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INTRODUZIONE

Il processo infiammatorio

L'infiammazione è un processo reattivo verso agenti patogeni di qualsiasi natura attraverso cui l'organismo si difende, innescando i processi di difesa del sistema immunitario. L' obiettivo ultimo del processo infiammatorio è liberare l'organismo da ogni entità che generi danno cellulare (ad esempio i microorganismi, le tossine, ecc.) o dagli effetti del danno stesso (ad esempio le cellule morte ed i tessuti necrotici). L'infiammazione distrugge, diluisce o contiene l'agente nocivo ed allo stesso tempo innesca una serie di eventi che riparano e ricostituiscono il tessuto danneggiato. 

Una funzione critica dell'infiammazione è il reclutamento, nel sito danneggiato, delle cellule del sistema immunitario, i leucociti. Questo fenomeno si verifica tramite l'incremento locale del flusso ematico e attraverso mutamenti strutturali dei microvasi. I leucociti ingeriscono gli agenti tossici, uccidono i microorganismi, degradano il tessuto necrotico e gli antigeni estranei. Liberando enzimi, mediatori chimici e radicali dell'ossigeno o dell'azoto, i leucociti sostengono l'infiammazione. Più in dettaglio, l'infiammazione può essere definita di tipo acuto o cronico. L'infiammazione acuta rappresenta la risposta immediata ad un agente dannoso, è di durata relativamente breve (va da minuti ad alcuni giorni) ed è principalmente caratterizzata dalla formazione dell'edema e dalla migrazione dei leucociti, in prevalenza granulociti neutrofili. L'infiammazione cronica, che è generalmente il risultato di stimoli persistenti, è di durata più lunga ed è caratterizzata, dal punto di vista istologico, dalla presenza di altri tipi di cellule leucocitarie (linfociti e macrofagi), dalla proliferazione dei vasi sanguigni e dalla fibrosi o dalla necrosi del tessuto. L'infiammazione cronica può verificarsi in seguito ad infezioni persistenti dovute a microorganismi che riescono a sfuggire al controllo del sistema immunitario. Le cellule coinvolte nell'infiammazione cronica vengono reclutate nel sito dell'infiammazione, si attivano e rilasciano innumerevoli fattori solubili che mediano il danno del tessuto. Tali molecole svolgono un ruolo chiave nell'inizio e nell'esecuzione della risposta infiammatoria e tra le loro funzioni principali vi è l'induzione della dilatazione dei vasi, la chemiotassi, l'adesione e l'attivazione dei leucociti, la tossicità diretta nei confronti del microrganismo invasore, la proliferazione dei fibroblasti, la deposizione di collagene e l'angiogenesi. Di grande rilevanza fra questi mediatori sono le citochine, molecole di natura proteica che agiscono, anche a bassissime concentrazioni, interagendo mediante legami ad alta affinità con recettori specifici espressi sulle cellule bersaglio. Le citochine mediano la comunicazione intercellulare intervenendo nell'indirizzo, nella regolazione e nella terminazione dei processi infiammatori. Esse costituiscono una trama complessa di relazioni e, dalla loro reciproca regolazione, dipende l'esito finale dei processi biologici che vengono regolati. Un aspetto importante è legato alle quantità di mediatori solubili che vengono prodotti in risposta ad uno stimolo. Ad esempio, il rilascio extracellulare di bassi livelli di una citochina proinfiammatoria, può aumentare l'espressione di altre citochine e delle molecole di adesione per i leucociti, tutti fattori che amplificano la cascata infiammatoria; al contrario, livelli elevati di essa, possono danneggiare cellule o tessuti. Inoltre, poiché le citochine rappresentano degli strumenti estremamente efficaci nelle risposte immunitarie, che possono rivelarsi anche armi pericolose, esiste in natura un complesso sistema atto a regolarne finemente l'attività. Le citochine, ad esempio, possono essere prodotte in una forma immatura che viene attivata tramite il taglio operato da specifici enzimi rilasciati solo in determinate condizioni; possono esistere dei recettori solubili, oppure delle proteine dalla funzione analoga, che legandosi alla citochina bersaglio, ne neutralizzano l'azione impedendo che si leghi ai recettori di membrana; inoltre possono esistere delle molecole con la funzione di antagonisti recettoriali che, legandosi al recettore specifico, impediscono il legame della citochina e l'innesco degli eventi biologici che essa influenza. Queste e molte altre forme di controllo dell'attività di una citochina rappresentano un sistema di sicurezza attraverso il quale l'organismo si tutela dalla possibile azione nociva di queste molecole. 

Un’altra classe di molecole in grado di svolgere ruoli cruciali nell’infiammazione, negli scambi cellulari, e nei processi di trasduzione del segnale è rappresentata dalle lectine.
Il ruolo delle lectine nell’infiammazione venne scoperto alla fine degli anni ’80 tramite l’identificazione di selectine e dei rispettivi ligandi oligosaccaridici come mediatori per il richiamo di leucociti nei tessuti danneggiati (homing leucocitario). Recentemente anche le galectine hanno attratto l’interesse di molti immunologi in quanto regolatori chiave dell’omeostasi delle cellule dell’immunità e dell’infiammazione. Di recente le galectine sono state proposte come nuovi regolatori dell’omeostasi delle cellule immunitarie e dell’infiammazione in quanto in grado di innescare cascate biochimiche che portano a processi quali apoptosi, secrezione di citochine, adesione cellulare, e migrazione. Inoltre, dato che le citochine vengono definite come messaggeri tra le cellule immunitarie ed il resto del corpo, è ragionevole considerare le lectine solubili, quali le galectine, come citochine in quanto anche le galectine agiscono da regolatori delle risposte immunitarie (Toscano et al., 2007). Alla luce di queste considerazioni le galectine, da un punto di vista funzionale, potrebbero essere considerate citochine.
Citochine

Il sistema immunitario ha necessità di comunicare. Nei mammiferi, a differenza di molte cellule che trascorrono la loro vita organizzate in organi e tessuti, le cellule del sistema immunitario sono in grado di muoversi. Le cellule che per prima percepiscono gli stimoli infiammatori, le cellule che presentano l’antigene ai linfociti, i linfociti stessi e le varie cellule effettrici che riparano i tessuti danneggiati in parte viaggiano nel sistema circolatorio, in parte circolano attraverso organi e tessuti ed in parte formano strutture più organizzate nei tessuti linfoidi. Questo stato dinamico offre la possibilità al sistema immunitario di una risposta rapida e integrata agli insulti antigenici dovunque nel corpo. Le cellule del sistema immunitario necessitano di una rete di comunicazione che può, a richiesta, agire localmente o a distanza, specificatamente o globalmente. La rete che permette questa sofisticata risposta immunitaria presenta una straordinaria varietà di messaggeri legati alla membrana e solubili. Tra i meglio caratterizzati di questo gruppo di messaggeri vi sono le citochine (Kelso, 1998).

In risposta ai microbi, i macrofagi ed altre cellule leucocitarie e non leucocitarie secernono una classe eterogenea di piccole proteine o glicoproteine solubili (taglia 8–80 kDa) chiamate citochine, che mediano molte risposte immunitarie e infiammatorie, e si rendono responsabili delle comunicazioni tra i leucociti e tra questi e cellule diverse. Le citochine svolgono quindi la funzione di “mediatori” tra le cellule, ovvero a livello locale, insieme all’interazione diretta intercellulare costituiscono il più importante mezzo di comunicazione fra le varie cellule del sistema immunitario.

Le citochine sono anche dette proteine della fase acuta, perché la loro concentrazione sierica incrementa rapidamente durante l’infiammazione. Oggi, sotto il nome collettivo di Citochine, vengono raggruppate molecole che si pensava fossero prodotte esclusivamente dai linfociti, Linfochine, o dai monociti, Monochine.
Il termine può essere esteso a molecole, come le galectine, che svolgono ruoli di citochine.
Le citochine sono molecole prodotte essenzialmente durante la fase di attivazione e durante la fase effettrice sia dell’immunità naturale sia di quella acquisita. La secrezione delle citochine è un fenomeno di breve durata ed autolimitato che influenza la sintesi di altre citochine e/o la loro attività. A tal proposito si distinguono: Citochine Pleiotrope (una sola citochina, diversi effetti); Citochine Ridondanti o Sinergiche (diverse citochine, un solo effetto); e Citochine Antagoniste (una citochina ne inibisce un’altra).

Le citochine sono molecole molto potenti, sono 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. In sintesi, è possibile individuare sei principali funzioni per le citochine: attivazione della risposta immunitaria cellulare ed umorale; induzione dell’infiammazione; difesa contro le infezioni da virus; proliferazione di cloni specifici di cellule T e B e regolazione della loro funzione differenziata; regolazione dell’emopoiesi e modulazione della guarigione.

Le citochine non hanno specificità d’antigene. Tuttavia, dal momento che i recettori delle citochine sono generalmente espressi dopo che la cellula è stata attivata dall’antigene, la risultante risposta immunitaria sarà antigene specifica (Roit et al., 1998). Alcune citochine possono presentarsi sulla membrana della cellula, altre possono essere conservate nella matrice extracellulare.

Attualmente, nei vertebrati, le citochine sono state classificate in 6 gruppi :

Interleuchine (IL); Interferoni (IFN); Fattoridi stimolazione delle colonie (CSF); Chemochine; Fattori di necrosi tumorale (TNF-α e β); Fattori di crescita trasformante (TGF- β).

Inoltre, in base alla loro funzione, si distinguono 3 grandi gruppi di citochine:

-Mediatori e regolatori dell’immunità’ innata, ovvero le “Citochine Infiammatorie” prodotte principalmente dai fagociti mononucleati che comprendono: IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, TNF-α, Chemochine, IFN-α e IFN-β;
-Mediatori e regolatori dell’immunità’ specifica, ovvero le “Citochine Immunitarie”, prodotte soprattutto dai linfociti T in risposta ad un riconoscimento antigenico specifico che comprendono: IL-2, IL-4, IL-5, TGF- β e IFN-γ; 

-Stimolatori della crescita e della differenziazione dei leucociti immaturi, ovvero i fattori di crescita emopoietici che comprendono: IL-3, IL-7, il fattore stimolante le colonie di macrofagi (M-CSF), il fattore stimolante le colonie di granulociti (G-CSF), e il fattore stimolante granulociti e macrofagi (GM-CSF).

Le citochine, per svolgere la loro attività, hanno bisogno di legarsi a recettori specifici presenti sulle cellule bersaglio. Il legame di una citochina al proprio recettore è associato all’attivazione di altre molecole trasducenti che trasmettono il segnale indotto dalla citochina al nucleo (Kishimoto et al., 1994) che porta alla produzione di fattori attivanti la trascrizione dei geni coinvolti, di volta in volta, in una risposta biologica differente e specifica (Fig.1).

E’ possibile riconoscere ben quattro superfamiglie di recettori delle citochine :

-Superfamiglia di tipo I: è caratterizzata da una regione extracellulare con una omologia strutturale di circa 200 residui aminoacidici e lega citochine come IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-9; IL-12; G-CSF e GM-CSF, ma anche fattori che intervengono fuori dal sistema immunitario, come l’ormone della crescita e la prolattina.

-Superfamiglia di tipo II: può essere considerata parte della superfamiglia delle immunoglobuline e comprende i recettori per tutti i tipi di IFN, oltre a quelli per la IL-10 e per l’M-CSF.

-Superfamiglia di tipo III: racchiude tutti i recettori che presentano molteplici sequenze ripetitive ricche di circa 40 residui aminoacidici di cisteina nel dominio extracellulare e che legano la famiglia di citochine del TNF.

-Superfamiglia di tipo IV: comprende i recettori per IL-1α e IL-1β.

Nonostante questa suddivisione, i recettori per le citochine condividono numerose caratteristiche, sono formati da una o più sub unità (i recettori per le chemochine, che non rientrano in nessuna delle 4 superfamiglie, possiedono addirittura 7 domini transmembrana) e alcune subunità sono in comune, cosa che spiega la ridondanza funzionale di alcune citochine. Il legame della citochina al suo recettore induce una polimerizzazione del recettore stesso (omo, tri, o eterodimerizzazione in base al particolare membro della superfamiglia dei recettori), che, a sua volta, induce un cambiamento del dominio intra-citoplasmatico capace di attivare una cascata di fosforilazioni/defosforilazioni, dovute, per esempio, a chinasi come Janus (JAK) e STAT, e che portano alla produzione di fattori attivanti la trascrizione dei geni coinvolti in risposte quali crescita cellulare, divisione e proliferazione cellulare, attivazione di altri geni specifici, sviluppo di funzioni differenziate e apoptosi. 

Differenti immunogeni inducono la sintesi di differenti citochine la quali attivano diversi meccanismi effettori dell’immunità. Le cellule che producono citochine sono in grado di rispondere alle sfide dell’ambiente esterno sintetizzando le appropriate citochine nel giusto posto e per la durata richiesta. Tra i segnali che portano alla produzione delle citochine c’è il riconoscimento specifico o aspecifico del non-self (antigeni o complessi antigene-complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), complessi antigeni-anticorpo, o costituenti dei microrganismi quali il lipopolisaccaride (LPS) o altri carboidrati e lipidi). La sintesi delle citochine può essere inoltre indotta o modulata da molecole self quali le citochine stesse. Le cascate di citochine, in cui una citochina stimola la sintesi della stessa o di altre citochine, sono importanti meccanismi di amplificazione e diversificazione della risposta iniziale.

Quando i geni delle citochine diventano accessibili all’attivazione trascrizionale vi sono due principali livelli nei quali la loro sintesi è regolata, il tasso di trascrizione ed il turnover dell’RNA messaggero. Questo porta alla conseguenza pratica che i livelli di messaggero di una citochina sono una guida valida ai livelli di produzione della proteina in molte situazioni. La durata di produzione della citochina è determinata almeno in parte dalla persistenza dello stimolo induttore ma può anche essere modulata da altri segnali esogeni. Molte citochine sono sintetizzate con una sequenza segnale convenzionale che permette la loro traslocazione nell’apparato del Golgi e la rapida secrezione dalla cellula. Ci sono, comunque, diversi livelli traduzionali e post-traduzionali in cui la produzione ed il rilascio di citochine è regolato. Per esempio, diverse citochine sono prodotte come proteine di membrana biologicamente attive; il pro-TNF-α è connesso alla membrana cellulare dove il suo livello di espressione è finemente regolato. L’attivazione della cellula induce il rilascio di una forma matura tramite le metalloproteinasi di matrice. Quindi la forma di membrana del TNF-α potrebbe essere la forma fisiologica normale di questa molecola, con il rilascio della forma solubile solo durante condizioni estreme (Korner and Sedgwick, 1996).
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Fig.1: Interazione di una citochina con il suo recettore ed attivazione della trasduzione del segnale. 

Queta citochina TNF-α è una citochina infiammatoria prodotta da macrofagi/monociti durante la fase acuta dell’infiammazione ed è responsabile di diversi segnali all’interno delle cellule, che conducono ad eventi di necrosi o apoptosi. La proteina è inoltre importante per la resistenza alle infezioni e a diversi tipi di cancro. Il TNF-α esercita molti dei suoi effetti legandosi, come trimero, ad un recettore di membrana di 55 kDa chiamato TNFR1 o ad un recettore di membrana di 75 kDa chiamato TNFR2. Entrambi i recettori appartengono alla superfamiglia dei recettori del TNF. Tratto comune di questi recettori è un dominio extracellulare comprendente da due a sei motivi ricchi in cisteina. Quando il ligando interagisce con il recettore il complesso ligando-recettore è rapidamente internalizzato ed avviato ai lisosomi dove viene degradato. Il legame del TNF al TNFR2 non è sufficiente ad indurre la citotossicità (Thoma et al., 1990) mentre il legame con il TNFR1 induce l’uccisione della cellula (Van Ostade et al., 1993). Il TNF-α esercita i suoi effetti attivando diverse proteine che provocano una varietà di risposte quali l’attivazione della trascrizione genica o la produzione di radicali dell’ossigeno o dell’azoto. Le proteine attivate includono la proteina G, fattori di trascrizione, protein chinasi, fosfolipasi, proteine mitocondriali e le caspasi (Beyer and Fiers, 1994, Darnay and Aggarwal, 2000, Thornberry and Lazebnik, 1998, Vilcek and Lee, 1991). Diversi membri della superfamiglia dei recettori del TNF possiedono intracellularmente dei “domini di morte” che partecipano nell’apoptosi mediata dal TNF-α. Questi domini attivano le caspasi che sono reclutate dal recettore attivato da proteine adattatrici quali TRADD e FADD (Ashkenazi and Dixit, 1998, 1999).

Nell’uomo il gene TNF-α consiste di 4 esoni interrotti da 3 introni ed il messaggero sembra essere trascritto in una grande varietà di cellule. L’ mRNA maturo viene tradotto in una proteina di 157 amminoacidi. Il TNF-α esiste in due differenti forme, una solubile ed una legata alla membrana (fig. 2), e possibilmente ognuna delle due forme porta avanti ruoli fisiologici differenti (Watts et al., 1997). Il TNF-α umano è espresso come una molecola precursore di 157 aa preceduta da una pre-sequenza di 76 aa. Questa presequenza è altamente conservata e serve per ancorare il precursore alla membrana (Vilcek and Lee, 1991). La proteina non processata ha un peso molecolare di 26 kDa e subisce un taglio proteolitico che origina una forma attiva di di 17 kDa. La forma attiva esiste in soluzione come omotrimero del peso di 52 kDa arrangiato come cono triangolare, e questa è la forma che va ad interagire con il recettore (Smith and Baglioni, 1987). Ognuna delle tre sub unità contiene ponti disolfuro.
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Fig. 2: Forma solubile e legata alla membrana della citochina TNFα
Una particolare classe di proteine che può essere inclusa tre le citochine è quella delle lectine. Le lectine sembrano agire da citochine, modulando le risposte immunitarie in condizioni fisiologiche e patologiche. In modo simile alle citochine, le galectine, interagendo con i glicoconiugati della superficie cellulare, possono innescare una cascata di segnali transmembrana e modulare processi come la secrezione di citochine, l’apoptosi, l’adesione cellulare e la migrazione. Se le citochine sono definite come proteine che permettono la trasmissione di segnali biochimici tra le cellule immunitarie ed in resto del corpo, è ragionevole credere che le lectine solubili servono a regolare le risposte immunitarie agendo come citochine attraverso interazioni proteina-glicano o proteina-proteina (Toscano et al., 2007). Di contro, molte citochine sono state considerate come lectine. Il legame delle citochine ai proteoglicani della superficie cellulare o a quelli della matrice extracellulare potrebbe provvedere a formare una riserva di citochine nei tessuti, facilitando la loro interazione con recettori ad alta affinità e/o innescando la dimerizzazione del recettore e le risposte biologiche (Beschin et al., 2000). In particolare è stato mostrato che il TNF è in grado di interagire direttamente con diversi patogeni tramite interazioni di tipo lectinico (Lucas et al, 1994; Zannetta et al., 1998) ed interagire con i β-1,3 glucani di batteri Gram negativi o funghi (Luo et al., 1993; Olson et al., 1996). Il dominio di riconoscimento dei carboidrati delle citochine è spazialmente distinto dai siti di legame al recettore citochinico (Zannetta et al., 1996). Questa attività lectinica delle citochine potrebbe essere stata funzionalmente conservata come meccanismo di riconoscimento nell’immunità innata di vertebrati ed invertebrati (Beschin et al., 1999). 

Le lectine sono proteine o glicoproteine con alta affinità a specifici motivi carboidratici in grado di attivare determinate funzioni biologiche.

Le lectine possono essere divise in sette differenti famiglie sulla base della comparazione dei domini di riconoscimento dei carboidrati (CRD) e comprendono: (1) Ficoline, (2) Lectine di tipo P, (3) Lectine di tipo I (4) Lectine di tipo S o Galectine, (5) Lectine di tipo C, (6) Pentraxine (7) Lectine leganti l’eparina (Quesenberry et al., 2003). Le famiglie delle lectine possono differire nella specificità per i carboidrati, sono solitamente composte di oligomeri con un numero variabile di sub unità, tenute insieme da legami non covalenti o da ponti disolfuro ed alcune,come le lectine di tipo C e le pentraxine, sono calcio-dipendenti per il legame al carboidrato. 

Le proteine della famiglia delle galectine rispondono a due criteri, ovvero l’affinità per i beta-galattosidi (Lattosio, N- acetillactosammina, poli- N- acetillactosammina ed i loro derivati) ed una significativa omologia a livello del CRD (Barondes et al., 1994). Queste vengono oggi più comunemente chiamate LGALS “lectine leganti galattosidi, solubili” (Mehrabian et al., 1993).

Sono stati riconosciuti tre tipi di organizzazione delle galectine, il tipo proto, che contiene due CRD uguali, quello chimera con un CRD connesso a un dominio che ne causa la multimerizzazione quando questa lega il ligando e quello tandem-repeat o bi-CRD con due CRD differenti connessi da un peptide (Fig.3)
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Fig.3: Modelli di organizzazione strutturale delle galectine

Ad oggi nei mammiferi sono state identificate 15 galectine che presentano delle caratteristiche comuni:

- CRD di circa 130 amminoacidi organizzati in foglietti β

- legano carboidrati e glicoconiugati contenenti β galattosio

- assenza di sequenza segnale richiesta per la secrezione di proteine tramite pathways classici

- origine molto antica, si pensa che le galectine si siano evolute prima della separazione degli organismi nei diversi regni, in quanto ci sono molte sequenze galectino-like nei genomi di organismi di tutti e 5 regni.
- sono presenti in diversi tipi cellulari tra cui fibroblasti, cellule ovariche, cellule epiteliali, endoteliali, dendritiche, macrofagi, cellule del midollo osseo, cellule T e B ecc.

Le galectine hanno mostrato di avere importanti ruoli nelle interazioni cellula-cellula, cellula- matrice, nel differenziamento e sopravvivenza delle cellule neuronali, nello sviluppo embrionale, nella crescita e nello sviluppo, nella progressione dei tumori, metastasi, adesione cellulare, angiogenesi, proliferazione, apoptosi, pre-RNA spicing e d altre cruciali funzioni.

Sebbene alcune galectine sono state riconosciute avere una funzione intracellulare, sono meglio conosciute per le loro funzioni extracellulari, essendo state trovate sulla superficie cellulare e depositate sulla matrice extracellulare (fig.4). L’espressione delle galectine, che varia considerevolmente da un tipo cellulare ad unaltro, dipende dallo stato di attivazione di certi tipi cellulari. Tutti i tipi cellulari sembrano esprimere almeno uno galectina ed ogni galectina è espressa ad alte concentrazioni in pochi ma differenti tipi cellulari. Le galectine possono essere traslocate al nucleo o ad altri siti subcellulari dopo essere state sintetizzate sui ribosomi citosolici. Le funzioni extracellulari delle galectine avvengono generalmente tramite la loro interazione con i glicani, glicoproteine e/o glicolipidi sulla superficie di vari tipi cellulari (Brewer 2002) permettendo adesione cellula-cellula, cellula-matrice o inducendo una trasduzione del segnale che induce cambiamenti intracellulari necessari ad esempio alla crescita cellulare o all’apoptosi.
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Fig.4: Funzioni intra ed extracellulari delle galectine

Per le galectine sono note diverse funzioni intracellulari ed in molti casi sono state identificate le proteine coinvolte nell’interazione portando alla conclusione che tali proteine mediano queste funzioni. Le galectine legano tali proteine tramite una interazione proteina-proteina e non lectina-carboidrato. É stata riportata un’interazione tra la galectina 3 e glicoproteine contenute nelle vescicole del Golgi (Delacour et al., 2006). Queste glicoproteine sono destinate all’esportazione sul lato apicale della cellula portando alla conclusione che la galectina 3 potrebbe avere un ruolo nel controllo del traffico delle glicoproteine sulla superficie cellulare. Oltre interazioni proteina proteina sono state osservate interazioni proteina-RNA (Wang et al., 2004, Hsu et al, 2004)

Il coinvolgimento delle galectine nell’immunità è stato ben stabilito dopo l’osservazione che molti tipi cellulari attivati da stimoli infiammatori sono in grado di secernerle (Cooper et al., 1990, Sato et al., 1994, Blaser et al., 1998, Fuertes et al., 2004, Rabinovich et al., 1998). La lista delle cellule immunitarie che rilasciano galectine è sempre in crescita supportando fortemente la loro attività immunomodulatoria e giustificando l’ipotesi che questa famiglia di lectine intracellulari gioca un ruolo nell’immunità. 
L’espressione ubiquitaria delle galectine e l’importanza del loro ruolo è implicito nel loro essersi conservate a livello filogenetico e nella precocità d’espressione che le caratterizza. Per la loro partecipazione nella regolazione della crescita cellulare, nell’apoptosi, nel ciclo cellulare, nel riconoscimento cellula-cellula, la famiglia delle galectine può essere considerata come una famiglia di regolatori dell’omeostasi cellulare. 

Relazioni filogenetiche dei Tunicati

Il phylum dei Cordati, comprende tre subphyla, Cefalocordati, Tunicati o Urocordati e Vertebrati. 

I Tunicati, per la prima volta descritti da Aristotele col nome di Ascidie, ancor oggi usato sia in Europa sia in Giappone, costituiscono un numeroso gruppo d’invertebrati marini, ampiamente diffusi e strettamente correlati al taxon dei Vertebrati. 
La loro posizione filogenetica, proposta per la prima volta nel XIX secolo da Kowalevsky (Berril, 1955), ha stimolato parecchio interesse per lo studio dell’evoluzione del sistema immunitario, dal momento che si crede che i meccanismi di difesa innata dei tunicati potrebbero rappresentare i precursori evolutivi di quelli dei vertebrati.

I rapporti filogenetici delle Ascidie con i Vertebrati erano originariamente basati sull’identificazione nelle larve dei tunicati di strutture che sembrano essere omologhe alle caratteristiche dei Cordati, come una pinna post-anale, una corda nervosa dorsale, una notocorda e fessure branchio-faringeali (Garstang, 1928). Queste strutture, vengono in parte perse nei tunicati adulti in quanto le larve vanno incontro ad una metamorfosi radicale.

Comunque, le omologie larvali identificate da Kowalevsky, rimangono fondamentali perché costituiscono le prove definitive che l’origine dei vertebrati sia legata allo sviluppo di una larva simile ai tunicati (Berrill, 1955; Garstang, 1928).

Queste strette relazioni evolutive tra i tunicati ed i più alti Cordati sono state confermate da studi di filogenesi molecolare ovvero da un’omologia nella sequenza dell’rRNA 18 S, della porzione 5’ terminale del gene per l’rRNA 28 S (Field et al., 1988). Inoltre, recentemente, dopo una approfondita analisi del genoma, gli Urocordati, e non più i Cefalocordati, sono stati proposti come sister group dei vertebrati (Fig.5) (Delsuc et al., 2006, 2008). 
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Fig.5: Albero filogenetico costruito sulla base delle analisi dei dati genomici (allineamento di 33.800 posizioni amminoacidiche) (Delsuc et al.,2006).

Data questa peculiare posizione filogenetica, negli ultimi anni è diventato di rilevante interesse studiare l’infiammazione nei Tunicati al fine di ottenere nuove prospettive sull’origine dell’immunità innata, in quanto molti geni dell’immunità sono condivisi tra le Ascidie e i Vertebrati. Sebbene il sistema immunitario dei Tunicati si differenzia da quello dei Vertebrati per l’assenza di una risposta immunitaria adattativa, è caratterizzato da risposte immunitarie innate mediate dai componenti cellulari e umorali dell’emolinfa.

Il processo infiammatorio dell’ascidia C. intestinalis, definito col termine “reazione infiammatorio-simile”, è stato ampiamente studiato a livello istologico: “L’introduzione di materiale estraneo, di natura corpuscolata o solubile, nella tunica dell’ascidia produce, a livello microscopico, una massiva infiltrazione di cellule staminali e granulociti, responsabili della fagocitosi, del rilascio di fattori attivi e del materiale lisosomiale che contribuisce all’eliminazione della massa estranea; mentre, a livello macroscopico, porta alla costituzione di uno strato misto di cellule e secreti che isolano quella parte di tunica e, a distanza di 4-8 giorni dall’inoculo, alla formazione di una capsula ben visibile (Parrinello et al., 1977; Parrinello and Patricolo, 1984; Parrinello et al., 1984; Parrinello et al., 1990; De Leo et al., 1992).
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La componente umorale dell’emolinfa dei Tunicati comprende proteine che sono sia coinvolte nel mantenimento della tensione osmotica del siero, sia coinvolte nella risposta immunitaria attraverso meccanismi di agglutinazione, opsonizzazione e citotossicità nei confronti del materiale non self (Wright, 1981). Fra queste molecole sono incluse clavanine e stieline, isolate da Styela clava e Styela plicata; halocianina A e B, isolate da Halocynthia roretzi e fattori umorali presenti in Botryllus schlosseri e C. intestinalis, ancora non purificati.

La componente cellulare comprende, invece, emociti di origine mesodermica che, sebbene identificati nell’emolinfa possono essere trovati principalmente nei tessuti infiammati. La classificazione degli emociti di C. intestinalis si basa sulla presenza/assenza di granuli. Le osservazioni hanno permesso di classificare queste cellule in due vaste categorie, gli Agranulociti, comprendenti emoblasti, cellule linfocito-like, ed amebociti ialini e i Granulociti che comprendono granulociti con piccoli o grandi granuli, granulociti univacuolari refrattili e cellule a morula. Le cellule signet ring e le cellule compartimentate potrebbero essere stadi di differenziazione intermedi o finali (Arizza and Parrinello, 2009). I ruoli che, generalmente, sono stati osservati per gli emociti degli adulti sono coagulazione, escrezione, nutrimento, riproduzione asessuata, formazione dei gameti, formazione della tunica e reazioni di difesa (Wright, 1981).

Per quanto riguarda quest’ultimo ruolo di difesa, gli emociti, sono coinvolti nei processi infiammatori derivanti da lesioni della tunica o dalla penetrazione di materiale biotico o abiotico.

Sotto la guida di stimoli chemiotattici, gli emociti compiono un processo migratorio dall’emolinfa in direzione del sito d’infiammazione, dove agiscono, rilasciando sostanze citotossiche o sequestrando rapidamente il materiale estraneo attraverso fagocitosi o formazione di una capsula visibile (Wright, 1981; Parrinello et al., 1984).

Inoltre, gli emociti producono molecole come lectine, enzimi, peptici antimicrobici e molecole con funzione simile a quella delle citochine dei vertebrati. Tutte queste molecole, costituiscono le cosiddette componenti umorali del siero, che sono direttamente coinvolte nel riconoscimento e nella distruzione del materiale estraneo, ma anche nella regolazione di importanti meccanismi di difesa cellulare, attivati dal processo infiammatorio come la proliferazione cellulare, la chemiotassi, la fagocitosi e la citotossicità.

Studi istologici precedentemente condotti su individui di C. intestinalis, trattati e non con lipopolisaccaride (LPS), hanno mostrato come gli emociti sono largamente coinvolti in questa risposta. Essi, a partire dalle lacune ematiche, migrano in direzione della zona d’inoculo, infiltrandosi nella tunica per rilasciare molecole citotossiche, per fagocitare l’LPS e per formare una capsula attorno al materiale inoculato. Il confronto tra le sezioni istologiche trasversali della parete corporea di C. intestinalis, eseguite in tempi diversi e colorate con la colorazione tricromia di Mallory, aveva già mostrato che tale migrazione è particolarmente evidente dopo 48 ore dall’inoculo di LPS. A tale tempo, infatti, gli emociti sono numerosissimi nella tunica, a ridosso dell’epidermide, e in corrispondenza delle lacune ematiche della parete del faringe. L’esatta natura del segnale in grado di scatenare questo tipo di reazione infiammatoria non è ancora nota, tuttavia possiamo ritenere che intervengono sia molecole citochino-like sia galectine.

Citochine nei tunicati

Tutte le ricerche che hanno come obiettivo quello di provare l’esistenza di molecole citochino-like negli invertebrati si basano sull’assunto che queste molecole, durante i processi infiammatori, svolgono funzioni simili sia negli invertebrati sia nei vertebrati. Perciò, tipici approcci sperimentali usati per identificare molecole citochino-like ed i loro recettori, hanno valutato la sensibilità degli immunociti degli invertebrati all’azione delle citochine dei vertebrati, o viceversa, la capacità di rispondere delle cellule immunitarie dei vertebrati ai fattori degli invertebrati. Inoltre, anticorpi che neutralizzano l’attività delle citochine dei vertebrati sono stati usati per testare la cross-reattività con fattori presenti nell’emolinfa degli invertebrati. Diverse molecole citochino-like sono state identificate nei Tunicati (Tabella 1).

Beck et al. (1996) hanno isolato e caratterizzato nel tunicato Styela clava, molecole simili all’IL-1, all’IL-6 e al TNF-α, che mostrano parecchie attività biologiche simili a quelle dei loro corrispondenti presenti nei vertebrati. Nell’ascidia Botryllus schlosseri la stimolazione degli immunociti con mannani o forbolo 12- mono-miristato, induce un aumento significativo di molecole simili all’IL-1α e al TNF-α, solo nelle cellule a morula, suggerendo che queste cellule sono la principale fonte di produzione di questi fattori nell’emolinfa (Ballarin et al., 2001). Zhang et al., (2008) hanno clonato un membro della superfamiglia dei ligandi TNF in Ciona savignyi e ne hanno valutato l’espressione dimostrando che l’mRNA è presente in tutti i tessuti di animali non trattati e che la sua espressione è regolata positivamente negli emociti dopo inoculo di LPS.
Molti autori hanno cercato di dimostrare, negli invertebrati, la presenza di molecole di membrana correlate con i recettori per le citochine dei vertebrati (Legac et al. 1996; Habicht e Beck, 1996; Raftos, 1996; Beck et al., 2000). Questi studi, suggeriscono un’analogia funzionale delle molecole citochino-like e dei loro recettori con le citochine e i recettori dei vertebrati, aprendo la possibilità che un network per molecole citochino-like sia operativo negli invertebrati e regoli, come nei vertebrati, i meccanismi di difesa immunitaria. I recenti progressi nel sequenziamento del genoma di C. intestinalis rappresentano un importante punto per esaminare l’espressione e la funzione dei geni coinvolti nelle risposte immunitarie. Il genoma di C. intestinalis, sequenziato con il metodo shotgun, è composto da circa 153-159 Mb contenenti circa 16.000 geni codificanti proteine. Lo studio della trascrittomica, che include le analisi sulle “Expressed Sequence Tags” (ESTs) e i cDNAs, ha permesso di identificare un gruppo di geni codificanti proteine conservate nei cordati coinvolte nella comunicazione cellulare e nello sviluppo fornendo un’immagine dei geni relati all’immunità (Satou et al., 2002). Sebbene i geni fondamentali dell’immunità adattativa sono assenti in C. intestinalis, molti geni coinvolti nell’immunità innata sono stati identificati, tra i quali diverse componenti del sistema del complemento, recettori Toll-like, e lectine quali 9 lectine leganti il mannosio e 9 ficoline (Azumi et al., 2003). Per quanto concerne le citochine, è stato osservato che il genoma di C. intestinalis contiene tre recettori per l’IL-1, un TNF-like e tre recettori per il TNF (Terajima et al., 2003). Di recente è stato clonato e sequenziato il gene CiTNFα-like, a partire dal faringe di C. intestinalis, dopo trattamento con LPS. (Parrinello et al., 2008).
	TUNICATI
	CITOCHINE
	REFERENZE

	Botryllus schlosseri
	IL-1, IL-1α, TNF-α
	Beck et al.,1989, Ballarin et al., 2001

	Styela plicata
	IL-1
	Beck et al.,1989


	Molgula occidentalis
	IL-1
	Beck et al.,1989

	Ciona intestinalis
	IL-1, EGF, TNF-α
	Beck et al.,1989, Nakayama et al., 2001, Parrinello et al., 2008

	Amaroucium pellucidum
	IL-1
	Beck et al.,1989

	Styela clava
	IL-1
	Beck et al.,1989

	Halocynthia roretzi
	TGF-β
	Miya et al., 1996, Darras an Nishida, 2001

	Boltenia villosa
	EGF
	Davidson and Swalla, 2001

	Molgula pacifica
	FGF
	Bates, 1998

	Ciona savigny
	TNF-α
	Zhang et al., 2008


Tab.1: molecole citochino-like nei Tunicati

Galectine dei tunicati

I Tunicati possiedono, nella loro emolinfa, sia lectine legate alla superficie degli emociti sia lectine umorali rilasciate da questi ultimi. La loro funzione include attività opsonica e antibatterica, e possono giocare un ruolo anche nella morfogenesi. Come accade per gli invertebrati, le lectine umorali dei Tunicati sono eterogenee per ciò che riguarda la taglia, il numero delle subunità, il tipo di legami che connettono le subunità e i cationi divalenti richiesti per il loro funzionamento. Le galectine identificate nei Tunicati (Tab. 2) mostrano specificità per differenti beta-galattosidi. Lectine con specificità di legame per il D-galattosio e l’α-lattosio sono state purificate rispettivamente da Ascidia malaca e Phallusia mamillata (Parrinello e Arizza, 1988; 1989). Entrambe sono formate di subunità che si associano in una molecola più grande del peso molecolare di circa 200 kDa, e per la loro attività non richiedono cationi divalenti. In SDS-PAGE, le loro subunità mostrano una taglia di 58-59 kDa. Generalmente, le lectine dei Tunicati sono state identificate per la loro capacità di agglutinare gli eritrociti. La specificità di legame è stata esaminata in saggi di emoagglutinazione che prevedevano un’inibizione dell’attività con monosaccaridi, oligosaccaridi, zuccheri modificati e glicoproteine. Inibizioni con epimeri del galattosio o di zuccheri modificati hanno dimostrato che i residui di carbonio che portano i gruppi ossidrilici sono responsabili del legame con gli zuccheri (Parrinello e Canicatti, 1982). Come suggerito per altri invertebrati (Stein e Cooper, 1982; Amirante e Mazzolai, 1978), la presenza delle lectine sulla superficie degli emociti può renderli candidati ideali per il ruolo di recettori che intervengono, attraverso la modalità proteino-carboidratica, in parecchi processi di difesa, così come nella morfogenesi. Nei vertebrati, la presenza di lectine di superficie come recettori è stata descritta per tanti tipi celllulari, inclusi epatociti, cellule linfoidi e macrofagi (Lis e Sharon, 1986). In A. malaca e P. mamillata, Parrinello e Arizza, 1988; 1989 hanno dimostrato, per la prima volta nei tunicati, la presenza di lectine sulla superficie cellulare con saggi cellulari in vitro e con studi di immunofluorescenza.

Parrinello e Arizza (1989) hanno identificato in P. mamillata un tipo di lectina, chiamata CL lectina, che sembra differente dalla forma umorale. Queste lectine mostrano specificità per l’α-lattosio e in SDS-PAGE mostrano due bande proteiche di 37 e 35 kDa. Le lectine di tipo CL sono state isolate anche da Harada-Azumi et al. (1987) dagli emociti di un altro tunicato, Halocyntia roretzi. Le lectine tissutali ed umorali degli invertebrati sono degli ideali candidati per il ruolo di molecole di riconoscimento (Vasta, 1991).

Il ruolo fisiologico delle lectine e degli emociti che portano le lectine, in Phallusia mamillata e Ascidia malaca come nella maggior parte dei tunicati, deve essere ancora chiarito. Comunque, si comprende che gli emociti, possono rilasciare le lectine nell’emolinfa, come conseguenza di un contatto con materiali estranei come i batteri. Wright (1974), ha suggerito un ruolo opsonico per le agglutinine di C. intestinalis, prodotte in seguito all’inoculo di eritrociti. Una agglutinina con ruolo opsonico contro i lieviti è stata identificata e purificata dal plasma di Stylela Clava (Beck et al., 1993; Kelly et al., 1992, 1993). Questa è una lectina dipendente da un catione divalente che esibisce specificità carboidratica per il mannano, l’N-acetil-galattosamina e per il galattosio, e mostra alcune somiglianze funzionali con le lectine di tipo C. Inoltre, esibisce attività citochino-like. Probabilmente, il legame della lectina sulla superficie cellulare attiva le cellule e stimola parecchie risposte immunitarie, incluse coagulazione, rilascio di prodotti batterici e produzione di superossidi anionici che stimolano gli emociti fagocitari. 

Inoltre, in C. picta, è stata caratterizzata una galectina di tipo proto simile alla galectina 3 di uomo (Vasta et al., 2004). In Didemnum candidum, una lectina legante i galattosidi mostra attività mitogenetica verso timociti murini (Vasta et al., 1986). Infine un’opsonina “galectina-like” è stata riportata nell’ascidia coloniale Botryllus schlosseri (Ballarin et al., 1994, 2000). In C. intestinalis le galectine sono contenute nell’emolinfa (Parrinello e Patricolo, 1975; Wright 1981). Queste sono state identificate nel genoma di C. intestinalis (Dehal et al., 2002) ed una galectina di 36 kDa è espressa negli emociti (Shida et al., 2003). Inoltre galectine con propietà opsonizzanti vengono rilasciate nel siero dopo stimolazione con LPS (Parrinello et al., 2007). Conferma della presenza delle galectine in C. intestinalis si è avuta dal lavoro di Houzelstein e collaboratori che nel 2004 hanno identificato due geni codificanti galectine nel genona di questa ascidia denominati cionaLgals-a e cionaLgals-b di cui abbiamo mantenuto la nomenclatura.
	TUNICATI
	Specificità
	REFERENZE

	Ascidia malaca 
	D-galattosio
	Parrinello e Arizza,1988

	Phallusia mamillata
	α-lattosio
	Parrinello e Arizza,1989

	Halocynthia roretzi 
	N-acetilgactosammina
	Harada-Azumi et al., 1987

	Styela clava 
	N-acetilgactosammina e galattosio
	Beck et al.,1993, Kelly et al., 1992, 1993

	Clavelina picta
	-
	Vasta et al., 2004

	Botryllus schlosseri 
	D-galattosio
	Ballarin et al., 2000

	Ciona intestinalis
	D-galattosio e D-galattosidi
	Parrinello et al., 2007


Tab. 2: Galectine nei tunicati
Stato dell’arte sulle citochine in C. intestinalis e scopo della ricerca

Nel 2008 Parrinello e collaboratori hanno clonato e sequenziato un gene TNFα-like denominato CiTNFα a partire dall’RNA messaggero della parete del faringe di animali stimolati per 4h con LPS. A tale gene corrisponde un pro peptide di 312 amminoacidi con un peso molecolare previsto di 35.4 kDa, in cui sono stati identificati un dominio trans membrana dalla posizione 7 alla 29, un sito di clivaggio TACE, ed un dominio corrispondente al peptide maturo di 185 aa (20.9 kDa). Le analisi filogenetiche effettuate comparando le sequenze amminoacidiche dedotte del TNFα degli invertebrati con i TNF dei vertebrati mostrarono come la proteina CiTNFα di C. intestinalis e il TNF1 e TNF2 di Ciona savigny formano un unico cluster correlato a quello dei vertebrati suggerendo che il dominio della famiglia TNFα e le attività citochino-like erano presenti nel progenitore comune ai vertebrati e alla linea delle ascidie (Fig. 6). 
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Fig 6: Albero filogenetico costruito comparando le sequenze aminoacidi che dedotte del TNF di mammiferi, pesci ed invertebrati. L’albero è stato costruito con il metodo neighbor-joining ed analisi bootstrap. I numeri rappresentano la percentuale di 1000 repliche di bootstraps in cui lo stesso ramo interno era ripetuto. La barra 0.1(n° di sostituzioni per sito)

Lo studio dell’espressione del trascritto nel faringe valutata tramite Real-time PCR a 0, 2, 4, 8,1 2, e 24h dopo l’inoculo di LPS aveva mostrato che un basso livello di trascritto era costitutivamente espresso ma che questo incrementava prontamente 4h dopo l’inoculo per poi iniziare a diminuire nelle ore successive. Questa citochina risulta quindi essere costitutiva e regolata positivamente dopo trattamento in vivo con LPS, a conferma del suo ruolo pro infiammatorio. Inoltre i saggi di ibridazione in situ identificavano la localizzazione dei trascritti. L’mRNA di CiTNFα è risultato essere principalmente espresso dai granulociti che popolano la tunica infiammata e che sono considerati cellule infiammatorie. Il trascritto fu identificato negli emociti con grandi granuli e negli amebociti ialini considerati cellule fagocitiche. Anticorpi monoclonali anti-TNFα di uomo sono stati utilizzati per lo studio della proteina. Questi riconoscevano una componente di 43kDa nel supernatante del lisato di emociti ed una componente solubile di 15 kDa nel siero, portando ad ipotizzare che la proteina CiTNFα è presente sia in una forma legata alla membrana sia in una forma solubile. 

A questo studio che ha permesso di identificare la citochina TNFα in C. intestinalis, si affianca lo studio di Houzelstein e collaboratori che nel 2004 hanno identificato i geni di due galectine nel genoma di C. intestinalis.
Houzelstein et al., (2004) dall’analisi delle sequenza genomiche e dalle Expressed Sequence Tags (ESTs) di C. intestinalis hanno dedotto la sequenza di due geni (Lgals) codificanti per galectine con un doppio CRD (bi-CRD). La prima, cionaLgals-a, esibisce le stesse caratteristiche nell’organizzazione dei geni che codificano per galectine con un bi-CRD nei vertebrati. Questo risultato supporta fortemente l’ipotesi che il gene codificante questa galectina “bi-CRD” era già presente nel progenitore comune di Vertebrati ed Urocordati. 
Le sequenza genomica della seconda galectina bi-CRD, cionaLgals-b, è ancora incompleta ma sembra avere un’organizzazione mai incontrata nei geni Lgals dei vertebrati.

Le lectine condividono con le citochine funzioni comuni e convergenti e possono essere considerate anch’esse citochine per il loro coinvolgimento nella comunicazione tra le cellule immunocompetenti e per loro partecipazione nella lotta al non-self (Malagoli 2010).

C. intestinalis è capace di riconoscere le componenti non-self e reagire tramite risposte cellulari tipiche del processo infiammatorio degli invertebrati quali la fagocitosi, l’incapsulamento, e la riparazione dei tessuti. Nei tunicati tali processi possono essere innescati sia da invasori naturali sia dall’introduzione di agenti esterni all’interno della tunica. Gli agenti esterni inseriti all’interno della tunica sono rimossi dal corpo (Parrinello et al., 1977) e queste reazioni sono considerate facenti parte del sistema interno di difesa (Parrinello et al., 1984). C. intestinalis è stata scelta come modello animale per questa ricerca in quanto occupa una posizione filogenetica peculiare dato che i tunicati sono considerati come un gruppo chiave nella filogenesi dei cordati e sono stati recentemente proposti come sister group dei vertebrati (Delsul et al., 2006, 2008). La biologia delle ascidie è per altro ben nota e risulta relativamente semplice collezionarle e mantenerle in acquario. I rapporti filogenetici tra i vertebrati ed i tunicati fanno si che questi ultimi siano considerati come unico 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; Satou, 2002,).Per questo motivo, lo studio del sistema immunitario dei Tunicati, rappresenta un modello per un approfondimento dell’evoluzione dei meccanismi immunitari di tipo innato. 
Inoltre, il rilascio di citochine e lectine negli eventi infiammatori degli invertebrati rappresenta un approccio addizionale per studiare le molecole immunomodulatorie delle ascidie.

Lo scopo di questo studio è stato quello di identificare la localizzazione e valutare la modulazione del CiTNF-α e delle galectine durante il processo infiammatorio indotto dall’inoculo di LPS nella parete corporea del tunicato C. intestinalis. 
Lo studio della localizzazione rappresenta un importante punto di partenza per capire il loro ruolo funzionale svolto da queste molecole. In particolare si è cercato di identificare i tipi cellulari coinvolti nell’espressione dei trascritti CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b con saggi di ibridazione in situ e di valutarne la modulazione con saggi di Real time PCR e di identificare la localizzazione delle corrispondenti proteine tramite immunoistochimica e western blot. A tal fine, si è utilizzato un approccio sperimentale che ha previsto l’utilizzo di sonde specifiche ottenute dopo clonaggio e sequenziamento dei geni sopracitati e di anticorpi specifici anti-CiTNFα, anti-cionaLgals-a ed anti-cionaLgals-b. Inoltre si è cercato di evidenziare la presenza di queste molecole durante la fase larvale.
Specie oggetto di studio
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Fig. 7: Ciona intestinalis
C. intestinalis (Fig. 7) è un organismo marino, appartenente al Phylum dei Cordati, subphylum Urocordati o Tunicati, classe Ascidiacei, ordine Enterogoni, sottordine Flebobranchiati, Famiglia Cionide. La specie ha un’ampia distribuzione, tanto da essere definita cosmopolita. Dopo un breve stadio larvale dotato di corda, la forma adulta dall’aspetto sacciforme e priva della corda, conduce una vita solitaria e bentonica, fissandosi con un peduncolo basale alle rocce, alle conchiglie, alle palificazioni sommerse o alle catene delle navi. Ermafrodita, si riproduce in maniera sessuata.

Osservando una sezione longitudinale di C. intestinalis (Fig. 8) si nota che l’animale, dall’esterno verso l’interno, è rivestito da uno strato elastico robusto, la tunica, costituita in massima parte da carboidrati, cellulosa, polisaccaridi neutri, mucopolisaccaridi acidi, una gran quantità di acqua, sostanze inorganiche e una discreta percentuale di proteine di tipo polisaccaridico e uno strato più interno, detto mantello, di costituzione più o meno simile alla tunica, che insieme rappresentano un primo sistema di difesa agli agenti patogeni. Quindi, troviamo un cestello branchiale o faringe, percorso da una rete di vasi a maglie rettangolari, ciascuna delle quali, circoscrive una fessura o stigma. 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 il sifone cloacale o atriale o esalante, da cui vengono espulsi i prodotti di rifiuto e le cellule sessuali, disposto lateralmente, che riveste la duplice funzione di organo respiratorio ed emopoietico. 
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Fig. 8: Sezione longitudinale della struttura interna di un’ascidia solitaria adulta.

L’endostilo (Fig.9), localizzato nella parete ventrale del faringe, presenta la forma di una profonda scanalatura e può essere suddiviso in 9 differenti zone o elementi che decorrono paralleli in un orientamento longitudinale. Studi ultrastrutturali ed istochimici dimostrano che da un punto di vista morfologico e funzionale, le cellule di ogni zona sono altamente specializzate. Le cellule costituenti gli elementi di supporto delle zone 1, 3, e 5 e le cellule degli elementi secernenti mucoproteine delle zone 2, 4 e 6 sono associate con le attività interne di filtraggio del cibo. Le cellule delle zone 7-9, localizzate nella parte dorso-laterale dell’endostilo, mostrano capacità di concentrare lo iodio e/o la perossidasi tiroidea e sono considerate come omologhe alla tiroide (Canestro et al., 2008). In particolare la zona 1 presenta cellule con ciglia eccezionalmente lunghe. Occasionalmente vicino ai nuclei di queste cellule vi sono larghi vacuoli e a seguito di diverse colorazioni istologiche (PAS, blu di anilina, mucicarmina) si è osservato che queste cellule presentano funzioni secretrici che però differiscono da quelle delle cellule secretrici tipiche del tratto ghiandolare ventrale (zona 2). Queste ultime sono cellule colonnari molto allungate con un largo nucleo sferico, un cospicuo nucleolo ed un citoplasma ricco in RNA. Queste cellule si presentano arrangiate in una struttura a “ventaglio” in cui i loro apici si uniscono insieme in una zona ristretta dove ha luogo la secrezione. La zona 3 è invece formata da cellule cigliate molto compatte con nuclei granulari arrangiati in maniera irregolare. Le cellule della zona 4, formanti il tratto ghiandolare mediano, ricordano nell’organizzazione quelle della zona 2 dalla quale sembrano però differire per i prodotti secreti. Le cellule della zona 5 formano un corto epitelio composto da cellule cubiche contenenti poche inclusioni granulari. La zona 6 rappresenta il tratto ghiandolare dorsale, che differisce nella sua struttura sia da quello mediano sia da quello ventrale e che risulta essere formato da cellule allungate arrangiate parallele tra loro che portano ciglia sparse. Questa zona sembra secernere almeno tre diversi prodotti sottolineando che la secrezione di muco da parte dell’endostilo deve essere un evento di considerevole complessità. Le cellule della zona 7 mostrano granuli di dimensione variabile, o un grosso granulo per cellula o più granuli di piccole dimensioni, mentre le cellule della zona 8 sono fortemente cigliate e mostrano la minore attività secretoria di tutte le parti dell’epitelio endoteliale. Queste cellule sono responsabili di guidare i prodotti di secrezione fuori dalla scanalatura verso la parete del faringe (Barrington E.J.W., 1957).
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Fig.9: Le zone 1,3 e 5 contengono elementi di supporto, le zone 7 e 8 mostrano attività di legame allo iodio e risultano essere omologhe alla tiroide dei vertebrati mentre le zone 2, 4 e 6 risultano essere deputate alla secrezione di proteine correlate alla digestione.

Al di sotto del faringe, in comunicazione con esso, troviamo la cavità celomatica nella quale sono contenuti altri organi: cuore, gonadi e apparato digerente. Il sistema nervoso è ridotto ad un solo ganglio celebrale situato nel mantello fra i due sifoni. Il sistema circolatorio è aperto, la circolazione alternante e nell’emolinfa si identificano, in base ai caratteri morfologici, diversi tipi cellulari (Arizza and Parrinello, 2009). 
Studi funzionali indicano che l’emoblasto rappresenta la cellula staminale da cui si originano le altre. 
C. intestinalis, ermafrodita, si riproduce sessualmente formando una larva liberamente natante dotata di coda.

La larva delle ascidie (Fig.10) risulta essere relativamente semplice, in quanto composta di circa 2500 cellule quando completamente sviluppata (Satoh,1994). In questa fase la larva è formata da un tronco e una coda e contiene solo sei tipi di tessuti differenti (sistema nervoso, notocorda, muscoli, ectoderma, endoderma, mesenchima). Il tronco contiene il sistema nervoso dorsale con due organi sensoriali, (ocello ed otolite), l’endoderma, il mesenchima, le cellule laterali del tronco (CLTs) e le cellule ventrali del tronco (CVTs). La coda contiene la notocorda fiancheggiata dorsalmente dal nervo della corda, ventralmente da uno strato di endoderma e lateralmente da cellule muscolari. L’intera superficie della larva è ricoperta da epidermide. La notocorda derivante dal tessuto mesodermico è composta da 40 cellule, il muscolo da 36 cellule mononucleate arrangiate in tre file che percorrono i due lati della notocora, ed il sistema nervoso centrale (SNC) , composto di quattro regioni principali , vescicola sensoriale, il collo, il ganglio viscerale, ed il nervo caudale della corda, di 350 cellule di cui 100 sono neuroni (Nicol and Meinertzhagen, 1991; Satoh,1994). Il mesenchima è una popolazione di circa 900 cellule mesodermiche che danno origine a molti tessuti dell’adulto dopo la metamorfosi (Satoh,1994). Nel mesenchima vi sono quattro distinte linee cellulari, le CLTs sono destinate a diventare cellule del sangue e muscolo della parete del corpo dell’adulto (Nishide et al., 1989), le CVTs sono precursori del cuore e del muscolo della parete del corpo dell’adulto e le altre due linee originano le cellule della tunica (Hirano and Nishida, 2000). I derivati dell’endoderma includono l’endoderma del tronco che formerà un primordiale e non funzionale faringe, ed uno strato di endoderma che decorre ventralmente alla notocorda come una sottile fila di cellule. Infine un singolo strato di 800 cellule dell’ epidermide ricopre sia il tronco sia la coda della larva delle ascidie. L’epidermide produce la tunica della larva, che è composta di strati cuticolari, filamenti extracellulari e cellulosa (Satoh,1994; Wang et al., 2002; Nakashima et al., 2004; Matthysse et al., 2004) e viene invasa dalle cellule neurali (Takamura, 1998). Gli embrioni e le larve di C. intestinalis sono trasparenti e permettono quindi una diretta osservazione dei tessuti ed inoltre presentano l’ulteriore vantaggio di uno sviluppo molto rapido con una larva completa dopo sole 18h dalla fecondazione quando la temperatura è mantenuta a 18°C (Whittaker,1977). Dopo questa fase la larva metamorfoserà in un adulto sessile (Fig. 10B).
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Fig 10:(A) particolare del tronco della larva di C. intestinalis. (B )adesione della larva al substrato e successive fasi del processo di metamorfosi.
MATERIALI E METODI

1. Animali e preparazione dei campioni
Individui adulti di C. intestinalis sono stati raccolti dal Golfo di Termini Imerese. Gli animali che presentavano una tunica priva di incrostazioni, sono stati posti in vasche contenenti acqua di mare ossigenata ad una temperatura di 15°C circa, e nutriti con una dieta per invertebrati marini (Hawaiin marine Imports, Inc, Houston). Dopo 48 ore di acclimatazione gli animali sono stati trattati secondo il seguente protocollo sperimentale: un primo gruppo di ascidie, è stato inoculato sottotunica con 0.2 ml/ animale di lipopolisaccaride (LPS) di E.coli (2 mg/ml del ceppo E55:B5 SIGMA) in marine solution (MS) sterile (12 mM CaCl2.6H2O, 11 mM KCl, 26 mM MgCl2.6H2O, 45 mM TRIS, 38 mM HCL, 0.45 M NaCl, pH 7.4), un secondo gruppo di ascidie, considerato come gruppo controllo, è stato inoculato sottotunica con un pari volume di MS ed un ulteriore gruppo di ascidie non è stato trattato. Agli animali, sacrificati in tempi precoci, (0-72 ore), sono stati espiantati i faringi, che sono stati fissati in Bouin (soluzione saturata di Acido picrico-formaldeide-acido acetico glaciale nel rapporto 15:5:1), congelati a –80 °C, o messi in RNA later (Ambion, Austin, Tex.) e anch’essi posti a –80 °C ed utilizzati per ottenere rispettivamente, sezioni per l’immunoistochimica e l’ibridazione in situ, omogenati di faringe, ed estratti di RNA. Una parte degli animali è stata utilizzata per effettuare la raccolta dell’emolinfa effettuata dal vaso cardiaco, messo a nudo dopo sezione longitudinale della tunica dal sifone atriale o esalante, per rottura e percolazione. A questo punto, i campioni di emolinfa, sono stati centrifugati a 400 x g per 10 minuti a 4 °C per favorire la separazione del siero dagli emociti. Nel siero, sono state aggiunte antiproteasi (Protease Inhibitor Cocktail-SIGMA) usando una diluizione di 1:200 come indicato dalla casa produttrice. I campioni, così ottenuti, sono stati conservati a –80° C fino al loro utilizzo. Gli emociti, invece, sono stati lavati in una soluzione sterile di anticoagulante (11 mM KCl, 43 mM TRIS-HCl, 0.4 M NaCl, 10 mM EDTA, pH 7.4), risospesi in MS e posti su vetrino per i saggi di immunocitochimica ed ibridazione in situ o utilizati per preparare il lisato di emociti (HLS).

Da animali non trattati sono state prelevate le uova e gli spermi tramite dissezione dei gonodotti. Alle uova, collezionate in capsule contenenti acqua di mare pastorizzata, sono stati aggiunti gli spermi diluiti in acqua di mare effettuando una fecondazione crociata in vitro. Le uova fecondate sono state mantenute a 18°C e si è seguito lo sviluppo fino allo stadio di larva natante (circa 18-20h dalla fecondazione). Quindi le larve sono state collezionate e fissate in Bouin per ottenere le sezioni o in 4% paraformaldeide in PBS per le analisi di whole mount.

1.1 Preparazione RNA e proteine 

1.1.2 Estrazione dell’RNA totale

L’RNA totale è stato estratto dal faringe (200mg/ascidia) con il Kit RNAqueousTM-Midi (Ambion), seguendo la procedura indicata dalla casa produttrice. RNAqueousTM-Midi kit senza l’utilizzo di fenolo e cloroformio, permette l’isolamento dell’RNA totale, con una procedura rapida basata sull’uso di filtri forniti dal kit. E’ possibile estrarre RNA totale da quantità di tessuto che variano da 0,1 a 0,5 grammi. 

1.1.3 Quantizzazione dell’RNA totale

La quantizzazione dell’RNA è stata effettuata con il Kit Quant-iTTMRNA (Invitrogen) e la concentrazione è stata letta con un fluorometro QuibitTM. Questo saggio è altamente selettivo per l’RNA e risulta molto accurata la lettura di campioni con concentrazioni che vanno da 250 pg/µl a 100 ng/ µl. Il saggio è stato eseguito a temperatura ambiente.

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

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 5 ml di 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) 10x (200 mM MOPS, 50 mM Sodio Acetato, 10 mM EDTA, pH 7) e 3µl di bromuro di etidio e si è lasciato polimerizzare per 30 minuti. A 10 µl del campione dell’RNA totale sono stati aggiunti 10 µl della soluzione di caricamento gel-denaturante (fornita dal kit) ed il campione è stato riscaldato a 68°C per 5 minuti in termo-block. Successivamente, i campioni sono stati caricati su gel di agarosio contenente 2,2 M di formaldeide e sottoposti a campo elettroforetico (80 volts per 25 minuti) in tampone MOPS 1x. Il campione è stato osservato agli UV. 

1.1.5 Preparazione di omogenati di faringe e di supernatanti del lisato di emociti (HLS)
I tessuti del faringe di individui non trattati, controllo ed inoculati con LPS, sono stati prelevati  a vari tempi ed omogenati in tampone di lisi, Sodio-cacodilato, 10 mM, pH 8 (1ml/gr) con Ultra–Turrax e centrifugati a 13.000 x g per 30 minuti a 4°C. I supernatanti così ricavati, dopo aver aggiunto antiproteinasi (Protease Inhibitor Cocktail-SIGMA) usando la diluizione 1:200, sono stati conservati a –80 °C fino al loro utilizzo. Invece gli emociti sono stati risospesi in RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) ed antiproteinasi nel rapporto 1:200. Dopo incubazione in ghiaccio per 20 minuti, la sospensione di emociti è stata vigorosamente agitata e centrifugata 14,000 x g per 20 minuti a 4°C. Il supernatante è stato collezionato e posto a -80°C.

1.1.6 Determinazione della concentrazione proteica
La concentrazione proteica dei campioni è stata misurata con il metodo colorimetrico di Bradford (1976), che sfrutta la capacità del colorante blue di Coomasie di formare composti colorati in “blu” con le proteine, per i legami elettrostatici che si instaurano tra i gruppi ossidrilici degli aminoacidi basici e i gruppi sulfonidici del colorante, in una soluzione acida.

Il reattivo di Bradford (Coomasie Brillant Blue G 250 100 mg/l; Etanolo 4.7%; Acido fosforico, 10% in 1 l di DW) è stato filtrato con apposita carta da filtro e conservato a 4°C fino al suo utilizzo. La siero albumina bovina (BSA-SIGMA 1 mg/ml diluita 1:2 serialmente) è stata utilizzata come standard per costruire la curva di taratura. La lettura allo spettrofotometro (595 nm) di ciascun campione (100μl + 900μl del reattivo di Bradford) è stata effettuata, dopo azzeramento col bianco (100 μl del tampone in cui si trova ciascun campione con 900μl di reattivo di Bradford). A questo punto il valore di assorbanza di ciascun campione è stato riportato sulla curva ottenuta con lo standard e per interpolazione è stata ricavata la concentrazione proteica.
1.1.7 Elettroforesi su gel SDS- PAGE

Tutti i campioni sono stati caricati alla stessa concentrazione (2µg di proteine) con Sample Buffer contenente β-mercaptoetanolo (SIGMA), dopo aver subito una breve bollitura (5 minuti a 100°). Per alcuni campioni è stata effettuata una strong reduction che ha previsto l’utilizzo di un sample buffer contenenente una concentrazione doppia di β-mercaptoetanolo ed un tempo di bollitura di 10 minuti. Il gel di poliacrilammide SDS-PAGE al 10%, è stato preparato secondo Laemmli (1970), usando uno Standard a basso peso molecolare (SIGMA). La migrazione, è avvenuta, in Running buffer (Tris Base 25 mM; Glicina 192 mM, 1 % p/v SDS, pH 8,3), a 60 volts per i primi 6 minuti e a 200 volts per i restanti 45 minuti, come indicato dal manuale BIORAD. Al termine della migrazione, i gel, sono stati o colorati con blue di Coomassie o utilizzati per il Western Bot.

1.1.8 Colorazione con Blue di Coomassie

Al termine della migrazione elettroforetica, al fine di verificare l’avvenuta estrazione proteica, il gel è stato colorato con il colorante Blue di Coomassie (Coomassie Brillant Blue G250 0.1%; Metanolo 40%; Acido acetico 1%) e posto in agitazione per tutta la notte a temperatura ambiente. Il giorno seguente, il gel è stato decolorato con la soluzione decolorante (Acido acetico 0.1%; Metanolo 0.4%; acqua distillata) in due passaggi successivi della durata di 1 ora ciascuno, in agitazione e a temperatura ambiente. Quindi, il gel è stato sciacquato in acqua distillata, asciugato con Cellophane (The gel company) e conservato.

2. Analisi di Real-time PCR

2.1 Sintesi del cDNA

Il cDNA è stato preparato a partire da 5μg di RNA totale con il Kit Ready to GoTM T-primed First-Strand (Pharmacia), ai quali sono stati aggiunti 0,5 μl (50ng) di Random Hexamer e Xμl di acqua nucleasi free 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 100mM DDT, 1 μl dNTP Mix (10mM ognuno), 0,5 μl MMLV Reverse Transcriptase e 12,5 μl di acqua nucleasi free 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. 

2.2 Analisi dell’espressione di cionaLgals-a e cionaLgals-b tramite real-time PCR

L’espressione dei geni cionaLgals-a e cionaLgals-b nel faringe è stata valutata tramite Real-time PCR usando il metodo Taqman. Per ognuno dei due geni presi in esame, oltre ai due primers convenzionali della PCR è stato disegnato un terzo primer localizzato tra i primi due, che si lega in maniera specifica alla sequenza target. Questo probe è coniugato con un fluorocromo (quencer) al 3’ che assorbe la fluorescenza del fluorocromo del reporter al 5’finché il probe è intatto.

In seguito all’amplificazione il probe viene idrolizzato dalla Taq polimerasi. L’idrolisi determina la separazione del reporter dal quencer rendendo la fluorescenza del reporter rilevabile. Durante ciascun ciclo di PCR questa fluorescenza aumenterà in maniera progressiva ed esponenziale fino al raggiungimento del plateaux. La reazione viene definita semiquantitativa in quanto la quantificazione del messaggero non è assoluta ma relativa al gene costitutivo scelto. 

I parametri rilevanti per l’analisi dei dati sono:

-il ciclo di soglia (Ct), che rappresenta la fase in cui è prodotta una quantità misurabile di amplificato; 

-ΔCt che è la differenza tra il Ct del gene target e il Ct del gene endogeno;

-ΔΔCt che rappresenta la differenza tra il ΔCt degli stressati con il ΔCt dei controlli.

I primers e le sonde sono state disegnate usando il primer express software V.0 e sintetizzati commercialmente (Applied Biosystem, Foster City, USA). La sequenze della sonda Taqman contengono un fluoroforo FAM al 5’ e un quencher MGB al 3’ per ognuno dei due geni target cionaLgals-a e cionaLgals-b e un fluoroforo VIC al 5’ e un quencher MGB al 3’ per il gene costitutivo actina (C.intestinalis Acession Number AJ297725). L’analisi di real-time PCR è stata eseguita utilizzando il sistema 7500 dell’Applied Biosystem. La reazione di real-time PCR è stata condotta in un volume di 25 µl contenenti 2 µl di cDNA convertiti da 250 ng dell’RNA totale, 100 µM della sonda per cionaLgals-a, 400 µM del primer forward (5’-GAAACTCGTTACTGGACAAC-3’) e del primer reverse (5’-AGTACCCTGCTTATCTATGCT-3’) per cionaLgals-a, 100 µM della sonda per cionaLgals-b, 400 µM del primer forward (5’-ACAAGTTTGGGTTCAACTAC-3’) e del primer reverse (5’-TAACGTCCAGCATGTAAGTA-3’) per cionaLgals-b, 100 µM della sonda per l’actina, 400 µM del primer forward (5’-TGATGTTGCCGCACTCGTA-3’) e del primer reverse (5’-TCGACAATGGATCCGGT-3’) per l’actina, e 12,5 µl di Master Mix 2X per Taqman PCR contenente ApliTaqGold DNA polimerase, dNTPs, e buffer (Applied Biosystem). La reazione consiste di 50 cicli preceduti da un’iniziale attivazione della DNA polimerasi ApliTaqGold per 3 minuti a 95°C, ogni ciclo prevede una fase di denaturazione a 95°C per 15 secondi e una fase di annealing/extention a 60°C per 45 secondi, nei quali il segnale fluorescente viene rilevato. Sono stati analizzati tre campioni in triplicato per i non trattati, gli inoculati con MS, e gli inoculati con LPS. Per ottenere una quantificazione del campione è stato usato il metodo RQ = 2-ΔΔCt e i cambiamenti nell’espressione del gene sono stati analizzati come descritto nel manuale d’uso N.2 dell’ Applied Biosystem (P/N 4303859). Affinché il calcolo del Ct sia valido l’efficienza di amplificazione del gene target e di quello costitutivo devono essere approssimativamente uguali. Per valutare che i due ampliconi abbiamo la stessa efficienza è stato utilizzato un metodo per vedere come il Ct varia con le diluizioni seriali (1,0.5,0.2,0.1,0.005,0.002, e 0.001) dei cDNA. Tali diluizioni dei cDNA sono state amplificate con Real time PCR usando i primers specifici dei geni target e di quello costitutivo ed il ΔCt ,CT(cionaLgals-a/cionaLgals-b)-CT(Actina) è stato calcolato in tre replicati per ogni diluizione del cDNA. I dati sono stati analizzati mediante analisi di regressione lineare. La normalizzazione della quantità di trascritti cionaLgals-a e cionaLgals-b è stata ottenuta utilizzando l’actina, ciò consente di compensare variazioni nella quantità di RNA di partenza.

3.Produzione di anticorpi
3.1 Produzione di antisieri 

Gli anticorpi policlonali anti-CiTNFα, anti-cionaLgals-a ed anti-cionaLgals-b sono stati prodotti in coniglio (Sigma) tramite inoculo di peptidi specifici disegnati dalla sequenza amminoacidica dedotta. In particolare per l’immunizzazione sono stati utilizzati i seguenti peptidi: il peptide di 16-aa, CFIAHHRKRRGSESKT per il CiTNFα, il peptide di 15-aa, DTGIEIPKPAVDTLC per cionaLgals-a, ed il peptide di 14-aa, MFRTQRKLNRPAIC per cionaLgals-b. Tutti i peptidi sono stati selezionati tramite il programma “antigen-prediction” e sintetizzati dalla Sigma-Genosys (UK). La sequenza del peptide sintetico è stata coniugata ad una proteina carrier (emocianina per il CiTNFα e BSA per le galectine) per l’immunizzazione. Questo ha permesso di ottenere antisieri contenenti gli anticorpi policlonali anti- CiTNFα, anti-cionaLgals-a ed anti-cionaLgals-b.
3.2 Purificazione di anticorpi tramite cromatografia di 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 di sefarosio che trattati con HCl 1mM hanno permesso di ottenere circa 4 ml di gel. Questo è stato posto in un imbuto munito di filtro poroso G4 per far percolare l’HCl 1mM usato per un lavaggio di circa 15 minuti. Le resine di sefarosio sono state poi lavate con il tampone di legame (NaHCO3 0.1M pH 8.3 contenente NaCl 0.5M) e trasferite in tubi da 50 ml. A queste sono stati aggiunti i peptidi CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b sciolti nel tampone di legame (5mg/ml), e sono stati tenuti 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 2 ore a temperatura ambiente. A questo punto la resina è stata inserita all’interno della colonna. La colonna è stata lavata 4-5 volte in maniera alternata con un tampone acetato (acido acetico/sodio acetato 0.1M pH4.5 contenente 0.5M NaCl) e un tampone contenente 0,1 M Tris HCl pH 8 per eliminare l’eccesso di peptide. Gli antisieri contenenti gli anticorpi d’interesse sono stati caricati nella colonna dopo essere stati centrifugati a 5000 x g e filtrati con filtri da 0,22 µm. In questa fase l’anticorpo legherà il suo specifico peptide. La colonna è stata quindi lavata con PBS (NaCl 0.1 M, KCl 0,02 M, KH2PO4 0,01M, Na2HPO4 0,06M pH 7.2) per eliminare l’eccesso di anticorpo finché le letture a 280nm non sono tornate 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 collezionate 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. Il titolo anticorpale dei campioni (con un contenuto proteico di 1,5 mg/ml per l’anti-CiTNFα, 0,17 mg/ml per l’anti-cionaLgals-a e 0,65 mg/ml l’anti-cionaLgals-b) è stato valutato tramite ELISA.

3.3 ELISA indiretto e inibizione competitiva 
L’ ELISA è stata condotta come descritto da Plagemann (2005) che prevede una prima fase di adesione del peptide al fondo del pozzetto di una piastra Nunc Maxisorp ELISA (Nunc, Denmark) per tutta la notte. A tale scopo i peptidi sono stati disciolti in una soluzione di carbonato, coating buffer (Na2CO3 0,075 M, NaHCO3 0,17 M, pH 9.6), e distribuiti nelle rispettive piastre nella quantità di 10µg/pozzetto. Dopo i pozzetti sono stati lavati con PBS contenente 0.1 % (v/v) 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 1 ora. Dopo altri 3 lavaggi da 5 minuti è stata effettuata l’incubazione con gli anticorpi anti-CiTNFα (1:5.000-1:50.000), anti-cionaLgals-a (1:500-1:10.000) ed anti-cionaLgals-b (1:5.000-1:50.000), diluiti 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 1ora. Dopo 4 lavaggi con PBS-T si è proceduto all’incubazione con il substrato della fosfatasi, il paranitrofenilfosfato (1mg/ml) in dietanolammina (per 100 ml: 9,7 ml dietanollamina, 10 mg MgCl2) in quantità di 100µl per pozzetto per 15-30 min. Il prodotto della fosfatasi è stato quantificato misurando l’assorbanza a 405 nm in un lettore di piastre automatico. I controlli sono stati effettuati trattando alcuni pozzetti con il solo colorante, altri senza peptide, senza l’anticorpo primario, e senza l’anticorpo secondario. 

Il controllo per la specificità degli anticorpi è stato condotto con inibizione-competitiva: I peptidi legati alle piastre sono stati preparati come riportato, 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 precedentemente incubati con i peptidi. I pozzetti sono stati lavati con PBS-T ed è stata usata la procedura standard come già descritto.

3.4 ELISA incrociata

I peptidi di cionaLgals-a e cionaLgals-b sono stati legati ai pozzetti in una concentrazione di 10µg/100µl in coating buffer 1x pH 9.5 e lasciati ad aderire tutta la notte a temperatura ambiente. I pozzetti sono stati lavati con PBS-T 1x tre volte in agitazione per 10 minuti , posti ad incubare in blocking buffer ( 3% BSA in PBS-T 1x) per 1 ora a temperatura ambiente, e nuovamente lavati per tre volte in PBS-T 1x. I pozzetti contenenti il peptide di cionaLgals-a sono stati posti ad incubare tutta la notte a temperatura ambiente con le diverse diluizioni di anticorpo anti- cionaLgals-b in PBS-T 1x e viceversa i pozzetti contenenti il peptide della cionaLgals-b sono stati posti ad incubare con le diverse diluizioni di anticorpo anti-cionaLgals-a in PBS-T 1x. Quindi i pozzetti sono stati lavati per tre volte in PBS-T 1x e trattati con l’opportuna diluizione dell’anticorpo secondario anti-rabbit IgG, coniugato con fosfatasi alcalina (1:20.000 anti-IgG di coniglio, sviluppato in capra, 1.9 mg/ml-SIGMA in PBS-T 1x) per 50 minuti a temperatura ambiente. Infine, sono stati effettuati altri 3 lavaggi, in agitazione, con PBS-T 1x ed è stata evidenziata la reazione mediante una soluzione di paranitrofenilfosfato (1mg/ml in dietanolamina). La lettura della piastra è stata effettuata dopo circa 30 minuti a 405 nm. I controlli sono stati effettuati trattando alcuni pozzetti con il solo colorante, altri senza peptide, senza l’anticorpo primario, e senza l’anticorpo secondario. 

4. Western Blot 

Il trasferimento delle proteine su membrana di nitrocellulosa (Hybond ECL-Amersham pharmacia biotech) è avvenuta in Tris-glicina (Tris-Base 25 mM; Glicina 150 mM, pH 7.4) a 350 Ampere per 1 ora. Al termine del trasferimento, la membrana, è stata incubata, per 1 ora a temperatura ambiente, con soluzione bloccante (Tris-Base 10 mM; NaCl 150 mM, pH 7.4; 0.1% Tween 20; 3% BSA). Quindi, la membrana è stata lavata tre volte, in agitazione, con tampone di lavaggio (Tris-Base 10 mM; NaCl 150 mM, pH 7.4; 0.1% Tween 20) per dieci minuti, e posta ad incubare, tutta la notte a 4 °C in camera umida, con una soluzione di diluizione dell’anticorpo primario (Tris-Base 10 mM; NaCl 150 mM, pH 7.4; 0.1 % Tween 20; 0.1% BSA)  contenente anti-cLsgals-a (1:500), anti-CiTNFα (1:5000) o anti-cLsgals-b (1:1500 per il faringe ed 1:1000 per il siero). Il secondo giorno, dopo altri tre lavaggi, in agitazione, con tampone di lavaggio per dieci minuti, la membrana, è stata incubata, per tre ore a temperatura ambiente, con soluzione di diluizione dell’anticorpo secondario anti-rabbit IgG, coniugato con fosfatasi alcalina (1:20.000 in Tris-Base 10 mM; NaCl 150 mM, pH 7.4; 0.1 % Tween 20; 0.1% BSA). Infine, sono stati effettuati altri 3 lavaggi, in agitazione, con tampone di lavaggio ed è stata evidenziata la reazione immune mediante una miscela di 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium (BCPI/NBT) (SIGMA).

5 Analisi istologiche

5.1 Inclusione in paraffina e taglio delle sezioni
I tessuti dell’adulto e le larve, fissati in Bouin sono stati disidratati attraverso la serie di etanolo (35%-100%), e poi trasferiti in metilbenzoato per due volte fino all’affondamento del campione. Infine i campioni sono stati inclusi in paraffina (MERCK) e dopo 24 ore sono state tagliate al microtomo sezioni di 6 μm, che sono state incubate a 37°C per tutta la notte.

5.2 Colorazione tricomica di Mallory
Le sezioni ottenute al microtomo sono state deparaffinate in xilolo, reidratate attraverso la serie di etanolo (100%-35%), sciacquate con acqua distillata e colorate con soluzione acquosa all’1% di fucsina acida (sciolta a caldo) per circa un minuto a temperatura ambiente. Dopo un lavaggio in acqua distillata, le sezioni sono state decolorate velocemente in etanolo 95° contenente una goccia di olio di anilina, quindi, rilavate in acqua distillata e colorate per 30 minuti, a temperatura ambiente, in soluzione acquosa all’1% di acido fosfomolibdico (sciolta a caldo); a questo punto è stato effettuato un ulteriore lavaggio con acqua distillata, prima della colorazione con la soluzione Mallory (0.005 gr/ml di azzurro di anilina; 0.02 gr/ml di orange G; 0.02 gr/ml di acido ossalico) per 45 minuti a temperatura ambiente. Quindi, le sezioni sono state lavate in  acqua distillata e deidratate in alcool etilico. I vetrini, infine, sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni al microscopio Leica DMRE.

5.3 Colorazione tricromica di Gomori
Le sezioni ottenute al microtomo sono state deparaffinate in xilolo, reidratate attraverso la serie di etanolo (100%-35%), sciacquate con acqua distillata e colorate con emallume di Carazzi (per 200 ml: 10 g KAl(SO4)2, 0,2 g Ematossilina (Sigma), 0,04 g KIO3, 40 ml glicerina) per circa 10 minuti a temperatura ambiente. Dopo un lavaggio in acqua distillata, sono state colorate per circa 15 minuti con la tricromia di Gomori pH 3.4 (per 100 ml: 0,6 g Cromotropo 2R, 0,3 g Fast green FCF, 0,6 g acido fosfotungstico, 1 ml acido acetico glaciale) quindi, lavate nuovamente in acqua distillata e sciacquate in acqua acidulata (0,2 % acido acetico). Le sezioni sono state lavate in acqua distillata e deidratate in alcool etilico. I vetrini, infine, sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) ed osservati al microscopio Leica DMRE.

5.4 Produzione sonde per l’ibridazione in situ

5.4.1 Amplificazione frammenti con oligonucleotidi

A partire dalle sequenze nucleotidiche delle due galectine (Houzelstein et al., 2004) sono stati disegnati degli oligonucleotidi con il programma Primer3 (v. 0.4.0). I primers utilizzati nelle reazioni di amplificazione sono illustrati in tabella 3. 
	GALFB         5’-ACAAGTTTGGGTTCAACTAC-3’



	GALRB        5’-TAACGTCCAGCATGTAAGTA-3’



	GALFA        5’-GAAACTCGTTACTGGACAAC-3’



	GALRA       5’-AGTACCCTGCTTATCTATGCT-3’




Tab.3: primers delle due galectine
5.4.2 PCR

Ciascuna reazione è stata condotta in 50 μl, utilizzando: 1-50 ng del cDNA da amplificare, 0.25 μM di primer forward e reverse; 200 μM di dNTP; 1.5 mM MgCl2; 3.5 unità di Taq polimerasi pharmacia (Roche Diagnostics) nel tampone 10x dedicato. Le reazioni di PCR sono condotte in un termociclatore Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer). 

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 TAE (40 mM Tris/Acetato, 1mM EDTA), in presenza di 3µl 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 è stato aggiunto un tampone di caricamento (loading buffer 1X: 0,1% SDS, 5% glicerolo e 0,005% di blu di bromofenolo). Insieme ai campioni da analizzare è stato caricato un marcatore di peso molecolare (Gene Ruler 100bp DNA ladder). Il gel è stato successivamente immerso in un tampone di corsa (TAE 1X) ed è stato sottoposto ad un campo elettrico di 50-100 V per un tempo variabile. 
5.4.3 Clonaggio

I principi su cui si basa il clonaggio sono: l’isolamento del DNA che deve essere clonato e l’isolamento del DNA che deve essere usato come vettore di clonaggio. I geni delle galectine, in seguito al loro isolamento sono stati clonati nel vettore plasmidico pCR4 topo (invitrogen) (Fig.11) utilizzando il kit Topo TA (Invitrogen). Il clonaggio è stato effettuato tramite tre fasi: ligazione, trasformazione delle cellule batteriche e selezione dei cloni plasmidici ricombinanti.

-Ligazione: per questa fase è stato utilizzato il kit TOPO TA (Invitrogen). La miscela 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 Super optimal broth (SOC) (Bacto tryptone al 2% o 5%, NaCl 1M, KCl 1M, Glucosio 40%, pH 7). 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 Luria-Bertani (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 galectine 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 bianche. 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 picchetta 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 1 minuto 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 (500 bp cionaLgals-a e 600 bp cionaLgals-b) 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 grigliata 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.

[image: image13.wmf]
Fig. 11: plasmide pCR 4-TOPO

5.4.4 Estrazione del plasmide

Dopo aver atteso la crescita batterica si è proceduto all’estrazione del plasmide utilizzando il kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-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 9000 rpm. 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. I campioni sono stati a temperatura ambiente per 5 minuti e 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 9000 rpm per 10 minuti. In seguito il supernatante è stato caricato su una colonna (fornita dal kit) ed è stato centrifugato a 9000 rpm 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 9000 rpm 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, lasciati ad incubare per qualche minuto e si è proceduto all’eluizione del plasmide centrifugando a 9000 rpm per 1 minuto. I campioni, dopo essere stati visualizzati su gel, sono stati preparati per il sequenziamento.

5.4.5 Preparazione dei campioni per il sequenziamento

I plasmidi estratti sono stati inviati per il sequenziamento presso il servizio del CRIBI dell’Università di Padova. Il centro richiede, per un plasmide di circa 4000bp, una concentrazione del campione di 250 ng/µl. I plasmidi estratti sono stati quindi aliquotati alla concentrazione richiesta e liofilizzati alla temperatura di circa 70°C per 5 minuti.

5.4.6 Sintesi delle sonde con DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)

Con l’uso di questo kit è possibile sintetizzare un riboprobe ad RNA con nucleotidi marcati con digossigenina. In particolare la DIG-UTP è stata usata come substrato ed incorporata nel trascritto. Ogni 20-25 nucleotidi nei nuovi trascritti vi è un DIG-UTP. Quindi le sonde sono state rilevate con anticorpi anti-digossigenina. Le sonde antisenso (AS) e le senso (S, controllo) sono state sintetizzate a partire dai cloni delle galectine. 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 QIAquick Gel Extraction (Quiagen) . La concentrazione di DNA richiesta per la sintesi della sonda è di 50µg/µl. Al DNA estratto sono stati aggiunti 2µl di TB 10x (fornito dal kit), 2µl di dNTP LAB (fornito dal kit), 1µl di RNAase inib (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 sono stati lasciati ad agire per 15 minuti a 37°C, e la reazione è stata blocca aggiungendo 2µl di EDTA 1.2M 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.

5.7 Ibridazione in situ

L’ Ibridazione in situ è stata condotta in accordo con Le Guellec (1998). Le sezioni sono state reidratate con passaggi successivi in etanolo a concentrazioni decrescenti (100-30%). Dopo essere state lavate 2 volte con PBS-T (0.14 M NaCl, 0.2 M PBS, 0.1 % Tween 20) si è proceduto alla reazione di digestione con Proteinasi K (10 µg/ml) in PBS-T per 10 minuti a temperatura ambiente. La digestione è stata bloccata aggiungendo la soluzione contenente Glicina 2 mg/ml in PBS-T. Dopo due successivi lavaggi con PBS-T si è proceduto alla post fissazione con la soluzione contenente 4% di formaldeide in PBS-T per 30 minuti a temperatura ambiente. Quindi le sezioni sono state incubate per 1h a 42°C con la soluzione di ibridazione contenente 50% di Formammide, 5x Cloruro di sodio/Sodio citrato (SSC), 50 µg/ml di Eparina, 500 µg/ml di tRNA di lievito, 0.1 % Tween 20. Alla soluzione di ibridazione è stata aggiunta la sonda antisenso o quella senso (controllo). Una parte di sezioni è stata posta ad incubare con la sonda senso e una parte con quella antisenso a 42°C tutta la notte. Dopo l’incubazione sono stati effettuati 3 lavaggi : il primo con PBS-T a temperatura ambiente e i due successivi utilizzando PBS-T precedentemente riscaldata a 42°C. Dopo due ulteriori lavaggi con la soluzione contenente 0.3% di SSC e 1% di Tween 20 le sezioni sono state incubate per 30 minuti a temperatura ambiente con siero di cavallo (2% in PBS-T). Si è proceduto quindi ad una successiva incubazione con la soluzione contenente 2% di siero di cavallo e anti-DIG-Fab-Ab (1:500). Dopo altri due lavaggi in PBS-T è stata aggiunta la soluzione di sviluppo BCIP/NBT (Sigma).

Non appena si è osservata la colorazione, le sezioni sono state lavate con PBS-T, deidratate in alcool etilico (35-100%) e osservate e fotografate al microscopio ottico Leica DMRE.

5.8 Immunoistochimica 

Le sezioni sono state deparaffinate in xilolo, reidratate attraverso la serie di etanolo (100%-35%), sciacquate con acqua distillata e lavate tre volte per 10 minuti con PBS-T. Poi le sezioni 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-cionaLgals-a (1:25), con l’anticorpo primario anti-cionaLgals-b (1:15),ed anti-CiTNFα (1:100) per tutta la notte a 4°C. L’omissione dell’anticorpo primario è servita da controllo. Poi, le sezioni sono state lavate tre volte, in agitazione, con PBS-T e incubate con l’anticorpo secondario anti-rabbit IgG (1:20.000 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 (200 mM in PBS-T 1x) per inibire le fosfatasi endogene. La reazione è stata evidenziata mediante una miscela di BCPI/NBT (Sigma). Le sezioni, sono state lavate 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 Leica DMRE. 

5.9 Immunocitochimica

Per gli esperimenti di immunocitochimica, la sospensione di emociti (5×105 in 100 μl) è stata messa al centro di un vetrino trattato con Poli-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 i vetrini sono stati lavati 3 volte per 10 minuti in PBS-T ed incubati con 5% BSA in PBS-T per 2 ore. Dopo aver effettuato altri 3 lavaggi di 10 minuti in PBS-T i vetrini sono stati incubati tutta la notte a 4°C con l’anticorpo anti-CiTNF-α (1:100 in PBS-T contenente 0,1% BSA) in camera umida. 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-rabbit IgG (1:20.000 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 inibire le fosfatasi endogene. La reazione 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%). I vetrini, infine,sono stati sigillati con EUKITT (Bioptica) per le osservazioni al microscopio Leica DMRE.

5.10 Whole mount 

Le larve fissate in 4% paraformaldeide in PBS per 30 minuti e poi trasferite  in metanolo per 5 minuti a - 20°C sono state reidratate tramite incubazioni successive in etanolo 70%, 50% e 30% .

Per i saggi di ibridazione in situ, le larve sono state trattate con  10 µg/ml  di proteinasi K in PBS per 15 minuti a 37°C e la digestione è stata bloccata con 2 lavaggi di 5 minuti in PBS-T. Dopo la fissazione in 4% paraformaldeide in PBS per 1h le larve sono state post-fissate in 4% paraformaldeide ed incubate per 1h a 42°C con la soluzione di pre-ibridazione contenente 50% formamide, 5x SSC, 50µg/ml eparina, 50µg/ml tRNA, 5x soluzione di Denhardt e 0.1% Tween 20. Quindi le larve sono state incubate per tutta la notte a  42°C con la soluzione di ibridazione contenente la sonda senso o antisenso contenenti nucleotidi marcati con digossigenina.  Dopo l’ibridazione le larve sono state lavate in una soluzione contenente 50% formamide, 4x SSC, 0.1% Tween 20 (10 min, 42°C); poi in una soluzione contenente 50% formamide, 2x SSC , 0.1% Tween 20 (1x10 min, 42°C); ed infine nel tampone A (0.5 M mol/L NaCl, 10 mmol/l Tris pH 8.0, 5 mmol/L EDTA 0.1% Tween 20) (10 min, 37°C). La digestione con RNaseA (20µg/ml RNaseA in tampone A) è stata condotta per 30 min a 37°C, ed è stata seguita da lavaggi sequenziali in una soluzione contenente 50% formamide, 2x SSC, 0.1% Tween 20 (10 min, 42°C); in una di 50% formamide in 1x SSC, 0.1% Tween 20 (10 min, 42°C); e PBS-T (2 x 5 min). Dopo la fase di bloccaggio in siero di cavallo (5% in PBS-T) per 30 min, le larve sono state incubate con gli anticorpi anti-DIG (1:100) coniugati con la fosfatasi alcalina (Roche Diagnostic) per 1h. Le larve, lavate con PBS-T e trattate per 1h  con 1mM levamisole in PBS-T, sono state incubate in BCIP/NBT.  Lo sviluppo è stato arrestato tramite la serie crescente ( 30%, 50%, 70%) di etanolo e le larve, poste in 80% glicerolo, sono state osservate al microscopio.

Per l’immunoistochimica, le larve, dopo la reidratazione sono state lavate in PBS contenente 0.5% Triton X-100 (PBS-T2) e permeabilizzate prima in PBS-T2 (1h) e poi in acetone (10 min a -20°C). Dopo i lavaggi in PBS-T2, le larve sono state incubate in PBS-T2 contenente 10% BSA (soluzione di bloccaggio) per 1h a temperatura ambiente, ed incubate prima a 37°C per 1h e poi a 4°C tutta la notte con la soluzione di bloccaggio contenente gli anticorpi  anti-CiTNFα (1:50). Dopo i lavaggi in PBS-T2, i campioni sono stati incubati a 4°C per tutta la notte con l’anticorpo secondario anti-rabbit coniugato con la fosfatasi alcalina (1:10.000 in PBS-T2), lavati in PBS-T2, e incubati per 1h con 1 mM levamisole in PBS-T2. Infine i campioni sono stati incubati con BCIP/NBT. Lo sviluppo è stato arrestato tramite la serie crescente (30%, 50%, 70%) di etanolo e le larve, poste in 80% glicerolo, sono state osservate al microscopio ottico Leica DMRE.

.

6. Analisi statistica dei dati

I risultati sono stati espressi come percentuale media dei valori ± Deviazione standard. Le medie sono state comparate utilizzando lo Student’s t-test. P<0,05 è il più basso livello di significatività accettato.

RISULTATI

Preparazione RNA e proteine 

Visualizzazione RNA e colorazione con blue di Coomassie 

Il gel di agarosio ha permesso di osservare l’integrità degli RNA estratti dai campioni di faringe di animali non trattati, trattati con MS o con LPS (Fig.12) invece, il gel di poliacrilammide colorato con blue di Coomassie ha permesso di valutare l’avvenuta estrazione proteica e di osservare il pattern delle proteine dei campioni di faringe (Fig. 13a), e dei campioni di siero (Fig. 13b). Sia le immagini relative alla visualizzazione dell’RNA sia quelle della colorazione con blue di Coomassie sono solo rappresentative di una parte dei campioni analizzati, ma verifiche dell’integrità dei campioni sono state condotte per tutti gli animali analizzati, come analisi preliminare ai saggi successivi di Real-time PCR e Western blot.
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Fig. 12: Gel di agarosio e visualizzazione dell’RNA 
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Fig.13: Gel di poliacrilammide al 12% e visualizzazione delle proteine (2µg) del faringe (a) e del siero (b).
Valutazione dell’espressione degli mRNA cionaLgals-a e cionaLgals-b durante la reazione infiammatoria nel faringe, tramite analisi Real-time PCR

-Retta di efficienza dei primers

Prima di procedere all’analisi Real time PCR per la valutazione dell’espressione dei trascritti di cionaLgals-a e cionaLgals-b in condizioni controllo e durante il processo infiammatorio, è stato verificato che i primers scelti per i due geni target e per il gene endogeno (actina) avessero la medesima efficienza di amplificazione utilizzando diluizioni seriali di cDNA (valori log) confrontate verso i valori di (Ct (Fig. 14). La retta ottenuta conferma l’efficienza di amplificazione delle coppie di primers utilizzate, mostrando un valore assoluto di pendenza della retta vicino allo zero. 
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Fig. 14: Curva di efficienza relativa di amplificazione del geni target cionaLgals-a (a) e cionaLgals-b (b) e del gene endogeno (actina) esaminata mediante Real time PCR. Il ΔCt è stato calcolato per ciascuna diluizione di cDNA. I dati sono stati comparati utilizzando la retta di regressione lineare calcolata con i minimi quadrati. N=3.

-Analisi Real-time PCR 

L’analisi dei trascritti espressi delle due galectine è stata effettuata comparando i livelli di espressione genica di cionaLgals-a e cionaLgals-b nel faringe di animali inoculati con LPS a diversi tempi (0-72h) con i livelli di espressione di queste molecole nel faringe di animali trattati con MS. Come è possibile osservare nella figura 15A e 15B per entrambe le galectine è emerso che vi è un aumento del messaggero negli organismi stimolati con MS (linea nera) a tutti i tempi di inoculo quando comparati con i livelli d’espressione dei non trattati. Il livello di espressione dei trascritti di organismi stimolati con MS è risultato essere significativo (P< 0,01) a 12h dall’inoculo per la galectina cionaLgals-a e a 24h per la cionaLgals-a. Andando ad osservare la modulazione dei trascritti degli organismi stimolati in vivo col LPS (linea rossa) e comparati con i non trattati, si è osservato un aumento nell’espressione dei trascritti in tutti i tempi del processo infiammatorio e si è registrato che il picco più altamente significativo (P< 0,001) nei livelli di espressione degli mRNAs viene raggiunto 24h dopo l’inoculo di LPS per entrambe le galectine. Dopo 48 h di infiammazione i livelli dei due trascritti iniziano a diminuire, diminuizione comunque maggiore per cionaLgals-a, fino a raggiungere livelli di espressione comparabili a quelli degli individui non trattati anche quando osservati 72h dopo l’inoculo di LPS. Infine, comparando i livelli di espressione degli organismi inoculati con MS con quelli degli animali inoculati con LPS, è emersa una differenza significativa (P< 0,01) nei livelli di espressione dei due trascritti a conferma del ruolo pro-infiammatorio svolto dall’LPS. 

[image: image17.png]€
s
3
T
o
2
s
ks
[
o

bad

Ak

|++

contr

Ore dopo Vinoculo di LPS

2

a8




[image: image18.png]Relative quantification

contr

Ore dopo I'inoculo di LPS

12

24

a3

72




Fig. 15: Andamento medio dell’mRNA di cionaLgals-a (A) e cionaLgals-b (B) nel faringe di organismi non trattati e trattati con LPS a diversi tempi (0-72h) comparati con l’espessione genica di animali inoculati con MS. ** P<0,01*** P<0,001. (LPS (MS

Produzione anticorpi purificati
In seguito alla produzione degli antisieri policlonali diretti verso i peptidi sintetizzati (CiTNFα: 16-aa, CFIAHHRKRRGSESKT, cionaLgals-a: 15-aa, DTGIEIPKPAVDTLC, cionaLgals-b: 14-aa, MFRTQRKLNRPAIC) a partire dalle sequenze aminoacidi che dedotte del CiTNFα e delle Galectine (Houzelstein et al., 2004), per ottenere degli anticorpi specifici dai sieri immuni così prodotti è stata utilizzata la cromatografia di affinità coniugata con gli antigeni specifici.

Nella figura 16 sono mostrati i valori di assorbanza delle frazioni di anticorpo anti- CiTNFα (16a), anti-cionaLgals-a (16b) ed anti-cionaLgals-b (16c) ottenute tramite la purificazione per cromatografia di affinità con colonna di sefarosio 4B già attivate con Bromuro di cianogeno (CNBr) contenente resina coniugata ai peptidi specifici; in base a tali valori le frazioni sono state raccolte e dializzate tutta la notte contro un tampone fosfato e conservate a -20 C°.
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Fig.16 Valori di assorbanza delle frazioni ottenute durante la purificazione degli anticorpi anti-CiTNFα (A) anti-cionaLgals-a (B) ed anti-cionaLgals-b (C) 

Specificità degli anticorpi anti-CiTNFα, anti-cionaLgals-a, ed anti-cionaLgals-b 

-Saggi ELISA e inibizione competitiva

I saggi ELISA e di inibizione competitiva rivelano che gli anticorpi policlonali anti-CiTNF-α, anti-cionaLgals-a, ed anti-cionaLgals-b sono specifici rispettivamente per i peptidi CiTNF-α (16-aa,CFIAHHRKRRGSESKT), cionaLgals-a (15-aa, DTGIEIPKPAVDTLC), e cionaLgals-b (14-aa, .MFRTQRKLNRPAIC). Nella figura 17 sono riportati i valori di assorbanza relativi all’interazione tra gli anticorpi primari purificati (anti-CiTNFα, anti-cionaLgals-a, ed anti-cionaLgals-b) e l’anticorpo secondario e relativi ad uno dei controlli (linea rossa) ed i valori di assorbanza relativi al saggio di inibizione competitiva (linea viola).

Il titolo degli anticorpi anti-CiTNF-α e anti-cionaLgals-b è 1:25.000 mentre è 1:10.000 per l’anticorpo anti-cionaLgals-a. Nel saggio ELISA competitivo gli anticorpi alle diverse diluizioni, non reagiscono con i peptidi. 

L’ELISA incrociata ha permesso di stabilire l’assenza di cross-reazione tra il peptide della galectina a e l’anticorpo anti-cionaLgals-b e del peptide della galectina b e l’anticorpo anti-cionaLgals-a (Fig.18).
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Fig. 17 Valori di assorbanza del saggio ELISA in funzione delle diverse diluizioni di anticorpo. Linea rossa -interazione anticorpo primario e secondario, linea viola-inibizione competitiva.
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Fig.18: a) Piastra contenente peptide cionaLgals-a e b) piastra contenente peptide cionaLgals-b. Nelle parti superiori delle piastre è stata effettuata la reazione specifica antigene-anticorpo ed in quella inferiore la reazione crociata.

Espressione delle proteine CiTNFα, cionaLgals-a e cLgalsb, tramite saggi di western blot

Al fine di identificare le componenti proteiche con gli epitopi riconosciuti dagli anticorpi isolati sono stati condotti dei saggi western blot. Il Western Blotting condotto con l’anticorpo anti-CiTNF-α su omogenati di faringe e supernatante dei lisati di emociti di animali trattati per 4h con LPS ha mostrato una componente di circa 43 kDa, mentre nel siero l’anticorpo anti-CiTNF-α riconosce una componente di circa 14 kDa (Fig. 19). 

Il Western Blot degli omogenati di faringe (Fig. 20a)e dei sieri (Fig. 20b) di animali trattati con LPS per 24h, con l’anticorpo purificato anti-cionaLgals-a, ha mostrato una componente della stessa taglia di circa 45 kDa. I saggi condotti con l’anticorpo anti-cionaLgals-b su omogenati di faringe di animali dopo 24h dall’inoculo di LPS hanno rivelato la presenza di una componente di circa 71kDa (Fig.21a), mentre nei campioni di siero sono presenti due diverse componenti, rispettivamente di 36 e 71 kDa (Fig. 21c). Al fine di osservare se le due componenti di 36 e 71 kDa identificate nel siero potevano essere presenti anche nel faringe si sono sottoposti i campioni di farige a forti condizioni riducenti. In queste specifiche condizioni è stato possibile osservare la presenza delle due componenti di 36 e 71 kDa anche a livello del faringe (Fig.21b). 
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Fig.19: Western blot con anticorpo anti-CiTNF-α (1:5000) in campioni di siero (A), faringe ed HLS (B).
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Fig. 20: Western blot con anticorpo anti-cionaLgals-a  (1:500) di campioni di faringe su gel al 10%(A) e siero su gel 12% (B).
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Fig. 21: A e B Western blot con anticorpo anti-cionaLgals-b  (1:1500) di campioni di faringe prima (A) e dopo strong reduction (B) e siero(C).
Analisi istologiche

-Colorazione tricomica di Mallory 

Come analisi preliminare all’ibridazione in situ e all’immunoistochimica si è voluto procedere all’osservazione delle cellule presenti all’interno dei vasi del faringe tramite la colorazione tricromia di Mallory. Quest’ultima, in C. intestinalis, permette di mettere in evidenza con una colorazione differente tessuti e cellule. Come è possibile osservare dalla figura, la tunica (T) rimane incolore, l’epidermide (E) si colora di grigio-azzurro, la muscolatura (M) di azzurro e le cellule (C) nella zona delle lacune ematiche di fucsia (Fig. 22).
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Fig.22: Sezioni trasversali della parete corporea di C. intestinalis, colorazione tricromica di Mallory: a) Tunica (T), muscolatura (M), epidermide (E) e vasi (V) di individuo non trattato b) particolare dei vasi di individuo inoculato con LPS e sacrificato dopo 8 ore (barra 50µm). 

Valutazione dell’espressione di CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b su sezioni del faringe di adulti tramite ibridazione in situ ed immunoistochimica 
Allo scopo di verificare la presenza dei trascritti e delle proteine CiTNF-α, cionaLgals-a e cionaLgals-b negli emociti contenuti nei vasi del faringe di C. intestinalis e la loro localizzazione e distribuzione durante il processo infiammatorio si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni trasversali di faringe d’individui non trattati, inoculati con MS ed inoculati con LPS a vari tempi, dopo esperimenti di ibridazione in situ con le sonde specifiche per CiTNFα, cionaLgals-a, cionaLgals-b e di immunoistochimica con gli anticorpi anti-CiTNFα (1:100), anti-cionaLgals-a (1:10) ed anti-cionaLgals-b (1:50). 

Nei controlli rappresentati dalle sezioni incubate con le sonde senso o con il solo anticorpo secondario, anti-Ig G di coniglio, nessuna positività era presente (inset).
Il livello di espressione di queste differenti molecole è risultato simile per gli individui non trattati e trattati con MS che sono per ciò stati mostrati come unica immagine nella figura 23 (a, d, g,) Sia per il CiTNFα sia per le due galectine sono state riportate le immagini corrispondenti ai tempi in cui le analisi Real-time avevano mostratto un picco di espressione dei trascritti di queste molecole. In particolare sono state osservate le sezioni istologiche di animali trattati per 4h con LPS per il CiTNFα (b,c) e per 24h per le galectine (e,f,i,h).

Analizzando le sezioni di individui non trattati e trattati con MS si è osservato che la citochina CiTNFα risulta essere costitutivamente a bassi livelli dagli emociti contenuti all’interno dei vasi e che la sua espressione sia in termini di trascritto (b) che di proteina (c) aumenta abbondantemente 4h dopo l’inizio del processo infiammatorio LPS-indotto quando la maggior parte dei vasi del faringe è densamente popolato di emociti esprimenti il CiTNFα. In particolare la proteina era presente principalmente nella membrana basale dell’endotelio (fig24 a). Inoltre esperimenti di immunocitochimica la sonda e con l’anticorpo anti-CiTNFα condotti sull’emolinfa di C. intestinalis 4 ore dopo l’inoculo di LPS, hanno permesso di meglio chiarire quali cellule sono responsabili dell’espressione del CiTNFα. Nella figura 24f si osserva una positività a livello degli amebociti, delle cellule a morula e delle cellule linfocito-simile dove è stata riscontrata la presenza del trascritto in corrispondenza dei nuclei e quella della proteina in corrispondenza del citoplasma e l’assenza della positività nelle cellule controllo.

Anche per la galectina cionaLgals-a è stato osservata una espressione a bassi livelli del trascritto e della proteina pressoché simile nei non trattati e negli individui inoculati con MS. Dopo 24h dall’inoculo di LPS si è osservato un aumento nel numero degli emociti contenuti nei vasi del faringe esprimenti il trascritto cionaLgals-a (fig 23,e), mentre la proteina, più espressa che nei controlli, non sembra essere massivamente incrementata (fig 23, f) come quanto registrato per l’mRNA. Inoltre è visibile la localizzazione della proteina nell’endotelio dei vasi (fig 24, b).

Infine per quanto riguarda l’espressione della galectina cionaLgals-b nei vasi del faringe di C. intestinalis è stato osservato che anche questa molecole è espressa nelle sezioni degli organismi non trattati o trattati con MS dove risulta essere espressa da gruppi di emociti che formano dei noduli all’interno dei vasi (fig 23, g).Come per l’altra galectina i saggi di ibridazione in situ hanno mostrato un massivo aumento degli emociti esprimenti il trascritto cionaLgals-b osservati 24h dopo l’inocoulo sotto tunica di LPS, mentre i saggi di immunoistochimica con l’anticorpo anti-cionaLgals-b hanno mostrato un aumento dell’espressione della proteina rispetto ai controlli ma non comparabile con i livelli di espressione del trascritto. Anche per questa galectina è stata osservata la localizzazione della proteina nell’endotelio dei vasi (fig 24, c).

Nelle sezioni guardate a maggiori ingrandimenti è stato possibile osservare per entrambe le galectine, che i tipi cellulari coinvolti nella loro produzione sono le cellule a morula, le cellule signet e le cellule a grosso granulo rifrangente (URG) dove sono stati localizzati i trascritti e le proteine rispettivamente in corrispondenza dei nuclei e dei citoplasmi (fig 24, g)
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Fig.24: Sezioni istologiche della parete del faringe prima e dopo(4h:b,c e 24h: e,f,h,i)inoculo sottotunica di LPS che mostra le cellule all’interno dei vasi che espreimono CiTNF-α (a-c),cionaLgals-a (d-f) e cionaLgals-b (g-i).b, e,h, ibridazione in situ con le sonde CiTNF-α (b), cionaLgals-a (e) e cionaLgals-b (h). c,f,i, immunoistochimica con gli anticorpi purificati anti-CiTNFα (c),anti-cionaLgals-a (f) ed anti-cionaLgals-b(i). Insets: controlli trattati con la sonda senso o non trattato con l’anticorpo primario. Barra 100µm
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Fig 25: Sezioni istologiche del faringe ed emociti circolanti (f) che esprimono CiTNF-α (a, f), cionaLgals-a (b,g) e cionaLgals-b (c,g). Barra (a-c) 50 µm, (f-g) 10µm

Colorazioni tricromiche di Mallory e di Gomori su sezioni di endostilo

Come analisi preliminare all’ibridazione in situ e all’immunoistochimica si è voluto procedere all’osservazione delle strutture dell’endostilo tramite le colorazioni tricromiche di Mallory e di Gomori. La colorazione di Mallory, in C. intestinalis, generalmente permette di mettere in evidenza con una colorazione differente tessuti e cellule, evidenziando che la tunica rimane incolore, l’epidermide si colora di grigio-azzurro, la muscolatura di azzurro e le cellule nella zona delle lacune ematiche di fucsia. Nel caso dell’endostilo questo tipo di colorazione permette di differenziare le diverse regioni funzionali che lo costituiscono (Fig. 25, a). La colorazione di Gomori, invece, evidenzia il tessuto connettivo in verde, la muscolatura in marrone, il sangue in rosso ed i nuclei, visibili nella Fig. 25b in viola.
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Fig.25: Sezioni dell’endostilo di Ciona intestinalis: a) colorazione tricromica di Mallory, b) colorazione tricromia di gomori (Barra 10µm). 

Valutazione dell’espressione di CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b su sezioni di endostio tramite analisi di ibridazione in situ ed immunoistochimica 

Per poter verificare la presenza dei trascritti e delle proteine CiTNF-α, cionaLgals-a e cionaLgals-b nell’endostilo di C. intestinalis ed eventuali variazioni nella loro distribuzione connesse con il processo infiammatorio si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni trasversali di endostilo d’individui non trattati e trattati con LPS , dopo esperimenti di ibridazione in situ con le sonde specifiche per CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b e di immunoistochimica con gli anticorpi specifici anti-CiTNFα (1:100), anti-cionaLgals-a (1:15) ed anti-cionaLgals-b (1:50). Nei controlli rappresentati dalle sezioni incubate con le sonde senso o con il solo anticorpo secondario, anti-Ig G di coniglio, nessuna positività era presente ( Fig. 26, p).

Allo scopo di verificare l’eventuale localizzazione a livello dell’endostilo di C. intestinalis della proteina cionaLgals-a si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni dell’endostilo d’individui non trattati (c) e trattati per 24h con LPS (d). Come risulta dalle immagini vi è una chiara localizzazione della proteina cionaLgals-a a livello della zona 2 deputata alla secrezione di mucoproteine coinvolte nel processo digestivo. La localizzazione ed il livello di espressione della galectina non sembrano differire tra individui non trattati e stimolati col LPS. A maggiore ingradimento (e) è stato possibile osservare come tutto il citoplasma delle cellule colonnari di questa zona, ed i vacuoli in essa contenuti, esprimono abbondantemente la galectina. Saggi di ibridazione in situ hanno invece permesso di osservare la localizzazione dell’mRNA di cionaLgals-a. Per l’ibridazione una sola immagine, relativa a sezioni di individui non trattati, è stata riportata dato che anche in questo caso nessuna differenza nei livelli di espressione o nella localizzazione della galectina è stata evidenziata in seguito alla stimolazione LPS-indotta. Nelle immagini f, g è possibile osservare una chiara localizzazione del trascritto cionaLgals-a a livello dell’estremità della zona 2, in corrispondenza della regione in cui sono collocati i nuclei delle cellule colonnari.
Anche nel caso dell’altra galectina, cionaLgals-b, per valutare la localizzazione della proteina si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni dell’endostilo d’individui non trattati (h) e trattati per 24h con LPS (i). Anche in questo caso non è stata osservata alcuna differenza nell’espressione dlla galectina connesa con il processo infiammatorio. In entrambi i casi si è osservata una chiara localizzazione della proteina cionaLgals-b a livello della sia della zona 2 sia della zona 4, entrambe deputate alla secrezione di mucoproteine coinvolte nel processo digestivo, e a maggiore ingrandimento (l) se ne è osservata la distribuzione lungo il citiplasma. Anche in questo caso il trascritto cionaLgals-b è stato osservato a livello dell’estremità della zona 2, in corrispondenza dei nuclei.

A differenza delle galectine, per cui vi è una chiara espressione a livello dell’endostilo, il CiTNFα (a,b) non sembra essere espresso a livello di questa struttura.
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Fig.26: Sezioni istologiche dell’endostilo prima e 24h dopo(d,i)inoculo sottotunica di LPS che mostrano CiTNF-α (a-b), cionaLgals-a (c-g) e cionaLgals-b (h-o).a,f,g,n,o, ibridazione in situ con le sonde CiTNF-α (a), cionaLgals-a (f,g) e cionaLgals-b (n,o).b,c,d,e,h,i,l immunoistochimica con gli anticorpi purificati anti-CiTNF-α (b),anti-cionaLgals-a (c-e) ed anti-cionaLgals-b(h-l). p: controllo (non trattato con l’anticorpo primario o trattati con la sonda senso). Barra 100 µm, (e, g, l, o,) 50 µm 

Valutazione dell’espressione di CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b su sezioni di larve natanti tramite ibridazione in situ ed immunoistochimica ed analisi di whole mount 

Allo scopo di verificare quali zone della larva natante di C. intestinalis sono responsabili dell’espressione dei trascritti e delle proteine CiTNF-α, cionaLgals-a e cionaLgals-b si è proceduto ad effettuare osservazioni delle sezioni di larve natanti dopo esperimenti di ibridazione in situ con le sonde specifiche per CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b ed esperimenti di immunoistochimica con gli anticorpi anti-CiTNF-α (1:100), anti-cionaLgals-a (1:10) ed anti-cionaLgals-b (1:25). Nei controlli rappresentati dalle sezioni, o larve intere, incubate con le sonde senso o con il solo anticorpo secondario, anti-Ig G di coniglio, nessuna positività era presente (c1, i2,l).
La Figura 27, mostra sia le sezioni trasversali del tronco e della coda di una larva (a,b,e-g,m-q) sia le larve natanti intere (c,d, h-l). 

Per quanto riguarda la citochina CiTNFα (a-l) è stata osservata la localizzazione del trascritto CiTNF-α nelle cellule della zona in corrispondenza della quale si svilupperanno i palpi (P), nella zona sotto l’ocello (O) (fig.27,a) ed in corrispondenza delle cellule mesenchimali (fig. 27, b), ed è stata osservata la localizzazione della proteina nelle stesse regioni dove era stato identificato il trascritto (e-g) con una maggiore diffusione della proteina in corrispondenza della zona che darà vita ai palpi. 

Le analisi di whole mount condotte sulle larve natanti interesse hanno permesso di osservare la localizzazione della citochina a livello delle cellule della tunica dove sia i saggi di ibridazione in situ (c-d) sia i saggi di immunoistochimica (h-i) hanno evidenziato che numerose cellule compartimentate/ a morula della tunica, sia a livello della regione del tronco sia della coda esprimono CiTNFα. 

Per quanto riguarda i risultati relativi all’espressione nella larva natante delle galectine cionaLgals-a e cionaLgals-b, sono emersi risultati sovrapponibili con una localizzazione condivisa duranto lo stadio larvale. Sono state riportate quindi solo immagini inerenti ad una galectina sia per l’ibridazione in situ (n,m) che per l’immunoistochimica (o-q).

Il trascritto di entrambe le galectine è stato localizzato, come il CiTNFα, a livello del poket di cellule mesenchimatiche nella regione posteriore del tronco (m) ed è risultato essere ampiamente presente nella zona preorale (n). Anche le proteine sono state riscontrate nella regione preorale (o) e nelle cellule mesenchimatiche (q) oltre che nelle cellule circondanti la vescicola sensoria (p). 
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Fig.27: Sezioni istologiche di larve di C. intestinalis che mostrano le cellule che espreimono CiTNFα (a-i), cionaLgals-a e cionaLgals-b (o-q).a,b,m,n ibridazione in situ con le sonde CiTNFα (a,b), cionaLgals-a e cionaLgals-b(m,n). e-g, o-q immunoistochimica con gli anticorpi purificati anti-CiTNFα (e-g), anti- cionaLgals-a ed anti-cionaLgals-b(o-q). Ibridazione in situ ed con le sonde CiTNFα (c,d) ed immunoistochimica(h,i) su larve intere. l, controllo. Barra 25µm, (c1, c2, i, i1,12)10 µm
Discussione

La capacità di discriminare il self dal non self è una caratteristica fondamentale per garantire la sopravvivenza in tutte le forme viventi ed i meccanismi di riconoscimento del non-self evolutisi nel mondo animale sono alla base del processo d’infiammazione. L’attivazione del processo infiammatorio rappresenta un elemento chiave di risposta dei tessuti all’introduzione di materiale estraneo o a lesioni indotte. Nei vertebrati questo processo prevede il coinvolgimento di componenti cellulari e di mediatori chimici che rendono possibile la comunicazione tra le cellule del sistema immunitario stesso. I messaggeri principi dell’immunità sono le citochine ed i mediatori in grado di svolgere un’attività citochinica, come le lectine. 

È importante ricordare che l'immunità nei vertebrati non è sorta spontaneamente ma si è manifestata attraverso l'utilizzazione e la valorizzazione di geni, molecole e sistemi enzimatici già presenti in progenitori comuni. Sulla base di queste considerazioni il progetto di ricerca ha voluto mettere in luce, in un organismo modello quale C. intestinalis, la presenza e l’espressione di immunomolecole quali le citochine e le lectine durante il processo infiammatorio.

In particolare è stata studiata la localizzazione e la modulazione delle molecole CiTNFα, cionaLgals-a e cionaLgals-b nel corso dell’infiammazione indotta dall’ inoculo di LPS nella regione faringea di Ciona.
Punto di partenza è stato lo studio della modulazione dei trascritti delle due galectine durante i diversi tempi della risposta infiammatoria tramite l’utilizzo dell’analisi Real-time PCR. Sono stati analizzati i livelli di espressione degli mRNA delle due galectine nel faringe di individui non trattati, trattati a vari tempi (0-72h) con LPS, e trattati con il solo medium. 

Dai risultati ottenuti è emerso che bassi livelli di entrambi i trascritti sono costitutivamente espressi negli individui non trattati e che tali livelli sono up-regolati a seguito dello stress causato dall’inoculo di MS. Andando ad analizzare i livelli di espressione dei trascritti relativi agli individui stimolati con LPS, comparati con i campioni controllo (non trattati o trattati con medium), è emersa una significativa differenza nei livelli di espressione dei due trascritti a conferma del ruolo pro-infiammatorio svolto dall’LPS. In particolare per entrambi i trascritti è stato registrato un picco di espressione nel faringe di individui a 24 ore dopo l’inoculo di LPS. 

Questi dati sono in accordo con Yanhong et al., (2007) che hanno identificato un gene codificante 2 isoforme di galectine nell’intestino dell’anfiosso il cui mRNA risulta essere espresso ubiquitariamente in tutti i tessuti, ma principalmente negli organi correlati all’immunità e la cui espressione aumenta a seguito di trattamento con diversi microrganismi. 
Andando a comparare la modulazione dei trascritti delle galectine durante l’infiammazione con i dati ottenuti in precedenza sulla modulazione del trascritto di CiTNFα (Parrinello et al., 2008) analizzato nello stesso tessuto e nelle stesse condizioni sperimentali, si è visto che, se da un lato galectine e CiTNFα condividono la condizione di molecole costitutivamente espresse e allo stesso tempo di molecole inducibili, dall’altro lato hanno rivelato differenze legate ai tempi in cui è maggiormente richiesta la loro espressione. In particolare la citochina CiTNFα raggiunge il suo picco di espressione dopo 4h dall’inizio del processo infiammatorio diversamente dalle galectine il cui picco massimo di espressione è stato registrato a 24h, risultato che può indicare come queste molecole siano chiamate ad intervenire nella risposta a un agente estraneo in momenti diversi della risposta infiammatoria.

Il ruolo chiave svolto dall’LPS nell’attivazione del processo infiammatorio e nello stimolare l’espressione dei geni dell’immunità insieme al fatto che il faringe è un organo fondamentale dell’immunità delle ascidie, affiancati ai risultati inerenti la modulazione delle molecole oggetto di studio in questo tessuto, supportano il loro coinvolgimento di tali molecole nella risposta infiammatoria di C. intestinalis.
Verificata dunque la presenza e la modulazione dei trascritti di queste molecole a livello del faringe, il passo successivo è stato quello di esaminare nello stesso organo la presenza delle proteine CiTNFα, cionaLgals-a, cionaLgals-b prodotte.

A tal fine sono stati preparati anticorpi specifici a partire da peptidi sintetici inoculati in coniglio. I peptidi CiTNFα (CFIAHHRKRRGSESKT), cionaLgals-a (DTGIEIPKPAVDTLC) e cionaLgals-b (MFRTQRKLNRPAIC) sono stati disegnati a partire dalle sequenze amminoacidiche dedotte delle proteine mature e selezionati per la loro ottimale antigenicità. Gli anticorpi sono stati purificati dal siero di conigli immunizzati tramite cromatografia di affinità su colonne di sefarosio dove erano stati legati i peptidi. La specificità anticorpale è stata accertata tramite ELISA competitiva.

Con il Western Blot è stato possibile osservare che gli anticorpi specifici anti-CiTNFα, nei campioni di omogenati di faringe e supernatante del lisato di emociti analizzati dopo trattamento con LPS per 4h, reagiscono con una componente di circa 43 kDa, mentre nel siero con una di 14 kDa. Studi precedenti (Parrinello et al., 2008) condotti con anticorpi eterologhi anti-TNFα di uomo avevano mostrato oltre ad una componente proteica di 43 kDa nel supernatante del lisato di emociti anche una componente di piccola taglia (15.6 kDa) nel siero. Sulla base delle conoscenze sul TNFα dei vertebrati, che esiste come componente inattiva di taglia maggiore e componente attivata dal taglio proteolitico di taglia minore, è presumibile che anche in C. intestinalis la proteina CiTNFα sia presente in due forme differenti, una di taglia maggiore espressa negli emociti e nel tessuto infiammato che potrebbe rappresentare la forma non processata, ed una di taglia minore, processata, nel siero. 

Gli anticorpi anti-cionaLgals-a saggiati su campioni di omogenati di faringe di esemplari di C. intestinalis esaminati 24h dopo l’inoculo di LPS hanno messo in evidenza, in Western blot, una componente di circa 45 kDa. Il Western Blot dei campioni di siero di animali a 24h LPS, ha mostrato la presenza di una componente della stessa taglia, che reagisce con l’anticorpo anti-cionaLgals-a. In base a questi dati non sembra ipotizzabile un processamento della proteina, come invece mostrato per il CiTNFα. Sulla base delle conoscenze riguardanti la secrezione di galectine in seguito ad eventi stressanti (Hughes 1999), si può supporre che durante il processo infiammatorio di C. intestinalis, le galectine siano rilasciate in circolo per prendere parte alla risposta infiammatoria. Gli anticorpi anti-cionaLgals-b, saggiati su omogenati di faringe dopo stimolazione con LPS, hanno identificato una componente di circa 71 kDa mentre nel siero sono state identificate due componenti rispettivamente di 71 e 36 kDa. La presenza di queste due diverse componenti può significare che, in base alla taglia molecolare, questa galectina sia in grado di dimerizzare (Stowell et al., 2008) oppure è possibile che lo stesso anticorpo reagisca con due lectine di taglia diversa. Per confermare tale ipotesi, campioni di omogenato di faringe sono stati sottoposti a condizioni fortemente riducenti in grado di rompere eventuali legami presenti nella forma dimerica. In queste condizioni è stato possibile identificare le due componenti proteiche (71 e 36 kDa) anche nel faringe, sostenendo l’idea che la cionaLgals-b vada incontro a dimerizzazione. Questo fenomeno di dimerizzazione è stato già osservato per altre galectine di uomo tra cui la galectina tandem repeat 8 (Stowell et al., 2008).
I risultati evidenziano la presenza dei prodotti proteici di CiTNFα, cionaLgals-a, e cionaLgals-b nel tessuto faringeo infiammato ed inoltre, la presenza nel siero come componenti umorali supportando la loro partecipazione nelle reazioni immunitarie.

Una volta chiarita la presenza dei trascritti e delle proteine CiTNFα, cionaLgals-a, e cionaLgals-b nel faringe, al fine di chiarire la localizzazione di queste molecole e di identificare i tipi cellulari coinvolti nella loro produzione sono stati effettuati saggi di ibridazione in situ e di immunoistochimica su sezioni istologiche rispettivamente con sonde e anticorpi specifici, sia di animali non trattati sia trattati con medium o LPS.

Per entrambi i tipi di saggio si sono ottenuti risultati simili riguardo l’espressione delle molecole negli individui non trattati ed in quelli trattati con MS, dato che conferma come le variazioni nell’espressione delle molecole oggetto di studio siano da imputare all’azione infiammatoria svolta dall’LPS. Per lo studio di ognuna delle tre molecole prese in esame, è stato scelto il tempo dopo l’inoculo di LPS in cui ognuna era più espressa, come indicato dai risultati della Real-time ed in particolare le 4h per il CiTNFα e le 24h per le galectine. 

I risultati ottenuti dalle sezioni di individui non trattati e trattati con MS hanno mostrato che la citochina CiTNFα risulta essere costitutivamente espressa a bassi livelli dagli emociti contenuti all’interno dei vasi e che la sua espressione, sia in termini di trascritto sia di proteina, aumenta abbondantemente 4h dopo l’inizio del processo infiammatorio, quando la maggior parte dei vasi del faringe si popola densamente di emociti esprimenti il CiTNFα oltre ad un coinvolgimento dell’endotelio dei vasi. È interessante osservare come i risultati dei ai saggi di ibridazione in situ confermino i risultati inerenti la cinetica di questa citochina ottenuti tramite le analisi di Real-time PCR , indicando la caratteristica di inducibilità e rivelando il suo coinvolgimento nel processo infiammatorio.

Inoltre, esperimenti di immunocitochimica, con il ribo-probe e l’anticorpo anti-CiTNFα, condotti sull’emolinfa di C. intestinalis 4 ore dopo l’inoculo di LPS, hanno permesso di meglio chiarire quali cellule sono responsabili dell’espressione del CiTNF-α in accordo con i risultati di Parrinello et al., (2010). Sebbene la classificazione degli emociti di C. intestinalis sia piuttosto complessa, gli emociti esprimenti il trascritto e la proteina sono le cellule a morula, gli amebociti e le cellule linfocito-simile classificati in accordo con la review di Arizza e Parrinello (2009). 

Per i trascritti delle due galectine, cionaLgals-a ed cionaLgals-b, le sezioni del faringe di individui a 24 h post inoculum hanno mostrato un significativo aumento di espressione. Anche in questo caso i vasi del faringe sono pieni di emociti esprimenti i due trascritti. A differenza di quanto osservato per la proteina CiTNFα, la cui proteina espressa aumentava parallelamente all’incremento di espressione del messaggero, le proteine cionaLgals-a ed cionaLgals-b sembrano funzionare con un meccanismo di regolazione differente in quanto dalle osservazioni delle sezioni è emerso un incremento della proteina ma non correlabile con la cinetica di espressione dei trascritti. La proteina comunque, era più espressa rispetto ai non trattati. I tipi di emociti coinvolti nell’espressione delle galectine sono le cellule a morula, le cellule signet-ring e i granulociti uniloculari refrattili. Anche in questo caso i saggi di ibridazione in situ hanno confermato la cinetica di espressione di queste molecole osservata tramite Real-time.

Questi risultati rafforzano l’idea della partecipazione di queste molecole alla risposta infiammatoria. È però degno di nota che esse non condividono l’espressione temporale, nè tantomeno all’interno degli stessi tipi emocitari. Tra gli emociti positivi troviamo le cellule a morula coinvolte nello stesso processo mentre gli altri tipi cellulari sono diversi. 

Questi risultati hanno permesso di confermare un coinvolgimento di citochine e galectine nella risposta infiammatoria dell’ascidia presa in esame.

Janeway et al., 1989 proposero che l’immunità innata riconoscesse molecole chiamate “ patterns molecolari associati ai patogeni” (PAMPs), tra cui l’LPS. I recettori per i PAMPs includono i recettori Toll-like (TLRs) e lectine di tipo C (recettore per il mannosio, dectine ecc). Questi recettori legano/riconoscono epitopi unici dei microrganismi innescando il sistema di difesa innato in una via “non-self/microrganismo-specifica”. È importante ricordare che ogni ospite porta con sé molti microrganismi non virulenti/non patogenetici e commensali. Questi microrganismi non patogeni esprimono PAMPs ma non compromettono l’integrità dell’ospite e il sistema immunitario non sembra essere fortemente stimolato dalla loro esistenza. Dato che il riconoscimento dei PAMPs è una parte essenziale del sistema di riconoscimento dell’immunità innata, si potrebbe pensare ad un altro tipo di meccanismo di riconoscimento. Nel 1994 Matzinger propose il “modello del pericolo” in cui enunciava che le risposte dell’immunità innata seguono il rilascio di molecole citosoliche, prodotte dal danno tissutale causato da un’entità estranea (Matzinger, 1994, 2001,2002) ovvero dal danno all’integrità cellulare o tissutale causato da microorganismi. La cellula danneggiata o necrotica rilascia il suo contenuto citosolico, parte del quale potrebbe avere la capacità di avviare o modulare la risposta immunitaria. Sta diventando sempre più evidente che l’immunità innata riconosce due tipi di molecole per iniziare appropriatamente la risposta verso invasori: l’LPS e la fuoriuscita di proteine citosoliche. Le citochine identificate in C. intestinalis potrebbero far parte di questo meccanismo di attivazione dell’immunità.
Il faringe delle Ascidie, oltre ad essere organo chiave dell’immunità, presenta una struttura peculiare, l’endostilo, organo coinvolto nei processi alimentari oltre il noto ruolo di sito di accumulo dello iodio che lo rende organo omologo alla tiroide dei vertebrati (Canestro et al., 2008). 

Successivo passo del mio progetto di ricerca è stato quello di verificare la presenza delle molecole oggetto di studio anche in quest’organo all’interno del faringe, partendo dal presupposto che nei vertebrati è nota la presenza delle galectine nel tratto digestivo, nella mucosa gastrica, nello stomaco e nell’intestino (Kobayashi et al., 2009). Saggi di ibridazione in situ ed immunoistochimica sono stati condotti su sezioni trasversali del faringe di animali non trattati e trattati con LPS.
I risultati hanno mostrato l’assenza del CiTNFα a livello dell’endostilo, che risulta quindi essere espresso solo dalle cellule del faringe (emociti ed epitelio), mentre risultati differenti sono stati osservati per le galectine. 

Le sezioni rivelano la presenza del messaggero cionaLgals-a nella zona 2 dell’endostilo, confinato nella parte più esterna delle cellule colonnari che compongono questa zona, l’ibridazione in situ è positiva in corrispondenza dei nuclei mentre l’immunoistochimica mostra la proteina diffusa in tutto il citoplasma. La localizzazione di questa galectina sembra essere indipendente dall’induzione del processo infiammatorio poiché i livelli nell’espressione di trascritto e produzione di proteina non variano tra individui non trattati e individui stimolati con LPS. La cionaLgals-a differisce invece chiaramente rispetto a cionaLgals-b, che è presente oltre che nella zona 2 anche nella zona 4, dove sembra essere più fortemente espressa. Anche in questo caso la proteina occupa tutto il citoplasma della cellula ed il messaggero è localizzato esclusivamente nella parte più esterna a livello del nucleo, il trascritto si trova anche nella parte del tessuto rivolta verso il lume. Il confronto tra individui non trattati e stimolati con LPS non ha mostrato alcuna differenza nei livelli di espressione. Quindi entrambe le galectine sono costitutivamente espresse a livello dell’endostilo anche se localizzate in zone differenti. Attualmente vi sono poche conoscenze riguardo lo studio di queste due particolari zone dell’endostilo, di cui si sa che possiedono la stessa organizzazione cellulare ma sembrano differire per i prodotti secreti (Barrington, 1957). In effetti la zona 2 e la zona 4 secernono galectine differenti ma il perchè di questa differente produzione resta da chiarire.

Il fatto che nell’endostilo le galectine non sembrano essere coinvolte nella risposta infiammatoria fa pensare che svolgano un ruolo fisiologico per la funzione dell’endostilo stesso. La loro presenza a livello delle zone deputate alla secrezione di mucoproteine, coinvolte nella captazione delle particelle alimentari, fa ipotizzare un livello di sorveglianza operato da queste molecole in corrispondenza di un punto di accesso per le componenti microbiche contenute nell’acqua filtrata dove si trova appunto il cibo.

Chiarita l’espressione di queste molecole sia durante il processo infiammatorio sia in condizioni fisiologiche si è verificato se questi geni dell’immunità iniziano ad essere espressi nello stadio adulto o già durante la fase larvale, in cui l’evento fortemente stressante di riorganizzazione dei tessuti può essere paragonato allo stress creato da un evento infiammatorio. A tal fine sono state esaminate sezioni istologiche e larve intere.

Le analisi di ibridazione in situ condotte allo stadio di larva natante hanno evidenziato la presenza del trascritto CiTNF-α nelle cellule della tunica in corrispondenza della regione che originerà i palpi, nella regione di cellule sotto l’ocello (CML) e nelle cellule mesenchimali ventrali, mentre la proteina viene espressa a livello della regione che originerà i palpi, nella regione attorno all’ocello e a livello delle cellule mesenchimali ventrali. E’ ipotizzabile che le cellule che esprimono il CiTNF-α in corrispondenza della regione dei palpi potrebbero essere di tipo mesenchimatico in quanto proprio nella regione vicino l’organo adesivo sono stati identificati geni mesenchima-specifici (Tokuoka et al., 2004). La spiegazione potrebbe essere data dal fatto che durante lo sviluppo larvale le cellule del mesenchima migrano anteriormente o alternativamente acquisiscono ex novo l’espressione di geni mesenchima-specifici (Kusakabe et al., 2002). La presenza sia del messaggero sia della proteina a livello delle cellule mesenchimali potrebbe essere spiegata dal fatto che durante lo sviluppo questo gruppo di cellule originerà gli emociti (Nishide et al., 1989), direttamente coinvolti nelle risposte immunitarie oltre al ruolo delle molecole citochino-like nei processi di proliferazione cellulare (Beck 1998; Beshin et al., 2003) fondamentali durante lo sviluppo. Inoltre lo studio condotto sulle larve intere ha messo in luce la presenza di grosse cellule compartimentate esprimenti il CiTNFα nella tunica larvale. Tali cellule sembra che derivino da un processo di migrazione delle cellule dell’epidermide che vanno a colonizzare la tunica della larva (Passamaneck and Di Gregorio, 2005).

Anche la cionaLgals-a ed cionaLgals-b sono espresse durante lo stadio di larva natante e per entrambe sono stati localizzati i trascritti e le proteine in corrispondenza delle cellule mesenchimatiche, sia nella regione posteriore del tronco , sia in quella anteriore che anche a livello delle cellule laterali del tronco. L’espressione di CiTNFα, cionaLgals-a ed cionaLgals-b durante lo stadio di larva natante supporta l’idea che la conservazione a livello evolutivo di geni correlati con l’immunità potrebbe essere connessa con il ruolo di questi geni nello sviluppo. Come ben noto dalla letteratura altri geni noti per essere coinvolti nell’immunità sono stati ritrovati durante lo sviluppo delle ascidie (Davidson and Swalla, 2002). Lectine leganti il mannosio (MBL) sono coinvolte nell’attivazione della metamorfosi larvale appena prima dell’adesione al substrato e nel passaggio allo stadio giovanile (Davidson et al., 2003, Roberts et al., 2007), così come il fattore C3 del complemento è espresso durante l’embriogenesi di C. intestinalis (Marino et al., 2002). I prodotti di questi geni nella larva potrebbero anche essere fondamentali nel coordinare la massiva ondata di eventi apoptotici che si verificano durante la metamorfosi. La presenza di citochine e galectine durante lo stadio larvale di C. intestinalis potrebbe essere spiegata secondo due modelli, il “modello dell’infiammazione ontogenetica” (Kohchi et al., 1991, 1994) secondo cui la presenza di queste molecole è dovuta al fatto che il processo di metamorfosi è comparabile ad un evento infiammatorio , ed il “modello del pericolo” (Gallucci and Matzinger 2001, Matzinger 2002) che giustifica l’attivazione dell’immunità innata durante la metamorfosi come risposta allo stress causato dalla morte cellulare e dalla riorganizzazione dei tessuti larvali. Un’ulteriore ipotesi per spiegare l’espressione dei geni dell’immunità durante la fase larvale potrebbe essere quella della necessità della larva di rispondere a specifici segnali batterici nel sito di adesione per iniziare la metamorfosi e per discriminare un appropriato microhabitat per iniziare il processo di adesione (Davidson e Swalla, 2002). Studi precedenti avevano mostrato che le larve di C. intestinalis sono in grado di rispondere a segnali esterni rilasciate dal biofilm in grado di favorire o inibire il processo di adesione (Holmstrom et al., 1992).

In conclusione è stata verificata la presenza di CiTNFα, cionaLgals-a, e cionaLgals-b negli emociti contenuti nei vasi del faringe, e l’aumento della loro espressione durante il processo infiammatorio indotto da LPS che conferma il ruolo di citochine e galectine nell’immunità. Inoltre la presenza delle galectine a livello dell’endostilo suggerisce l’importanza di questa struttura, oltre che per la filtrazione del cibo e produzione di iodio, nel fungere da prima linea di difesa. Infine la presenza del CiTNFα e delle galectine nello stadio larvale supporta il coinvolgimento di queste molecole nei processi di sviluppo. 
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