granulari (Johnsson e Söderhäll 1989).

Interessanti anche i dati sul legame fra il sistema di attivazione della PO e il sistema di coagulazione dell’emolinfa degli artropodi. Nei crostacei, la formazione di un coagulo richiede l’interazione del plasma con sostanze rilasciate dagli emociti (Durliat, 1985). Siccome gli emociti contengono fattori coagulanti sensibili ai carboidrati dei microbi, e la gelificazione coinvolge una o più serinproteasi, si pensa che la coagulazione sia legata all’attivazione della profenolossidasi (Cammarata et al., 1996).
In seguito ad incubazione con LPS l’attivazione della profenolossidasi è stata determinata in molte specie di ascidie. Il β1,3-glucano è l’oligosaccaride trovato per indurre l’attivazione della proPO negli artropodi (Söderhäll & Smith, 1986; Söderhäll, 1992); esso aumenta il sistema della proPO in C. intestinalis (Jackson et al., 1993), ma non in Styela plicata (Arizza et al., 1995) e in B. schlosseri (Ballarin et al., 1994). Smith e Peddie (1992) e Jackson et al. (1993) hanno dimostrato che l’attività di proteasi sensibili all’LPS nel supernatante lisato emocitario di C. intestinalis può essere associato con l’induzione della proPO in vitro. 

Si conosce ancora poco riguardo le strutture native dell’intera molecola delle fenolossidasi, nonostante le fenolossidasi stessa e le loro forme inattive, le profenolossidasi, siano state ben caratterizzate per quanto riguarda le sequenze e l’attività enzimatica. Sappiamo che non esiste un solo tipo di fenolossidasi: gli enzimi trovati in animali, piante o funghi sono differenti per sequenza, per dimensioni, glicosilazione e attivazione (Jaenicke & Decker, 2003).
Le tirosinasi umane e di topo sono legate alle membrane e si pensa si presentino sottoforma di dimeri, le fenolossidasi degli artropodi invece si assemblano in strutture che vanno da monomeri a pentameri (Chase et al., 2000; Fujimoto et al., 1995; Aspàn & Söderhäll, 1991). 
3.1.4 Sito attivo

L’attività enzimatica di tutte le fenolossidasi risiede nel sito di legame con l’ossigeno contenente rame, che è comune sia alle fenolossidasi che alle emocianine (Decker & Terwilliger, 2000; Jaenicke & Decker, 2003). 

Le emocianine sono proteine extracellulari multifunzionali contenenti rame, presenti nell’emolinfa di molluschi ed artropodi, responsabili del trasporto dell’ossigeno (Decker & Jenicke, 2001).

Le fenolossidasi e le emocianine appartengono alla stessa superfamiglia di proteine, le proteine contenenti rame di tipo 3.

Proprio in base alla loro similarità di sequenza con le emocianine, le fenolossidasi possono essere separate in due tipi, un tipo è più strettamente connesso alle emocianine dei molluschi; l’altro, mostra un’elevata similarità con le emocianine degli artropodi (Burmester, 2002). 

Dati spettroscopici delle proteine contenenti rame di tipo 3 indicano la presenza di un alto grado di conservazione nel sito attivo della molecola, vale a dire il punto dove si lega l’ossigeno, nonostante le grandi differenze della struttura primaria, terziaria e quaternaria (Hazes et al., 1993; Cong et al. 2009)
Il sito attivo di tirosinasi catecolossidasi ed emocianine contiene due atomi di rame. Ognuno di essi , CuA e CuB, è cordinato con tre istidine (Fig 11). La molecola di ossigeno si lega ai due atomi di rame come perossido in una geometria “side on”.
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Fig. 11 Sito attivo di fenolossidasi en emocianine.

I residui amminoacidici adiacenti che circondano ogni atomo di rame del sito attivo sono generalmente altamente conservati fra le varie emocianine, un’alta identità di sequenza è stata riscontrata attorno all’atomo di rame CuB (Decker & Tuczek, 2000). In quest’ultimo, due delle tre istidine si trovano in una α elica, mentre la terza deriva da un’altra α elica. Il sito CuA invece si presenta in due differenti conformazioni: negli artropodi è simile al CuB, mentre nelle emocianine dei molluschi due istidine si trovano in due α eliche, e la terza si trova in un loop alla fine di una delle α eliche. Inoltre, questa istidina forma un ponte tioestere insolito con una cisteina (Decker & Tuczek, 2000). Questo legame sembra essere altamente conservato nelle emocianine ed è stato riscontrato anche nelle profenolossidasi. Questo stesso motivo è presente nelle componenti del sistema del complemento C3, C4 e nelle alfa-2-macroglobuline dei vertebrati (inibitori delle serinproteasi). Si pensa che le proteine C3 e C4 si siano gradualmente evolute attraverso eventi di duplicazione genica dalle alfa-2-macroglobuline (Bartl et al., 2003). 

L’attivazione delle proPO degli artropodi avviene mediante un taglio proteolitico nella parte N-terminale della molecola. In alcuni casi è stato determinato il punto nel quale l’enzima taglia la profenolossidasi per attivarla. Il taglio di un legame conservato fra  arginina (Arg)-fenilalanina (Phe), porta alla rimozione dalla molecola proPO di un peptide amino-terminale contenente circa 50 residui aminoacidici. Il taglio proteolitico permette l’accesso al sito attivo di sostanze fenoliche. In particolare per l’attivazione delle emocianine e delle fenolossidasi degli artropodi risulta cruciale la posizione del residuo altamente conservato Phe49, posizionato 3-4 Å dal sito attivo. Dopo il taglio del peptide N-terminale, la fenilalanina Phe49 viene spostata da una cavità della proteina rimanente, lasciando aperta una tasca per i potenziali substrati (Decker & Tuczek, 2000). Come risultato, il sito attivo con i due atomi di rame diventa accessibile anche a substrati non gassosi più voluminosi, come i derivati della fenilalanina (Decker & Rimke, 1998).
3.1.5 Il sistema della PO nei Tunicati
Nei primi studi sui tunicati, la fenolossidasi è risultata essere coinvolta nella sintesi della melanina nell’ocello della larva di Ascidiella aspersa (Mϋller, 1776), Phallusia mamillata (Cuvier, 1815; Mingati, 1957), Styela partita (Stimpson, 1852), Molgula manhattensis (De Kay, 1843) e Ciona intestinalis (L.,1767) (Whittaker, 1996), e nella sintesi da parte delle cellule granulari vacuolate del pigmento blu scuro che conferisce alle colonie di B. schlosseri il loro consueto colore di fondo (Sabbadin & Graziani, 1967). Più tardi è stata dimostrata citochimicamente la presenza  dell’enzima nelle cellule a morula di Goniocarpa rustica e Halocyntia aurantium (Phallas, 1787; Chaga, 1980) e, tramite un’analisi spettrofotometrica, nei lisati di cellule a morula di C. intestinalis (Smith & Söderhäll, 1991; Jackson et al., 1993), Ascidia mentula (Mϋller, 1776) Ascidia virginea (Mϋller, 1776), Ascidia scabra (Mϋller, 1776) e Ascidia aspersa e nel’emolinfa di altre specie di ascidie, sia solitarie che coloniali (Jackson et al., 1993; Akita & Hoshi, 1995; Arizza et al., 1995).

Parte degli studi effettuati sull’attività fenolossidasica dei tunicati sono incentrati sul ruolo della PO nel processo di rigetto delle ascidie botrillidi, in particolare B. schlosseri e B. simodensis (Ballarin et al., 1993, 1994, 2002; Frizzo et al., 2000).

La necrosi del tessuto è stata osservata nell’ascidia solitaria Ciona intestinalis durante la reazione di infiammazione (Parrinello et al., 1984) e nella zona di contatto tra i rivestimenti ampollari di colonie incompatibili di botrilli (Sabbadin, 1982). 
Nella tunica di Ciona intestinalis è stata indicata inoltre una forte risposta infiammatoria, in seguito a stimolazione da iniezione di eritrociti (Parrinello et al., 1984a, 1984b), proteine estranee (Parrinello, 1981), o lipopolisaccaridi (Parrinello et al., 2007). Dopo pochi giorni, in relazione al materiale iniettato, causa l’evento di incapsulazione mediato da cellule, e successiva riparazione della tunica (Parrinello et al., 1984a). L’attività fenolossidasica è stata inoltre registrata in altre specie di botrillidi quali B. scalaris, B. primigenus, B. cuscus, B. letus e B. violaceus (Shirae & Saito, 2000; Hirose et al., 2002). Durante le reazioni di non self, le cellule a morula si accumulano agli apici delle ampolle di colonie opposte (Rinkevich et al., 1998) e successivamente penetrano nella tunica attraversando l’epitelio ampollare e degranulano rilasciando il contenuto dei vacuoli, principalmente fenolossidasi e polifenoli, attivando una cascata di reazioni che porta alla comparsa di un zona di tossicità diffusa (Sabbadin et al., 1992; Rinkevich, 1992). L’attività citotossica è certamente presente anche all’interno delle ampullae interagenti (Rinkevich et al., 1998). Questo comportamento si pensa sia conseguenza del riconoscimento da parte delle cellule a morula di fattori umorali estranei diffusi dalla colonia incompatibile attraverso la  confluenza delle tuniche, le quali perdono la loro cuticola e vanno incontro ad una parziale fusione (Sabbadin et al., 1992; Saito et al., 1994). Questo è supportato dall’osservazione che la degranulazione delle cellule a morula può essere indotta incubando gli emociti con plasma proveniente da colonie incompatibili; questo provoca un aumento della citotossicità in vitro, che va di pari passo con l’aumento dell’attività PO nel mezzo di incubazione (Ballarin et al., 1995). La relazione fra attività PO e la morte delle cellule è indicata dalla forte diminuzione della citotossicità in presenza di inibitori della fenolosidasi e delle serin proteasi (Ballarin et al., 1998; Shirae & Saito, 2000). Questo supporta l’ipotesi della presenza di un sistema di attivazione della proPO nei botrillidi simile a quello descritto negli artropodi (Söderhäll & Cerenius, 1998). 

Nelle ascidie solitarie, la PO è stato dimostrato essere coinvolta nella reazione emolitica allospecifica (reazione di contatto) di H. roretzi (Akita & Hoshi, 1995) e nella reazione citotossica contro cellule estranee in S. plicata (Cammarata et al., 1997). Gli enzimi delle diverse specie differiscono fra loro per il peso molecolare, sostanze attivatrici, e per la sensitività alla tripsina, presumibilmente a causa dei loro diversi ruoli funzionali (Parrinello et al., 2003).
Nelle ascidie Goniocarpa rustica, Halocyntia aurantium (Chaga, 1980), Ciona intestinalis (Jackson et al., 1993), Styela plicata (Arizza et al., 1995), Phallusia mamillata (Cammarata et al.,1999) e l’ascidia coloniale Botryllus schlosseri (Ballarin et al., 1994), la proPO viene attivata dall’azione di proteasi (Arizza et al.,1995) ed LPS batterico (Parrinello et al., 2003). 

In Ciona intestinalis, l’attività PO è stata riscontrata nei granulociti univacuolari rifrangenti e negli emociti granulari. Il saggio di attività enzimatica effettuato su gel PAGE o SDS-PAGE ha messo in evidenza la presenza di attività ortodifenolossidasica (catecolasica) nei lisati di emociti. E’ stato inoltre dimostrato (Arizza et al., 1995) che i granulociti univacuolari rifrangenti di Ciona intestinalis mostrano attività citotossica contro linee cellulari tumorali K562 e contro eritrociti di coniglio attraverso i prodotti della PO (Cammarata et al., 1996; 1997). 
Sono state identificate e clonate due sequenze di cDNA da C. intestinalis che appartengono alla superfamiglia delle emocianine degli artropodi (Immesberger & Burmester, 2004). Studi comparativi hanno mostrato per queste due proteine un grado di identità simile con le fenolossidasi degli artropodi e con le emocianine dei chelicerati (identità del 26-32%). Le analisi filogenetiche e i dati sull’espressione dell’mRNA suggeriscono che si tratta in effetti di fenolossidasi. Le sequenze identificate codificano per due proteine una di 794 amminoacidi e un peso molecolare approssimativo di 92,0 kDa (CinPO-1), e l’altra di 775 amminoacidi e un peso molecolare approssimativo di 86,9 KDa (CinPO-2). Le due sequenze condividono 300 residui amminoacidici (43,2% di identità, 68,8% di similarità considerando le sostituzioni isofunzionali). Predizioni effettuate al computer utilizzando il programma PSORT II (Nakai & Horton, 1999) indicano che nessuna delle due proteine contiene i segnali peptidici per il trasporto transmembrana, quindi le proteine sono probabilmente localizzate nel citoplasma. Le due proteine sono state allineate con varie sequenze di emocianine e fenolossidasi degli artropodi. I residui amminoacidici necessari per il legame con l’ossigeno sono altamente conservati, in particolare le sei istidine che legano gli atomi di rame presenti nel secondo dominio e le tre fenilalanine del primo e del secondo dominio, che stabilizzano il sito di legame dell’ossigeno. Sono presenti anche le cisteine che formano il ponte disolfuro che stabilizza il terzo dominio in molte emocianine (Hazes et al., 1993). Il sito che lega il calcio presente nel terzo dominio di molte emocianine degli artropodi e non nelle fenolossidasi invece non è presente nelle proteine di C.intestinalis. Mentre nel secondo dominio delle proteine di Ciona intestinalis è presente un alto grado di conservazione, specialmente nei sito che lega gli atomi di rame, sono presenti numerose inserzioni e delezioni di sequenze nel primo e nel terzo dominio. In particolare, le prime tre α-eliche del primo dominio mancano in CinPO-2, mentre all’estremità C-terminale ci sono delle estensioni di 180-190 aminoacidi in entrambe le proteine di C.intestinalis. Queste sequenze non mostrano nessuna similarità significativa con nessuna altra proteina nel database (Immesberger & Burmester, 2004).
Sempre in Ciona intestinalis studi condotti nei nostri laboratori sull’attività profenolossidasica del supernatante di omogenato di tunica (THS) delle ascidie inoculate con LPS mostrano un aumento significativo dell’attività PO rispetto ai campioni di ascidie non trattate o inoculate con acqua di mare artificiale.

L’ effetto attivante da parte di proteasi esogene negli stessi campioni di THS è stato dimostrato dall’aumentata attività PO dopo trattamento con tripsina (Cammarata et al. 2008)

L’analisi su SDS-Page di campioni di THS e la successiva colorazione del gel con substrato specifico contenente L-DOPA ed MBTH ha rivelato che la tunica di C. intestinalis possiede tre forme proteiche con attività PO, una dal peso molecolare di 170 kDa, una da 120 kDa e l’altra da 90 kDa; la maggiore attività fenolossidasica sembra essere localizzata in corrispondenza della banda più leggera, di 90 kDa che corrisponde al peso molecolare ipotizzabile in relazione ai due geni trovati nel genoma di C. intestinalis (Cammarata et al., 2008). Le due bande a peso molecolare più elevato potrebbero corrispondere a dimeri e multidimeri delle singole subunità.
I dati relativi all’analisi su SDS-PAGE del lisato emocitario di bande separate (Parrinello et al 2003) mostrano la presenza di una componente di 188 kDa e una di circa 74 kDa per gli emociti granulari e una di 175 per le URG; anche in questo caso è stata ipotizzata la forma monomerica per la componente di 74 kDa.

La presenza dell’enzima PO nella tunica è stata appurata anche tramite reazioni di immunoistochimica con anticorpo anti-CinPO-2 (Cammarata et al. 2008), la sua distribuzione riguarda soprattutto la parte più esterna della tunica , alcune regioni dell’endotelio del faringe e alcuni emociti che popolano i vasi di quest’ultimo.

4. Progetto di Ricerca 
Il sistema di attivazione della profenolossidasi rappresenta una componente importante della risposta immunitaria in molti phyla di invertebrati, principalmente artropodi, ma anche molluschi, echinodermi, anellidi e tunicati, e svolge un ruolo fondamentale nel riconoscimento e nella difesa dall’invasione da parte do agenti estranei promuovendo reazioni di citotossicità e di incapsulamento (Ashida 1990, Soderall & Cerenius 1998, Cerenius & Soderhall 2007).
Recenti studi di filogenesi molecolare basati sull’ rRNA 18 S e sulla porzione 5’ del gene per l’rRNA 28 S (Field et al., 1988; Swalla et al., 2000; Cameron et al., 2000: Delsuc et al., 2006), hanno riconosciuto, per la specie Ciona intestinalis, una posizione filogenetica che la pone in stretta parentela con un altro Subphylum dei Cordati, quello dei Vertebrati, confermando l’ipotesi che l’origine dei vertebrati sia legata allo sviluppo di una larva simile ai Tunicati (Garstang, 1928; Berril, 1950; Dakin, 1980). 

Per questo motivo lo studio del sistema immunitario dei Tunicati rappresenta un modello per un approfondimento dell’evoluzione dei meccanismi immunitari di tipo innato. 
Di recente sono state incrementate le conoscenze relative alle caratteristiche morfologiche e biologiche degli emociti di Ciona intestinalis  (Arizza & Parrinello 2009); é stato infatti dimostrato che i granulociti univacuolari rifrangenti di questo tunicato mostrano attività citotossica contro cellule tumorali (K562) (Parrinello et al., 1995) e contro eritrociti di coniglio attraverso i prodotti della fenolossidasi (Cammarata et al., 1997), e che anche altri tipi cellulari sembrano avere attività fenolossidasica nonchè un ruolo fondamentale durante il processo infiammatorio anche a livello della tunica (Cammarata et al., 2008).
Lo scopo di questa ricerca è quello di ampliare le conoscenze dell’enzima fenolossidasi a livello degli emociti circolanti e della tunica di Ciona intestinalis e dimostrare il coinvolgimento del sistema di attivazione della profenolossidasi nelle reazioni dell’immunità dei tunicati. 

In particolare, ho cercato di fare luce sul ruolo di questa cascata enzimatica durante il processo infiammatorio, verificando la sua sensibilità all’induzione da parte dei Lipopolisaccaridi (LPS) batterici. Per fare ciò, ho utilizzato un tipico approccio sperimentale i cui obiettivi sono lo studio della fenolossidasi negli emociti circolanti, nella tunica e lo stretto legame tra queste due importanti componenti. Il mio progetto di ricerca è stato sviluppato attraverso alcuni punti che hanno permesso di approfondire il ruolo di questa cascata enzimatica in Ciona intestinalis. Al fine di caratterizzare l’enzima in questa specie e di allargare lo spettro di conoscenze relativo al complesso sistema di attivazione della profenolossidasi durante i meccanismi di riconoscimento del non-self, mi sono occupata di:
· Identificare e descrivere gli emociti che contengono l’enzima PO durante il processo infiammatorio tramite la combinazione di  colorazioni enzimatiche e l’utilizzo di fluorocromi.

· Allestire una serie di esperimenti riguardanti il supernatante di omogenato di tunica (THS) in seguito ad inoculo di LPS nella tunica di C. intestinalis.
· Saggiare l’attività PO su frammenti di tunica in seguito ad inoculo con LPS.
· Purificare l’anticorpo Anti-CinPO-2 tramite cromatografia ad affinità.
· Verificare il titolo dell’anticorpo purificato tramite ELISA e inibizione competitiva.
· Effettuare reazioni di immunoblotting con l’anticorpo Anti-CinPO-2.
· Effettuare l’analisi immunocitochimica utilizzando l’anticorpo policlonale anti-CinPO-2.

· Studiare l’attività biologica dell’enzima tramite lettura  spettrofotometrica in seguito a trattamento con una miscela di reazione specifica e verificarne le caratteristiche biochimiche anche  su gel di poliacrilamide.

· Purificare l’enzima PO tramite HPLC da estratti di tunica controllo o trattate con LPS.
· Verificare la presenza degli mRNA dei due geni Cin-PO, del gene Cu-Zn SOD simile e del gene perossinectino-simile che, in relazione ai geni presenti nelle gene-banks di C. intestinalis, potrebbero avere un ruolo nella cascata di attivazione della ProPO.
· Verificare la presenza dell’enzima PO e del trascritto in sezioni di tunica e faringe con reazioni di immunoistochimica e ibridazioni in situ.
5. MATERIALI E METODI
5.1 La profenolossidasi nella tunica
5.1.1  Raccolta e mantenimento animali
Gli esemplari adulti di Ciona intestinalis di circa 10-12 cm di lunghezza sono stati raccolti nel porto di Termini Imerese (PA). Gli animali sono stati quindi trasferiti presso l’acquario del Dipartimento di Biologia Animale, dove sono stati mantenuti in acqua di mare areata e filtrata, ad una temperatura di 15°C ed un fotoperiodo di 12 ore, e alimentati quotidianamente con una dieta per invertebrati marini (Liquifry, Interpet Ltd., England).
5.1.2 Inoculi con Lipopolisaccaridi
Per gli inoculi sono stati selezionati animali che presentavano la tunica il più possibile priva di incrostazioni marine ed epifiti. Gli esemplari sono stati inoculati al di sotto della tunica per mezzo di una siringa sterile con 200 μl di una soluzione di Lipopolisaccaridi (LPS) a diverse concentrazioni di Escherichia coli (sierotipo 055:B5, Sigma Chemicals) in Marine Solution (MS: 12 mM  CaCl2x 6 H2O; 11 mM KCl; 26 mM MgCl2 x 6 H2O; 43 mM  Tris; 38 mM HCl; 0,4 M NaCl, pH 7,4), alla concentrazione di 1mg/ml. Gli individui controllo sono stati inoculati con un pari volume di MS.
5.1.3 Saggio di attività fenolossidasica della tunica in seguito ad inoculo 
Al fine di osservare ciò che succede durante la reazione infiammatoria, a diversi tempi dall’inoculo con LPS la tunica viene isolata effettuando un taglio longitudinale dal sifone inalante lungo tutto il corpo dell’animale. Una volta escluso il cestello branchiale, si dispone la tunica su un piano con la cuticola rivolta verso l’alto. Si dispone sopra la tunica una capsula petri piccola, al di sopra della zona dove è stato effettuato l’inoculo, nella quale sono stati praticati due piccoli fori, attraverso i quali viene iniettata la miscela di reazione (L-Diidrossifenilalanina 20mM, 3-metil-2-benzotiazolinone idrazone 6mM in acqua distillata) nella sola zona interessata, (Fig. 12). Dopo 1 ora di incubazione si prelevano con un bisturi frammenti del tessuto della zona interessata e si osservano al microscopio ottico. Il saggio di attività PO in vivo è stato effettuato su organismi non inoculati (controllo) e inoculati con LPS a vari tempi.
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Fig 12 Disegno schematico del saggio di valutazione dell’attività PO in vivo nella tunica di Ciona intestinalis.
5.1.4 Preparazione del supernatante di omogenato di Tunica (THS)
I campioni di tunica sono stati prelevati a vari tempi dalla stimolazione con LPS e MS. Il tessuto è stato prelevato effettuando un taglio longitudinale della tunica lungo tutto l’animale, ed eliminando il tessuto dalla cuticola con un bisturi. L’espianto è stato eseguito a 4, 8, 12, 24, 48 ore dalla stimolazione con LPS. Il materiale, raccolto all’interno di una provetta di policarbonato, è stato pesato, mantenuto in ghiaccio e omogenato per circa 10 minuti con Ultra-Turrax  in tampone fosfato (PBS: Na2HPO4 1M, NaH2PO4 1M, NaCl 1,5 M pH 7,4) per 10 min. e centrifugato a 21000 g per 30 min. a 4 °C. Il supernatante ottenuto è stato recuperato, sottoposto a dialisi in NaCl 0,15 M e conservato a -80 °C.
5.1.5 Concentrazione proteica
 La concentrazione proteica dei campioni di THS e HLS è stata determinata mediante il metodo Bradford (1976), e la albumina bovina (BSA, Sigma Chemicals) è stata usata come standard. Le concentrazioni proteiche dei lisati di tunica e di emociti hanno valori compresi nell’intervallo da 50 a 400 μg/ml.
5.1.6 Saggio di attività fenolossidasica su piastra
L’attività fenolossidasica (PO) del THS è stata misurata spettrofotometricamente (Winder & Harris,1991), usando L-DOPA (3,4 L-Diidrossifenilalanina) 20Mnm come substrato e MBTH (3-metil-2-benzotiazolinone idrazone) 6 Mm come reagente specifico. 

L’attività della PO  della tunica è stata misurata registrando la formazione di dopacromo dalla L-DOPA a 505 nm usando uno spettrofotometro in accordo con Söderhäll & Hall (1984). A tal fine 45 μl di THS prelevato a vari tempi dalla stimolazione con LPS e MS o 45 μl di acqua distillata (DW, come controllo) si pongono in una piastra sterile a 96 pozzetti e a fondo piatto. Di seguito si aggiungono 45 μl di tripsina (1mg/ml di DW) o 45 μl di DW come controllo e si lascia ad incubare per 20 minuti a temperatura ambiente. Terminato il tempo di incubazione si aggiungono 45 μl di substrato contenente L-DOPA 20mM, MBTH (3-Metil-2-Benzotiazolin-Idrazone, Sigma) 6 mM in DW. L’attività enzimatica è stata valutata misurando l’assorbanza dei dopacromi, dopo 30 minuti di incubazione. L’attività PO è stata espressa come unità per minuto (U) in cui 1U= 0,001 Abs 505 min-1 mg-1 di proteine. Ciò esprime l’attività di enzima che dà un incremento dell’assorbanza di 0,001 per minuto a 505 nm a parità di concentrazione proteica. 

Per determinare la specificità della reazione dell’enzima, prima di aggiungere l’ L-DOPA e MBTH, il THS è stato incubato per 20 minuti a 20°C con diversi inibitori della fenolossidasi in PBS (Na2HPO4 1M, NaH2PO4 1M, NaCl 1,5 M pH 7,4): feniltiourea (PTU), tropolone e acido dietil-carbaminico (DETC) alle concentrazioni finali rispettive di 1 mM, 100 mM e 10 mM.

Questi inibitori agiscono come agenti chelanti il rame del sito attivo, e sono noti come i più efficienti inibitori della fenolossidasi.

5.1.7 Elettroforesi e attività fenolossidasica
L’attività fenolossidasica è stata valutata attraverso gel di poliacrilammide come descritto da Cardenas e Dankert (2000), con alcune modificazioni.

Gli omogenati di tunica sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di poliacrilammide a varie percentuali eseguita secondo il metodo Laemmli (1970) utilizzando un mini protean II cell (Bio-Rad), in condizioni riducenti e non riducenti. La migrazione è avvenuta in Running buffer (Tris Base 25 mM; Glicina 192 mM, 1% p/v SDS, pH 8,3). I gel sono stati calibrati con standard proteici a peso molecolare noto (Sigma-Aldrich; high range). Per l’elettroforesi nativa è stato omesso SDS da tutte le soluzioni.
Dopo la migrazione il gel è stato trattato in due diversi modi:per valutare il pattern proteico e i relativi pesi molecolari è stato posto in colorante Coomassie (0,2 % blu di Coomassie, 50% metanolo, 10% acido acetico, 40% acqua distillata), la decolorazione è avvenuta in una miscela di acido acetico 10%, metanolo 40%, acqua distillata 50%, al fine di valutare l’attività fenolossidasica la procedura sperimentale ha previsto due lavaggi da 10 min. in PBS-T (NaCl 0,1 M; KCl 0,02 M; KH2PO4 0,01 M; Na2HPO4 0,06 M, pH 7,4 al 2,5% di Triton X-100), e un ultimo lavaggio di 10 min. in PBS 1X senza Triton X-100. Per la seconda procedura sperimentale il gel è stato di seguito incubato in una soluzione contenente L-DOPA 20mM, MBTH 6mM in DW. Dopo 1 ora di incubazione il gel è stato lavato diverse volte in DW. In relazione alla curva di regressione ottenuta mediante il programma AlfaEaserFC sono stati calcolati i pesi molecolari delle bande ottenute.
5.1.8 Elettroforesi e attività Superossido-dismutasica Zn-Cu dipendente
Al fine di determinare se il supernatante di lisato emocitario (HLS, 5.2.1) e di tunica presenta attività Superossido-dismutasica Zn-Cu dipendente (SOD), è stato utilizzato un saggio che sfruttando una soluzione di 3-dimetiltiazolo-2,5 bromuro di difenil tetrazolio (MTT) 2 M e N-metildibenzopirazina-metilsolfato (PMS) 1,5 M in Tris-HCl 0.5 M pH 8.0, permette di evidenziate tale componente proteica identificabile come una banda chiara su sfondo scuro.

A fine migrazione (vedi 5.1.7) il gel è stato trattato con la miscela di reazione e lasciato ad incubare per 1 ora; la reazione è stata fermata con acqua distillata.
A questo saggio è stato aggiunto il trattamento con un inibitore della SOD, il dietilcarbammato 10 mM (DEC), per verificare la specificità della reazione.

5.1.9 High Pressure Liquid Cromatography (HPLC)
La cromatografia liquida ad alta pressione (High Pressure Liquid Cromatography - HPLC), è una tecnica cromatografica che permette di separare due o più composti presenti in un solvente sfruttando l'equilibrio di affinità tra una "fase stazionaria" posta all'interno della colonna cromatografica e una "fase mobile" che fluisce attraverso essa. Una sostanza più affine alla fase stazionaria rispetto alla fase mobile impiega un tempo maggiore a percorrere la colonna cromatografica (tempo di ritenzione), rispetto ad una sostanza con bassa affinità per la fase stazionaria ed alta per la fase mobile.

I profili di separazione di campioni di omogenati di tunica (THS) utilizzando una colonna di silice ad esclusione di peso molecolare BioSuite 250 - 10 µm SEC– 7,5x300 mm Waters (stabile da pH 2,5 a 8). La pressione di esercizio è stata settata a 350 psi (pari a 24 atmosfere circa). Sono stati caricati 200µl di campione per ogni analisi con un iniettore manuale reodine e la lettura è stata effettuata a 280nm (mAU) per 30 minuti in TBS (NaCl 150 mM, TRIS-HCl 10mM pH 7,4).
L’HPLC è uno strumento analitico derivato dalla cromatografia classica e si basa sugli stessi principi. La componente principale nella cromatografia classica è la colonna che contiene la fase stazionaria, all’interno della quale scorre la fase mobile rappresentata dall’eluente (Fig 13). 
I campioni sono stati raccolti in frazioni da 1ml/min concentrati 10 volte per centrifugazione a 500 x g con micro-concentratori (Centrifugal Devices Nanosep 3K Omega) e successivamente analizzati per l’attività fenolossidasica. 
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Fig. 13 Schema di una macchina per HPLC

5.1.10 Cromatografia di esclusione molecolare 

La Cromatografia di esclusione si divide in:

· Cromatografia per esclusione (SEC, size-exclusion chromatography); 

· Cromatografia di filtrazione su gel (GFC, gel filtration chromatography); 

· Cromatografia di permeazione su gel (GPC, gel permation chromatography). 
La cromatografia di esclusione molecolare è un processo di analisi che si utilizza per separare sostanze organiche aventi elevati pesi molecolari, soprattutto proteine e macromolecole. La "fase fissa" è un supporto inerte costruito appositamente con pori di dimensioni controllate. La "fase mobile" è un solvente organico o acquoso ed eluisce i soluti attraverso la colonna cromatografica.

I soluti con un volume maggiore dei pori della fase fissa (ovvero con un peso molecolare molto elevato) usciranno dalla colonna con il fronte del solvente, i soluti che invece hanno dimensioni minori rispetto al diametro e alla superficie dei pori saranno trattenuti dalla colonna per un tempo proporzionale al peso molecolare del soluto stesso.

Quando un cromatografo di esclusione sterica (macchina utilizzata per la SEC) è calibrato correttamente, possiamo sapere il peso molecolare del polimero basandoci solo sul tempo necessario per passare o eluire attraverso la colonna. Inoltre ci sono dispositivi che possono contare quante molecole di polimero arrivano alla fine della colonna in un certo momento. 
Più è alto il peso molecolare più è breve il tempo necessario al polimero per passare attraverso la colonna. 
Con la SEC non misuriamo la massa come volume idrodinamico delle molecole di polimero, ossia quanto spazio una particolare molecola di polimero occupa quando è nella soluzione. Con i dati ottenuti dalla SEC si può avere un'approssimazione del peso molecolare in quanto si conosce la relazione esatta tra il peso molecolare ed il volume idrodinamico per il polistirene e si utilizza il polistirene come riferimento standard. Il rapporto tra il volume idrodinamico ed il peso molecolare non è lo stesso per tutti i polimeri quindi si ottengono solo delle misurazioni approssimative.

5.2 La profenolossidasi negli emociti
5.2.1 Prelievo di emociti e preparazione lisato emocitario
Prima di collezionare l’emolinfa la tunica viene ripulita dagli epifiti e sterilizzata con alcool, dopo aver aperto l’animale l’emolinfa viene collezionata direttamente dal cuore con una siringa sterile contenente acqua di mare artificiale (FSW: NaCl 0,5 M, KCl 8 mM, Na2SO4 30 mM, NaHCo3 2 mM) contenente 10 mM EDTA (acido etilendiamminotetraacetico) come anticoagulante in un rapporto di FSW-EDTA/ emolinfa di 1:9. Dopo una centrifuga a 400 x g per 10 minuti, il supernatante è stato rimosso e gli emociti sono stati lavati per tre volte in FSW-EDTA.
Una parte degli emociti sono stati utilizzati per ottenere il supernatante di lisato emocitario (HLS): gli emociti sono stati omogenizzati con ultra-turrax in ghiaccio.
5.2.2 Identificazione degli emociti, saggi per l’attività dell’enzima PO e sua localizzazione
Per lo studio degli emociti 100 μl di sospensione di emociti FSW-EDTA in sono stati messi al centro di un vetrino trattato con Poly-L-Lisina (Sigma Diagnostics Inc.) e lasciati per 30 min a temperatura ambiente per permettere alle cellule di aderire. 

Dopo avere effettuato due lavaggi con FSW-EDTA è stata posta poi sul vetrino una miscela di coloranti formata da arancio di acridina (5 μg/ml) ed etidio bromuro (2 μg/ml) in acqua di mare artificiale (FSW) per 30 minuti.

Dopo aver lavato il vetrino con FSW-EDTA, un altra miscela contenente L-DOPA 30 mM, MBTH 6 mM sciolta in FSW-EDTA è stata posta sul vetrino per altri 30 minuti.

Il vetrino è stato lavato abbondantente con FSW e le cellule sono state fissate con una soluzione contenente una soluzione di fissaggio (1% di glutaraldeide al 25 %, 1% di saccarosio in FSW-EDTA).Dopo altri 30 minuti è stato effettuato un lavaggio con FSW-EDTA, il vetrino è stato poi chiuso con un coprioggetto e sigillato con smalto trasparente ed osservato al microscopio.
5.2.3 Identificazione delle proteine e chino-proteine contenenti DOPA negli emociti di Ciona intestinalis
Una sospensione di emociti (5×10-5 in 100 μl) sono stati posto al centro di un vetrino precedentemente trattato con poli-L-lisina (Sigma Diagnostics Inc.) e lasciati ad aderire per 20 min; successivamente sono stati trattati per 20 min con fissativo (1% glutaraldeide, 1% saccarosio in FSW).

Dopo brevi lavaggi in PBS gli emociti sono stati trattati con una soluzione 0,24 mM di blu di tetrazolio in 2 M di tampone potassio-glicina (150 g/l glicina,KOH 2M pH 10) contenente 20 mM di sodio benzoato

Dopo aver effettuato altri brevi lavaggi in PBS il vetrino è stato poi chiuso con un coprioggetto e sigillato con smalto trasparente ed osservato al microscopio.
5.3 Immunolocalizzazione della profenolossidasi 2 (CinPO-2)
5.3.1 Produzione antisiero anti-CinPO-2
In relazione alla pubblicazione del clonaggio di due fenolossidasi di Ciona intestinalis (Immersberg & Burmester, 2003) abbiamo utilizzato un peptide sintetico disegnato dalla sequenza amminoacidica dedotta di CinPO-2. il siero contenente l’anticorpo policlonale anti-CinPO-2 è stato prodotto nel coniglio Neozelandese tramite inoculo del peptide (12-aa, EFHNDRRNRGFC), selezionato  tramite il programma  “antigen-prediction” e sintetizzato dalla Sigma-Genosys (UK). Il protocollo ha previsto 6 immunizzazioni per un periodo totale di 77 giorni e 4 prelievi (al 35esimo al 49esimo, al 63esimo e al 77esimo giorno); la sequenza del peptide sintetico è stata agganciata ad una proteina carrier per l’immunizzazione. Questa procedura ha permesso di ottenere un antisiero contenente l’anticorpo policlonale anti-CinPO2. 
5.3.2 Purificazione di anticorpi tramite cromatografia ad affinità
Per la purificazione degli anticorpi sono state utilizzate matrici di sefarosio 4B già attivate con bromuro di cianogeno (CNBr). Sono stati pesati 1,5 g che trattati con HCl 1mM hanno permesso di ottenere circa 4ml di gel. Questo è stato posto su in un imbuto munito di filtro poroso G4 per far percolare  HCl 1mM usato per un lavaggio di circa 15 minuti. La resina di sefarosio è stata poi lavata con il tampone di legame (NaHCO3 0,1M pH 8,3 contenente NaCl 0,5M) e trasferita in un tubo da 50 ml. Alla resina è stato aggiunto il peptide sciolto nel tampone di legame (5mg/ml), il tubo è stato tenuto in agitazione a 4°C tutta la notte. Quindi sono stati bloccati i siti aspecifici con il tampone di bloccaggio (0,1M Tris-HCl pH 8) per 2h a temperatura ambiente. A questo punto la resina viene inserita all’interno della colonna. La colonna viene lavata 4-5 volte in maniera alternata con un tampone acetato (acido acetico/sodio acetato 0,1M pH 4,5 contenente 0,5M NaCl) e un tampone contenente 0,1 M Tris HCl pH 8 per eliminare l’eccesso di peptide. L’antisiero contenente  gli anticorpi d’interesse è stato caricato nella colonna dopo essere stato centrifugato a 5000 x g e filtrati con filtri da 22 µm (Millipore-Millex GS). In questa fase l’anticorpo legherà il suo specifico peptide. La colonna viene quindi lavata con PBS ( NaCl 0,1 M; KCl 0,02 M; KH2PO4 0,01 M; Na2HPO4 0,06 M) per eliminare l’eccesso di anticorpo finché le letture a 280 nm non sono pari a zero. Per eluire l’anticorpo specifico la colonna è stata trattata con 0,1M di glicina-HCl pH 2,8 e le frazioni sono state raccolte in tubi contenenti 1M Tris-HCl pH 8. Gli anticorpi specifici così ottenuti sono stati dializzati verso PBS, conservati a -20°C ed utilizzati per i saggi successivi.
5.3.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) indiretto e inibizione competitiva 
L’ ELISA è stato condotto come descritto da Plagemann (2005) che prevede una prima fase di adesione del peptide al fondo del pozzetto di una piastra per ELISA (Nunc, Maxisorp Denmark) per tutta la notte. A tale scopo i peptidi sono stati disciolti in una soluzione di carbonato (Na2CO3 0,075 M, NaHCO3 0,17 M pH 9,6), e distribuiti nelle piastra nella quantità di 10 µg/pozzetto. Successivamente i pozzetti sono stati lavati con PBS contenente 0,1 % di Tween 20 (PBS-T) 3 volte per 5 minuti e incubati con un tampone di bloccaggio (0,5% Tween 20 e 1%(v/v) BSA) a temperatura ambiente per 1h. Dopo altri 3 lavaggi da 5 minuti è stata effettua l’incubazione con l’anticorpo Anti-CinPO-2 (1:500-1:1000-1:2000-1:5.000-1:10.000-1:25000-1:50.000), diluito in soluzione di bloccaggio. Dopo 3 lavaggi di 5 minuti con PBS-T si è proceduto all’incubazione con l’anticorpo secondario anti-rabbit IgG coniugato con la fosfatasi alcalina (Sigma-Aldrich) diluito 1:20.000 in soluzione di bloccaggio a temperatura ambiente per 1 ora. Dopo 4 lavaggi con PBS-T si è proceduto all’incubazione con il substrato della fosfatasi, costituita da paranitrofenilfosfato (1mg/ml) in una soluzione di dietanolammina (9,7 ml dietanolammina, 10mg MgCl2 per un volume finale di 100 ml) nella quantità di 100 µl per pozzetto per 15-30 min. Il prodotto della perossidasi è stato quantificato misurando l’assorbanza a 405 nm in un fotometro per micropiastre. Il controllo per la specificità degli anticorpi è stato condotto per inibizione-competitiva: i peptidi legati alle piastre dopo i lavaggi in PBS-T e trattamento con la soluzione di bloccaggio, sono stati incubati con 100µl dei rispettivi anticorpi diluiti in PBS-T, in presenza del peptide (10 µg/pozzetto). I pozzetti sono stati lavati con PBS-T ed è stata usata la procedura standard già descritta per la colorazione. 
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Fig. 14 Rappresentazione schematica di un saggio ELISA. Nel primo disegno il peptide si lega al fondo del pozzetto, nel secondo l’aticorpo AntiCinPO-2 si lega al peptide, segue il legame del secondari coniugato con fosfatasi alcalina e infine la fase di rivelazione.
5.3.4 Immunoblotting con Anticorpo Anti-CinPO-2
Dopo corsa elettroforetica su SDS PAGE al 7,5%, il gel è stato immerso in buffer di trasferimento (Trizma Base 25mM, Glicina 192 mM, 10% Metanolo) per 10 minuti.

Il trasferimento delle proteine su membrana di nitrocellulosa (Hybond-Amersham) è avvenuto nell’ unità Semiphor Semi-dry (Amersham, Biosciences) che garantisce una rapida migrazione orizzontale a bassi livelli di tensione, corrente e temperatura. Nell’ apparecchio di trasferimento sono state poste in pila una maschera isolante, tre fogli assorbenti il tampone, la membrana e il gel coperto da ulteriori fogli. Questi sono stati tagliati alle stesse dimensioni del gel e sono stati posti nel tampone di trasferimento a 4°C. La membrana di nitrocellulosa è stata invece immersa in acqua distillata. Dopo il trasferimento della durata di 1,05 ore a 15 V, la membrana è stata posta in soluzione bloccante (Trizma Base 10 mM, NaCl 150 mM, 0,1% Tween 20, 3% BSA) per 1 ora e lavata tre volte per 20 minuti in tampone di lavaggio (Trizma Base 10 mM, NaCl 150 mM, 0,1% Tween 20). Al termine dei lavaggi il filtro è stato incubato in soluzione di diluizione dell’ anticorpo primario (1:500 Anti-CinPO-2 in tampone di lavaggio 0,1% BSA) in agitazione over night. Dopo tre lavaggi la membrana è stata incubata per un’ora in agitazione con anticorpo secondario specifico IgG anti-Rabbit coniugato con fosfatasi alcalina (Sigma, 1:15.000 in tampone di lavaggio 0,1% BSA).

Infine, la colorazione è stata sviluppata con con 3 ml di una miscela specifica per la fosfatasi alcalina (5-bromo-4-cloro-3-indolo fosfato/nitro blu di tetrazolio -BCIP/NBT Liquid Substrate System - Sigma). 
5.3.5 Immunoistochimica Anti-CinPO-2
Le sezioni sono state deparaffinate in xilolo, reidratate attraverso la serie di etanolo (100%-35%), lavate con acqua distillata e con PBS-T (Tampone fosfato, pH 7.4; 0.1 % Tween 20). Le sezioni, sono state lavate tre volte per 10 minuti con PBS-T e sono state incubate con soluzione bloccante (3% BSA in PBS-T;) per due ore a temperatura ambiente. Dopo l’incubazione, le sezioni sono state lavate tre volte, in agitazione, con PBS-T e sono state poste in camera umida e incubate con l’anticorpo primario anti-CinPO-2 (1:500), overnight a 4°C. L’omissione dell’anticorpo primario è servita da controllo negativo. Poi, le sezioni sono state lavate tre volte, in agitazione, con PBS-T e incubate con l’anticorpo secondario anti-rabbit IgG (1:10.000 anti-IgG di coniglio, sviluppato in capra, 1.9 mg/ml-SIGMA in PBS-T) coniugato con la fosfatasi alcalina per 1 ora e 30 minuti a temperatura ambiente e lavate tre volte, in agitazione, con PBS-T. Le sezioni sono state quindi incubate con levamisole (200mM in PBS-T 1x) per eliminare le fosfatasi endogene. La reazione immune è stata evidenziata mediante una miscela di BCPI/NBT (SIGMA). Le sezioni, sono state lavate due volte con acqua distillata, due volte con PBS-T e deidratate in alcool etilico (35-100%). I vetrini, infine, sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni al microscopio. 
5.3.6   Immunocitochimica Anti-CinPO-2
Per gli esperimenti di immunocitochimica, la sospensione di emociti (5×105 in 100 μl) è stata posta al centro di un vetrino trattato con Poly-L-Lisina (Sigma) e lasciata aderire per 30 minuti a temperatura ambiente. Le cellule sono state fissate per 30 minuti in una soluzione isotonica per invertebrati marini (0,01 M TRIS-HCl, 0,5 M NaCl, 4% paraformaldeide, pH 7,4). Dopo la fissazione le cellule sono stati lavati 3 volte per 10 minuti in PBS-T ed incubati con BSA 5% in PBS-T per 2 ore. Dopo aver effettuato altri 3 lavaggi di 10 minuti in PBS-T gli emociti sono state incubati tutta la notte a 4°C con l’anticorpo anti-CinPO-2 (1:500 in PBS-T contenente BSA 0,1%) in camera umida. In un esperimento parallelo l’omissione dell’anticorpo primario è servito da controllo. In seguito sono stati effettuati 3 lavaggi di 10 minuti in PBS-T e gli emociti sono stati incubati con l’anticorpo secondario anti-IgG (1:10.000 anti-IgG di coniglio, sviluppato in capra, in PBS-T) coniugato con la fosfatasi alcalina (Sigma) per 1 ora e 30 minuti a temperatura ambiente e lavati tre volte, in agitazione, con PBS-T. Le cellule sono stati quindi incubati con levamisole (200mM in PBS-T 1x) per inibire le attività delle fosfatasi endogene. La reazione enzimatica della fosfatasi è stata evidenziata mediante una miscela di BCPI/NBT (SIGMA). I vetrini, sono stati lavati con PBS-T e deidratati in alcool etilico (35-100%) ed infine, sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni al microscopio.
5.4 Analisi molecolari 
5.4.1 Studio delle sequenze della Fenolossidasi e di proteine correlate
Per lo studio delle sequenze è stata effettuata una ricerca nella banca dati di NCBI utilizzando Nucleotide-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) come fonte delle informazioni necessarie al nostro studio; è stato inoltre utilizzato il programma “tblast-n” per la ricerca di similarità, CLC sequence viewer per l’allineamento delle sequenze e Conserved Domain Database (CDD) per la ricerca dei domini conservati.
Ci siamo serviti del programma “primer-BLAST” per la creazione e la scelta dei primers specifici e di “Signal-P” di ExPASy Proteomics tools per la ricerca di siti specifici e peptidi segnale all’interno delle sequenze di nostro interesse; la  composizione in aminoacidi è stata calcolata tramite “Protparam”.

L’analisi della omologia strutturale è stata effettuata utilizzando lo spazio di lavoro SWISS-MODEL; è stata utilizzata la proteina dedotta dai geni noti della PO di C. intestinalis (Immersberger & Burmester 2004). La  cerazione di modelli per omologia mira a costruire strutture tridimensionali utilizzando le strutture di proteine che sono state sperimentalmente determinate; il sistema di  lavoro SWISS-MODEL è un sistema di modellazione basato sull’integrazione dei dati disponibili sul web: per una determinata proteina viene usata una libreria di strutture proteiche sperimentali già depositate. Sulla base di un allineamento di sequenza tra la proteina richiesta e la struttura modello, viene generato un modello tridimensionale. Questo tipo di ricerca di omologia è attualmente il metodo di calcolo più accurato per generare affidabili modelli strutturali e viene normalmente utilizzato in molte applicazioni biologiche. Le analisi successive e la rappresentazione grafica è stata effettuata utilizzando il software DeepView /Swiss- Pdb Viewer v. 4.0.1.
5.4.2 Espressione dei due geni della Profenolossidasi, Cu-Zn SOD e Perossinectina negli emociti di C. intestinalis.
Al fine di verificare la presenza dell’ mRNA dei due geni della profenolossidasi identificati e clonati da Immesberger & Burmester nel  2004 è stato fatto uno studio di tali sequenze depositate (CinP-1, AJ7547813 e CinPO-2, AJ7547814) per creare dei primers specifici per i nostri esperimenti.
Con lo scopo di aggiungere importanti informazioni al quadro di attivazione dell’ enzima è stato inoltre condotto uno studio sulle sequenze di altre due componenti probabilmente coinvolte in questo sofisticato pathway: usando la sequenza aminoacidica della Cu-Zn superossido dismutasi di Halocynthia roretzi (Abe et al., 1999) e quella putativa della perossinectina di Pacifastacus leniusculus (Johansson 1999) sono state  identificate due sequenze paraloghe nel genoma di C. intestinalis (rispettivamente XP_002122526 e XP_002126285) e sulla base di queste sequenze sono stati disegnati primers specifici per queste due proteine.
5.4.3 Estrazione dell’RNA totale da emociti di C. intestinalis 
L’RNA totale è stato estratto dagli emociti totali  con il Kit RNAqueousTM-Midi (Ambion), seguendo la procedura indicata dal produttore. Il kit permette l’isolamento dell’RNA totale senza l’utilizzo di fenolo e cloroformio, attraverso una procedura rapida basata sull’uso di filtri in fibre di vetro capaci di legare l’RNA presenti nello stesso kit. E’ stato quindi possibile estrarre RNA totale da quantità di tessuto che variano da 0,1 a 0,5 grammi. Per lisare le cellule si utilizza una soluzione di tiocianato di guanidinio che oltre a provocare la distruzione delle membrane, inattiva le ribonucleasi endogene (Gillespie, 1979).

5.4.4 Valutazione qualitativa dell’RNA tramite elettroforesi in gel di Agarosio

A 10 μl del campione dell’RNA totale degli emociti sono stati aggiunti 10 μl della soluzione di caricamento gel-denaturante (fornita dal kit) ed è stato riscaldato a 68°C per 5 minuti in termo-block. Il gel di agorosio all’1% è stato ottenuto sciogliendo al calore 0,5 g di agarosio (SIGMA) in 45 ml di acqua distillata. Sono stati aggiunti 5ml di MOPS 10x (200mM MOPS, 50 mM Sodio Acetato, 10 mM EDTA, portato a pH 7 con NaOH) e 3µl di bromuro di etidio e si è lasciato polimerizzare per 30 minuti. Il bromuro di etidio è un agente che si intercala tra le basi del DNA e quando è legato al DNA ha uno spettro di eccitazione della fluorescenza con un massimo a 302 nm e presenta una fluorescenza circa 10 volte maggiore rispetto alla molecola del bromuro di etidio libero.
Successivamente , i campioni da analizzare sono stati caricati sul gel di agarosio all’1% e sottoposti a migrazione elettroforetica (80 volts per 25 minuti) in tampone MOPS 1x (Acido 3-N-morfolino propansulfonico). A fine migrazione il gel viene posto su un transilluminatore a luce UV,  osservato e fotografato .
5.4.5 Sintesi del cDNA 
Il cDNA è stato preparato a partire da 5 μg/μl di RNA totale con il Kit Ready to GoTM T-primed First-Strand (Pharmacia), ai quali sono stati aggiunti 0,5 μl (50ng) di miscela di esameri random e 9 μl di acqua libera da nucleasi per un volume totale di 12,5 μl. Il tutto è stato tenuto a 70 °C per 10 minuti. A questo punto sono state aggiunte le ulteriori componenti, 4 μl 5X First Strand buffer, 2 μl di ditiotreitolo 100mM (DDT) , 1 μl dNTP Mix (10mM ognuno), 0,5 μl Trascriptasi inversa (MMLV) e 12,5 μl di acqua libera da nucleasi per un volume totale di 20 μl. Dopo aver incubato i campioni a temperatura ambiente per 10 minuti sono stati tenuti a 37°C per un’ora per far avvenire la reazione di sintesi. 
5.4.6 Reazione a catena della polimerasi (PCR).
Dalle sequenze nucleotidiche dei due geni per la profenolossidasi (AJ7547813 - AJ7547814) sono stati disegnati degli oligonucleotidi (CinPO-1A, CinPO-1B, CinPO-2A, CinPO-2B) con il programma specifico “Primer BLAST”.
Si conduce ciascuna reazione in 50 μl, utilizzando: 1-50 ng del cDNA da amplificare, 0,25 μM di primers specifici (forward e reverse); 200 μM di dNTP; 1.5 mM MgCl2; 3.5 unità di Taq polimerasi (Pharmacia)  nel tampone 10x dedicato. Le reazioni di PCR sono condotte in un termociclatore Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer). 
5.4.7 Valutazione qualitativa del cDNA tramite elettroforesi in gel di Agarosio

La presenza e la corretta lunghezza dei prodotti di amplificazione è verificata mediante separazione elettroforetica su gel di agarosio  ad una concentrazione di 1% (p/v). L’agarosio in polvere viene sciolto nel tampone TBE (Trizma Base 1 M, Acido borico 0,8 M, 1mM EDTA pH 8.3), in presenza di 0.25 μg/ml di bromuro di etidio, un agente in grado di intercalarsi nella molecola di DNA ed emettere fluorescenza, se irradiato con luce UV. Ai campioni da analizzare viene aggiunto un tampone (Gel Loading Solution-Sigma) di caricamento Insieme ai campioni da analizzare viene caricato un marcatore di peso molecolare opportuno. Il gel viene successivamente immerso in un tampone di corsa (TBE) e sottoposto ad un campo elettrico di 50-100 V per un tempo variabile da 1 a 2 ore, il gel viene poi posto su un transilluminatore a luce UV osservato e fotografato .

5.4.8 Purificazione ed estrazione DNA per il sequenziamento

Il DNA è stato estratto e purificato utilizzando il Quaquick gel extraction kit (QUIAGEN) che consente di purificare frammenti di DNA direttamente dal gel di agarosio.
Il frammento di gel corrispondente al campione di DNA di interesse è stato exciso in condizioni di sterilità utilizzando bisturi, successivamente trasferito in un tubo nel quale vengono aggiunti 3 volumi buffer QG fornito dal kit, il campione è stato poi incubato a 50°C per 10 minuti. Dopo che il gel si è completamente disciolto è stato aggiunto un volume di isopropanolo fornito dal kit.
A questo punto il campione contenente il DNA e l’agarosio sciolto viene trasferito nell’apposita colonnina Quiquick e centrifugato per 1 minuto, il DNA si legherà alla resina mentre l’agarosio e tutte le altre impurità varranno eliminate nell’eluito.

Si ripete una seconda volta la centrifuga scartando il centrifugato e utilizzando lo stesso tubo.
Per eluire il DNA 50 μl di acqua sterile sono stati posti al centro della membrana, la colonnina è stata poi sottoposta ad un ulteriore centrifugazione (5000 x g).
Il DNA purificato è stato infine analizzato su gel di agarosio, per verificarne l’itegrità e il peso molecolare.

Al campione purificato sono stati uniti i primers specifici e, in seguito a liofilizzazione, i tubi sono stati spediti per il sequenziamento alla BMR genomics S.R.L (Padova).
Una volta ottenute le sequenze da noi amplificate è stata effettuata una ricerca di omologia nella banca dati di NCBI utilizzando Nucleotide-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool ) .
5.4.9 Cloning dei geni della Profenolossidasi
Dei cDNA ottenuti tramite reazione di PCR con primers specifici e purificati come descritto sopra CinPO-2B è stato utilizzato per la creazione di una sonda ad mRNA sono stati utilizzati per la creazione delle sonde ad mRNA. Il frammento amplificato di  CinPO-2B, è stato clonati nel vettore plasmidico pCR4 topo (invitrogen) utilizzando il kit Topo TA. Il clonaggio è stato effettuato in tre fasi: ligazione, trasformazione delle cellule batteriche e selezione dei cloni plasmidici ricombinanti.

-Ligazione: è la fase in cui il nostro frammento da clonare si lega al vettore di clonaggio; la miscela utilizzata è stata realizzata in un volume di 6µl contenente 1 µl di prodotto di PCR, 1 µl di salt solution, 1 µl di topo vector e 3 µl di acqua sterile. Tale miscela è stata incubata per 15 minuti a temperatura ambiente e successivamente è stata utilizzata per la trasformazione in cellule competenti di E. coli. 

-Trasformazione: le cellule utilizzate nella fase di trasformazione, fornite dallo stesso kit, sono cellule di E. coli del ceppo DH5α e la procedura utilizzata è stata la seguente: un volume di 200 µl di cellule competenti è stato mescolato con 2 µl di soluzione di ligazione ed è stato lasciato ad incubare 30 minuti in ghiaccio. In seguito il tubo è stato posto a 42°C per 30 sec. (shock termico). Le cellule così trasformate sono state poste nuovamente in ghiaccio per 2 minuti e a queste sono state aggiunte 250 µl di mezzo di crescita per batteri super optimal broth (SOC: Bacto tryptone al 2% o 5%, NaCl 1M, KCl 1M, Glucosio 40%, pH 7,0). La soluzione è stata posta a 37°C in agitazione per 1ora. Dei volumi di 50-200 µl sono stati distribuiti su piastre petri contenenti terreno LB-Ampicillina alla concentrazione di 100 µg/ml e X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3indolil-β-D-galattoside) alla concentrazione di 40 µg/ml. La selezione delle colonie batteriche contenenti all’interno del plasmide i geni per le fenolossidasi è stata eseguita secondo due criteri: 1) l’espressione del gene della resistenza all’antibiotico portata dal plasmide che permette di selezionare dei cloni plasmidici ricombinanti su un terreno antibiotico. 2) l’-α- complementazione tra il ceppo batterico e il vettore senza inserto che permette di formare la β-galattosidasi. L‘ X-Gal precedentemente posto nelle piastre Petri è il substrato cromogenico della β-galattosidasi, quando questo viene tagliato dall’enzima si produce il 5-bromo-4-cloro indaco di colore blu. Invece l’inserzione del nuovo frammento di DNA dentro il vettore inibisce l’α-complementazione è ciò comporta la formazione di colore bianco. Solamente le colonie bianche sono state recuperate e picchettate su altre piastre petri contenenti LB-Agar-antibiotico ed incubate a 37°C per 24h. Per identificare le colonie che possedevano il plasmide ricombinante, si è picchettato la singola colonia con un puntale sterile e quindi si è immerso il puntale nella miscela della reazione di amplificazione (5 µl di buffer 10x PCR, 1 µl dNTP concentrati 20mM, 1 µl di primer T3 5’-TAATTGGAGTGATTTCCCT-3’ (100ng/ml) ed 1 µl di primer T7 5’-CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’ (100ng/ml) forniti dal kit TOPO TA , 0,25 µl di taq e acqua sterile fino ad un volume finale di 50 µl. Quindi si è effettuata una reazione di PCR con un primo ciclo di 5 minuti a 95°C, 30 cicli di1 minuto a 95°C, 1 minuto a 52°C ed 1minuto a 72°C ed infine 1 ciclo di 8 minuti a 72°C. I cloni ricombinanti sono stati caricati su gel d’agarosio con un marker con frammenti a pesi noti ed il clone è stato selezionato secondo il peso atteso tenendo conto che al peso del frammento vanno aggiunti 105 bp dati dall’inserzione del frammento del plasmide con i primers T3 e T7. In seguito, con l’uso di un puntale sterile, da una piastra precedentemente marcata contenente le cellule batteriche ricombinanti sono state prelevate le cellule corrispondenti al clone scelto e si è proceduto alla crescita batterica in brodo di coltura a 37°C in agitazione a 200 rpm tutta la notte.
Dopo aver atteso la crescita batterica si è proceduto all’estrazione del plasmide utilizzando il kit NucleoSpin Plasmid (Machery Nagel). Sono stati pellettati 5 ml di coltura saturata di E.coli in brodo di coltura (Brodo Lb per un volume finale di 100 ml: NaCl 1 gr, Triptone 1 gr, estratto di lievito 0,5 gr) a 500 x g. È stato rimosso il supernatante e sono stati aggiunti 250 µl di una soluzione A1 (fornita dal kit) ed il pellet è stato risospeso in maniera vigorosa. Sono stati aggiunti quindi 250 µl di una soluzione di lisi denominata A2 (fornita dal kit) contenente SDS e si è mescolato il tutto delicatamente invertendo il tubo da 1,5 ml 6-8 volte, in questa fase il DNA plasmidico viene liberato dalla cellule. Il tubo è stato quindi mantenuto a temperatura ambiente per 5 minuti ed in seguito sono stati aggiunti 300 µl di una soluzione A3 (fornita dal kit) che neutralizza il lisato ottenuto in precedenza e crea le appropriate condizioni per il legame del DNA plasmidico alla membrana silicea che si trova all’interno della colonna. Il tubo è stato quindi mescolato delicatamente circa 6-8 volte, e centrifugato a 500 x g per 10 minuti. In seguito il supernatante è stato caricato su una colonna (fornita dal kit) ed è stato centrifugato a 5000 x g per 1 minuto poi, sono stati aggiunti alla colonna 600 µl della soluzione A4 (fornita dal kit) contenente etanolo, in questo modo i metaboliti, le macromolecole solubili e le varie componenti cellulari sono state rimosse con una centrifugazione a 5000 x g per 1 minuto. Quindi si è proceduto ad un’ulteriore centrifugazione in modo da eliminare dalla colonna i residui del buffer di lavaggio. Al fine di eluire il DNA plasmidico sono stati applicati al centro della colonna 50 µl di acqua sterile, si lasciano ad incubare per qualche minuto e si procede all’eluizione del plasmide centrifugando a 5000 x g per 1 minuto. Il campione, dopo essere stato visualizzato su gel, è stato preparato come descritto in precedenza per il sequenziamento.
5.4.10 Sintesi della sonda ad mRNA per i geni della profenolossidasi
Con l’uso del kit DIG RNA Labeling  (Roche) è possibile sintetizzare un riboprobe ad RNA con nucleotidi marcati con digossigenina (DIG). In particolare la DIG-UTP è stata usata come substrato ed incorporata nel trascritto. Ogni 20-25 nucleotidi nel nuovo trascritto vi è un DIG-UTP. Quindi la sonda è stata rilevata con anticorpi anti-digossigenina. La sonda antisenso (AS) e la senso (S, controllo) sono state sintetizzate a partire dal clone di Cin-PO2. I plasmidi estratti come descritto sopra sono stati sottoposti a reazioni di amplificazione mediante PCR con i primers T3 e T7 al fine di ottenere il DNA stampo necessario per la sintesi delle sonde. L’amplificato è stato caricato su gel al 2% di agarosio e fatto migrare. Il DNA stampo ottenuto è stato purificato mediante l’uso del kit QUIAquick Gel Extraction descritto in precedenza. La concentrazione di DNA richiesta per la sintesi della sonda è di 50µg/µl. Al DNA estratto sono stati aggiunti 2µl di Transcription Buffer 10x (fornito dal kit), 2µl di dNTP LAB (fornito dal kit), 1µl di inibitori delle RNAasi (fornito dal kit), 2µl di polimerasi (fornito dal kit) precisamente la T3 polimerasi per l’antisenso e la T7 polimerasi per il senso, 12µl di DEPC water ed il tutto è stato posto ad incubare per 2h a 37°C. Sono stati aggiunti poi 2µl di DNAase I, che è stata lasciata ad agire per 15 minuti a 37°C, e la reazione è stata blocca aggiungendo 2µl di EDTA 1.2 M pH 8 e si è proceduto alla precipitazione con 1/10 di volume di Sodio acetato 3M, pH 5.2 e 2 volumi di etanolo freddo. Dopo la precipitazione il pellet è stato risospeso in 100µl di DEPC water. La concentrazione della sonda utilizzata negli esperimenti è di 1µg/ml.

5.4.11 Valutazione dell’espressione degli mRNA dei geni della profenolossidasi tramite ibridazione in situ (ISH)

L’ibridazione in situ con sonda ad RNA su sezioni istologiche in paraffina di C. intestinalis è stata condotta per il gene CinPO2A e per il gene CinPO1B.

I geni clonati sono stati subclonati nel vettore plasmidico pCR 4-TOPO per sintetizzare la sonda  ad RNA con il Kit DIG RNA Labeling Kit (Roche) come descritto precedentemente.

le sezioni sono state trattate con una serie decrescente di concentrazioni di etanolo per eliminare ogni traccia di paraffina (1 minuto per ciascun passaggio) e posti 5 minuti in Xilolo, successivamente sono stati eseguiti 3 lavaggi con PBS-T; le sezioni sono poi state incubate per 5 minuti a 37°C con proteinasi K (1µg/ml  Sigma Aldrich). Quindi l’attività enzimatica è stata bloccata con un lavaggio PBS-T contenente lo 0,5% di glicina seguito da tre lavaggi in PBS-T.

I vetrini sono stati incubati per tutta la notte a 37 °C con le sonda senso e antisenso ad RNA in una soluzione d’ibridazione (50% formamide, 5x tampone SSC- 0,3 M NaCl, C6H6O7Na2 3 M; 50 µg/ml eparina, 500 µg/ml tRNA di lievito, e 0.1% Tween 20). Oltre al controllo con la sonda senso, altri 2 controlli sono stati effettuati: uno senza sonda e l’altro preincubando i vetrini con RNAsi A priva di DNAsi (100µg/ml) in camera umida per 3h  a 37°C.

Il giorno seguente, dopo 3 lavaggi in PBS-T e altrettanti in soluzione di lavaggio (0,5% SSC, 1% Tween 20) i vetrini  sono stati incubati per 3 ore con siero di cavallo al 3% (SIGMA-Aldrich), quindi 1 h con anti-DIG-AP Fab fragment (Frammento Fab anti-digossigenina coniugato con la fosfatasi alcalina-Roche) diluito 1:500, lavati in PBS-T e incubati 1 ora con l’inibitore delle fosfatasi alcaline Levamisole 1mM. Alla fine le sezioni istologiche sono state incubate nel substrato cromogeno per la fosfatasi alcalina BCIP/NBT (Sigma-Aldrich). Lo sviluppo è stato bloccato dopo 15 minuti a temperatura ambiente immergendo i vetrini in acqua distillata sterile. Per concludere i preparati istologici sono stati disidratati nella serie crescente degli alcool (2 minuti per ciascun passaggio), posti 6 minuti in Xilolo e chiusi con Eukitt per potere effettuare le osservazioni al microscopio ottico.

6.Risultati e Discussioni

6.1 La tunica
6.1.1 Osservazioni in situ
L’attività fenolossidasica (PO) è stata esaminata nella tunica di Ciona intestinalis in seguito all’inoculo di lipopolisaccaridi (LPS). Dopo l’inoculo di LPS parte della tunica è stata asportata ed esaminata in presenza di DOPA-MBTH. L’attività PO veniva aumentata dall’azione dell’ LPS e ulteriormente aumentata dalle proteasi esogene. Uno degli inibitori specifici, il dietilcarbammato, è stato utilizzato per dimostrare la specificità della reazione.
Osservazioni al microscopio dopo 24 ore,  indicano che gli emociti popolano densamente la matrice ed alcuni tipi hanno un’intensa attività PO (Fig. 15). Un più alto ingrandimento ha rivelato che principalmente sono i tipi cellulari URG e granulociti che popolano il tessuto infiammato e contengono PO (Fig 16 a). Le immagini ingrandite al microscopio ottico della zona dell’inoculo mostrano una colorazione di fondo riconducibile alla presenza di chinoni liberi prodotti dalla reazione. 
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Fig. 15  Tunica di C.intestinalis a 24 ore dall’inoculo di LPS, esaminata mediante reazione con DOPA-MBTH (a). Osservazione in presenza di DETC (Inibitore specifico della PO) (b): osservazioni al microscopio ottico del tessuto espiantato (c, d, e).

In diversi esperimenti, molte ascidie trattate presentano un danno tissutale e, dopo 24-48 ore dall’inoculo, segue spesso una fase di riparo della ferita, come già ampiamente descritto precedentemente (Parrinello et al., 1977), mediata da eventi infiammatori cellulo-mediati con la formazione di una spessa capsula.

Viene prodotta, quindi, una forte reazione infiammatoria; numerosi emociti di vario tipo si infiltrano rapidamente nel tessuto della tunica, dove rilasciano i loro granuli o il contenuto dei vacuoli (Fig 17). 

[image: image24]
Fig. 16 Osservazioni a più alto ingrandimento degli espianti di tunica. Colorazione citochimica con DOPA-MBTH (b,c) o in presenza di DETC (inibitore specifico della PO) (a).

6.1.2 Attività fenolossidasica dell’omogenato di tunica (THS)
L’attività del supernatante dell’omogenato di tunica (THS, Tunic Homogenate Supernatant) è stata valutata usando la L-Diidrossifenilalanina (L-DOPA) come substrato in presenza di 3-metile-2-benzotiazolinone idrazone (MBTH) quest’ultima sostanza si lega ai chinoni, prodotti di reazione dell’enzima PO, diventando un prodotto visibile a circa 505 nm.

Preliminarmente è stata misurata l’assorbanza relativa a campioni di tunica trattati con DOPA-MBTH, per evidenziare la curva caratteristica di tale miscela di reazione; la lettura effettuata allo spettrofotometro tra 350 e 700 nm ha evidenziato che la lunghezza d’onda ottimale per la valutazione dell’attività si trova all’interno di un range che va da 490 a 505 nm (Fig. 17). Per tutte le successive analisi quindi i campioni sono stati analizzati a 505 nm.
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Fig. 17 valori tipici di assorbanza relativi al supernatante dell’omogenato di tunica (THS) trattati con la miscela di reazione DOPA-MBTH per rilevare l’attività fenolossidasica.

La reazione con DOPA-MBTH ha raggiunto i valori più alti dopo 20 minuti di incubazione e si è mantenuta relativamente costante anche dopo un’ora (Fig 20); l’attività è inoltre indipendente dal calcio mantenendosi ai valori simili ai controlli anche in presenza di EDTA (dato non mostrato).

6.1.3 Modulazione dell’attività della PO del THS in vitro
Il THS mantiene livelli relativamente bassi di attività (22,5 ± 2,8 U) quando non subisce alcun tipo di trattamento, aumenta invece significativamente in presenza di tripsina (59,4 ± 7,2 U) (Tab. 2).
La specificità della reazione della fenolossidasi è stata dimostrata con l’utilizzo di specifici inibitori aggiunti al THS prima dell’attivazione con LPS o tripsina. In particolare la feniltiurea (14,2 ±  5,3 U), il tropolone (12,1 ± 10,0 U) e il dietilcarbammato (8,2 ± 2,3 U), inibiscono significativamente l’attività PO del THS. 
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  Trattamento         Attività fenolossidasica          Attivazione da tripsina 

                          ((A505 min-1mg-1 proteina)            (0,5 mg/ml)
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Tampone  controllo            22,5 ± 2,8          ***        59,4 ±  7,2 

STI (0,5 mg/ml)                21,6 ± 6,6                        28,6 ±  2,2 

SBBI (0.5mg/ml)               18,6 ± 2,3                          25,6 ±  3,1
Inibitori della PO

PTU (1 mM)                     14,2 ±  5,3 *

Tropolone (100 mM)         12,1 ± 10,0 **   
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DETC (10 mM)                  8,2  ± 2,3 ***

LPS

LPS (E. coli, 0,5 mg/ml)     49,2 ± 16,9 **

LPS (E. coli 0,25 mg/ml)    54,3 ± 12,4 **
________________________________________________

Tab. 2 Attività fenolossidasica dei  THS non trattati dopo 20 minuti di incubazione con LPS, inibitori della PO e tripsina. I valori sono il risultato della media di tre esperimenti effettuati in triplicato ± S.D. (P<0,01;**P<0,01; ***P<0,001).
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Fig. 18 Cinetica dell’attività PO dell’omogenato di tunica di Ciona intestinalis (DOPA come substrato e MBTH usato per rivelare i chinoni), prima e dopo trattamento di campioni con proteasi. PBS (controllo) ((); tripsina (1mg/ml) (■); tripsina in presenza del su inibitore soybean trypsin inhibitor (STI) (􀂑). 

La presenza di soybean bowman-birk inhibitor (SBBI-Sigma) inibisce l’effetto delle tripsina maggiormente di quanto non faccia il soybean trypsin inhibitor (STI- Sigma) (Tab. 2).

Inoltre, il soybean trypsin inhibitor (STI) sembra avere un effetto attivante quando è associato all’LPS.

L’attività PO aumenta significativamente in seguito ad incubazione con LPS (49,2 ± 16,9U).
Il sistema di attivazione della profenolossidasi è finemente regolato, in modo da evitare una prematura attivazione (Cerenius & Söderhäll 2004; Kanost et al., 2004).
La regolazione è resa possibile in parte, dal fatto che sia la fenolossidasi che gli enzimi coinvolti in questo pathway richiedono una attivazione per poter funzionare, inoltre, è stato dimostrato che l’emolinfa di insetti e crostacei contiene degli inibitori delle serin-proteasi che prevengono una non necessaria attivazione della fenolossidasi (Kanost et al., 2004).
Dall’emolinfa di P. leniusculus è stata purificata una proteina chiamata pacifastina che sembra inibire l’attivazione della profenolossidasi (Hergenhahn et al., 1987); da Schistocerca gregaria sono stati isolati due putativi geni regolatori negativi della fenolossidasi SGPI-1 e SGPI-2 (Fransess et al., 2008).

La tunica di C. intestinalis è altamente vascolarizzata e contiene sia cellule che plasma; anche gli estratti usati per i nostri studi contengono probabilmente queste componenti che potrebbero essere coinvolte nel sistema di attivazione della fenolossidasi.
6.1.4 Elettroforesi ed attività fenolossidasica
L’elettroforesi in condizioni native (in assenza di SDS) (Fig. 19) ha mostrato una labile attività PO (LANE 1) (Fig 21) che è diventata evidente dopo trattamento del capione con tripsina (LANE 2). Dopo tale trattamento si nota, inoltre, un aumento dell’attività nel pozzetto segno evidente che l’elettroforesi in condizioni native non permette la migrazione del campione indicando un peso molecolare elevato dovuto probabilmente alla polimerizzazione dell’enzima.
L’analisi tramite SDS-PAGE, in condizioni quindi non native, aveva evidenziato la presenza di tre forme proteiche con attività PO, una dal peso molecolare di 170 kDa, una da 120 kDa e l’altra da 90 kDa; la maggiore attività fenolossidasica sembra essere localizzata in corrispondenza della banda più leggera, di 90 kDa che corrisponde al peso molecolare ipotizzabile in relazione ai due geni trovati nel genoma di C. intestinalis (Cammarata et al., 2008). Le due bande a peso molecolare più elevato potrebbero corrispondere a dimeri e multidimeri delle singole subunità, la proPO esiste infatti sottoforma di omodimero (Frizzo et al., 1999) o eterodimero (Ashida & Yamazaki, 1990). I dati relativi all’analisi su SDS-PAGE del lisato emocitario di C. intestinalis di bande separate (Parrinello et al. 2003) mostrano la presenza di una componente di 188 kDa e una di circa 74 kDa per la banda ricca in  emociti granulari e una di 175 per quella ricca in  URG; anche in questo caso è stata ipotizzata la forma monomerica per la componente di 74 kDa. Nello stesso studio il lisato emocitario ottenuto da bande separate di Styela plicata conteneva una componente da 121 kDa nella banda ricca in cellule a morula; per Phallusia mammillata la stessa procedura ha portato all’identificazioe di una componente di 150 kDa per la banda ricca in cellule compartimentate e di una componente della banda ricca in leucociti granulari che aumentava la sua intensità in assenza di SDS e in seguito a trattamento con tripsina.
Negli insetti le proPO possono presentarsi sottoforma di monomeri, dimeri, tetrametri o pentameri. Nella zanzara gialla Aedes aegypti, ad esempio, la PO nel plasma ha un peso molecolare di 130 KDa, e consiste di un eterodimero con una subunità di 76 KDa ed una di 62 o 58 KDa (Burks & Fuchs, 1995). Nell’anfiosso Branchiostoma belcheri tsingtauense è stata recentemente riportata la presenza di una proPO nel fluido umorale, ed è stato ipotizzato possa trattarsi di un eterotrimero con tre polipeptidi tenuti insieme da ponti disolfuro, con subunità di 72, 46 e 44 KDa (Pang et al., 2004). In una recente ricerca svolta su due specie di crostacei decapodi, Palinurus elephas e Astacus leptodactylus, inoltre la fenolossidasi è stata riscontrata sottoforma di esameri (Jaenicke & Decker, 2003).
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Fig 19 Elettroforesi del THS (300 µg/ml) in condizioni native (7,5%), in assenza di tripsina (lane 1) ed in seguito a trattamento con 1 µg/µl di tripsina (lane 2).
L’analisi SDS-PAGE e il trattamento del gel per l’attività SOD Zn/Cu- dipendente (Fig. 20) ha permesso di identificare una componente dal peso molecolare di circa 116 kDa con attività superossidodismutasica; tale attività aumenta nei campioni di  THS ottenuti da animali inoculati con LPS rispetto a quelli non trattati (lane 1), e aumenta in particolare alle 24 ore (lane 3) rispetto alle 4 ore dall’inoculo (lane 2), lo stesso risultato si ottiene utilizzando campioni di HLS (dato non mostrato).
Il trattamento con un inibitore specifico della SOD, il dietilcarbammato (DEC) inibisce in effetti tale attività sia nei campioni non trattati che in quelli trattati (lanes 4, 5, 6).
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Fig.20 SDS-PAGE (7,5%) e trattamento per la SOD di  THS di organismi non trattati con LPS (lane 1), 4 ore LPS (lane 2) 24 ore LPS (lane 3); stessi campioni nello stesso ordine trattati con inibitore della SOD (lanes 4, 5, 6 ).

6.2 Cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) 
6.2.1 Analisi HPLC della fenolossidasi 

La PO è stata descritta in varie ascidie solitarie e coloniali, queste contengono un enzima inattivo all’interno dei vacuoli delle cellule a morula (Chaga 1980; Smith a Söderhäll 1991; Jackson et al., 1993; Arizza et al., 1995; Ballarin et al., 1995).

In Botryllus schlosseri la PO è stata purificata attraverso HPLC e caratterizzata elettroforeticamente e spettrofotometricamente; il peso molecolare apparente, determinato mediante sds-page, è di circa 160 kDa ma non ci sono dati circa il peso molecolare in condizioni native; è una proteina relativamente termolabile, con un’attività massima a 38°c ed un pH ottimale di circa 7. Questo enzima viene inibito irreversibilmente da agenti chelanti i metalli, quali edta e dietilditiocarbammato e inibito reversibilmente da benzoato di sodio. 
In Halocynthia roretzi la PO è stata purificata tramite cromatografie a scambio ionico e gel filtration (Sephadex). La fenolossidasi di Halocynthia roretzi è stata caratterizzata come metalloenzima che richiede ioni rame per esprimere la sua attività. Si pensa che la PO venga rilasciata dagli emociti come fattore umorale nel sistema di difesa di H. roretzi (Azumi et al., 1998).

Nei grafici sono rappresentati i profili di analisi ottenuti tramite cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) a 350 psi utilizzando una colonna ad esclusione di peso molecolare BioSuite 250-10 µm (Waters).

Le prime analisi sono state condotte su proteine a peso molecolare noto ( Fig 22 A, B), successivamente l’analisi di vari campioni di THS (Fig. 21) ha messo in evidenza due picchi confluenti che si evidenziano a circa cinque minuti dall’immissione del campione corrispondenti a proteine ad alto peso molecolare, ed una serie di altri picchi a volumi di eluizioni maggiori. 

I campioni sono stati raccolti in frazioni da 1ml/min concentrati 10 volte per centrifugazione a 5000 x g con microconcentratori (Centrifugal Devices Nanosep 3K Omega) e successivamente analizzati per l’attività fenolossidasica. Le frazioni 5 e 6 corrispondenti ai due picchi sopra descritti contengono le PO/proPO, come è stato messo in evidenza dalla positività alla reazione con DOPA-MBTH (Fig. 24 C). L’aggiunta di tripsina determina, inoltre, un aumento dell’attività PO dei campioni ottenuti dopo inoculo di LPS rispetto ad un campione di THS non trattato (Fig 21 B).

Dopo la purificazione di un campione di THS sono stati nuovamente analizzati separatamente il 1° picco (5 ml) (Fig. 22 B) e il 2° picco (6 ml) (Fig 22 C). Le frazioni così ottenute, trattate con DOPA-MBTH, hanno messo in evidenza un’attività PO simile in entrambi i picchi che potrebbero perciò essere collegati ad eventi di polimerizzazione dell’enzima come già evidenziato dalle analisi elettroforetiche.
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Fig. 21 Profili di separazione del THS ottenuti tramite HPLC a 350 psi (A) e modulazione dell’attività PO in presenza ed in assenza di tripsina ( B )
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Fig. 22 A, profilo di separazione di proteine a peso molecolare noto; B pesi molecolari delle stesse in relazione al volume  di eluizione.
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Fig. 22 Profili di separazione ottenuti tramite HPLC a 350 psi di campioni di THS non inoculati (A), successiva analisi del  primo picco (B), e del secondo (c) .
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Fig. 23 Profili di separazione ottenuti tramite HPLC a 350 psi di campioni di THS non inoculati (A), inoculati 4h con LPS (B) ed inoculati 24h con LPS (C); i grafici a colonna rappresentano i valori di assorbanza  (505 nm).
Sono stati saggiati anche campioni di THS non inoculato, ed inoculato con LPS per 4 e 24 h ( Fig. 26 B; Fig.  26 C). L’attività PO è stata trovata solo nel primo picco (identificato col volume di eluizione pari a 5 ml) e secondo picco (identificato col volume di eluizione pari 6 ml) misurando i valori di assorbanza (505 nm) in seguito a trattamento con DOPA-MBTH; le frazioni ottenute sono state saggiate sia in presenza che in assenza di tripsina. I due picchi ottenuti dalla separazione di campioni inoculati con LPS dopo quattro ore mostrano una attività attivabile da tripsina (profenolossidasi attivabile) significativamente più elevata dei corrispondenti picchi dei campioni non inoculati o inoculati con LPS (24h). Questo risultato è in accordo con quanto ottenuto dal confronto tra gli stessi campioni non separati e indica che la separazione su HPLC, alle condizioni da noi messe a punto, non altera l’attività dell’enzima o la sua attivabilità.
Una verifica elettroforetica è stata fatta per il campione non purificato (Fig 24 lane 1) e per i due picchi di un campione (LPS 4h) caratterizzati dalla presenza della PO (lanes 2 e 3); nella lane 4 il picco 1 è stato trattato con DOPA-MBTH. 
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Fig.24 Elettroforesi su gel di poliacrilamide (SDS-PAGE) (7,5%) di un campione di THS non purificato (lane 1), dei due picchi caratterizzati dalla presenza di PO (lanes 2 e 3) del primo picco trattato con DOPA-MBTH (lane 4) e del secondo (lane 5).
6.3 Valutazione dell’espressione dell’enzima PO
6.3.1 Purificazione di anticorpi tramite cromatografia di affinità
In precedenza era stato prodotto un antisiero policlonale diretto verso un peptide sintetizzato (12-aa, EFHNDRRNRGFC) a partire dalla sequenza dedotta dal gene della CinPO-2 (Immersberger & Burmester 2004; Cammarata et al. 2008).
Per ottenere degli anticorpi specifici dal siero immune così ottenuto è stata utilizzata la cromatografia di affinità coniugata con l’antigene specifico.
Nella figura 25 sono mostrati i valori di assorbanza delle frazioni di anticorpo Anti-CinPO-2 ottenute tramite la purificazione per cromatografia di affinità con colonna di sefarosio 4B già attivate con Bromuro di cianogeno (CNBr) contenente resina coniugata al peptide specifico; in base a tali valori le frazioni sono state raccolte a partire dalla frazione n° 19 e dializzate contro un tampone fosfato over night e conservate a -20 C°.
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Fig.25 Valori di assorbanza delle frazioni ottenute durante la purificazione
6.3.2 ELISA indiretto e inibizione competitiva
I saggi ELISA e di inibizione competitiva rivelano che l’ anticorpo policlonali  Anti-CinPO-2 è specifico per il peptide.

Il titolo ottimale dell’ anticorpo è 1:5.000. Nel saggio ELISA competitivo gli anticorpi alle diverse diluizioni, vengono inibiti per competizione dal peptide libero (Fig.26).
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Fig.26 Piastra con peptide PO2, nelle prime due colonne è stata effettuata la reazione con anticorpo primario e secondario, seguono i controlli nei quali è stato utilizzato soltanto l’anticorpo primario (colonna 3 e 4), soltanto l’anticorpo secondario (colonna 5 e 6), o è stata effettuata l’inibizione competitiva (colonna 6 e 7) o semplicemente è stato omesso il peptide (colonna 8 e 9).
Nella figura 27 sono riportati i valori di assorbanza relativi all’esperimento (in rosso) nel quale sono stati utilizzati sia l’anticorpo primario purificato (Anti-CinPO-2) e l’anticorpo secondario e quello relativo all’inibizione competitiva (in nero) in cui i peptidi legati alle piastre dopo i lavaggi in PBS-T e trattamento con la soluzione di bloccaggio, sono stati incubati con 100µl dei rispettivi anticorpi diluiti in PBS-T, in presenza del peptide (10µg/pozzetto).
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Fig. 27 Valori di assorbanza del saggio ELISA in funzione di diverse diluizioni; Linea rossa-esperimento, linea nera-inibizione competitiva.
6.3.3 Immunoblotting con anticorpo Anti-CinPO-2
L’immunoblotting effettuato con anticorpo anti-CinPO-2 purificato (1:500) ha messo in evidenza due bande che cross-reagiscono con l’anticorpo, una più evidente con un peso molecolare che si aggira intorno ai 170 kDa e una più labile da 90 kDa (Fig. 28), entrambe le bande risultano più marcate nei campioni di tunica trattati (4 ore LPS) rispetto a qualli non trattati tali pesi molecolari corrispondono al pattern già riscontrato su gel di poliacrilammide trattato con Dopa ed MBTH dopo migrazione elettroforetica dei campioni purificati tramite HPLC (vedi Fig.24, lane 4).
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Fig.28 Immunoblotting con anticorpo Anti-CinPO-2.

Lane1- THS non trattati, lane 2- THS 24 ore trattato con LPS (1 mg/ml)
6.3.4 Valutazione dell’espressione di CinPO-2 su sezioni di tunica e faringe tramite reazione immunoistochimica 

Allo scopo di verificare la presenza delle nwell’enzima nella tunica e nel Ciona intestinalis e la loro distribuzione durante il processo infiammatorio si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni trasversali di faringe d’individui non trattati, ed inoculati con LPS a vari tempi.

Nei controlli rappresentati dalle sezioni incubate con il solo anticorpo secondario, anti-Ig G di coniglio, nessuna positività era presente.

Analizzando le sezioni di individui non trattati e trattati con LPS si è osservato che l’enzima PO risulta essere presente nella tunica, in particolare nella parte più prossima alla cuticola  e nel faringe, principalmente nella membrana basale dell’endotelio e degli emociti all’interno dei vasi (fig. 33).

6.4 Emociti
6.4.1 Identificazione degli emociti, attività PO, immunocitochimica anti-CinPO-2
In relazione anche ai dati ottenuti in lavori precedenti (Cammarata et al 2008) è risultato chiaro che i tipi cellulari contenenti PO cambiano, in termini percentuali ma anche di tipo, durante il processo infiammatorio. La sola colorazione enzimatica per la presenza dell’enzima, e l’uso dell’anticorpo anti-Cin-PO2 non hanno consentito una definitiva risposta allo studio dell’attività PO degli emociti circolanti durante il processo infiammatorio.

Per localizzare la profenolossidasi negli emociti di C.intestinalis è spesso usata la microscopia luce ma molti studiosi hanno spesso registrato dei cambiamenti nella morfologia delle cellule durante l’osservazione; in molti casi il processo di fissazione crea un microambiente molto differente rispetto a quello dell’ organismo e spesso dopo l’incubazione con L-DOPA è difficile vedere chiaramente gli emociti a causa di una deposizione di pigmento scuro all’interno della cellula (Ling et al 2005).

Recentemente l’utilizzo della microscopia a fluorescenza è stato utile per osservare nel dettaglio la morfologia cellulare. 

In questo studio è stata utilizzata una combinazione della microscopia a luce con quella a fluorescenza per osservare diversi tipi cellulari e localizzare la profenolossidasi.
L’arancio di acridina è spesso usata insieme all’etidio bromuro per differenziare le cellule vive da quelle apoptotiche. L’acridina orange interagisce infatti col DNA per intercalante e con l’RNA per attrazione elettrostatica, colorando il primo di verde e il secondo di rosso; inoltre può colorare granuli di arancio quando il loro contenuto è acido, di verde in seguito ad alcalizzazione. 
Il bromuro d'etidio è una molecola intercalante di acidi nucleici (DNA e RNA) comunemente utilizzata in tecniche di biologia molecolare come l'elettroforesi in gel d'agarosio. Quando è esposto ai raggi ultravioletti, infatti, esso è in grado di emettere fluorescenza che si intensifica di quasi 20 volte se intercalato nel DNA.
Come si può vedere nella tabella 3 la combinazione dei due fluoricromi e l’utilizzo del microscopio a fluorescenza ha permesso di discriminare i tipi cellulari.

Nello specifico è stato possibile identificare con chiarezza la localizzazione del nucleo colorato in verde nelle cellule vitali; tale tecnica ci ha permesso inoltre di apprezzare le differenze tra i diversi granuli, sia in termini di numero, di grandezza ma anche di contenuto.

I granuli dei granulociti si presentano numerosi, di piccole dimensioni e all’osservazione risultano colorati di rosso; le morule presentano granuli di maggiori dimensioni rispetto ai primi e nella maggior parte dei casi colorati in verde; si colora invece di rosso-arancio il grande e unico granulo delle URG.

Gli amebociti ialini, che spesso risultano di difficile identificazione al microscopio luce, risultano chiaramente diversificati dalle altre cellule, tale colorazione evidenzia infatti i caratteristici pseudopodi ed esalta la posizione del nucleo; altrettanto caratteristica è la colorazione delle “ring cells” nelle quali in nucleo risulta confinato in una regione periferica e il resto dello spazio è occupato da un unico grande granulo di materiale che al TEM risulta elettrondenso, infine le “orange cells”, facilmente distinguibili al microscopio luce per il loro caratteristico colore arancio, risultano invece negative alla colorazione con fluoro cromi. 

Questa tecnica e la colorazione prodotta dalla combinazione dei diversi coloranti insieme al trattamento con la miscela di reazione specifica per la fenolossidasi (Dopa-MBTH) ha permesso di discriminare i diversi tipi cellulari presenti in C. intestinalis sulla base delle loro caratteristiche morfologiche oltre che di indagare sulla loro attività profenolossidasica, che risulta presente in due tipi cellulari, i granulociti e le URG (Figura 15).
La presenza della profenolossidasi è stato inoltre indagato effettuando reazioni di immunocitochimica con l’anticorpo policlonale Anti-CinPO-2; tale tecnica ha evidenziato una positività all’anticorpo che marca specificatamente  i granulociti univacuolari rifrangenti (URG). Resta aperta la questione che riguarda le cellule a morula e gli amebociti granulari la cui positività subisce delle variazioni durante gli esperimenti condotti.

Gli stessi emociti non risultano colorati nei controlli negativi effettuati col siero preimmune od omettendo l’anticorpo secondario.
Un altro saggio è stato utilizzato per identificare la presenza del substrato dell’enzima fenolossidasi, la Diidrossifenilalanina (DOPA), negli emociti di Ciona; il saggio prevede un trattamento con una soluzione che permette di localizzare con un colore blu scuro la presenza del suddetto aminoacido.

Le cellule risultate positive al saggio sono le URG e le cellule a morula/compartimentale.



6.5 Indagini molecolari: espressione della Profenolossidasi, SOD Cu/Zn-dipendente e Perossinectina in C. intestinalis.

L’enzima profenolossidasi è stato clonato e sequenziato da diversi organismi (Kawabata et al. 1995; Fujimoto et al., 1995; Hall et al; 1995; Aspan et al., 1995; Hongwei Gao et al. 2008) e le analisi comparative con altre proteine contenenti rame hanno mostrato che questa proteina contiene due siti di legame per il rame che hanno entrambi una maggiore similarità di sequenza con le emocianice che con le tirosinasi.
Immersberger e Burmester (2004) hanno clonato e sequenziato due sequenze nucleotidiche di fenolossidasi, riportando che le proteine emocianina-simile di C.intestinalis agisce come fenolossidasi (Tab. 5).

Questi due enzimi, chiamati CinPO-1 e CinPO-2 e con un ipotetico peso molecolare di rispettivamente 92,0 kDa e 86,9 kDa mostrano il 43,2 % di similarità e non contengono peptidi segnale.
Da analisi effetuate con “Expasy Proteomic server” (ProtParam) risulta che CinPO-1 è composta da 794 aminoacidi, presenta un punto isolelettrico di 5,83; la proteina presenta un tempo di emivita stimato di 30 ore.
CinPO-2 è costituita invece da 774 aminoacidi, ha un punto isolettrico di 7,69, ha un tempo di emivita stimato di 1,9 ore.
Nella tabella seguente è riportata la composizione in aminoacidi di entrambe le proteine:
	CIN PO-1
	CIN PO-2

	
	num aa
	%
	num aa
	%

	Ala (A)
	36
	4.5%
	50
	6.5%

	Arg (R)
	54
	6.8%
	59
	7.6%

	Asn (N)
	48
	6.0%
	48
	6.2%

	Asp (D)
	59
	7.4%
	39
	5.0%

	Cys (C)
	16
	2.0%
	8
	1.0%

	Gln (Q)
	24
	3.0%
	34
	4.4%

	Glu (E)
	56
	7.1%
	34
	4.4%

	Gly (G)
	57
	7.2%
	60
	7.8%

	His (H)
	22
	2.8%
	20
	2.6%

	Ile (I)
	37
	4.7%
	42
	5.4%

	Leu (L)
	53
	6.7%
	48
	6.2%

	Lys (K)
	45
	5.7%
	15
	1.9%

	Met (M)
	27
	3.4%
	22
	2.8%

	Phe (F)
	35
	4.4%
	36
	4.7%

	Pro (P)
	43
	5.4%
	41
	5.3%

	Ser (S)
	37
	4.7%
	77
	9.9%

	Thr (T)
	38
	4.8%
	44
	5.7%

	Trp (W)
	20
	2.5%
	20
	2.6%

	Tyr (Y)
	36
	4.5%
	24
	3.1%

	Val (V)
	51
	6.4%
	53
	6.8%

	Pyl (O)
	0
	0.0%
	0
	0.0%

	Sec (U)
	0
	0.0%
	0
	0.0%


Tab 4.composizione aminoacidica de CinPO-1 e CinPO-2
Analisi comparative tramite il programma “Ensamble” sono state condotte al fine di individuare la presenza di sequenze omologhe ai due geni della profenolossidasi in altre ascidie; l’analisi BLAST verso il genoma di Ciona savigny ha mostrato la presenza di due regioni con il 66% e il 65% di similarità con CinPO-1 e CinPO-2 rispettivamente. 
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Fig. 29 Allineamento dei siti di legame del rame della fenolossidasi di C. intestinalis, paragonata con la fenolossidasi di artropodi, con alcune emocianine e diverse tirosinasi.
In seguito allo studio delle due sequenze dei geni della PO (CinPO1-AJ7547813, CinPO2-AJ7547813) abbiamo verificato la presenza dell’ mRNA di tali geni nel DNA totale degli emociti di C.intestinalis utilizzando due diverse combinazioni di primers specifici, chiamati A e B, per ciascuna delle due sequenze. 
L’analisi della omologia strutturale è stata effettuata utilizzando lo spazio di lavoro SWISS-MODEL. Le analisi successive e la rappresentazione grafica è stata effettuata utilizzando il software DeepView /Swiss- Pdb Viewer v. 4.0.1. Il risultato ottenuto mostra (Figura 30 A) una omologia di CinPO-1 strutturale con la sub unità II dell’emocianina di Limulus polyphemus (Hazes et al. 1993). La struttura prevista per CinPO-2 mostra una significativa omologia strutturale (Figura 30 B) con la subunità C1 dell’emocianina dello scorpione Pandinus imperator (Cong et al. 2009).

    

Fig. 30 Ricostruzione tridimensionale delle strutture proteiche di CinPO-1 (A) e CinPO-2 (B), le frecce indicano l’ipotetica localizzazione del sito attivo.
	
	Cin – PO1
	Cin -PO2
	Gene

Perossinectino-simile
	Gene

Cu-Zn SOD- simile

	mRNA
	AJ7547814
	AJ7547814
	Ipotetico

XP_002126285
	Ipotetico

XP_002122526

	Proteina
	Completo;

794 aa
	Parziale N-term :

inizio ATG assente.

774 aa

(768 aa in jgi : 279870)
	Completo
960 aa
	Completo
154 aa

	Peso molecolare

putativo
	92.0 kDa
	86.9 kDa
	105.0 kDa
	15.6 kDa

	Dominio/sito

di legame
	Sito di legame per il rame
	Sito di legame

per il rame
	Sito di legame

per le cellule/perossidasi
	Cu-Zn

	Referenze
	Burmester  et al., 2004
	Burmester et al., 2004
	Questo lavoro
	Questo lavoro


Tab. 5 Informazioni relative ad alcuni geni coinvolti nel pathway di attivazione dalla fenolossidasi
La verifica su gel di agarosio (Fig. 31) ha permesso di constatare la presenza di tali geni tra gli mRNA estratti dalle cellule e la corrispondenza della loro lunghezza in termini di bp con i dati depositati nel databank di C.intestinalis.

Nella figura 31 di seguito troviamo da sinistra verso destra: uno standard da 100 bp, CinPO-1 con la prima combinazione di primers da noi chiamati A (450 bp), segue CinPO-1 con la coppia di primers B (350 bp), CinPO-2-A (270 bp) e infine CinPO-2-B (400 bp).
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Fig. 31  Verifica degli amplificati su gel di agarosio, lane1 standard 100 bp, lane 2 controllo, lane 3 CinPO-1-A, lane 4 CinPO-1-B, lane CinPO-2-A. lane 5 CinPO-2-B._
Le bande sono state poi tagliate dal gel, liofilizzate per il sequenziamento.
Le sequenze cosi’ ottenute sono state utilizzate per condurre un analisi con BLAST che ha stabilito che gli amplificati corrispondono a due diverse regioni ad alta omologia sia in CinPO-1 (Fig 32 A) che in CinPO-2 ( Fig 32 B).
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Fig. 32 A, B rappresentazione schematica dei due geni della fenolossidasi CinPO-1 (A) e CinPO-2 (B): i cerchietti in giallo indicano la posizione dei primers scelti per l’amplificazione, i box in fucsia le regioni da noi amplificate. Lo studio ha inoltre permesso di identificare i possibili siti di taglio della tripsina (frecce marcate in rosso), caratteristici di tale enzima, alcuni dei quali ricadono all’interno della porzione da noi amplificata.
Tramite la ricerca genomica e l’analisi con “blast”, è stata mostrata per la prima volta la presenza di un ipotetico gene per la perossinectina che mostra il putativo dominio per la perossidasi, il sito di legame cellulare attraverso il peptide Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (LKKGDR) (tab.5) e il 35% di identità con la perossinectina di P. leniusculus (CAA62752). Un’altro gene coinvolto nel sistema della profenolossidasi negli artropodi è la Cu-Zn superossido dismutasi (Johansson et al 1999).  
Utilizzando il supernatante del lisato degli emociti e l’estratto della tunica si è verificata la presenza dell’attività dell’enzima SOD su SDS-PAGE al 7.5% il peso molecolare del probabile multimero e di circa 116 kDa è l’attività è significativamente più alta negli estratti ottenuti da tuniche inoculate da LPS (Fig. 20).
Usando la sequenza aminoacidica della Cu-Zn superossido dismutasi di Halocynthia roretzi (Abe et al., 1999) come query in un sistema di ricerca verso il database di NCBI/GenBank (P81926), abbiamo trovato un CDS putativo con il 46% di identità con la Cu-Zn SOD di H. roretzi (tab 5.) 
Quindi lo stesso tipo di studio è stato effettuato per verificare la presenza negli emociti di altri due geni coinvolti nall’attivazione della PO: la perossinectina di P. leniusculus (XP_002126285) è stata da noi identificata nel genoma di Ciona intestinalis insieme alla superossido-dismutasi Zn-Cu dipendente trovata nel genoma di C. intestinalis sulla base dell’omologia con la già nota corrispondente molecola studiata su H. roretzi (XP_002122526); la verifica su gel di agarosio ha permesso di stabilire la loro presenza negli emociti di Ciona intestinalis (banda di 400 bp per la perossinectina e di 300 per la Superossido-dismutasi) (Fig 33).
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Fig.33 verifica degli amplificati su gel di agarosio: lane 1 Marker 100 bp, lane 2 PXNA, lane3 controllo, lane 4 SOD
In seguito al sequenziamento anche in questo caso l’analisi con BLAST ha permesso di identificare delle regioni ad elevata omologia con le sequenze note presenti in banca dati. 
Nella figura 34 è rappresentato l’allineamento tra le sequenze utilizzate come query e quelle da noi amplificate.

Dallo studio della sequenza della perossinectina (PXNA) è emersa la presenza del peptide segnale (1-23, box turchese), e del caratteristico sito di legame cellulare (peptide LKKGDR, cerchietto verde ) (fig.34 A).

[image: image48]
A

[image: image49] B
Fig. 34 A, B rappresentazione schematica dei geni della perossinectina (A) e superossidodismutasi (B): i cerchietti in giallo indicano la posizione dei primers scelti per l’amplificazione, i box in fucsia le regioni da noi amplificate, il box turchese indica il peptide segnale.
La presenza di questi mRNA negli emociti circolanti propone uno scenario simile a quello dimostrato per gli artropodi e consente di ipotizzare un percorso di lavoro relativo alla localizzazione ed alla valutazione quantitativa dell’espressione più di questi mRNA. 
6.5.1 Valutazione della espressione dell’mRNA tramite ibridazione in situ
Dopo aver identificato la presenza dell’ mRNA nelle cellule e nei tessuti di C.intestinalis abbiamo utilizzato la stessa sequenza che conteneva il peptide impiegato per la produzione dell’anticorpo (CinPO-2)  per la creazione di una sonda ad mRNA specifica per il gene CinPO-2A a partire dal prodotto di amplificazione ottenuto tramite reazioni di PCR
Le reazioni di ibridazioni in situ sono state effettuate su sezioni del cestello branchiale ottenute a partire da campioni ottenuti a 24 ore dall’inoculo con LPS.
Le osservazioni al microscopio hanno permesso di localizzare il trascritto al livello dell’endotelio dei vasi del faringe e delle cellule che lo popolano, il trascritto risulta maggiormente espresso nelle sezioni ottenute da organismi trattati con LPS (24 ore) (Fig. 35 C-D) rispetto a quelli non trattati (Fig. 35 B); la presenza dell’mRNA non è stata invece riscontrata nelle sezioni di tunica, sia di organismi inoculati con LPS che non trattati, diversamente da quanto ottenuto con i saggi di immunoistochimica che mostrano una distribuzione dell’enzima (Fig. 35 G) anche a livello della tunica oltre che nell’endotelio.



Fig 35 reazione ISH su sezioni di faringe 24 ore LPS (A, B), ISH faringe di animali non trattati (C); esperimento controllo (D); reazioni di immunoistochimica su sezioni di tunica 24 ore LPS (E), faringe 24 ore LPS (F), faringe di animali non trattati (G), esperimento controllo (H).
7. Considerazioni conclusive
La capacità di riconoscere i corpi estranei rappresenta la forma più semplice di immunità per gli organismi; il processo di identificazione del non self è infatti la prima forma di risposta immunitaria, presente sia negli invertebrati che nei vertebrati.

L’ interesse scientifico per gli invertebrati si è notevolmente accresciuto, sono state infatti effettuate numerose ricerche al fine di aumentare le conoscenze su alcuni temi importanti, tra questi i meccanismi di alloriconoscimento, l’evoluzione del sistema immunitario innato nei deuterostomi e la comparsa del sistema immunitario acquisito.

In questo contesto, i tunicati rappresentano un modello di studio in grado di fornire informazioni sull’evoluzione dei cordati; e Ciona intestinalis è stato scelto come modello animale per questa ricerca in quanto occupa una posizione filogenetica peculiare dato che i tunicati sono stati proposti come sister group dei vertebrati (Delsuc et al. 2006) e rappresentano un buon sistema sperimentale per studi sull’evoluzione del sistema immunitario. Inoltre l’intero genoma di C. intestinalis è stato sequenziato e dallo studio delle sequenze sono emersi diversi geni omologhi a quelli dei vertebrati (Dehal et al. 2002).
Il sistema immunitario delle ascidie è in grado di riconoscere gli agenti estranei all’organismo e di mantenere l’integrità dell’animale reagendo in presenza di materiale esogeno (Parrinello et al. 1984). Le componenti cellulari hanno un ruolo fondamentale durante il processo infiammatorio insieme a componenti umorali quali le lectine, i peptidi antimicrobici, le lisine e l’importante sistema di attivazione della profenolossidasi (proPO) che intervengono e cooperano nel processo infiammatorio promuovendo diverse risposte come fagocitosi, incapsulamento e rigetto dei trapianti.

Lo scopo di questa ricerca è stato quello di meglio caratterizzare le diverse tappe del sistema di attivazione della proPO nella tunica e negli emociti circolanti di C. intestinalis durante il processo infiammatorio indotto dall’inoculo di lipopolisaccaride (LPS).

Nelle ascidie, la tunica svolge diverse funzioni biologiche. A parte il ruolo di supporto e di adesione al substrato, rappresenta una barriera protettiva contro i danni di tipo meccanico e contro le infezioni, ed è un sito di riconoscimento del self/non self. Le cellule della tunica sono ritenute responsabili di molto degli eventi che avvengono nella tunica: sono coinvolte nella sua costruzione, nel riparo delle ferite (De Leo et al. 1981) e in attività immunologiche e di escrezione (De Leo et al. 1997).

Per quanto riguarda l’origine della tunica, esistono al riguardo differenti opinioni, l’ipotesi più accreditata è che esse arrivino nella tunica migrando attraverso l’epitelio del mantello dalle lacune emolinfatiche o dallo spazio mesenchimatico (Di bella & De Leo 2000).

Il sistema di attivazione della PO rappresenta, per molti invertebrati, uno dei più efficaci meccanismi di difesa di tipo innato.

Questa cascata enzimatica riveste infatti un ruolo molto importante nel riconoscimento e nella difesa dall’invasione da parte di organismi estranei (Ashida, 1990; Soderhall & Cerenius, 1998).

La profenolossidasi e la sua forma attiva (PO) sono state caratterizzate in numerosi gruppi di artropodi per i quali questo enzima rappresenta il primo sistema di riconoscimento; successivamente la PO è stata riscontrata nell’emolinfa o nel celoma di molti altri gruppi di invertebrati, sia protostomi che deuterostomi, la presenza di questo sistema e di componenti proPO-simili è stata riscontrata nell’emolinfa di anellidi, molluschi, echinodermi e tunicati (Kawabata et al. 1995; Fujimoto et al., 1995; Hall et al; 1995; Aspan et al., 1995; Hongwei Gao et al. 2008, Cammarata et al., 2008)  e nel fluido umorale dell’anfiosso (Pang et al., 2005).
Le ricerche sull’attivazione della PO confermano ancora una volta la teoria che il sistema immunitario negli invertebrati non può essere visto semplicemente come una versione primitiva della risposta immunitaria dei vertebrati. Il sistema PO è infatti un sofisticato pathway biochimico che implica non solo il riconoscimento e la reattività cellulare, ma può anche coinvolgere processi di amplificazione, modulazione della risposta e le interazioni cellula-cellula (Iwanaga & Lee 2005).

Il sistema è in grado di riconoscere e rispondere alla presenza di componenti batteriche come i lipopolisaccaridi (LPS), peptidoglicani, β-1,2-glucani o di fattori endogeni prodotti in presenza di un danno tissutale; l’enzima è inoltre coinvolto nel processo di produzione della melanina, un pigmento ubiquitario nel mondo animale che rappresenta uno dei più efficienti meccanismi di risposta di tipo innato presente in vari invertebrati. La PO è stata descritta in numerose specie di ascidie, sia solitarie che coloniali, contenuta in forma inattiva all’interno dei vacuoli delle cellule a morula (Ballarin et al. 1995; Arizza et al. 2005). La PO nelle ascidie è una o-difenolossidasi (Barrington & Thorpe 1968; Chaga 1980; Parrinello et al. 2003) generalmente presente nel supernatante del lisato degli emociti. Il rilascio dell’enzima avviene probabilmente mediante rottura delle membrane (Cerenius & Soderhall, 2004).

Parrinello et al. nel 2003 oltre ad aver identificato in C. intestinalis la fenolossidasi (PO) nel supernatante del lisato emocitario (HLS) in forma proenzimatica attivabile da serin-protesi hanno dimostrato che la sua attività veniva incrementata in seguito a trattamento con LPS. L'effetto dell’inibitore della tripsina conferma il modello in cui l’ LPS attiva le serin-proteasi che a loro volta attivano la proPO. Nello stesso studio è stato dimostrato mediante analisi spettrofotometrica dell’ HLS ottenuto da emociti separati su gradiente di Percoll che i granulociti e le URG (cellule a grosso granulo rifrangente) contengono PO, mentre una debole positività è stata osservata nelle cellule morula; questo dato non trova un completo riscontro con i risultati che Smith e Peddie hanno riportato nel 1992, in cui l’attività PO era presente soprattutto nelle cellule a morula. Tuttavia, questo differente risultato potrebbe essere dovuto, oltre alle difficoltà di individuazione dei diversi tipi cellulari, anche alla conseguenza della diversità delle popolazioni di emociti saggiati che appartengono ad ascidie provenienti da siti geograficamente lontani e che è stato ipotizzato possono anche appartenere a specie diverse (Caputi 2007). Inoltre, la diversità nella composizione di emociti potrebbe essere legata alla stagione in cui gli animali sono stati raccolti.

Per studiare il coinvolgimento della PO nella risposta infiammatoria di C. intestinalis, sempre nei nostri laboratori (Cammarata et al. 2008) è stato studiato il supernatante di omogenato di tunica (THS) ottenuto a vari tempi dall’inoculo di LPS. L'attività PO riscontrata è indipendente da calcio e magnesio ad un pH ottimale di 7,4 dopo 20 min di incubazione con il substrato specifico (DOPA). Gli inibitori specifici della PO quali il PTU, il tropolone e il DECT ne confermano la specificità.

Al fine di verificare la presenza della PO nella tunica, in questo studio è stato effettuato un test in vitro prelevando campioni di tunica di animali dopo 24 o 48 ore dall’inoculo di LPS; le osservazioni al microscopio hanno mostrato attività PO diffusa nella matrice della tunica, questa zona risulta fittamente popolata di emociti, in particolare URG e granulociti con chiara attività PO. La presenza di numerosi emociti a 24 ore dall’ inoculo ci hanno portato a ipotizzare un reclutamento e migrazione cellulare dalle zone circostanti al sito di inoculo probabilmente come risultato di una comunicazione cellula-cellula.
Osservazioni effettuate al microscopio elettronico riportano la presenza di proliferazione di cellule in alcune aree dell’epitelio del mantello di Ciona intestinalis; forse segnali provenienti dalla stessa tunica possono giocare un ruolo nel richiamare gli emociti circolanti dalle lacune emolinfatiche e/o agire sull’epitelio del mantello inducendone la proliferazione cellulare (Di Bella et al. 2005).

I primi ad identificare attività o-difenolossidasica nella tunica delle ascidie furono Barrington & Thorpe (1968). Essi trovarono che gli emociti migranti dell’emolinfa verso la tunica portavano i composti fenolici, e postularono l’esistenza di un sistema di tannizzazione dei chinoni coinvolto nella produzione di una scleroproteina della tunica.

I composti riducenti i polifenoli tunicromo e alocianina, che sono probabilmente substrati della PO, sono stati identificati nelle cellule a morula delle ascidie (Azumi et al. 1990; Ballarin et al. 1996).

Nell’ipotesi avanzata da Rowley (1981) e Parrinello et al. (2003) le URG sono in qualche modo simili alle cellule a morula e differiscono da queste per il grado di vacuolizzazione. Le URG potrebbero rappresentare stadi di differenziamento cellulare dovuto alla compartimentazione delle grandi inclusioni univacuolari rifrangenti. Un numero sempre crescente di lavori concorda nel considerare le cellule a morula come i maggiori effettori nelle reazioni di rigetto indotte dal contatto fra colonie incompatibili nelle ascidie del genere Botryllus (Saito et al. 2004). Nelle reazioni di rigetto le cellule a morula si infiltrano e rilasciano il contenuto dei loro vacuoli, costituito da materiale eosinofilo, PO e chinoni (Shirae et al. 2004). I chinoni e la PO sono responsabili della citotossicità che caratterizza la reazione di rigetto (Shirae e & Saio 2000). Inoltre è stato rilevato che le cellule a morula sono coinvolte nel rigetto di trapianto di tunica in Styela plicata (Raftos et al. 1987).

Una volta dimostrata la presenza della PO nella tunica e la sua modulazione durante l’infiammazione abbiamo voluto meglio caratterizzare l’enzima tramite un analisi HPLC di campioni di THS. L’analisi delle profenolossidasi estratte dalla tunica ha permesso di confermare l’alto peso molecolare dell’enzima determinato nello studio di Parrinello e collaboratori del 2008 in cui la presenza di componenti a diverso peso molecolare, ovvero 170 kDa, 120 kDa e 90 kDa aveva già fatto ipotizzare la possibilità di una polimerizzazione di più subunità enzimatiche così come già dimostrate da altri autori in altre specie. 

A questo punto abbiamo voluto verificare la presenza dell’enzima PO nel THS tramite western-blotting con anticorpo specifico antiCinPO-2 da noi preparato e purificato a partire da un epitopo specifico della proteina dedotta dal gene CinPO-2 (Immersberger & Burmester, 2004) che si caratterizza per una migliore immunogenicità rispetto agli epitopi identificati per CinPO-1 , il saggio ha rivelato due componenti che cross-reagiscono con l’anticorpo, una più evidente con un peso molecolare che si aggira intorno ai 170 kDa e una più labile da 90 kDa; anche in questo caso siamo portati ad identificare nella componente di 90 kDa la forma monometrica dell’enzima, resta da chiarire l’assenza di cross-reazione dell’anticorpo con la banda da 120 kDa, mancanza che potrebbe trovare giustificazione, con la presenza di un enzima con attività simile (laccasi o per ossidasi) o nel fatto che l’anticorpo da noi utilizzato è stato sintetizzato a partire da una sola delle due sequenze di PO identificate in C. intestinalis, l’utilizzo di un anticorpo sintetizzato a partire dal gene CinPO-1 potrebbe chiarire tale questione.

Secondo i dati riportati nel suddetto lavoro di lavoro Immersberger e Burmester ed in accordo con quanto riportato da Dehal (2002) nel genoma di Ciona intestinalis sono presenti almeno due geni (CinPO1 e CinPO2 ) che condividono similarità significative con le emocianine di degli artropodi. Una serie di considerazioni ha suggerito l’ipotesi che si tratti di PO e non di emocianine, una funzione che viene considerata come un antico ruolo nelle proteine della superfamiglia delle emocianine degli artropodi (Burmester 2001; 2002).
L’attività enzimatica di tutte le fenolossidasi risiede nel sito di legame con l’ossigeno contenente rame, che è comune sia alle fenolossidasi che alle emocianine (Decker & Terwilliger, 2000; Jaenicke & Decker, 2004). 

Le emocianine sono proteine extracellulari multifunzionali contenenti rame, presenti nell’emolinfa di molluschi ed artropodi, responsabili del trasporto dell’ossigeno (Decker & Jenicke, 2004).

Diverse strutture primarie delle fenolossidasi sono state pubblicate degli artropodi, ed è emerso che le profenolossidasi sono strettamente correlate alle emocianine degli artropodi (Van Holde et al., 2001; Burmester, 2002; Burmester, 2001) e che in alcuni casi le emocianine possono comportarsi come fenolossidasi (Nagai et al. 2001)

Le fenolossidasi e le emocianine appartengono alla stessa superfamiglia di proteine, le proteine contenenti rame di tipo 3.

L’analisi delle sequenze, le loro caratteristiche comuni nella risonanza UV-Raman, assorbanza a raggi X, risonanza elettronica paramagnetica e proprietà spettroscopiche UV-visibile, indicando un sito attivo molto simile (Jaenicke & Decker, 2003). 

Le recenti scoperte di una forte attività tirosinasica nelle emocianine in seguito ad attivazione artificiale, insieme con la definizione della struttura a raggi X delle emocianine e delle fenolossidasi, ha permesso l’utilizzo delle emocianine come modello per comprendere il meccanismo catalitico di tirosinasi e catecolossidasi.

Le emocianine degli artropodi si presentano come multipli di subunità esameriche, ogni subunità (di circa 75 kDa) lega una molecola di ossigeno; le emocianine dei molluschi consistono invece di una o due subunità decameriche che si assemblano in una struttura quaternaria cilindrica. Ogni subunità, con un peso molecolare di 350-450 kDa, è ripiegata in sette o otto unità funzionali di circa 50 kDa, ognuna delle quali lega una molecola di ossigeno. Tirosinasi e catecolossidasi possono essere costituite da monomeri, dimeri o tetrametri. Una singola subunità delle emocianine degli artropodi si ripiega in tre domini di dimensioni simili ma con differenti ripiegamenti. Il dominio centrale porta il sito di legame dell’ossigeno.

Il peso molecolare previsto per le due proteine CinPO1 e CinPO2 è di 92 e 86,9 kDa rispettivamente.

Questo è in accordo con i risultati del nostro lavoro. 

In generale il peso molecolare della proPO e della PO differisce fra le specie di invertebrati e varia da 37 a 90 kDa. Nel nostro studio la omologia strutturale di CinPO-1 con la sub unità II dell’emocianina di Limulus polyphemus (Hazes et al. 1993) conferma la relazione tra queste molecole. La struttura prevista per CinPO-2 mostra una significativa omologia strutturale e invece compatibile con la subunità C1 dell’emocianina dello scorpione Pandinus imperator (Cong et al. 2009). Questo risultato è di particolare interesse in quanto è stato dimostrato dagli autori che in seguito a trattamento con SDS avviene un cambiamento conformazionale che converte l’emocianina in un enzima con attività Fenolossidasica; tale cambiamento riguarda sia la struttura terziaria che quella quaternaria e gli autori hanno ipotizzato che possa consistere nel passaggio da uno stato ossigenato a uno deossigenato dell’enzima.
La proPO generalmente esiste sotto forma di omodimero (Frizzo et al. 1999) o etero dimero (Aschida & Yamazaki, 1990). Negli insetti le proPO possono presentarsi sottoforma di monomeri, dimeri, tetrameri o pentameri. Nella zanzara Aedes aegypti la PO nel plasma ha un peso molecolare di 130 kDa e consiste di un etero dimero con una sub unità di 76 ed una di 62 o 58 (Burks & Fuchs, 1995).

Nell’ anfiosso Branchiostoma belcheri tsingtauense è stata riportata la presenza di una proPO nel fluido umorale ed è stato ipotizzato possa trattarsi di un etrodimero con tre polipeptidi tenuti insieme da ponti disolfuro con sub unità di 72, 46, 44 kDa (Pang et al. 2005). Nei crostacei decapodi la PO è stata riscontrata sottoforma di esameri (Jaenicke & Decker 2003).

Fra le ascidie in Botryllus schlosseri è stata purificata una PO con un peso molecolare di 160 kDa, determinato mediante analisi SDS-PAGE in condizioni non riducenti; L’aggiunta di mercaptoetanolo determina la scomparsa di questa componente e la comparsa di una nuova banda di 80 kDa.

Sembra quindi che in questa ascidia coloniale la PO attiva sia un dimero costituito da due subunità unite da ponti disolfuro (Frizzo et al. 1999).

Una volta accertata la specificità dell’anticorpo e la presenza dell’enzima nel THS abbiamo valutato l’espressione della PO tramite reazioni di immunoistochimica effettuate su sezioni di tunica e di cestello branchiale sottostante prelevate a diversi tempi dall’inoculo, abbiamo osservato un generale progressivo aumento della positività all’anticorpo. La positività nella tunica alle 24 ore dall’inoculo risulta più marcata nella zona più esterna, al di sotto della cuticola. In questa zona in prossimità della cuticola la matrice risulta fortemente positiva confermando l’ipotesi di migrazione e del rilascio dell’enzima dagli emociti, mentre le cellule disperse risultano negative.

Nella parte più interna la matrice è meno intensamente colorata. 

Le reazioni di immunoistochimica hanno mostrato inoltre la presenza dell’enzima a livello dell’endotelio dei vasi del faringe e di numerosi emociti che si trovano all’interno dello stesso.

L’utilizzo di diversi saggi citologici ha portato ad un ulteriore approfondimento delle già note caratteristiche degli emociti di C. intestinalis ed ad un ulteriore analisi del loro indispensabile ruolo nell’attivazione dell’enzima; come è noto da altri studi in seguito a stimolazione si ha presumibilmente il coinvolgimento di diversi tipi cellulari che potrebbero cooperare anche interagendo con molecole inducibili-simili come il collagene (CiFACIT; Vizzini et al., 2007) la cui espressione aumenta nell’arco delle 24 ore in seguito ad inoculo di LPS come conseguenza della reazione infiammatoria che comprende la riorganizzazione della matrice extra-cellulare dovuta alla ferita; un’altra molecola coinvolta è il Tumor necrosis factor (CiTNFα; Parrinello et al., 2008) che ancora in seguito ad inoculo di LPS subisce una up-regulation, la sua espressione aumenta nel faringe, ed è stato inoltre riscontrato sia nell’HLS che nel siero. 

Una parte del progetto ha riguardato infatti un approfondimento delle conoscenze relative al ruolo degli emociti nell’attivazione della PO, a questo scopo è stata messa a punto una nuova tecnica che, tramite una doppia colorazione, ci ha consentito di caratterizzare gli emociti circolanti che sono stati prima trattati con una miscela contenente etidio bromuro e arancio di acridina e osservati al microscopio a fluorescenza; tale trattamento permette di identificare in modo chiaro le componenti cellulari (nucleo, granuli, vacuoli) e la loro posizione, nonché di discriminare con certezza i diversi tipi cellulare. A questa procedura è seguito il trattamento con DOPA-MBTH che conferma la presenza dell’attività PO in URG e granulociti. 

Ci è sembrato utile completare il quadro delle informazioni relative agli emociti con delle reazioni di immunocitochimica che hanno confermato la presenza di CinPO-2 nei tipi cellulari identificati precedentemente con il trattamento specifico per l’enzima, ovvero URG ed emociti a diversi stadi di compartimentazione, in alcuni casi identificabili con le morule.

L’indagine in silico condotta sui geni della profenolossidasi ha reso possibile l’identificazione negli emociti di C.intestinalis degli mRNA delle PO (CinPO-1 e CinPO-2).

Le reazioni di ibridazioni in situ mostrano che l’mRNA di CinPO-2 non è presente nella tunica, dove comunque troviamo espresso l’enzima; è confermata invece la presenza del trascritto nell’endotelio del faringe e negli emociti che lo popolano a testimonianza della particolare importanza di questo sito per il ruolo emopoietico che ha in C. intestinalis.

Si può perciò confermare il coinvolgimento di questi emociti in seguito ad induzione del processo infiammatorio.

Abbiamo utilizzato la stessa procedura sperimentale per indagare sulla presenza di mRNA di altri geni coinvolti nel sistema di attivazione della PO e che potrebbero avere un ruolo importante nella regolazione di questo pathway e nella cooperazione della PO con altri meccanismi di difesa. In particolare abbiamo verificato la presenza dei geni della Superossido dismutasi Cu-Zn dipendente e della perossinectina negli emociti circolanti; della SOD è stata anche verificata l’attività enzimatica del lisato degli emociti e della tunica. L’analisi SDS-PAGE ha infatti rivelato la presenza di una componente di 116 kDa. Tale risultato propone uno scenario simile a quello dimostrato per gli artropodi nel quale queste due proteine contribuiscono all’attivazione della Profenolossidasi e nelle risposte a questa connesse.
In conclusione, La valutazione biochimica, le analisi SDS-PAGE ed HPLC, gli esperimenti di citochimica, western blotting, immunocitochimica, ibridazioni in situ, dimostrano che nella tunica di C. intestinalis sono presenti o-difenolossidasi. L’enzima è presente sottoforma di zimogeno, e la sua attivazione è modulata da un meccanismo serin-proteasi dipendente, Le cellule contenenti PO in questa specie sono le cellule a morula, le URG e gli amebociti granulari. L’anticorpo riconosce le URG e le cellule a morula; questi esperimenti sono in accordo con l’ipotesi avanzata da Rowley (1982) e Parrinello (2003) che le cellule URG e le cellule a morula facciano parte della stessa linea cellulare, e differiscono solo per il grado di vacuolizzazione. L’inoculo di LPS e Marine Solution aumenta l’attività PO della tunica. Inoltre in tutti gli esperimenti si ha un’attivazione della PO anche in seguito a inoculo di MS, probabilmente a causa del danno meccanico provocato dall’inoculo della sostanza nella tunica. Questo dimostra l’estrema sensibilità del sistema.

In C. intestinalis la risposta infiammatoria sembra essere una cascata di reazioni molto complessa che coinvolge diverse molecole e tipi di cellule. Da studi precedenti è emerso che l’induzione del processo infiammatorio tramite una ferita ma soprattutto l’inoculo di LPS sotto tunica, sono in grado di avviare una pronta risposta da parte di fattori inducibili e l’attivazione della cascata proPO.

Questo ed altri recenti studi hanno permesso di aumentate le conoscenze relative al sistema della proPO nelle ascidie, ma molto resta ancora da chiarire riguardo le proteine di riconoscimento, l’attività biologica, le interazioni molecolari e le vie di trasduzione del segnale impegnate in questo sistema. 
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Tabella (3) riassuntiva dei saggi citologici
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