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SOMMARIO
Neisseria meningitidis è un diplo
o

o gram negativo 
apsulato, obbligatoumano. Nonostante la potenziale patogeni
ità esso è un normale 
ommen-sale umano, 
he si trova nel 10% degli uomini adulti a livello della mu
osanaso-orofaringea in forma asintomati
a. In un pi

olo gruppo di individuiperò può essere 
ausa di gravi forme di sepsi e di meningiti purulente, 
ol-pendo prevalentemente i bambini e i ragazzi, mentre nell'uomo adulto il10-20% è asso
iata a immunode�
ienze. Fra tutti i 
eppi isolati solo 
inquesono patogeni, i sierogruppi A, B, C, Y e W135.La va

inologia tradizionale ha prodotto negli anni dei validi va

ini perla prevenzione 
ontro i sierogruppi A, C, Y e W135, basati sui loro poli-sa

aridi 
apsulari 
oniugati a carrier protei
i, ma per quanto riguarda ilsierogruppo B, non si è giunti an
ora a un va

ino de�nitivo. Il proble-ma maggiore è dato dal fatto 
he il polisa

aride 
apsulare 
he 
ostituis
equesto sierotipo è un normale 
omponente dei tessuti umani, pertanto ri-sulta s
arsamente immunogeni
o e, se 
oniugato ad una proteina carrier,potrebbe indurre una risposta autoimmune.L'appro

io della va

inologia inversa, 
he si basa sull'analisi del genomabatteri
o, appli
ata allo studio di Neisseria meningitidis, ha permesso dis
oprire delle nuove proteine, 
ome buone 
andidate per la progettazionedi un va

ino 
ontro la meningite di 
eppo B. Da questa ri
er
a è statoidenti�
ato l'antigene super�
iale NadA, una proteina 
he si presenta informa di oligomeri sulla maggior parte dei 
eppi ipervirulenti, e 
he è ingrado di indurre la produzione, in modelli animali, di anti
orpi batteri
idi,sia 
ontro 
eppi omologhi 
he eterologhi.NadA è stata re
entemente individuata 
ome un nuovo fattore menin-go
o

i
o 
oinvolto nella 
olonizzazione e nell'invasione delle 
ellule ospite.Tale legame presuppone il 
oinvolgimento di un re
ettore di natura protei
a
on una 
ostante di asso
iazione pari a 
ir
a 2-3µM, in 
ellule Chang, mo-4



INDICE 5no
iti, ma
rofagi e 
ellule dendriti
he. Ciò fa pensare 
he vi sia un re
ettoreubiquitario espresso nelle di�erenti linee 
ellulari.Durante questo lavoro di tesi si è quindi voluto ri
er
are il possibilere
ettore super�
iale di NadA per queste 
ellule. Per identi�
are il re
et-tore spe
i�
o di NadA sono stati messi a punto degli esperimenti di 
o-immunopre
ipitazione e di overlay atti a individuare in dei lisati totali di
ellule Chang una proteina 
he spe
i�
atamente legasse NadA. Questi espe-rimenti hanno portato all'identi�
azione di una proteina di 90 KDa di pesomole
olare, 
he era presente nei 
ampioni trattati 
on la proteina e assenteinve
e nei 
ampioni di 
ontrollo.Su

essivamente questa banda è stata arri

hita, separata su gel di po-lia
rilamide, quindi tagliata, proteolizzata 
on tripsina e i peptidi estrattisono stati analizzati tramite nano-ESI MS/MS. I dati ottenuti lan
iati inban
a dati utilizzando il programma Mas
ot e 
onfrontati 
on i risultati del-la proteolizzazione delle proteine presenti in ban
a dati, hanno identi�
atola proteina Heat sho
k 90β umana. Su

essivamente sono stati 
ondottiuna seria di esperimenti per 
onfermare sperimentalmente 
he la proteinadi interesse di 90KDa fosse e�ettivamente Hsp90, sviluppando esperimentidi 
o-immunopre
ipitazione 
on anti
orpi anti-Hsp90 o 
ontrollando in li-sati totali di 
ellule Chang se queste proteine avessero una uguale mobilitàin gel, e an
ora 
he Hsp90 si trovasse in preparazioni di membrane pla-smati
he, per dimostrare una lo
alizzazione super�
iale di questa proteina,generalmente 
onsiderata 
itoplasmati
a. Inoltre è stato rilevato 
he la po-limixina B, un antibioti
o 
ationi
o, lega sia NadA 
he la Hsp90 e 
he è ingrado di interferire nella 
o-immunopre
ipitazione di Hsp90 da parte dellaproteina meningo
o

i
a.Su

essivamente si è indagato quale fosse l'e�etto di questa asso
iazionea livello 
ellulare. Come des
ritto in letteratura esiste una per
entuale diHsp90 espressa sulla super�
ie di diversi tipi 
ellulari, quali 
ellule tumoralie apoptoti
he, ma an
he in linee 
ellulari Hela, mono
iti, ma
rofagi e 
elluledendriti
he.Inizialmente è stata quanti�
ata l'espressione super�
iale di Hsp90 su
ellule Chang (2%) e su mono
iti umani isolati da bu�y 
oat (5%). Inoltrenon essendo an
ora 
hiaro se la proteina Hsp90 
itoplasmati
a raggiungala membrana 
ellulare in maniera attiva oppure venga rilas
iata da 
ellulene
roti
he e poi si leghi ad essa, è stato 
ondotto un esperimento quanti-�
ando se l'espressione super�
iale su 
ellule Chang di Hsp90 aumentassedopo averle in
ubate 
on rHsp90, senza vedere un aumento di legame.



INDICE 6Su

essivamente si è eseguita l'analisi su mono
iti umani isolati da bu�y
oat, prin
ipali agonisti della risposta immunitaria innata, in modo da poterstudiare sia la funzione re
ettoriale di questa asso
iazione, sia il suo impattosulla stimolazione del sistema immunitario.Mediante 
ito�uorimetria di �usso è stato analizzato il legame di sNadA-alexa pre-in
ubando le 
ellule 
on anti
orpi anti-Hsp90, in presenza o menodi Polimixina B. Questi esperimenti hanno dimostrato 
he il legame di NadAalle 
ellule non è in�uenzato dalla presenza dell'anti
orpo anti-Hsp90.In un'altra serie di esperimenti è stato valutato se l'espressione super-�
iale di Hsp90 in mono
iti variasse dopo pre-in
ubazione 
on sNadA, an-dando a misurare, tramite 
ito�uorimetria di �usso, la �uores
enza 
oniu-gata ad una anti
orpo se
ondario spe
i�
o per l'anti
orpo anti-Hsp90. Daquesti esperimenti risulta 
hiaramente 
he la pre-in
ubazione 
on sNadAinterferis
e 
on il ri
onos
imento dell'anti
orpo anti-Hsp90, determinandouna diminuzione del segnale del 40%, 
he fa supporre una vi
inanza sullamembrana plasmati
a di queste proteine. Inoltre la presenza di Polimi-xina B negli esperimenti 
ondotti a 37°C, determina l'annullamento della
ompetizione da parte di sNadA, e�etto 
he inve
e non si veri�
a a 4°C.Questi dati indi
ano 
he l'asso
iazione NadA-Hsp90 non sia di tipore
ettoriale e 
he, in 
ondizioni �siologi
he, queste proteine tendano adavvi
inarsi e formare dei 
luster sulla membrana 
ellulare.Nell'analizzare l'e�etto di questi 
omplessi sull'attivazione del sistemaimmunitario, si è testato se fossero 
oinvolti an
he dei TLR, re
ettori espres-si sulla super�
ie di 
ellule dell'immunità innata, 
he ri
onos
ono e leganostrutture evoluzionalmente 
onservate fra i mi
robi e 
he spesso formano
omplessi 
on HSPs di membrana.In�ne è stato analizzato il pro�lo di 
ito
hine prodotte da mono
itiumani stimolati per 24h in presenza di sNadA, anti
orpi anti-Hsp90 e an-ti
orpi blo

anti i TLR2 e 4, e in presenza o meno di Polimixina B. Si è inquesto modo osservato 
he la simultanea in
ubazione di NadA e anti
orpoanti-Hsp90 determina una massi

ia produzione di 
ito
hine, mostrando une�etto sinergi
o, 
he è abbattuto dalla presenza della Polimixina B e de-gli anti
orpi blo

anti il TLR4. Il pattern di 
ito
hine prodotte protendeper un orientamento verso una risposta di tipo Th2, 
on attivazione deima
rofagi.I dati ottenuti evidenziano 
he l'asso
iazione NadA-Hsp90 non sia di tipore
ettoriale ma determini la formazione di cluster sulla super�
ie 
ellulare,
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ole diverse di uno stesso agente esterno.



SUMMARYNeisseria meningitidis is an en
apsulated, Gram-negative ba
terium that
olonizes the upper respiratory tra
t of ~10% of humans. With a frequen
yof one to three 
ases per 100.000 of the population, the ba
terium entersthe bloodstream, where it multiplies to high density and 
ause sepsis. Fromthe bloodstream the ba
terium 
an 
ross the blood-brain barrier and 
ausemeningitis.The invasive infe
tion is very dramati
, a�e
ting mostly infants, 
hil-dren, and adoles
ents who do not have ba
teri
idal antibodies against tothe infe
ting strains. Immunity against the disease 
an be quired natural-ly or indu
ed by va

ination and 
orrelates with the presen
e of ba
terialantibodies able to kill the ba
terium in the presen
e of 
omplement. Thereare no e�e
tive va

ines 
urrently li
ensed in the Unit States or Europe forprevention of the disease 
aused by serogroup B meningo
o

us.The genome sequen
ing of Neisseria meningitidis, serogroup B, allowedthe identi�
ation of unknown surfa
e protein termed GNA (Genome deri-ved Neisseria Antigen) among whi
h NadA (Neisseria Adhesin A). NadA isa highly 
onserved protein among disease-asso
iated strains and 
apable ofeli
iting ba
teri
idal antibodies in mi
e. Stru
ture predi
tion and homolo-gy 
omparison with known virulen
e-asso
iated fa
tors suggest that NadAbelongs to the group of OCA (Oligomeri
 Coiled-
oil Adhesin) non�mbrialadhesins.Re
ently, NadA has been 
hara
terized as a new meningo
o

i
 fa
tor,involved in the 
olonization and the invasion of host 
ells. It has beensupposed the involvement of a protein with a Kd of approximately 2-3 µM,in Chang 
ells, mono
ytes, ma
rophages and dendriti
 
ells as the possiblere
eptor for NadA. Probably there is a unique re
eptor expressed in di�erent
ellular lines. In this thesis, we have fo
used on the investigation of apossible re
eptor for NadA in these 
ells.8



INDICE 9To identify the spe
i�
 re
eptor, experiments of 
o-immunopre
ipitationand overlay were performed in order to 
hara
terize, in Chang total 
elllysates, a protein that spe
i�
ally binds to NadA. Our data suggest asa possible re
eptor a protein of 90 KDa of mole
ular weight, that it waspresent in the 
o-immunopre
ipitation samples in
ubated with NadA andabsent in 
ontrols.Subsequently, this band, obtained upon 
o-immunopre
ipitation of Na-dA, was enri
hed, separated by 12% SDS-PAGE, then ex
ised from geland subje
ted to trypti
 proteolysis; resulting peptides were analysed byliquid 
hromatography/MS and results were analyzed by Mas
ot software.In this way, we identi�ed the human Heat sho
k protein 90β, the peptidesre
ognized provide a 
overage of 25% in the total protein sequen
e.Afterwards, to 
on�rm experimentally these data, 
o-immunopre
ipitationsamples and membrane proteins were in
ubated with antibody anti-Hsp90,in order to demonstrate a membrane lo
alization of Hsp90, generally knownas a 
ytoplasmi
 protein. The results 
on�rm our hypothesis.Moreover, our data show that polymyxine B, a 
ationi
 antibioti
 similarto antimi
robi
 peptides produ
ed by mono
ytes, binds both NadA andHsp90 and that it is able to interfere in NadA 
o-immunopre
ipitation ofHsp90.As des
ribed in literature, Hsp90 
an be expressed on the surfa
e ofvarious 
ellular types, like tumor and apoptoti
 
ells, but also on Hela 
ells,mono
ytes, ma
rophages and dendriti
 
ells. In order to investigate thee�e
t of the asso
iation between NadA and Hsp90 in 
ells, �rst of all wequanti�ed the super�
ial expression of Hsp90 on Chang 
ells (2%) and onhuman mono
ytes, isolates from bu�y 
oat, (5%).Sin
e the me
hanism of transport to the plasma membrane remainsenigmati
, we quanti�ed the super�
ial expression of Hsp90 in Chang 
ellsafter the in
ubation with rHsp90, but we did not see an in
rease of proteinexpression.We also performed experiments on human mono
ytes, main agonist ofthe innate immune system, in order to study the re
eptorial fun
tion of thisasso
iation, and also the involvement of the immune system. Mono
yteswere in
ubated with antibodies anti-Hsp90, with or without Polymyxin B,and then they were analyzed by FACS to quantify the binding of Nada-alexa. These experiments showed that the NadA binding to the 
ells is notin�uen
ed by the presen
e of the anti-Hsp90 antibody.We also investigated if the super�
ial expression of Hsp90 in mono
ytes
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hanged after pre-in
ubation with NadA. By FACS analysis, we quanti�edthe �uores
en
e of a PE 
onjugated se
ondary antibody after the in
ubationwith anti-Hsp90 antibodies. The results show that pre-in
ubation withNadA interferes with the a
knowledgment of the super�
ial Hsp90 by itsspe
i�
 antibodies, showing a de
rease of 40%, therefore an asso
iationbetween NadA and Hsp90 on the plasmati
 membrane 
an be supposed.Moreover, when mono
ytes were in
ubated with NadA for 3 hours at 37°Cin presen
e of Polymyxin B, we did not observe de
rease on the signal.These data indi
ate that NadA-Hsp90 asso
iation is not a re
eptorialone, demonstrating that, in physiologi
al 
onditions, these proteins bind
losely and strongly ea
h others, probably produ
ing 
lusters on the plasmamembrane.Finally, to analyze the e�e
t of these 
omplexes on the a
tivation of theimmune system, we analyzed the pattern of 
ytokines produ
ed by humanmono
ytes stimulated for 24 hours with NadA, antibodies anti-Hsp90 andantibodies anti-TLR 2 and 4, and with or without Polymyxin B. Theseresults show a sinergi
 e�e
t of NadA and antibody anti-Hsp90 on 
ytokinesprodu
tion, mainly IL-6, TNFa and MCP-1; on the 
ontrary, PolymyxinB and antibody anti-TLR 4 inhibited 
ytokines produ
tion. The 
ytokinepattern se
reted demonstrated that NadA and Hsp90 indu
e a ma
rophage-like phenotype and that these two agonists promote a Th2 response.
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, anti
orpiA
II, anti
orpo se
ondarioAPC, antigen presenting 
ellsBCIP, Nitro Blue TetrazoliumBSA, bovine serum albuminCCR, re
eptors for in�ammatory 
hemokinesCD40, 83, 86, 
luster of di�erentiationCMP, 
ellule progenitri
i mieloidiCPS, polisa

aridi 
apsulariCTL, 
ellule T 
itotossi
heCTR, 
ontrolloDC, 
ellule dendriti
heDMEM, Dulbe

o's modi�ed Eagle's mediumELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent AssayFACS, �uores
en
e-a
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ell sortingF
, frammento 
ristallizzabileFCS, fetal 
alf serumGM-CSF, granulo
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rophage 
olony stimulating fa
torGrp94 (Gp96), glu
ose-regulated protein 94 o gly
oprotein 96GST, glutatione S-transferasih, oreHis-tag, Histidin-taggedHSPs, heat sho
k proteinsIFN-γ, interferone γIgA, G, M, immunoglobuline A, G, MIL-4, interleu
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hina-10 11
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rizione kBNK, natural killerOMPs, proteine della membrana esternaOMV, ves
i
ole di membrana esternaORFs, open reading framesPA, fosfatasi al
alinaPAMPs, pathogen asso
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ognition re
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tor α e βU937, Human leukemi
 mono
yte lymphoma 
ell line
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Capitolo 1Introduzione
1.1 Neisseria meningitidis1.1.1 Caratteristi
he
Neisseria meningitidis (�g. 1.1) è un diplo
o

o Gram-negativo 
apsulato,obbligato umano, 
ommensale delle prime vie respiratorie, esso si trova in-fatti nel 10% degli uomini adulti sani a livello della mu
osa naso-orofaringea.Isolato per la prima volta nel 1887 da un paziente infetto, esso è un patoge-no obbligato umano 
he 
ausa gravi forme di infezioni invasive 
he possonoportare a sepsi o meningite purulenta [1℄.Il meningo
o

o è 
ostituito da una 
apsula esterna da 
ui protrudono ipili, una membrana esterna 
ostituita da proteine e lipooligosa

aride e unospazio periplasmati
o oltre 
ui vi è la membrana 
itoplasmati
a. Il menin-go
o

o esprime sulla sua super�
ie quattro tipi di strutture antigeni
he: ipolisa

aridi 
apsulari (CPS), le proteine della membrana esterna (OMPs),i lipopolisa

aridi (LOS) e i pili (�g. 1.2)[2℄.Utilizzando anti
orpi 
he ri
onos
ono epitopi super�
iali di questi anti-geni, è stato possibile identi�
are i diversi 
eppi del meningo
o

o 
he sonostati suddivisi in: 13 sierogruppi se
ondo le 
aratteristi
he strutturali deiCPS, 20 sierotipi in base alle OMPs di 
lasse 1-5 e 10 sottotipi per quelledi 
lasse 3 e 13 immunotipi sulla base delle proprietà immunogeni
he deiLOS. Dall'analisi del sangue e del liquido 
erebrospinale di pazienti infetti siè ris
ontrato 
he solo 
inque di questi 
eppi sono patogeni: gli immunotipiA, B, C, Y e W135 [3, 4℄. 14
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Figura 1.1: Mi
ros
opia elettroni
a a s
ansione di Neisseria meningitidis

Figura 1.2: Strutture antigeni
he super�
iali di Neisseria meningitidis



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 16I pili, 
ostituiti da un'uni
a subunità protei
a, la pilina, sono strutture�lamentose eli
oidali ampliamente distribuite tra i batteri Gram negativi,
he dalla super�
ie batteri
a attraversano la 
apsula polisa

aridi
a e silega ai re
ettori della membrana delle 
ellule epiteliali. Queste struttureprotei
he sono essenziali per l'adesione alle 
ellule epiteliali ed endotelia-li dell'ospite durante la fase iniziale dell'infezione, sono responsabili dellamotilità del mi
rorganismo e fa
ilitano lo s
ambio di materiale geneti
o traorganismi 
ompetenti.Le prin
ipali proteine della membrana esterna sono le porine (PorA ePorB) e le proteine dell'opa
ità (Opa e Op
) 
he determinano una inte-razione più intima 
on la 
ellula ospite, legando il re
ettore CD66 (Opa),appartenente alla famiglia degli antigeni 
ar
inoembrioni
i [5℄ o i re
ettorieparansolfato proteogli
ani (Op
), espressi sulle 
ellule epiteliali ed endote-liali [6℄. Tali re
ettori sono espressi an
he sui leu
o
iti (mono
iti, ma
rofagie polimorfonu
leati) e, quindi, le proteine asso
iate all'opa
ità potrebbe-ro favorire l'interazione an
he 
on queste 
ellule [7, 8℄. Le porine PorAe PorB sono le prin
ipali proteine di membrana espresse in super�
ie dalmeningo
o

o, rappresentano la gran parte del 
ontenuto protei
o totale, eformano 
anali selettivi per gli anioni, essenziali per la sopravvivenza delmi
rorganismo. PorB è 
onsiderato un PAMP (Pathogen Asso
iated Mole-
ular Pattern), e viene ri
onos
iuto dal re
ettore TLR 2, Toll like re
eptor,[9℄ attraverso il quale promuove l'espressione di mole
ole 
oinvolte nellapresentazione antigeni
a e indu
e la se
rezione di mediatori solubili dell'in-�ammazione da parte delle 
ellule del sistema immunitario, determinandola maturazione delle 
ellule dendriti
he, la proliferazione delle 
ellule B ela produzione di IgG [10℄. Al 
ontrario, PorA, durante l'infezione, re
lutae attiva le 
ellule del sistema immunitario innato, importanti per l'elimi-nazione del patogeno, e le stimola a produrre 
hemo
hine essenziali per lasu

essiva risposta immunitaria spe
i�
a [11℄.Il lipopolisa

aride (LPS) è il 
omponente prin
ipale della membranaesterna dei batteri Gram negativi e presenta una regione interna 
onserva-ta, 
ostituita da eptosi e dall'a
ido 3-deoxy-D-manno-2-o
tulosoni
o (KDO)legato al lipide A transmembrana [12℄. In Neisseria meningitidis il LPS ède�nito lipooligosa

aride (LOS) in quanto due brevi 
atene oligosa

ari-di
he sono unite ai due eptosi interni. Inoltre, unita alla parte 
onservata,
'è una porzione variabile 
ostituita da zu

heri quali glu
osio, galattosio ea
ido N-a
etilneuramini
o (NANA). Il lipooligosa

aride è un importantefattore di virulenza in quanto, grazie alla repulsione tra le 
ari
he negative



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 17presenti nell'a
ido siali
o (a
ido α(28) N-a
etilneuramini
o) e all'ingombrosteri
o, inibis
e l'attività batteri
ida del siero e altera la 
apa
ità di legamee adesione alle 
ellule epiteliali o ai fago
iti mononu
leati intervenendo nel-l'ingresso e nella sopravvivenza del mi
rorganismo nel torrente 
ir
olatorio.Infatti, il lipooligosa

aride diminuis
e l'attivazione del 
omplemento (viaalternativa) e in�uenza, inoltre, l'attivazione dei neutro�li interferendo nella
onseguente risposta immunitaria dell'ospite [8, 13, 14℄. In�ne, il LPS rive-ste un ruolo dominante nella pato�siologia della malattia meningo
o

i
a
orrelando 
on la gravità della stessa [15, 16℄.I polisa

aridi 
apsulari (CPSs) sono organizzati in un 
omplesso, ester-no alla parete 
ellulare, a formare una vera e propria 
apsula sede di antigenigruppo-spe
i�
i. E' un fattore di virulenza essenziale in quanto protegge ilpatogeno dalla batteriolisi mediata dal 
omplemento e dalla fago
itosi daparte di neutro�li, mono
iti, ma
rofagi spleni
i e altri ma
rofagi litorali delsistema reti
olo endoteliale. Ciò 
onsente al meningo
o

o la trasmissione,la repli
azione e la sopravvivenza durante l'invasione del 
ir
olo sanguigno edel �uido 
erebro spinale, negli ambienti esterni e nelle ves
i
ole fago
iti
he.1.1.2 Ci
lo parassitarioIl primo sito di 
olonizzazione del meningo
o

o è la mu
osa naso-faringea.Le strutture 
he 
ontribuis
ono maggiormente all'adesione alle 
ellule epi-teliali umane sono i pili di tipo IV e altre proteine della membrana esterna(�g. 1.3).I pili si legano ai re
ettori della membrana delle 
ellule epiteliali, CD46,e mediano la prima fase di infezione, detta �an
oraggio�[17, 18℄.Il legame a queste proteine è 
ru
iale per l'adesione e l'invasione, infattisu

essivo a questo è la perdita dei pili e il riarrangiamento della 
apsuladel batterio. In parti
olare la proteina Opa lega il re
ettore CD66 presen-te sulle 
ellule epiteliali determinando la sua fago
itosi e la produzione di
ito
hine. All'interno del fago
ita il patogeno ries
e a sopravvivere graziea diversi fattori 
he eludono le difese della 
ellula ospite, di 
ui i prin
ipalirappresentanti sono le porine PorA e PorB e la proteasi IgA1. Le pori-ne, OMPs di 
lasse 2/3, sono in grado di traslo
are nella membrana dellaves
i
ola endo
iti
a e formare dei 
anali ioni
i 
he ne alterano la normalefunzionalità; le IgA1 sono inve
e 
apa
i di degradare delle proteine dellavia endosomiale, blo

ando in questo modo la maturazione di endosomi elisosomi e quindi impedirne il normale funzionamento. A questo punto il
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Figura 1.3: Ci
lo parassitario del meningo
o

opatogeno supera la barriera epiteliale e di�onde nel 
ir
olo sanguigno dove èin grado di sopravvivere e proliferare grazie a parti
olari fattori di virulenza[3, 19℄.In 
ondizioni di alti valori di batteremia, un pi

olo numero di menin-go
o

hi è in grado di di�ondere dal 
ir
olo sanguigno alle meningi dandoluogo ad una grave infezione delle meningi e del sistema nervoso 
entrale.Su

essivamente i batteri possono indurre un in
remento della permeabi-lità di questa barriera 
on 
onseguente a

umulo di 
ellule del sangue erilas
io di 
omponenti pro-in�ammatorie 
he generano edemi e aumentodella pressione intra
rani
a, 
ausando gravi danni neuronali [20℄.1.2 La malattia meningo
o

i
a1.2.1 Epidemiologia
Neisseria meningitidis è una delle prin
ipali 
ause di sepsi e meningiti nelmondo, dando luogo a manifestazioni 
lini
he endemi
he ed epidemi
hedovute quasi es
lusivamente ai 5 sierogruppi patogeni: A, B, C, Y e W135.



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 19L'in
idenza annua va da 1 a 5 
asi ogni 100.000 abitanti nei paesi indu-strializzati, a 
ir
a 50 
asi ogni 100.000 abitanti nei paesi in via di sviluppo[21℄. Più del 50% dei 
asi si veri�
a fra i bambini 
on età inferiore ai 5 annied il pi

o di in
idenza si presenta nel 
orso del primo anno di vita, an
hese, soprattutto in al
une aree geogra�
he, vi possono essere delle infezioni ditipo epidemi
o 
aratterizzate da un'in
idenza �no a 100 volte maggiore diquella endemi
a. In questo 
aso i pazienti aumentano in modo esponenzialedopo i due anni d'età.
Neisseria meningitidis di sierogruppo A è 
aratterizzata dalla sua pro-pensione a 
ausare epidemie su vasta s
ala nei paesi in via di sviluppo e,al 
ontrario, molto raramente nel Nord Ameri
a e in Europa [22, 23℄. Lazona più 
olpita da epidemie gravi ed estese si trova in Afri
a nell'areasub-Sahariana, 
he si estende dal Senegal all'Etiopia, de�nita 
intura dellameningite. L'andamento epidemi
o 
he interessa tale area è parti
olare inquanto la patologia meningo
o

i
a raggiunge il suo pi

o massimo durantela stagione se

a (marzo-aprile), per poi diminuire drasti
amente 
on l'ar-rivo delle piogge. Questa in
idenza stagionale ri�ette un 
ambiamento neltasso dei portatori 
he, probabilmente, è la 
onseguenza dell'indebolimentodelle difese lo
ali e del danneggiamento delle mu
ose respiratorie dovutoa polveri e se

hezza dell'aria. Le epidemie, 
ausate dal meningo
o

o disierogruppo A, ri
orrono 
on 
i
li
ità ogni 5-12 anni e 
on una durata di 2-3anni. Le dimensioni delle epidemie possono raggiungere dimensioni enormi:nel 1996 nell'area sub-Sahariana sono stati registrati 200.000 
asi, dei qualila maggior parte rappresentati da ragazzi 
on età inferiore ai 15 anni, e20.000 de
essi [24, 25℄. Comunque, l'in
idenza della patologia meningo
o
-
i
a permane relativamente alta an
he nei periodi endemi
i. Inoltre, episodidi meningite 
ausati dal sierogruppo A sono stati ris
ontrati an
he in altrearee afri
ane e nel 
ontinente asiati
o: Cina, India, Nepal e Mongolia. La
ir
olazione dei 
eppi virulenti tra i paesi è favorita dagli estensivi sposta-menti delle popolazioni, sia nelle aree interne alla 
intura della meningitesia dai �ussi migratori diretti verso le regioni più industrializzate dell'o
-
idente. As
rivibile a 
iò è an
he la 
omparsa del sierogruppo W135, ilquale prima del 1996 era stato raramente isolato in Afri
a e non sembrava
ausare estese epidemie [26℄. In al
uni paesi degli Stati Uniti e dell'Europa,tra i quali Slovenia, Repubbli
a Ce
a, Gre
ia, Spagna, Irlanda, Canada eRegno Unito, 
ontribuis
e in modo sostanziale allo sviluppo della patologiail sierogruppo C.
Neisseria meningitidis di sierogruppo B è la 
ausa prin
ipale di menin-



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 20gite endemi
a nei paesi industrializzati ed responsabile del 30-40% dei 
asinel Nord Ameri
a e più dell 80% in Europa [25℄. La per
entuale di infe-zione 
ausata da questo sierogruppo è parti
olarmente elevata in Norvegia,Olanda, Germania e Danimar
a. La maggior parte delle infezioni da me-ningo
o

o di gruppo B mostra una forte stagionalità, 
on il suo massimonella stagione invernale, e 
olpis
e soprattutto i bambini al di sotto di unanno d'età. Al 
ontrario dei sierogruppi A e C, le 
ui epidemie sono di brevedurata e si risolvono in 1-3 anni, quelle 
ausate da Neisseria meningitidisdi sierogruppo B iniziano lentamente ma possono durare per oltre 10 anni.Queste gravi e persistenti epidemie si sono veri�
ate in al
uni paesidell'Ameri
a Latina (Cuba, Colombia, Brasile e Cile), in Norvegia e, dal1991, in Nuova Zelanda è in 
orso una epidemia 
he presenta un'in
idenza10 volte maggiore rispetto a quella basale, soprattutto nelle isole del Pa
i�
oe tra la popolazione Maori [25, 27℄.I 
eppi di meningo
o

o appartenenti ai sierogruppi Y e W135 sonopiuttosto ubiquitari e raramente 
oinvolti in 
asi di malattia infettiva. Dal1990 negli Stati Uniti si è ris
ontrato un aumento dei 
asi (dal 2% al 35%)imputabili al sierogruppo Y e asso
iato a pazienti 
on de�
ienze nel siste-ma del 
omplemento, a persone anziane, 
on età superiore ai 65 anni, ealla razza nera [28℄. Il sierogruppo W135 rimane 
ausa infrequente negliStati Uniti e in Europa, an
he se nel 2000 sono stati riportati al
uni 
asiin Inghilterra, e sempre nello stesso periodo è stato responsabile di graviepidemie in al
uni paesi dell'Afri
a sub-Sahariana [26℄.
Neisseria meningitidis globalmente 
ausa 1,2 milioni di 
asi di malattiameningo
o

i
a per anno, dei quali 3000 negli Stati Uniti e 7000 in Euro-pa, dove il mi
rorganismo rappresenta la 
ausa più 
omune di meningitebatteri
a nei bambini e negli adoles
enti. Nonostante i progressi fatti nellaprevenzione, diagnosi e 
ura, il tasso di letalità dell'infezione meningo
o
-
i
a rimane molto alto, pari al 5-15%, e in 
ir
a il 30-50% di 
oloro 
hesopravvivono si ris
ontrano 
onseguenze neurologi
he permanenti [20℄.1.2.2 Sintomatologia

Neisseria meningitidis nonostante la potenziale patogeni
ità è un norma-le 
ommensale delle prime via respiratorie umane, si trova infatti nel 10%degli uomini adulti a livello della mu
osa naso-orofaringea in forma asin-tomati
a, ma in un pi

olo gruppo di individui la 
olonizzazione delle altevie respiratorie è seguita da una rapida invasione delle 
ellule endoteliali



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 21e del sistema nervoso 
entrale 
he da inizio ad una 
as
ata in�ammatoria.Questo sviluppo è raro ma può evolvere 
on 
onseguenze molto gravi, qualimorte o danni 
erebrali irreversibili.La patologia 
olpis
e prevalentemente i bambini e i ragazzi, mentre nel-l'uomo adulto il 10-20% delle infezioni è asso
iato a immunode�
ienza; essaè 
ontagiosa e può essere trasmessa attraverso 
ontatto diretto o inalazione�no ad un raggio di un metro, an
he se fortunatamente il batterio non vivea lungo all'esterno dell'ospite [29, 30℄. Tuttavia, al
uni 
eppi parti
olar-mente virulenti possono invadere la mu
osa naso-orofaringea e disseminarenel 
ir
olo sanguigno dando luogo alla patologia meningo
o

i
a invasiva.Non sono an
ora note le 
ondizioni 
he in�uenzano l'equilibrio tra lo statodi portatore sano e l'invasione batteri
a, ma probabilmente sono 
oinvol-ti fattori 
ome la virulenza del batterio, lo stato immunitario dell'ospite,l'integrità mu
osale e altri fattori quali quelli ambientali e so
io-e
onomi
i[31℄.Le difese immunitarie umane 
ontro le patologie indotte dal batterio
Neisseria meningitidis 
oinvolgono sia i me

anismi di immunità innata
he spe
i�
a, in grado di ri
onos
ere le strutture antigeni
he super�
iali delpatogeno. La risposta immunitaria può dipendere dall'età dell'ospite 
omean
he dal sierogruppo dell'organismo, ma la bassa in
idenza della malat-tia dimostra il su

esso dell'immunità innata nel prevenire l'infezione nellamaggior parte degli individui. L'importanza relativa dei singoli me

anismidi risposta è an
ora s
onos
iuta, ma la maggior sus
ettibilità all'infezionein individui immunode�
ienti da un'idea della 
omplessità della rispostaimmune e del ruolo 
entrale svolto in questa da anti
orpi e sistema del
omplemento.Una volta 
he il meningo
o

o ha invaso il 
ir
olo sanguigno può svilup-pare di�erenti patologie:� sepsi meningo
o

i
a fatale (FMS)E' 
aratterizzata dalla 
omparsa, entro 6-12 ore, di febbre elevata,
ompromissione dello stato di 
os
ienza e pete

hie 
utanee gene-ralizzate, 
onseguenza di una 
oagulazione intravasale disseminata etrombosi dei pi

oli vasi. Ciò determina una insu�
ienza mi
ro
ir
o-latoria 
he può danneggiare gli organi interni (disfunzione mio
ardiae sindrome di Waterhouse-Frideri
hsen) e dar luogo a estese zone dine
rosi alle estremità degli arti, 
on 
onseguente amputazione delle
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ompromesse [32, 33℄. Il prin
ipale responsabile di sho
k e 
oa-guli intravas
olari di�usi è l'endotossina meningo
o

i
a, tanto 
he lagravità dello sho
k è 
orrelata al livello 
ir
olante di questa. L'infezio-ne indu
e la sovra regolazione di zimogeni, proteine liti
he e 
ito
hine
he portano ad un danneggiamento di tessuti e di molti organi, 
onemorragie di�use e trombi, sho
k setti
o e morte. La mortalità è mol-to alta, �no all'80%, e presenta un de
orso velo
e, la maggior partedei pazienti muore dopo 24 ore dall'insorgere dei primi sintomi.� meningite meningo
o

i
aLa meningite meningo
o

i
a presenta febbre elevata, 
efalea, foto-fobia, turbe del respiro e della frequenza 
ardia
a, alterazione dellostato di 
os
ienza e rigidità della nu
a e del tron
o. Si ha nel 
aso in
ui il meningo
o

o di�onda dal 
ir
olo sanguigno a livello delle me-ningi, dove i prin
ipali me

anismi di difesa umorale e 
ellulare sonoassenti. Il batterio può quindi proliferare in
ontrollato, provo
andouna intensa infezione del sistema nervoso 
entrale. La meningite puòessere fatale, an
he se il tasso di mortalità è piuttosto basso, mentredall'8 al 20% dei pazienti 
he hanno superato l'infezione so�re di dan-ni neurologi
i permanenti 
ome ritardi mentali, spasti
ità e perdità disensibilità.In entrambi i 
asi è importante una diagnosi pre
o
e e avviare la terapiaantibioti
a prima possibile, an
he se questa non sempre è e�
iente a 
ausadella grande variabilità del de
orso della malattia nei diversi individui [34,35℄. Nonostante la disponibilità di terapie antimi
robi
he e 
ure, il tasso dimortalità permane del 5-10% nei paesi industrializzati, ma può raddoppiarein quelli in via di sviluppo.1.2.3 Diagnosi e trattamentoLa diagnosi dell'agente eziologi
o 
he 
ausa la patologia meningo
o

i
a
onsta nella 
olorazione di Gram e nella 
oltura del CSF o del siero delpaziente. Attualmente sono in via di sviluppo rapidi test basati sull'agglu-tinazione al latti
e, sull'immunodetezione tramite 
romatogra�a in sti
k, suPCR multiplex o mi
roarray di DNA [25, 36, 37℄. L'uso di questi appro
-
i permetterebbe an
he di in
rementare le informazioni di genotipizzazionedei sierogruppi e subsierotipi presenti in una data popolazione.



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 23Il trattamento della patologia prevede un attento monitoraggio delle 
on-dizioni e la somministrazione di antibioti
i, quali la peni
illina 
he, se som-ministrata per via endovenosa, risulta e�
a
e nel trattamento dei pazientia�etti da meningo
o

o, an
he se molti 
eppi di Neisseria meningitidis pre-sentano una ridotta sus
ettibilità. Inoltre, questo farma
o non è in gradodi eradi
are il trasporto nasofaringeo del mi
rorganismo. Attualmente, nei
asi di epidemia nei paesi in via di sviluppo, l'antibioti
o d'elezione neltrattamento della patologia meningo
o

i
a è il 
loramfeni
olo [25℄.Numerosi trattamenti a sostegno delle terapie 
orrenti, per la 
ura dellasepsi meningo
o

i
a fatale e nella meningite, sono in fase di valutazione
lini
a. Questi in
ludono agenti in grado di neutralizzare le tossine mi-
robi
he, 
ome il LPS, farma
i anti-in�ammatori e immunosoppressivi nonspe
i�
i, agonisti per neutralizzare 
ito
hine pro-in�ammatorie e terapie at-te a 
ontrastare le anomalie della 
oagulazione, soprattutto la 
oagulazioneintravasale disseminata, 
omuni nei pazienti 
on la malattia meningo
o

i-
a. E' stato dimostrato 
he pi

ole dosi di idro
ortisone e �udro
ortisonesono in grado di ridurre la mortalità in pazienti 
on sho
k setti
o e insu�-
ienza adrenalini
a. Inoltre, le prime terapie basate su trasfusione di �uidi,somministrazione di vasopressori e il 
ontrollo della gli
emia 
on l'insulina,sembrano ridurre la mortalità nei pazienti 
on sepsi e sho
k setti
o [39℄.Soggetti a 
ontatto 
on pazienti infetti presentano 500-800 volte di più lapossibilità di sviluppare la malattia meningo
o

i
a e il sistema di preven-zione attuale si basa su una 
hemiopro�lassi antimi
robi
a [28℄. Nonostan-te la disponibilità di terapie antimi
robi
he 
ontro le patologie 
ausate da
Neisseria meningitidis, l'indi
e di mortalità permane in misura signi�
ati-va. Di 
onseguenza la via migliore per 
ontrastarlo rimane la prevenzionemediante l'uso di va

ini in grado di indurre anti
orpi batteri
idi e indurreuna memoria immunitaria.1.2.4 Prevenzione: i va

iniDurante il ventesimo se
olo molti va

ini sono stati s
operti e testati perprevenire le infezioni da meningo
o

o 
on diversi risultati. Dei va

ini te-travalenti basati su polisa

aridi 
apsulari 
ontro i sierogruppi A, C, W-135e Y sono stati prodotti nel 1984, sebbene questi fossero e�
a
i negli adultinon lo erano nei neonati e nei bambini, la 
lasse di età 
he maggiormentene
essita di questo va

ino. Inoltre la risposta immunitaria 
ontro i polisa
-
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aridi non 
oinvolgeva 
ellule T, produ
endo per lo più IgM a bassa a�nità,e non era quindi in grado di indurre memoria immunitaria.Questi limiti furono superati 
oniugando ai polisa

aridi delle proteine
carrier in grado di attivare la produzione di 
ellule T. L'utilizzo di questate
ni
a permise di ottenere un va

ino 
he sviluppasse un'intensa rispostaimmunitaria, 
on la produzione di un alto titolo di anti
orpi protettivi e dimemoria, e�
a
e su più del 90% di bambini al di sotto dei di
iotto mesi. At-tualmente è disponibile un va

ino bivalente diretto 
ontro i sierogruppi Ae C e, dal 2003, un va

ino tetravalente per tutti i quattro sierogruppi (MP-SV4) è stato approvato nei paesi appartenenti alla 
intura della meningite[25, 28, 40℄.Sono disponibili va

ini 
oniugati monovalenti 
ontro il sierogruppo C:il CRM197 basato su polisa

aridi 
apsulari 
oniugati ad un mutante nontossi
o della tossina difteri
a (sviluppato da Chiron e Wyeth) e un altro ba-sato sull'oligosa

aride 
oniugato alla tossina tetani
a (sviluppato da Bax-ter). Introdotti nel 1999 in Gran Bretagna si sono dimostrati si
uri ede�
a
i nell'indurre una protezione a lungo termine e, inoltre, il program-ma di va

inazione ha in�uito notevolmente sull'in
idenza della malattia,risultando in un de
remento di oltre il 90% del numero di morti e di 
asi
lini
i, del 66% dei portatori asintomati
i e del 70% dei 
asi tra le personenon va

inate. Un sostanziale bene�
io dovuto all'immunità di gruppo èprobabilmente 
orrelato agli e�etti sulla 
olonizzazione e alla diminuzionedella 
ir
olazione dei batteri nella popolazione [25℄.Dal 2005 è an
he disponibile un va

ino 
oniugato polisa

aridi
o te-travalente diretto 
ontro i sierogruppi A, C Y e W135 (MCV4, sviluppatodalla Sano�-Pasteur) e approvato negli Stati Uniti per la va

inazione disoggetti 
on età 
ompresa tra gli 11 e i 55 anni. Questa formulazione sirivelata e�
a
e, nel 100% dei 
asi, nell'indurre la produzione di anti
orpibatteri
idi nei ragazzi 
on età 
ompresa tra 11 e 18 anni, ed stato sotto-posto alla FDA (Food and Drug Administration) per ottenere l'estensionedell'utilizzo nei bambini tra i 2-10 anni d'età [28, 41℄.Sfortunatamente lo stesso appro

io non può essere appli
ato al siero-gruppo B per
hè il suo polisa

aride 
apsulare è un polimero dell'a
ido
α(2 → 8)N − acetilneuraminico, o a
ido polisiali
o, una mole
ola normal-mente presente nei tessuti umani in forma 
arbossilata. Un va

ino prodotto
on questo polisa

aride sarebbe tollerato dal sistema immunitario umanoe quindi non sarebbe in grado di sviluppare una e�
ente risposta immuni-taria, inoltre potrebbe inve
e indurre una reazione autoimmune peri
olosa
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essivamente è stato studiato un va

ino 
ontro il sierogruppo B 
hesi basa su antigeni protei
i super�
iali 
ontenuti nelle ves
i
ole di membra-na esterna (OMV), ottenute mediante l'estrazione 
on un detergente [42℄.Questi va

ini produ
ono anti
orpi batteri
idi e proteggono 
ontro le infe-zioni meningo
o

i
he, ma la loro e�
a
ia è ridotta ai soli 
eppi omologhi,non essendo in grado di produrre anti
orpi batteri
idi 
ontro 
eppi etero-loghi. Essi sono infatti prin
ipalmente diretti 
ontro PorA, la proteina piùespressa nelle OMV, 
he se pur presente in tutti i 
eppi di meningo
o

o,esibis
e però una elevata variabilità antigeni
a. Quindi questi va

ini sono
eppo spe
i�
i e possono essere usati e�
a
emente solo durante le epidemie
ausate da un singolo 
lone, 
ome è stato fatto in risposta alle epidemienazionali in Norvegia, Cuba e Nuova Zelanda [43℄.Quindi tuttora non sono an
ora disponibili va

ini approvati negli StatiUniti ed in Europa per prevenire la malattia 
ausata dal sierogruppo B [31℄.I va

ini basati sulle OMV e diretti 
ontro il 
eppo norvegese H44/76 e 
on-tro quello neozelandese NZ98/254 sono i va

ini migliori, ad oggi disponibili,per la prevenzione 
ontro il meningo
o

o di sierogruppo B [44℄. La for-mulazione del va

ino neozelandese, sviluppato da Chiron in 
ollaborazione
on il Ministero della Salute e l'Università di Au
kland, si è dimostrato, intrials 
lini
i, in grado di indurre anti
orpi batteri
idi nel 70% dei bambini
on età 
ompresa tra 6 e 24 mesi e tra 8 e 12 anni e nel 90% degli ado-les
enti [25℄. Attualmente la ri
er
a è orientata verso la s
operta di nuoviantigeni 
he possono essere utilizzati per la formulazione di un va

ino 
onlarga spe
i�
ità 
ontro Neisseria meningitidis di sierogruppo B.1.3 NadA, un nuovo 
andidato per unva

ino1.3.1 NadAUn grande passo nella progettazione dei va

ini è stato 
ompiuto nel ven-tesimo se
olo grazie alla possibilità di determinare la sequenza genomi
a
ompleta di un batterio in po
hi mesi e a bassi 
osti. Dallo sforzo di tro-vare un nuovo ed e�
a
e va

ino 
ontro Neisseria meningitidis di 
eppoB è stato appli
ato un nuovo appro

io, 
hiamato "va

inologia inversa",
he permette, partendo dalla sequenza genomi
a, di predire tramite anali-
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he, delle nuove proteine 
ome 
andidate per la progettazionedi un va

ino [45℄. La va

inologia inversa presenta numerosi vantaggi ri-spetto all'appro

io 
onvenzionale: i tempi sono molto ridotti e il numerodi possibili antigeni identi�
ati notevolmente superiore, inoltre è possibileidenti�
are an
he proteine 
on basso livello di espressione e antigeni impor-tanti per la patogenesi, 
he magari sono espressi durante l'infezione ma nonnelle 
ondizioni di 
res
ita usate in laboratorio. Questa te
ni
a è inoltreappli
abile an
he ai patogeni non 
oltivabili in laboratorio.La sequenza 
ompleta (2272 bp) del genoma del 
eppo virulento MC58di Neisseria meningitidis sierogruppo B [46℄ venne ottenuta 
on la strate-gia del random Shotgun. Mentre il sequenziamento era in 
orso, il genomadel meningo
o

o è stato vagliato, usando diversi programmi informati-
i, per identi�
are motivi di lo
alizzazione super�
iale: sequenze segnale(PSORT o SignalP), motivi transmembrana (TMPRED), sequenze di lipi-dazione (MOTIFS), in modo da selezionare delle potenziali open reading

frame, ORF, 
odi�
anti per proteine esposte sulla super�
ie batteri
a ose
rete [47, 48, 49℄.Sulla base di questi 
riteri, fra le 2158 possibili ORFs trovate, ne so-no state s
elte 600. Questi potenziali antigeni in
ludevano di�erenti 
lassidi proteine, se
ondo la loro disposizione sulla super�
ie batteri
a: proteinese
rete o della membrana esterna, lipoproteine, proteine della membrana in-terna, proteine periplasmati
he e an
he proteine aventi omologie 
oi fattoribatteri
i 
oinvolti nella virulenza e patogeni
ità.Le 600 ORFs selezionate sono state ampli�
ate tramite PCR, 
lonate in
Escherichia 
oli in modo da esprimere ogni gene 
ome proteina di fusione
on His-tag o GST per la su

essiva puri�
azione. Di queste 350 venneroespresse 
on su

esso (il 61%), quindi puri�
ate e utilizzate per immunizzaredei topi. Più pre
isamente è stato predetto 
he 70 di queste fossero lipo-proteine, 96 proteine periplasmati
he, 87 proteine della membrana interna,45 proteine della membrana esterna e 52 proteine a lo
alizzazione in
erta.E' stato fatto poi un vaglio dei sieri immuni tramite Western Blot su lisa-ti 
ellulari totali di meningo
o

hi e ves
i
ole della membrana esterna perveri�
are 
he le proteine fossero realmente espresse nel meningo
o

o e perdeterminare la loro lo
alizzazione sub
ellulare. L'esposizione sulla super�-
ie di 
ias
un antigene è stata poi 
onfermata da analisi al 
ito�uorimetro(FACS, �uoren
e-a
tivated 
ell sorter) e da test ELISA su intere 
ellule dibatteri. In�ne i sieri sono stati testati in saggi di batteri
idia SBA (SerumBa
teri
idal Assay) per valutare l'attività di lisi mediata dal 
omplemento
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orpi, poi
hè questa proprietà 
orrela 
on l'e�
a
ia del va

inonell'uomo [50℄.Delle 91 proteine 
onsiderate esposte sulla super�
ie batteri
a, 29 siveri�
arono 
apa
i di indurre anti
orpi batteri
idi. Quindi i 
andidati sele-zionati dall'analisi genomi
a furono 
onfrontati in base alla presenza di geniomologhi e alle sequenze 
onservate in un gruppo di 31 
eppi di meningo-
o

o B, isolati in di�erenti parti del mondo, rappresentativi dei prin
ipalisierogruppi e 
aratterizzati da un'espressione geni
a non fase-dipendente[45℄. L'allineamento delle sequenze mostra 
he la maggior parte degli anti-geni analizzati sono ben 
onservati, mentre solo una pi

ola parte di questipresenta regioni altamente variabili e porta epitopi multipli 
onservati inpiù 
eppi. In�ne la maggior parte di questi antigeni, testati 
on i saggibatteri
idi, fu in grado di indurre una protezione in
ro
iata 
ontro 
eppieterologhi. Fra le 29 proteine �no ad ora selezionate, solo 7 furono in gra-do di ri
onos
ere 
eppi eterologhi di meningo
o

o, queste vennero de�niteGNA (Genome derived Neisseria Antigen).Durante il vaglio del genoma del meningo
o

o B 
eppo MC58 fu trova-ta NadA, una nuova proteina oligomeri
a di super�
ie, 
apa
e di produrreanti
orpi batteri
idi. Questa proteina è espressa in molti 
eppi di Neisseria

meningitidis ma è sovraespressa in tre dei quattro 
eppi ipervirulenti, rap-presentando 
osì un buon 
andidato per lo sviluppo di un va

ino. Studiattualmente in 
orso stanno 
er
ando di 
aratterizzare questa proteina dalpunto di vista bio
himi
o e funzionale.Il su

esso dell'appli
azione della va

inologia inversa ottenuto per Neisseria

meningitidis ha ampliato l'utilizzo di questo appro

io an
he ad altri im-portanti patogeni umani 
ome Streptococcus pneumoniae, Porphyromonas

gingivalis, Clamydia pneumoniae, Bacillusanthracis, diventando un appli-
azione impiegata di routine nello sviluppo di va

ini [51℄.1.3.2 Struttura di NadANeisseria Adhesin A (NadA) è stata ris
ontrata nel 50% dei 
eppi isolati dapazienti e il gene nadA sovra espresso in 3 dei 4 
eppi più ipervirulenti (ET-5, ET-37, 
luster A4) ed assente nel 
eppo III, in Neisseria gonorrhoeaee nelle spe
ie 
ommensali di questo batterio, 
ome Neisseria lactamica.Sono stati identi�
ati 4 alleli 
he presentano una sequenza ben 
onservatae una identità del 96-99% nella sequenza nu
leotidi
a tra i primi tre. Siris
ontrano di�erenze per l'allele 4 
he non è presente nei 
eppi ipervirulenti
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Figura 1.4: Struttura se
ondaria predettae 
he 
odi�
a per una proteina 
he presenta una bassa omologia 
on le altrenella regione interna (25%), an
he se la propensione per la struttura ad
α-eli
a resta inalterata [52, 53℄. Inoltre, l'analisi di espressione di NadA harivelato delle di�erenze nei diversi 
eppi (modesto livello di espressione nel
eppo MC58 e alto nel 
eppo 2996) e nel 
orso della 
res
ita del batterio,
he raggiunge la massima espressione in fase stazionaria [44℄.NadA è una proteina di 405 aminoa
idi 
on un probabile peptide leaderdi 23 aminoa
idi, un peso mole
olare di 
ir
a 35 KDa e punto isoelettri-
o 4.50. L'analisi di predizione della struttura se
ondaria rivela una 
on-formazione 
ostituita da tre domini prin
ipali, 
ome si può vedere in �g1.4.La regione C-terminale (aa 310-405) è 
ostituita da una struttura β-an�pati
a e da un aminoa
ido aromati
o, entrambe strutture tipi
he diun dominio di an
oraggio alla membrana esterna. La regione N-terminale(aa 23-90) possiede una struttura se
ondaria non de�nita, mentre il restodella proteina è 
ostituita prin
ipalmente da α-eli
he. All'interno di questaregione i residui dal 90 al 146 e dal 183 al 288 denotano un'alta probabilitàdi formare strutture coiled−coil e gli aminoa
idi dal 115 al 143 
ontengonoquattro residui di leu
ina, 
he si ripetono ogni sette, 
he potrebbero formareun dominio �a 
erniera di leu
ina�. Non si 
onos
e però an
ora 
on pre
isione
ome i domini coiled − coil e �a 
erniera di leu
ina� siano 
oinvolti nellaoligomerizzazione dei monomeri tramite l'asso
iazione delle α-eli
he. Poi
hè
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odi�
a una proteina NadA 
he presenta un omologia del 63% nellaregione N-terminale, del 100% in quella C-terminale e solo del 25% nellaporzione intermedia, 
he priva dei residui di leu
ina, si ritiene 
he sia ildominio C-terminale a promuovere una stabile oligomerizzazione, an
he inassenza del motivo a 
erniera di leu
ina [53℄.NadA possiede una omologia di sequenza del 32-34% 
on le adesine non�mbriali UspA2 diMorexella catarrhalis e YadA di Y ersinia enterocolitica[55℄. Da una analisi più approfondita si osserva 
he l'omologia risiede prin
i-palmente nella regione C-terminale, 
on una identità del 56-63% negli ultimi70 aminoa
idi, mentre il resto della sequenza ha un livello di sovrapposizio-ne del solo 23-25%. Singolarmente questa similarità è 
onservata an
he alivello della struttura se
ondaria. Infatti YadA e UspA2 hanno una strut-tura C-terminale 
he presenta quattro foglietti β-an�pati
i e una regioneinterna ad α-eli
he 
he forma domini coiled − coil. In UspA2 sono an
hepresenti due motivi �a 
erniera di leu
ina� 
he inve
e sono assenti in YadA.Un'altra 
aratteristri
a 
omune 
on queste proteine è l'assenza in NadA diresidui di 
isteina.Nel 
aso delle proteine YadA e UspA2 è stato dimostrato, tramite mi
ro-s
opia elettroni
a e immunomar
atura [55℄, 
he le α-eli
he formino regioni
coiled − coil 
he mediano l'oligomerizzazione dei monomeri. An
he NadAforma degli oligomeri espressi sulla super�
ie batteri
a 
he sono stabili al
alore, all'SDS e alla riduzione da parte del β-mer
aptoetanolo [52℄. Laman
anza di residui di 
isteina nella proteina fa si 
he l'oligomerizzazionenon dipenda da ponti disolfuro, si pensa quindi 
he an
he in NadA le se-quenze predette 
ome domini coiled−coiled e i motivi �a 
erniera di leu
ina�siano alla base delle interazioni intermole
olari fra i monomeri, 
he sembrasi asso
ino a formare trimeri.Basandosi sulle omologie di struttura primaria e se
ondaria si ipotizzaper NadA una struttura tridimensionale del monomero simile alla forma �ale

a-le

a� des
ritta in letteratura per le proteine YadA e UspA2, basatasu tre di�erenti organizzazioni: un'an
ora di membrana al C-terminale, unostelo formato da domini coiled− coil e una testa globulare all'N-terminale.I distinti domini delle proteine YadA e UspA2 si ri�ettono in di�erentidomini funzionali all'interno della mole
ola, queste adesine infatti svolgonoruoli importanti nell'adesione e invasione alle 
ellule epiteliali, e nel 
onferireprotezione 
ontro l'attivazione del sistema del 
omplemento e la lisi da partedella 
ellula ospite. In parti
olare la zona N-terminale sarebbe 
oinvolta nellegame 
on le 
ellule fago
itarie, 
on l'interazione intermole
olare nell'au-
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ol legame 
on le proteine della matri
e extra
ellulare.La parte C-terminale formerebbe inve
e dei domini 
ru
iali per la stabilitàgenerale della struttura, l'oligomerizzazione e l'an
oraggio delle mole
olealla super�
ie 
ellulare. L'alta omologia strutturale 
on queste proteine fapensare 
he 
i possa essere in NadA an
he una similitudine di funzioni,sembrando essa stessa rilevante nella patogeni
ità del meningo
o

o.Un va

ino (5CVMB) a largo spettro d'azione, 
ontenente NadA, e di-retto 
ontro il meningo
o

o di sierogruppo B è attualmente in fase divalutazione 
lini
a. La formulazione è 
ostituita da 5 antigeni, selezionatiattraverso la va

inologia inversa, le proteine di fusione GNA1332-1030 eGNA2091-1870 e NadA in forma monomeri
a, 
apa
i di indurre anti
orpibatteri
idi e protezione passiva in modelli murini e i 
ui sieri ri
onos
onoi 3 
eppi più rappresentativi nella popolazione meningo
o

i
a di gruppoB: NZ98/254, 2996 e MC58. L'antisiero ottenuto dall'immunizzazione dimodelli murini 
on il va

ino 5CVMB ri
onos
e e�
ientemente i tre 
eppirappresentativi di meningo
o

o, indu
e protezione passiva e, in una 
ol-lezione di 214 
eppi di Neisseria meningitidis sierogruppo B, ri
onos
e eu

ide il 78% dei 
eppi (valutato 
on il saggio di batteri
idia). Questorappresenta un risultato promettente, se 
onfrontato 
on il 20% ottenutoutilizzando i sieri dei topi immunizzati 
on i va

ini basati sulle OMV dei
eppi H44/76 e NZ98/258, 
he rappresentano i migliori va

ini attualmentedisponibili. Inoltre utilizzando degli adiuvanti, ad esempio un emulsione diolio in a
qua (ME59), autorizzata per l'uso nell'uomo in Europa, l'u

isionedei 
eppi aumenta �no al 94% [44℄.La proteina NadA viene in
lusa an
he nella formulazione di va

ini di-retti 
ontro altri sierogruppi di meningo
o

o, 
ome quello basato sulleOMV del sierogruppo A subsierogruppo III [56℄. Questo suggeris
e 
hel'immunizzazione 
on il va

ino 
ontro il sierogruppo B potrebbe 
ontribui-re allo sviluppo di una immunità protettiva dalla patologia meningo
o

i
a,
ausata an
he da altri sierogruppi.NadA è stata re
entemente individuata 
ome un nuovo fattore menin-go
o

i
o 
oinvolto nella 
olonizzazione e invasione delle 
ellule della mu-
osa epiteliale [57℄. Infatti, la proteina in forma ri
ombinante solubile,NadA∆(351−405), priva dell'an
ora di membrana, lega in modo spe
i�
o le
ellule epiteliali Chang della 
ongiuntiva umana, in vitro, a 
onferma di unsuo 
oinvolgimento durante la fase iniziale di infezione [52℄. Quando espres-sa sulla super�
ie di un 
eppo mutante di E . coli , si assembla in oligomerian
orati alla membrana e 
onferis
e al mi
rorganismo la 
apa
ità di aderire
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ellule della linea Chang. La regione deputata all'attività dilegame è il dominio all'N-terminale, mentre quello deputato all'oligomeriz-zazione, in trimeri, il dominio C-terminale, 
he media an
he l'an
oraggioalla membrana.Re
entemente [54℄ è an
he stato dimostrato 
he sNadA lega le 
el-lule dendriti
he a siti ad alta a�nità (kd=80nM) e siti a bassa a�nità(Kd=4µM) e 
he dopo stimolazione 
on IFNγ, 
he è spesso presente neitessuti durante una in�ammazione, e trattamento 
on R848, una mole
ola
he mima l'RNA batteri
o, indu
e una sovra-espressione dei mar
atori dimaturazione CD83, CD40, CD86 e HLA-DR e la se
rezione delle 
ito
hineTNFα, IL-6 e IL12(p70). Inoltre 
ellule dendriti
he trattate 
on IFNγ esNadA indu
ono la proliferazione di linfo
iti nativi CD4+, determinandoun bilan
iamento della risposta immunitaria verso una risposta di tipo Th2.La struttura mole
olare predetta, la 
apa
ità di formare oligomeri el'interazione 
on le 
ellule dell'ospite, suggeris
ono 
he NadA appartengaad una nuova 
lasse di adesine non �mbriale de�nite OCA (Oligomeri
Coliled-
oil Adhesin), 
he presentano all'estremità N-terminale il dominio dilegame 
he media l'adesione 
ellulare e all'estremità C-terminale il dominio
onservato deputato all'an
oraggio alla membrana e all'oligomerizzazione[55℄. A questa 
lasse appartengono i fattori patogeni YadA di Yersinia

enterocolitica e UspA2 di Moraxella catarrhalis.1.4 La risposta del sistema immunitario1.4.1 Funzionamento 
ontro Neisseria meningitidisI me

anismi delle risposte immuni innate e spe
i�
he 
he 
ostituis
ono ilsistema immunitario umano realizzano un sistema integrato di difesa del-l'ospite in 
ui numerose 
ellule e mole
ole 
ooperano funzionalmente l'una
on l'altra. L'immunità innata, infatti, non solo fornis
e una prima lineadi difesa nei 
onfronti dei mi
robi, ma gio
a an
he un ruolo molto impor-tante nell'induzione delle risposte immuni spe
i�
he. Nello stesso modola risposta immune spe
i�
a attivandosi potenzia i me

anismi protettividell'immunità innata, rendendola quindi più e�
a
e nell'eliminazione degliantigeni estranei.Lo sviluppo dell'immunità naturale 
ontro Neisseria meningitidis, du-rante l'infanzia e l'adoles
enza, è a
quisita mediante l'in
ontro 
on 
eppi
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o

o a
apsulati e spe
ie batteri
he antigeni
amente 
orrelate,
ome Neisseria lactamica, e non 
orrelate quali Escherichia coli [42℄. La
olonizzazione della mu
osa nasofaringea da parte di questi mi
rorganismi
omporta lo sviluppo di una risposta immunitaria protettiva, sia a livel-lo lo
ale 
he sistemi
o [38℄, 
on la produzione di anti
orpi batteri
idi 
he
orrelano 
on la protezione [50℄.I bambini di età inferiore ad un anno rappresentano il gruppo 
on ilris
hio più elevato di 
ontrarre la patologia meningo
o

i
a, poi
hè questoè il periodo nel quale l'immunità passiva 
onferita dalle immunoglobulinematerne diminuis
e e inizia a svilupparsi l'immunità a
quisita. Inoltre,questa fase dell'infanzia è 
aratterizzata da una limitata e non spe
i�
aimmunità umorale, s
arsa funzione fago
iti
a e bassa 
on
entrazione dei
omponenti terminali del 
omplemento. Tutto 
iò pone in risalto il ruolofondamentale svolto dall'immunità innata, di primaria importanza durantei primi anni di vita, nei quali il titolo anti
orpale è assente o basso, edall'immunità a
quisita.Il sistema dell immunità innata, prima linea di difesa 
ontro i pato-geni, 
onsta in una 
omponente solubile, il sistema del 
omplemento, leproteine della fase a
uta, le 
ito
hine e le 
hemo
hine, ed elementi 
ellula-ri: mono
iti, ma
rofagi, 
ellule dendriti
he e 
ellule Natural killer [39℄. Ladetezione dei mi
rorganismi invasori è mediata dai re
ettori PRRs (PatternRe
ognition Re
eptors), espressi sulla super�
ie delle 
ellule dell'immunitàinnata, 
he ri
onos
ono e legano strutture evoluzionalmente 
onservate inspe
i�
he 
lassi di mi
robi de�nite PAMPs (Pathogen Asso
iated Mole
ularPatterns). A questi sistemi di per
ezione mi
robi
a appartengono i TLRs.Attualmente, sono stati identi�
ati 10 TLR i quali ri
onos
ono il pepti-dogli
ano, le lipoproteine batteri
he, l'a
ido lipotei
oi
o (TLR2), il LPS(TLR4), la �agellina batteri
a (TLR5), 
omponenti virali, DNA e RNA(TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, lo
alizzati nei 
ompartimenti endosomiali).
Neisseria meningitidis è in grado di attivare: TLR2, attraverso le porinee la lipoproteina Lip, TLR4 mediante il LOS e TLR9 in seguito all'attivaliberazione di DNA batteri
o. Questo fenomeno avviene durante l'infezio-ne meningo
o

i
a e potrebbe favorire la trasformazione e 
ontribuire allagravità della patologia [30, 58℄. L'attivazione di questi re
ettori indu
e lase
rezione di 
ito
hine (TNF, IL-1, IL-6, IL-12 e IFNg) e 
hemo
hine (IL-8,MCP-1, MIP-1 e RANTES), attive sia a livello endoteliale sia sui leu
o
iti
ir
olanti e residenti [59, 60℄. Altri re
ettori non opsonini
i, in grado diri
onos
ere proteine modi�
ate, lipidi e 
arboidrati, insieme ai TLR posso-
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a e le funzioni e�ettri
i delle
ellule dell'immunità innata. A questi appartengono i re
ettori scavengerdi 
lasse A 
he sono 
oinvolti nella fago
itosi di meningo
o

hi vivi e nonopsonizzati [61, 62℄.Un ruolo importante è rivestito dal 
omplemento il quale media la lisidel mi
rorganismo, attraverso la via alternativa e delle le
tine, e parte
i-pa 
on altre proteine sieri
he (proteina C reattiva, proteina P amiloide)all'opsonizzazione dei batteri fa
ilitandone il ri
onos
imento e la fago
itosida parte di 
ellule 
ompetenti. Inoltre, le proteine del 
omplemento in-tervengono an
he nell'immunità a
quisita attraverso l'u

isione mi
robi
amediata da anti
orpi in seguito alla formazione di immuno
omplessi (via
lassi
a). Le immunoglobuline sono 
oinvolte an
he nel pro
esso di opso-nizzazione e mediano la fago
itosi attraverso i re
ettori per la porzione F
(F
R) espressi sui fago
iti [63℄.Tutti questi elementi rivestono un ruolo 
entrale nella difesa dell'ospiteda Neisseria meningitidis, infatti soggetti 
on de�
ienze nei 
omponenti del
omplemento (C3, C5-C9, properdina) e della MBL (Mannan-Binding Le
-tin) sembrano aumentare il ris
hio dello sviluppo della patologia. Inoltre, al-tri polimor�smi sembrano essere 
oinvolti: la presenza degli allotipi F
RIIa-R131 e F
RIIIb-NA2 [63℄ e l'eterozigosi del TLR4 per una rara variantealleli
a [64℄ asso
iano signi�
ativamente 
on la malattia meningo
o

i
a.1.4.2 Me

anismi di evasioneLa sopravvivenza e la patogeni
ità dei batteri all'interno dell'ospite dipen-dono direttamente dalla loro 
apa
ità di evadere o di resistere ai dispositiviattuati dal sistema immunitario. Neisseria meningitidis ha sviluppato di-versi e so�sti
ati me

anismi per evadere i sistemi di difesa dell'ospite: la
apsula polisa

aridi
a, il lipooligosa

aride, 
he mima le strutture gli
o-silate dei tessuti umani, la 
apa
ità di a

ettare DNA estraneo e la varia-zione nella struttura antigeni
a e l'espressione, fase dipendente, delle pro-teine esposte in super�
ie e delle proteine 
he favoris
ono la sopravvivenzaintra
ellulare del mi
rorganismo.Nel 
orso dell'infezione Neisseria meningitidis è 
ontinuamente espo-sto a fattori batteri
idi del siero fa
enti parte del sistema del 
omplementoed è dimostrato 
he il batterio è dotato di un potente me

anismo di sieroresistenza [65℄. Questa abilità è usata dai diversi 
eppi di Neisseria pereludere il sistema immunitario e provo
are le varie patologie, infatti l'in
i-



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 34denza di infezioni è molto maggiore in individui a�etti da de�
enze nelleproteine del sistema del 
omplemento.Un altro importante determinante nel fornire protezione 
ontro il siste-ma del 
omplemento è l'LPS 
he, 
ontenuto nella membrana esterna delmeningo
o

o, possiede delle mole
ole di a
ido siali
o legate alle sue estre-mità. La mole
ola di lipopolisa

aride 
osì strutturata 
ontribuis
e al feno-tipo di siero resistenza mas
herando gli antigeni di super�
ie delle proteinedella membrana esterna e determinando 
osì una diminuzione del legamedella subunità C3b alle stesse. Esperimenti 
ondotti su batteri aventi nellaloro membrana esterna mole
ole di LPS private dell'a
ido siali
o mostranouna lisi maggiore.In Y ersinia enterolitica questo fenotipo di siero resistenza è proba-bilmente asso
iato alla 
apa
ità della proteina YadA di formare un densorivestimento 
he 
ir
onda il batterio e mas
hera l'LPS, uno dei bersagli del
omplemento. Sembra infatti da esperimenti di immuno�uores
enza 
hela lunghezza dello stelo formato da domini coiled − coil della proteina sia
orrelato alla lunghezza della 
atena di LPS. Il rivestimento prodotto dal-la proteina inibis
e l'attivazione e la deposizione dei primi 
omponenti del
omplemento sulla super�
ie batteri
a, probabilmente a 
ausa del legame
ol fattore di inibizione del 
omplemento, il fattore H e sembra ridurre la de-posizione di C9 determinando un osta
olo steri
o alla formazione del MAC(
omplesso di atta

o alla membrana) [66, 67℄.Studi di mi
ros
opia elettroni
a su M. 
atarralis mostrano 
he an
hel'adesina UspA2 presenta sulla sua super�
ie una simile banda di strutturea �le

a-le

a� 
he ri
oprono l'intera super�
ie batteri
a [56℄.Il prin
ipale fattore di virulenza del meningo
o

o è il polisa

aride 
ap-sulare, infatti nel plasma e nel �uido 
erebro spinale, di pazienti 
he svi-luppano la malattia meningo
o

i

a, sono rintra

iati solo 
eppi 
apsulati,mentre 
eppi privi di 
apsula sono isolati nel nasofaringe degli stessi soggettio nei portatori 
orrelati epidemiologi
amente. La 
apsula polisa

aridi
a èessenziale nella patogenesi poi
hè 
onferis
e resistenza alla fago
itosi e allalisi mediata dal 
omplemento e favoris
e la sopravvivenza extra
ellulare delmeningo
o

o. La presenza della 
apsula nei batteri Gram-negativi osta
olal'assemblaggio del MAC, il quale non ries
e ad attraversarla 
ompletamente�no a raggiungere la membrana esterna [13℄. In Neisseria meningitidis disierogruppo B la presenza dell'a
ido siali
o 
apsulare oltre ad essere s
arsa-mente immunogeni
o, poi
hè è un normale 
omponente dei tessuti umani,previene la stabilizzazione della proteina C3b del 
omplemento, proteggendo



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 35il batterio dall'attività batteri
ida mediata dalla via alternativa e dall'op-sonofago
itosi. La presenza di questo 
omponente ridu
e an
he l'adesioneai ma
rofagi e agli altri fago
iti e, su

essivamente, è in grado di inter-ferire 
on la maturazione dei fagolisosomi, ritardando l'in
orporazione diLAMP-1 in questi 
ompartimenti [7℄. Inoltre, il meningo
o

o è in gradodi e�ettuare lo switching 
apsulare, ovvero di esprimere antigeni 
apsularidiversi, attraverso la sostituzione alleli
a nel gene 
odi�
ante la proteina a-2,8-polisialitransferasi (PST). La PST è responsabile della polimerizzazionedelle unità di a
ido siali
o e determina l'immunospe
i�
ità dei sierogruppiB, C e W135. Lo switching 
apsulare 
onsente, durante un'infezione, lagenerazione di nuove varianti 
apsulari 
he possono evadere all'immunosor-veglianza mediata dal sistema immunitario dell'ospite e possono portare,durante un epidemia, alla sostituzione dell'intera popolazione batteri
a 
onuna nuova popolazione geneti
amente distinta 
he esprime un sierogrup-po diverso dalla popolazione originale, 
ome è avvenuto nelle epidemie inSpagna, Repubbli
a Ce
a e Canada [27℄. Un ruolo importante nell'evasio-ne di Neisseria meningitidis, dai me

anismi di difesa attuati dal sistemaimmunitario dell'ospite, è rivestita dalla variazione di fase: il 
ambiamen-to reversibile del fenotipo 
ome 
onseguenza di un 
ambiamento a livellodel genotipo. Questa è asso
iata ad un 
ambiamento nu
leotidi
o all'in-terno di sequenze di DNA mi
rosatellite, lo
alizzate in regioni promotri
i o
odi�
anti geni 
oinvolti nella biosintesi di antigeni super�
iali. Ci sono evi-denze sperimentali della variazione di fase per almeno 14 geni di Neisseria

meningitidis 
he 
odi�
ano le proteine dell'opa
ità (Opa e Op
), le proteineper la biosintesi del LPS, le proteine 
oinvolte nella biosintesi e nella mo-di�
azione dei pili, i re
ettori per l'emoglobina e il ferro, le porine (PorA ePorB) e il polisa

aride 
apsulare [68℄. Questo tipo di regolazione, a livellotraslazionale e tras
rizionale, risulta in una modulazione delle funzioni divirulenza, evasione dai me

anismi di difesa attuati dal sistema immunita-rio dell'ospite e adattamento alle 
ellule dei diversi tessuti durante le variefasi dell'infezione [69℄. Inoltre, Neisseria meningitidis presenta una elevatavariabilità dovuta an
he a frequenti s
ambi orizzontali di DNA tra i 
eppi,
he 
omporta la generazione di nuove varianti.Nonostante i meningo
o

hi abbiano evoluto molti me

anismi atti adevitare le difese dell'ospite, restano an
ora irrisolte le 
omplesse interazio-ni patogeno-ospite 
oinvolte nello sviluppo dell'infezione e il motivo per ilquale solo al
uni individui sviluppano la malattia meningo
o

i
a invasi-va. Ciò pone in risalto la ne
essità di indurre, attraverso la va

inazione,



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 36un'immunità umorale spe
i�
a 
on lo sviluppo di anti
orpi batteri
idi e diuna memoria immunologia a lungo termine 
he proteggono l'individuo dalmi
rorganismo.1.4.3 Mono
itiI mono
iti sono prodotti dal midollo osseo e di�erenziano da progenitorimieloidi del sistema dei fago
iti mononu
leati, andando a 
ostituire daltre all'otto per
ento dei leu
o
iti totali nel sangue [70℄. Sono 
ostitui-ti da una popolazione eterogenea, presentando dimensioni, granulosità emorfologia nu
leare variabili. Sulla base dei mar
atori CD14 e CD16 imono
iti 
ir
olanti possono essere suddivisi in due sottopopolazioni prin-
ipali, CD14hiCD16- e CD14+CD16+, 
aratterizzate da distinti pro�li diespressione dei re
ettori per le 
hemo
hine.I mono
iti 
ir
olano nel torrente sanguigno per 
ir
a 1-3 giorni e su

es-sivamente sono in grado di migrare in tutti i tessuti del 
orpo. La maggiorparte di essi, in 
ondizioni �siologi
he, muore per apoptosi, un fenomenogeneti
amente 
ontrollato 
he 
ontribuis
e all'omeostasi tessutale [71, 72℄.Stimoli pro-in�ammatori metaboli
i e immunitari sono però in grado diprevenire l'attuazione del programma apoptoti
o, promuovendo la soprav-vivenza e il re
lutamento dei mono
iti ai siti periferi
i dove di�erenziano inma
rofagi e 
ellule dendriti
he 
ontribuendo quindi alla difesa, riparazionee rimodellamento dei tessuti dell'ospite [73, 74, 75℄.Essi gio
ano un ruolo importante sia nel me

anismo innato 
he spe-
i�
o del sistema immunitario. I mono
iti sono an
he responsabili dellafago
itosi delle sostanze estranee, 
ioè sono in grado di ingerire e internaliz-zare sostanze parti
olate quali 
ellule mi
robi
he, virus o parti
elle inerti.Per farlo utilizzano una serie di proteine intermediarie opsonizzanti, 
omegli anti
orpi o le proteine del 
omplemento, oppure legano direttamente ilmi
robo tramite parti
olari re
ettori in grado di ri
onos
ere delle strutturebase dei patogeni, 
ome ad esempio i TLR. I mono
iti utilizzano il TLR4 
ome re
ettore per la 
omponente lipopolisa

aridi
a, LPS, della paretedei batteri Gram negativi per identi�
are i mi
rorganismi, dato 
he non èpresente nelle 
ellule di mammifero, esso è un buon indi
atore di infezionebatteri
a.Quando in
ontrano dei mi
rorganismi estranei possono rilas
iare strut-ture ves
i
olari dense 
he si trovano nel 
itoplasma, nei quali sono 
ontenutenumerose proteine liti
he quali proteasi, gli
osidasi, peptidi antimi
robi
i ed



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 37lisozima. Queste proteine degradano le sostanze 
he sono state fago
itate,inoltre il 
ontenuto di questo granulo può essere rilas
iato all'esterno peru

idere i mi
robi 
he non sono stati internalizzati. Altre sostanze tossi-
he, non di natura protei
a, sono sintetizzate in risposta ad attivazione,iniziando un pro
esso di oxidative burst dove vengono attivate diverse vieenzimati
he 
on la produzione di 
omposti altamente reattivi, 
ome ioni,radi
ali liberi e ossigeno reattivo, atti ad u

idere i mi
rorganismi estraneidenaturando proteine, 
arboidrati e a
idi nu
lei
i.1.4.4 HSPsLa famiglia delle Heat Sho
k Protein (HSP) è 
ostituita da un gruppo diproteine altamente 
onservate, dai batteri �no all'uomo. Le HSPs di mam-mifero sono 
lassi�
ate in 6 famiglie, essenzialmente sulla base del loro pe-so mole
olare, ogn'una 
omposta di membri espressi 
ostitutivamente o inmodo indotto, e fa
enti parte di diversi 
ompartimenti sub
elluari: Hsp100(100-110 kDa), Hsp90 (83-90 kDa), Hsp70 (66-78 kDa), Hsp60, Hsp40 e lesmall Hsp (15-30 kDa). Esse sono espresse da tutti i tipi 
ellulari e nei diver-si 
ompartimenti 
ellulari svolgono spe
i�
he funzioni, gio
ando un ruoloimportante sia in 
ondizioni di stress 
he in 
ondizioni �siologi
he. Essesono 
oinvolte prin
ipalmente nel mantenere la stabilità e funzionalità disvariate proteine 
itoplasmati
he, sovraintendendo al 
orretto ripiegamentoprotei
o, proteggendo le proteine dalla denaturazione o aggregazione, fa
ili-tando il trasporto protei
o attraverso i 
anali della membrana e 
onferendostabilità durante i passaggi nella trasduzione del segnale. L'esposizione del-le 
ellule a di�erenti tipi di 
ondizioni ambientali di stress, quali infezioni,in�ammazioni, esposizione a sostanze tossi
he, ipossia o man
anza d'a
qua,determinano una sovraespressione di tali proteine [76℄.Le proteine Hsp70 si ritrovano in tutte le spe
ie e la loro funzione èquella di favorire l'assemblaggio di 
omplessi multimeri
i protei
i e, 
ome
haperones mole
olari, di fa
ilitare il folding intra
ellulare delle proteine.Queste sono 
ostituite da due domini funzionali; un dominio 
arbossitermi-nale (
ir
a 25 kDa), 
ontenente il sito di legame per il polipeptide, ed undominio amminoterminale (
ir
a 40 kDa), 
ontenente il sito di legame perle mole
ole di ADP/ATP e 
he ha attività ATPasi
a. Queste proteine fun-zionano 
ome monomeri o 
ome dimeri, ri
onos
endo porzioni di 7-8 residuiamminoa
idi
i. Inoltre Hsp70 viene 
onsiderata uno dei prin
ipali fattori
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i, poi
hé è in grado di inibire l'apoptosi 
aspasi dipendente[77℄.La proteina Hsp90 è una 
haperone abbondante nelle 
ellule eu
arioti-
he, 
ostituendo il 1-2% delle proteine 
itoplasmati
he totali; nel 
itoplasmasi trova espressa in 2 isoforme, Hsp90α e Hsp90β, 
he possiedono un'omo-logia del 76%, e si presenta in forma di omo-dimero fosforilato, 
ontenendoinfatti 2-3 fosfati legati 
ovalentemente per ogni monomero. La dimerizza-zione è essenziale per la normale funzione della proteina, ma, in presenzadi detergenti non ioni
i o dopo sho
k termi
o, essa forma oligomeri ad al-to peso mole
olare. Come molte altre chaperones, Hsp90 è una proteinaidrofobi
a, 
aratteristi
a 
he aumenta dopo trattamento termi
o [76℄.Hsp90 è 
omposta da due domini altamente 
onservati, N-terminale eC-terminale, separati da una regione intermedia altamente 
ari
a, inoltrepresenta un'altro dominio altamente 
ari
o all'interno della regione al C-terminale. Il dominio all'N-terminale è 
ostituito da 8 foglietti β e una
α-eli
a. Esso è 
oinvolto nel legame della proteina 
liente e 
ontiene il sitodi legame all'ATP, 
he sembra 
oin
idere 
on quello dell'inibitore geldana-mi
ina. Al 
ontrario il dominio C-terminale è prin
ipalmente adibito alladimerizzazione della proteina, ma sembra an
h'esso poter legare proteine opeptidi 
lienti. Il dominio 
entrale, spe
i�
o delle sole 
ellule eu
arioti
he,porta dei segnali di lo
alizzazione nu
leare, ha una funzione regolatoria epuò essere an
h'esso 
oinvolto nel legame a proteine 
lienti.La proteina Hsp90 sembra mostrare preferenza per proteine 
ari
he po-sitivamente o idrofobi
he, ma non sempre è su�
iente da sola per legare leproteine 
liente [76℄. Spesso ri
hiede la formazione di 
omplessi 
on altre
haperones, soprattutto l'Hsp70 
he in genere lega per prima la proteina
liente, poi forma un 
omplesso 
on l'Hsp90 e solo dopo si disso
ia las
ian-do legate proteina 
liente e Hsp90, inve
e in assenza di legame 
on Hsp90 laproteina 
liente rimane legata all'Hsp70 e viene degradata dal proteosoma.Mentre Hsp90 è abbondantemente espressa dalla 
ellula in maniera 
o-stitutiva, altre HSPs, 
ome le Hsp70 o 27, sono indotte da stress, altrimentisi trovano espresse solo a bassi livelli.Le HSPs, ed in parti
olare Hsp90 e Hsp70, sono an
he 
oinvolte nel-le risposte del sistema immunitario, funzionando 
ome attivatori dell'im-munità innata nel segnalare danneggiamenti a tessuti o stress 
ellulare[77, 78, 79, 80℄. Inoltre nell'uomo è stata dimostrata la presenza di questeproteine nel siero, asso
iata a 
ondizioni di stress , in
luse in�ammazioni einfezioni batteri
he o virali.
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he le HSPs sono altamente 
onservate dai batteri ai mammiferi,esse attivano le APC, 
ellule presentanti l'antigene, funzionando 
ome unme

anismo uni�
ato per rispondere a stimoli interni ed esterni. Se
ondo lateoria di Janeway [79℄ �dell'estensione del modello self-non self� una APCprofessionale interagis
e 
on delle 
omponenti mi
robi
he, attraverso deire
ettori di PRRs. Oggi giorno sono noti molti PRRs, 
ome ad esempio leproteine della famiglia dei TLRs. Una spiegazione alternativa per l'attiva-zione dell'immunità adattativa è stata proposta da Matzinger, 
on la �teoriadel peri
olo�, se
ondo la quale le APC possono essere attivate da sostan-ze endogene rilas
iate in 
ondizioni di stress o danno tessutale. I membridella famiglia delle HSPs sono dei 
andidati 
he potenzialmente segnalanoquesti stati della 
ellula al sistema immunitario. L'espressione delle HSPs èrapidamente sovra-espressa durante diverse forme di stress 
ellulari e HSPssono rilas
iate dai tessuti danneggiati (�g. 1.5, [79℄).Inoltre HSPs mi
robi
he sono in grado di stimolare 
ellule del sistemaimmunitario (mono
iti, ma
rofagi e 
ellule dendriti
he) o 
ellule 
he hannola 
apa
ità di 
omuni
are 
on questo (
ellule epiteliali, endoteiali o mu-s
olari). Al
uni lavori presenti in letteratura [79℄ riportano 
he proteineantigeni
he legate 
ovalentemente 
on HSPs, possono generare delle e�-
ienti risposte immunitarie mediate da linfo
iti T 
itotossi
i (CTL). Sia leHSPs mi
robi
he 
he quelle umane sono in grado di traslo
are peptidi nellavia 
lassi
a o alternativa del MHC di 
lasse I. Studi re
enti dimostrano an-
he 
ome le HSPs di mammifero lan
ino segnali simili alle HSPs mi
robi
heal sistema immunitario, indipendentemente da peptidi legati. E' noto 
heil 
omplesso peptidi-HSP per la presentazione dell'antigene sembra esseremediato da CD91. E sembra an
he essere mediato dal 
omplesso TLR-4 eMD-2. I su

essivi eventi di segnalazione s
atenati da HSPs ri
hiedono l'en-do
itosi dell'HSP e indu
ono un rapido �usso di 
al
io, la fosforilazione diI-kBalfaα e l'attivazione del fattore nu
leare kB (NF-kB). Un terzo modellodi presentazione alle APC 
onsidera la somma degli altri due: le proteineendogene indotte da stress formano un 
omplesso 
oi prodotti mi
robi
i 
heviene ri
onos
iuto dalle APC (�g. 1.5).Inoltre è an
he stata ris
ontrata l'interazione di HSPs, HSP90 e Hsp70,in assenza di peptidi legati 
on CD14 e TLR2/4 su APC, 
on su

essivaproduzione di 
ito
hine proin�ammatorie 
ome TNFα, IL-1β, IL-12, IL-6 e GM-CSF. Inoltre dopo il 
ontatto 
on 
ellule dentriti
he le mole
ole
o-stimolatorie CD86, CD83 e CD40 vengono sovra-espresse. Quindi leHSPs funzionano 
ome potenti attivatori del sistema immunitario, sia per
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ome adiuvanti naturali.Nonostante le proteine HSPs siano generalmente 
onsiderate delle tipi-
he mole
ole 
itoplasmati
he, 
i sono lavori 
he dimostrano la loro espres-sione sulla super�
ie di 
ellule tumorali, apoptoti
he, ma an
he 
elluledel sistema immunitario quali mono
iti, ma
rofagi e 
ellule dendriti
he[77, 78, 79, 81, 82, 83℄. Non è an
ora 
hiaro 
ome queste proteine sianovei
olate alla membrana plasmati
a [78℄, infatti HSPs 
itoplasmati
he non
ontengono peptidi leader a lo
alizzazione super�
iale. Un'ipotesi è 
he laproteina sia trasportata sulla membrana in asso
iazione 
on altre protei-ne 
he possiedono domini transmembrana 
he fungano da vei
oli. Un'altraipotesi è la sua asso
iazione 
on 
omponenti lipidi
i e 
he un me

anismo a�ip-�op fa
iliti il trasporto dall'interno della 
ellula all'esterno. La ne
rosiè un altro me

anismo 
he può dare una spiegazione a questo fenomeno,infatti in 
ondizioni di stress, ma an
he di febbre, infezioni e in�ammazioni,delle 
ellule rilas
erebbero nel mezzo proteine 
itoplasmati
he, 
ome HSPs,
he poi potrebbero legarsi sulla super�
ie di altre 
ellule, 
on un me

ani-smo avventizio. Un altro lavoro ha dimostrato la se
rezione di Hsp70 daPBMNs da esosomi, i quali 
ontengono an
he dei MHC [84℄.Quindi queste proteine sembrano avere funzioni diversi�
ate a se
on-da della loro lo
alizzazione 
ellulare: intra
ellulare di protezione del ripie-gamento protei
o e di inibizione dell'aggregazione e anti-apoptoti
he, edextra
ellulare o asso
iata alla membrana 
itoplasmati
a 
on funzione distimolazione del sistema immunitario.In letteratura si trovano ormai diversi lavori 
he riportano proteine bat-teri
he o virali di membrana, 
oinvolte nell'adesione e invasione a 
ellu-le ospite umane, 
he utilizzano 
ome re
ettori proteine della famigli delleHSPs.Durante la ri
er
a di possibili re
ettori 
he ri
onos
essero in modo spe-
i�
o la proteina E di Dengue virus [85℄, espressa in forma di omo-dimeri,una proteina di 84KDa è stata isolata 
on te
ni
he di 
romatogra�a di a�-nità e overlay, da estratti totali di 
ellule di neuroblastoma umano e lineedi U937. Questa proteina fu poi identi�
ata 
ome Hsp90 
on analisi dispettrometria di massa MALDI-TOF. Pre
isamente è stato dimostrato 
hele proteine Hsp90 e Hsp70 sono parti di un 
omplesso re
ettoriale ri
hiestoper l'adesione e invasione di Denga virus in neuroblastoma, linee 
ellularimono
iti
he e an
he mono
iti e ma
rofagi umani.Altri virus 
ome rotavirus [86, 87℄ e 
oxasa
kievirus A9 [88℄ mostranoutilizzare HSPs super�
iali 
ome re
ettori.
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Figura 1.5: Modelli espli
ativi l'attivazione di pAPC da parte diprodotti mi
robi
i o endogeni.(a) Se
ondo la teoria di Janeway, i prodotti mi
robi
i vengono ri
onos
iutidalle pAPC esprimenti i PRRs, 
ome ad esempio TLRs. (b) Nella teoriaproposta da Matzinger, sostanze endogene prodotte o rilas
iate in rispo-sta a tessuti danneggiati da mi
robi, sono ri
onos
iute dalle pAPC tramitere
ettori. (
) Un terzo modello potrebbe unire i pre
edenti: proteine en-dogene indotte da stress formano 
omplessi 
on prodotti mi
robi
i e questi
omplessi sono ri
onos
iuti dalle pAPC [79℄.



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 42La proteina Hsp90 risulta un re
ettore per la proteina JlpA (Jejuni lipo-protein A) [89℄, la proteina di membrana esterna maggiormente espressa dalbatterio Gram-negativo Campyloba
ter jejuni. Con te
ni
he di 
romatogra-�a di a�nità e overlay è stata trovata una proteina di 90KDa identi�
ata
on spettrometria di massa LC-MS/M.Gp96 [90℄, una proteina della famiglia delle HSPs, una 
haperone nor-malmente residente nel reti
olo endoplasmati
o, ha an
he funzione di mo-dulatri
e della risposta immunitaria innata ed adattativa. An
h'essa in-fatti si asso
ia a peptidi intra
ellulari e li porta alla via di presentazionedell'antigene indu
endo una risposta spe
i�
a nelle 
ellule T. Il re
ettoreresponsabile per questo ri
onos
imento peptide-Gp96 è il re
ettore CD91,espresso sulle APC professionali. Inoltre tale preteina è in grado di attivarele DC via TLR 2/4. Gp96 si lega spe
i�
amente a mono
iti e neutro�li[91℄ agendo 
ome un segnale di peri
olo. An
he la proteina Vip (Virulen
eprotein) di Listeria mono
ytogenes Gram-positivo usa Gp96 
ome re
ettoree questa interazione è 
riti
a per l'invasione delle 
ellule di mammifero eper l'infezione in vivo.An
he la proteina di membrana esterna OmpA (outer membrane proteinA) di Escherichia coli K1 interagis
e 
on E
gp (HBMEC gly
oprotein), unaGp96 omologa su 
ellule mi
rovas
olari endoteliali umane di 
ervello [92℄.Con
ludendo, le proteine HSPs hanno un importante ruolo nelle risposteimmunitarie anti-mi
robi
he e autoimmuni, e inoltre hanno un potente ef-fetto nell'indurre un'immunità antigene-spe
i�
a 
ontro sostanze usate perimmunizzare animali. L'abilità delle HSPs di fungere da attivatori del siste-ma immunitario e di agire 
ome adiuvante di se stessa è una ipotesi attraenteper spiegare la 
apa
ità delle HSPs nell'indurre reazioni immunitarie [79℄.Inoltre può essere una 
andidata a spiegare il potenziale in�ammatorio delle
ellule ne
roti
he. La natura antigeni
a delle HSPs è enfatizzata dall'evi-denza 
he il sistema immunitario è in grado di ri
onos
ere in esse diversiepitopi 
he stimolano le 
ellule B e T.Le potenti 
aratteristi
he immunologi
he delle HSPs hanno portato alloro utilizzo sperimentale 
ome 
andidati di subunità o adiuvanti in va

ini.Hsp70 e Hsp60 mi
obatteri
he si sono dimostrate e

ellenti carrier di mo-le
ole 
ontro 
ui si vuole attivare una risposta immunitaria, in assenza diadiuvanti le HSPs sono in grado di stimolare fortemente e a lungo termineun risposta immune 
ontro mole
ole 
ovalentemente legate ad esse. Quandousate 
ome subunità di un va

ino, HSPs derivate da 
erte varietà di batterio funghi patogeni, sono in grado di stimolare una immunità protettiva in



CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 43modelli animali. Questi studi dimostrano quindi 
he le HSPs possono essereusate 
ome adiuvanti o subunità di va

ini 
ontro diverse malattie infettivenell'uomo [93℄.



Capitolo 2RAZIONALE E SCOPO DELLATESIIl razionale di questa tesi si basa sulla 
apa
ità della proteina NadA di legar-si alle 
ellule ospite tramite un re
ettore di tipo protei
o, 
he potesse esserelo stesso in diversi tipi 
ellulari quali 
ellule epiteliali Chang, mono
iti,ma
rofagi e 
ellule dendriti
he [54℄.Quindi 
on un appro

io di tipo bio
himi
o si è 
er
ato di individua-re, in lisati 
ellulari totali, una proteina 
he fosse in grado di legare inmodo spe
i�
o la proteina meningo
o

i
a NadA. Tramite esperimenti di
o-immunopre
ipitazione e overlay di lisati totali di 
ellule Chang, è stataisolata una proteina di 90KDa 
ome possibile 
andidata, 
he identi�
ata
on spettrometria di massa, si è rivelata essere la proteina Hsp90β uma-na. Inoltre è stato an
he testato l'e�etto della Polimixina B, un antibioti
o
ationi
o 
he mima i peptidi antimi
robi
i 
ontenuti nei granuli dei mono-
iti, dato 
he pre
edentemente si era ris
ontrata una sua asso
iazione allaproteina meningo
o

i
a.Dopo una serie di 
onferme bio
himi
he dell'instaurarsi di questa asso-
iazione fra NadA e Hsp90, ottenute 
ol ri
onos
imento della proteina diinteresse da parte di anti
orpi anti-Hsp90, si sono ri
er
ate delle 
onfermein modelli 
ellulari usando, per questi esperimenti, mono
iti umani, prin
i-pali agonisti della risposta immunitaria innata, in modo da poter studiaresia la funzione re
ettoriale di questa asso
iazione, sia il suo impatto sullastimolazione del sistema immunitario.Si è allora testato l'e�etto sulla Hsp90 super�
iale della pre-in
ubazionedi sNadA sui mono
iti per 
onfermare l'asso
iazione in membrana di queste44
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he il trattamento 
on anti
orpi anti-Hsp90 nonportava ad una diminuzione del legame di sNadA alla 
ellula, si è ipotizzato
he questa asso
iazione svolgesse una funzione diversa da quella re
ettoriale.Si è poi testata la rilevazione super�
iale di Hsp90 dopo pre-trattamentodelle 
ellule 
on sNadA, in presenza o meno di Polimixina B. Inoltre sisono an
he utilizzati anti
orpi anti-Hsp70 per 
apire se an
he questa HSPprendesse parte all'asso
iazione 
on le altre due proteine, dato 
he spessole chaperones formano 
omplessi fra loro.In�ne, per valutare il tipo di stimolazione indotto da questa asso
iazio-ne e l'orientamento della su

essiva risposta immunitaria, si è analizzato ilpro�lo di produzione di 
ito
hine prodotte nei mono
iti in seguito a stimo-lazione 
on sNadA, anti
orpi anti Hsp90, e anti
orpi blo

anti il TLR2 e 4,dato 
he in letteratura è riportato 
he questi re
ettori formano 
omplessi inmembrana 
on Hsp90, determinando attivazione del sistema immunitario eproduzione di 
ito
hine proin�ammatorie.



Capitolo 3Materiali e Metodi
3.1 Materiali3.1.1 NadA∆(351−405)La proteina ri
ombinante solubile NadA∆351−405 (sNadA), utilizzata in que-sto lavoro, fa parte di un lotto 
lini
o ed è stata fornita [52℄ dall'Istituto diRi
er
he Immunobiologi
he di Siena (IRIS, Novartis). La sequenza di NadAallele 3 del 
eppo ipervirulento 2996 di Neisseria meningitidis sierogruppoB, 
he 
odi�
a per il mutante NadA∆351−405 privo dell'an
ora di membra-na, è stata 
lonata nel vettore pET21b (Novagen), a sua volta utilizzatoper trasformare il 
eppo E. 
oli BL21(DE3). La proteina viene se
retanel mezzo extra
ellulare ed è stata puri�
ata mediante su

essivi passaggi
romatogra�
i su resina a s
ambio ioni
o Q Sepharose XL e a interazioneidrofobi
a Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Pharma
ia). L'eluato è statoin�ne sottoposto ad un ulteriore passaggio 
romatogra�
o su 
olonna diidrossiapatite (HA Ma
ro Prep), per ridurre la 
ontaminazione da lipopo-lisa

aride, 
he alla �ne risulta essere inferiore a 0,005 EU/mg di proteina(misurata mediante saggio Limulus, Sigma). La proteina puri�
ata sNadAseparata su gel di polia
rilamide e visualizzata 
on 
olorazione argenti
a osviluppo 
on anti
orpi spe
i�
i, presenta una singolo banda del peso di 35KDa, 
onsistente 
on il peso mole
olare predetto. Inoltre, dall'analisi me-diante te
ni
he di 
romatogra�a, gel �ltrazione e HPLC, la proteina mostraun uni
o pi

o di elevata purezza e, mediante analisi di light s
attering, mo-stra essere espressa in forma di omo-trimero [57℄. Le aliquote di proteina (246



CAPITOLO 3. MATERIALI E METODI 47mg/ml in PBS, pH 7.4) sono state 
ongelate in azoto liquido e 
onservatea -80°C.3.1.2 Anti
orpi primari e se
ondari e proteineri
ombinantiIn questa tesi sono stati utilizzati: Anti
orpi poli
lonali 
he ri
onos
onole forme α e β della proteina Hsp90, A
 anti-Hsp90(H114) in rabbit 
heri
onos
e il peptide 610-723 della zona C-terminale della Hsp90β umana(Santa Cruz Biote
hnology) e anti-Hsp90(N17) in goat 
ontro la zona N-terminale dell'Hsp90α umana (Santa Cruz Biote
hnology); A
 anti-Hsp70(K20) in goat 
ontro un peptide nella zona C-terminale dell'Hsp70 umana(Santa Cruz Biote
hnology); A
 anti TLR-2 (eBios
ien
e); A
 anti TLR-4 (eBios
ien
e); A
 anti-IgG di rabbit in goat 
oniugato a PA (Mole
ularProbes); A
 anti-IgG di goat in mouse 
oniugato a PA (Mole
ular Probes);proteina Hsp90 umana puri�
ata da 
ellule Hela (StressGene).3.2 Metodi3.2.1 Colture 
ellulariPer questo lavoro di tesi sono state utilizzate 
ellule Chang, appartenentialla linea 
ellulare stabilizzata Wong-Kilbourne (WKD), 
lone 1-5
-4, di
ongiuntiva umana. Le 
ellule sono state mantenute in DMEM (Gib
o) 
onaggiunta del 10% siero fetale di vitello inattivato (FCS, Gib
o) e 50 mg/mlgentami
ina (Sigma).3.2.2 Isolamento di linfomono
iti da sangue umano e
ondizioni di 
olturaColture primarie di mono
iti umani sono state ottenute dall'isolamento di
ellule mononu
leate del sangue periferi
o da bu�y 
oat di donatori sani(forniti dal 
entro immunotrasfusionale dell ospedale di Padova), mediante
entrifugazione su gradiente di densità Fi
oll-Hypaque (Amersham Corp.,Arlington Heigts, Ill) e risospese in 10% (v/v) di siero fetale bovino (FBS,Euro
lone) in RPMI-1640 (GIBCO BRL) 
on gentami
ina 50 mg/ml (GIB-CO BRL). Su

essivamente i mono
iti sono stati separati dalla frazione lin-
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itaria mediante 
entrifugazione su gradiente di densità di Per
oll (Amer-sham Pharma
ia Biote
h AB), quindi risospesi in RPMI-1640, 2% FBS,gentami
ina 50 mg/ml e piastrati alla densità di 2x106 
ellule per pozzet-to, in piastre da 24 pozzetti (Fal
on). I linfo
iti residui sono stati rimossi,dopo un'in
ubazione di un'ora a 37°C, 5% CO2, sfruttando l'adesione allaplasti
a della frazione mono
itaria. I mono
iti sono quindi stati risospesiin RPMI-1640, 10% FBS, 50 mg/ml gentami
ina in presenza o meno deglistimoli. La purezza delle preparazioni, 
ome per
entuale di 
ellule CD14+,e la vitalità 
ellulare determinata per es
lusione 
on il test Trypan blu, sonoentrambe >98%.3.2.3 Lisi delle 
elluleCellule Chang o mono
iti umani, isolati da bu�y 
oat sono stati lisati indi�erenti bu�er di lisi:� Triton bu�er : 1% Triton X100 in PBS;� NP-40 bu�er : 150mM NaCl, 1% NP-40, 50mM Tris pH8.00;� RIPA bu�er : 150mM NaCl, 1% NP-40, 50mM Tris pH8.00, 0,5%sodiodeossi
olato, 0,1% SDS;� CHAPS bu�er : 150mM NaCl, 1% CHAPS, 50mM Tris pH8.00.Le 
ellule sono state risospese nel bu�er e in
ubate in ghia

io per 30 minuti.Al termine dell'in
ubazione vengono 
entrifugate 3 minuti a 13000rpm 4°Ce ne viene 
onservato il supernatante per gli esperimenti.3.2.4 Puri�
azione di anti
orpi anti-NadAGli anti
orpi poli
lonali anti-NadA usati in questa tesi sono stati ottenutidall'immunizzazione di un 
oniglio 
on l'intera proteina. Una volta ottenutoil siero dell'animale sono state puri�
ate tutte le IgG prodotte, sfruttandola 
apa
ità della proteinaA, derivata dalla 
apsula di Sta�lo
o

us aureus,di legare la porzione F
 degli anti
orpi.E' stata preparata una 
olonna (polypropylen 
olumn, Pier
e) 
on 1 mldi resina proteina A-sefarosio idratata (Pharma
ia Biote
h), 
he è stataequilibrata fa
endo passare in su

essione 50 ml di Tris 100 mM e 50 ml di
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entrifugato a 11,000 rpm per 3 minuti per farpre
ipitare l'eventuale parti
olato. Ad un volume di supernatante è statoaggiunto 0.1 volumi di Tris 1M (pH 8.0) ed è stata 
ari
ata la preparazionein 
olonna, mes
olando e las
iando sedimentare la resina almeno 2-3 volte.La 
olonna è stata aperta, è stata re
uperata la frazione us
ita ed è statari
ari
ata in testa dopo aver ri
hiuso la 
olonna. Questo passaggio evitadi perdere l'anti
orpo 
he eventualmente non si è an
ora legato. Quindi èstata lavata la 
olonna 
on 10 volumi di 100 mM Tris (pH 8.0) e su

essi-vamente 
on 10 volumi di 10 mM Tris (pH 8.0), ra

ogliendo la soluzione.Sull'eluato è stato e�ettuato il Bradford spot test (reagente Bradford, Bio-Rad), utilizzando 
ome 
ontrollo Tris 10 mM. Per eluire l'anti
orpo è statoaggiunto 1 volume di 200 mM gli
ina (pH 3.0). Poi
hè l'anti
orpo non è sta-bile a questo pH, prima dell'eluizione sono state preparate le eppendorf 
hera

oglieranno le frazioni 
on 50 µl di Tris 1M (pH 9.0). Sono state ra

oltefrazioni da 500 µl di eluato e su queste è stato e�ettuato il Bradford spottest, per individuare quelle 
on l'anti
orpo. Al �ne di veri�
arne la purezza,i 
ampioni sono stati 
ari
ati in un gel SDS-PAGE, e la 
on
entrazione dellediverse frazioni è stata misurata 
on saggio Bradford.3.2.5 Co-immunopre
ipitazionePer questi esperimenti sono state utilizzate delle 
olonne Handee Spin CupColumn (Pier
e), una per ogni 
ampione, in 
ui sono stati messi 200µl diresina Proteina A sefarosio (Pharma
ia Biote
h), idratata overnight in PBS,pari a 50µl di resina drenata. La resina è stata lavata 2 volte 
on 400µl diPBS e quindi in
ubata 
on 400µg di anti
orpo poli
lonale anti-NadA per2h a 4°C, in agitazione su ruota. Al termine dell'in
ubazione l'anti
orpo èstato legato 
ovalentemente alla resina 
on l'utilizzo di un linker di 9,2Å,DMP (Dimethyl pimelimidatex2HCl), un 
ross-linker omo-bifunzionale 
on2 gruppi aminoestere. Per ottimizzare le 
ondizioni di legame sono stati fatti4 lavaggi in 0,2M sodio borato pH 9.00 e quindi in
ubato 1h a temperaturaambiente 
on 2mg/
olonna di DMP (Pier
e), s
iolto in 0,2M sodio boratopH 9.00, aggiustando il pH a 8.3. Al termine fatti 4 lavaggi 
on 40mMgli
ina pH 8.00 e quindi in
ubato per 2h a temperatura ambiente sempre 
on40mM gli
ina pH 8.00, per blo

are la reazione di legame. Dopo 2 lavaggi
on 400µl di PBS le 
olonne sono pronte per l'immunopre
ipitazione.A questo punto metà 
olonne sono state utilizzare per fare il pre
leaning,in modo da eliminare tutto quello 
he si lega spe
i�
amente alla proteina
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orpi ed è indipendente dalla presenza della proteina menin-go
o

i
a. Nel frattempo una 
olonna è stata trattata 
on 66µM di sNadAper 1h a 4°C in agitazione su ruota. Al termine dell'in
ubazione, il lisatototale dopo pre
leaning è stato in
ubato 2h a 4°C nelle 
olonne più o menosNadA. Al termine sono stati fatti 4 lavaggi 
on 400µl di PBS e quindi unultimo 
on 200µl 
he viene 
onservato per 
ari
arlo in gel. Inizialmente ilavaggi sono stati fatti in PBS, ma su

essivamente si è preferito mantenerela presenza del detergente in modo da pre
ludere la pre
ipitazione di partedelle proteine. L'immunopre
ipitato è stato quindi eluito 2 volte 
on 100µldi 200mM gli
ina pH 2.8, questi 
ampioni sono tamponati 
on 1% Tris 1M.Dopo l'eluizione, le resine sono state trattate per 2 volte 
on LSB per 5 mi-nuti 
ias
una e quindi la 
olonna è stata 
entrifugata ed è stato 
onservatol'eluato, a 
ui è stato aggiunto 5% β-mer
aptoetanolo. Agli altri 
ampioniè stato aggiunto il 
orretto volume di LSB 6X 
on 5% β-mer
aptoetanolo equindi sono stati bolliti 7 minuti a 95°C.I 
ampioni ottenuti sono stati separati in gel di polia
rilamide al 12%e quindi analizzati tramite 
olorazione argenti
a [94℄ oppure trasferiti sunitro
ellulosa. I blot, dopo essere stati saturati in una soluzione di TBSal 5% latte, sono stati in
ubati 1h 4°C 
on gli spe
i�
i anti
orpi primari,anti-Hsp90 o anti-NadA, a se
onda dell'analisi, e quindi 
oi relativi anti
orpise
ondari 
oniugati a fosfatasi al
alina, in�ne rispettivamente 
on i substratidell enzima, NBT e BCIP. Le immagini sono state a
quisite utilizzando unGel Do
 (BioRad).3.2.6 Isolamento membrane20X106 
ellule Chang 
res
iute in DMEM, 10% FCS, 50mg/ml gentanami-
ina, sono state sta

ate e risospese in 7ml di HB (8,4% sa

arosio, 3mMimidazolo-HCl pH 7.4) più inibitori di proteasi e passate 10 volte attraverso
ells 
ra
ker. Il lisato è stato 
entrifugato 15 minuti a 2500rpm e al super-natante è stata aggiunta una soluzione di 70% sa

arosio in HB in modo daottenere una sospensione 
ellulare al 44% di sa

arosio �nale. La sospen-sione 
ellulare è stata posta sul fondo di un tubo da ultra
entrifuga, UltraClean 14x95mm, e su questa è stata strati�
ata una soluzione di 42,5%sa

arosio in HB, �no a riempire 
ompletamente il tubo. I 
ampioni sonostati 
entrifugati a 28000rpm, 2h e 30minuti a 4°C in un rotore SW40Ti. Alterminesono stati prelevati 500µl di una banda �uttuante 
he si posizionavaall'interfa

ia fra i due gradienti [95℄.
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essivamente i 
ampioni sono stati pre
ipitati in
ubandoli 15 minuti
on 10µl di DOC per ml di frazione, 1h 
on 200 µl di TCA 20% per ml,quindi 
entrifugati 10 minuti 14000rpm a 4°C. Dopo 3 lavaggi 
on 1,5 mldi a
etone e 
entrifugazione il pellet è stato risospeso in LSB.3.2.7 OverlayLe proteine solubilizzate, ottenute dal lisato di 100.000 
ellule per 
ampione,sono state separate in gel di polia
rilamide al 12% e trasferite su nitro
el-lulosa. Dopo saturazione in una soluzione di TBS 5% latte il blot è statotagliato a metà in modo da tenerne una parte 
ome 
ontrollo, l'altra parteè stata inve
e in
ubata per 8h a 4°C 
on 1µM NadA in agitazione, quindiin
ubato 
on anti
orpi poli
lonali anti-NadA, anti-Hsp90 o anti-Grp94. Su
-
essivamente i blot sono stati sviluppati 
on anti
orpi se
ondari 
oniugati afosfatasi al
alina o a HRP.3.2.8 Identi�
azione di una banda da gel dipolia
rilamide tramite spettrometria di massaLa banda di interesse è stata tagliata dal gel dopo 
olorazione Coomassiee ridotta in pezzetti da 1x1mm in una mi
roprovetta. Il 
ampione è statolavato 
on 150µl di a
qua per 5 minuti, spinnato e rimosso il liquido. Sonostati aggiunti 200µl di a
etonitrile per 15 minuti, poi rimosso il liquido eportati a se

o i pezzi di gel in una 
entrifuga a vuoto. Sono poi stati ag-giunti 300µl di 10mM ditiotreitolo/0,1 M NH4HCO3 e in
ubato 30 minuti a56°C per la riduzione delle proteine, poi sono stati spinnati, è stato rimuos-so il liquido e portato a se

o 
on a
etonitrile. Quindi il 
ampione è statoal
hilato, in
ubando per 20 minuti a temperatura ambiente 
on 55mM io-dioa
etamide/0,1 M NH4HCO3 in a
etonitrile. Al termine è stata rimossala soluzione ed è stato fatto un lavaggio 
on 200µl di 0,1M NH4HCO3 per 15minuti, quindi rimuosso il liquido e as
iugato 
on a
etonitrile. Per rimuo-vere 
ompletamente il 
olorante residuo il 
ampione è stato trattato per 3volte 
on 150µl di 0,1M NH4HCO3 e dopo 15 minuti aggiungendo 150µl dia
etonitrile, vortexando per 20 minuti, quindi rimosso il liquido il 
ampioneè stato portato a se

o in una 
entrifuga a vuoto. Dopo un lavaggio in a
e-tonitrile, il gel pronto per la digestione è stato reidratato nella soluzione didigestione, 50mM NH4HCO3 12,5ng/µl di tripsina, e in
ubato a 4°C per 45minuti. Al termine il 
ampione è stato 
ompletamente ri
operto 
ol bu�er
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iato overnight a 37°C. Per l'estrazione dei peptidi sono stati aggiunti15µl di 25mM NH4HCO3 e in
ubato 37°C per 15 minuti in agitazione, poirimossa la soluzione e risospesi i 
ampioni in a
etonitrile, quindi in
ubati37°C 15 minuti in agitazione e in�ne spinnati e tenuto il supernatante. Su
-
essivamente il 
ampione è stato ulteriormente trattato aggiungendo 50µldi 5% a
ido formi
o, vorti
ato 15 minuti a 37°C, quindi rimuosso il liquido,è stato aggiunto a
etonitrile e in
ubato a 37°C per 15 minuti in agitazione.Dopo aver spinnato, il supernatante è stato 
onservato e unito all'altro. Aquesto punto il 
ampione è stato 
on
entrato, fa
endolo evaporare 
on una
entrifuga va
uum.L'analisi LC-MS/MS è stata 
ondotta 
on uno spettrometro di massaQTof-mi
ro della Mi
romass (Man
hester, UK) 
ollogato a mi
ro-HPLCCapLC, Waters (Milford, MA, USA).I digeriti tripti
i s
iolti in 0,1% a
ido formi
o sono stati separati uti-lizzando una 
olonna Symmetri C18 nano-ESI 75µM X 150 mm, Waters.L'eluizione è stata 
ondotta 
on a
qua 
ontenente 5% a
etonitrile e 0,1%a
ido formi
o (eluente A) e a
etonitrile 
ontenente 5% a
qua e 0,1% a
idoformi
o (eluente B), 
on un gradiente lineare di B da 5 a 30%, in 30 minutiad un �usso di 200 nanolitri/minuto.Gli ioni sono stati selezionati e sequenziati dallo strumento 
on la mo-dalità MS/MS.I dati ottenuti dall'analisi di massa sono stati introdotti in ban
a datiprotei
a NCBInr, utilizzando il software Mas
ot (www.matrixs
ien
e.
om)per la ri
er
a in ban
a dati, utilizzando ed indi
ando 
ome enzima proteo-liti
o la tripsina.3.2.9 Legame di Polimixina B a sNadA e Hsp90Cellule Chang sono state lisate 30 minuti in 1% Triton X100 in PBS 
oninibitori di proteasi e tenuto il supernatante dopo una 
entrifuga di 3 mi-nuti a 13000rpm. Per le prove di legame sono stati usati 200µl di resinaagarosio�Polimixina B (Sigma) per ogni 
ampione e in
ubati 1h a tempe-ratura ambiente in agitazione 
on i lisati totali, derivati da 100.000-300.000
ellule, in presenza o meno di NadA 1µM o 
on la sola proteina, in 200µl divolume �nale. Al termine i 
ampioni sono stati 
entrifugati e separato il su-pernatante, a 
ui è stato poi aggiunto LSB 6X 
on 5% β-mer
aptoetanolo.La resina è stata inve
e lavata 2 volte 
on 1ml di PBS e su

essivamenterisospesa in 200µl di LSB 1X 
on 5% β-mer
aptoetanolo.
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ampioni sono stati bolliti 7' a 95°C e quindi separati in gel dipolia
rilamide al 12%. Dopo essere stati trasferiti su nitro
ellulosa, sonostati trattati 1h 4°C 
on anti
orpi primari 
ontro NadA o Hsp90, 1h 4°C
on anti
orpi se
ondari 
oniugati a PA e su

essivamente sviluppati 
oisubstrati NBT e BCIP.3.2.10 Coniugazione di sNadA 
on Alexa Fluor 488La proteina ri
ombinante solubile sNadA è stata 
oniugata, in a

ordo 
onle istruzioni fornite dalla ditta produttri
e, ad Alexa Fluor 488 (Mole
ularProbes In
.). Questo è un �uoro
romo 
he presenta 
aratteristi
he spettralisimili alla �uores
eina e possiede un gruppo su

idimilestere 
he reagis
ee�
ientemente 
on le ammine primarie, formando proteine 
oniugate moltostabili in un intervallo di pH 
ompreso fra pH 4 e 10. Il 
oniugato sNadA-Alexa presenta i pi

hi di assorbimento ed emissione rispettivamente a 494e 519nm.Ad un'aliquota di 500µl di proteina sNadA alla 
on
entrazione di 2mg/mlsono stati aggiunti 50µl di 1M NaHCO3 pH 8.3, in modo da portare la pro-teina al pH ottimale per la reazione di 
oniugazione, quindi la proteina èstata in
ubata 1h a temperatura ambiente 
on 200µg di Alexa Fluor 488. Il
oniugato sNadA-Alexa è stato separato dal �uoroforo 
he non ha reagitoattraverso 
romatogra�a a gel �ltrazione 
on resina Sephadex G25 (Sig-ma), pre-equilibrata ed eluita 
on PBS (GIBCO). La 
on
entrazione del
oniugato ottenuto è stata determinata e�ettuando un saggio Bradford inpiastre da 96 pozzetti (Nun
 Maxisorp) usando un lettore per mi
ropiastre(Biotrak II, Amersham).3.2.11 Quanti�
azione Hsp90 in 
elluleMono
iti umani isolati da bu�y 
oat e piastrati alla 
on
entrazione di 2x106
ellule/pozzetto sono stati sta

ati e ogni pozzetto è stato usato per 3 
am-pioni, di 
ir
a 500000-400000 
ellule 
ias
uno, e 
ellule Chang 
res
iute in
oltura sono state sta

ate, 
ontate e usate 2000000 
ellule per 
ampione. I
ampioni sono stati trattati 30 minuti 
on siero umano, solo per i mono
iti,a 37 C, 5% CO2, in modo da saturare i re
ettori per le porzioni F
 deglianti
orpi, presenti sulla super�
ie dei mono
iti. Su

essivamente le 
ellulesono in
ubate 
on 10µg/ml di anti
orpo anti-Hsp90 C terminale per 1h a



CAPITOLO 3. MATERIALI E METODI 544°C, 5% CO2. Dopo un lavaggio 
on PBS, le 
ellule sono state in
ubate 1ha 4°C 
on A
II-PE 10µg/ml.Al
uni 
ampioni di 
ellule sono state rese 
ompetenti: in
ubate 
on400µl di 0,25% paraformaldeide per 15 minuti a temperatura ambiente,quindi lavate in PBS e in
ubate 1h a 4°C 
on 400µl di metanolo, dopo unlavaggio in PBS sono state in
ubate 
on A
-anti Hsp90 e A
II-PE 
ome le
ellule non permeabilizzate.Le 
ellule sono state quindi risospese in FACS bu�er (1% FBS in PBSpH 7,2) a 4°C e dopo l'aggiunta di 10% di propidio ioduro, 
he permette dies
ludere dall'analisi le 
ellule morte, è stata misurata l'intensità di �uore-s
enza media 
on un 
ito�uorimetro FACS
alibur, a
quisendo per 
ias
un
ampione 10000 eventi. Le a
quisizioni sono state analizzate 
on il softwareCELLQuest (Be
ton Di
kinson).3.2.12 Analisi del legame di sNadA-Alexa in presenzadi anti
orpi anti-Hsp90Mono
iti umani isolati da bu�y 
oat e piastrati alla 
on
entrazione di 2x106
ellule/pozzetto sono stati sta

ati e ogni pozzetto è stato usato per 3 
am-pioni, di 
ir
a 500000-400000 
ellule 
ias
uno. I 
ampioni sono stati trattati30 minuti 
on siero umano a 37 C, 5% CO2, in modo da saturare i re
etto-ri per le porzioni F
 degli anti
orpi, presenti sulla super�
ie dei mono
iti.Su

essivamente le 
ellule sono prein
ubate 
on 200nM Ba�lomi
ina A1in RPMI-1640, 10% FBS, 50 mg/ml gentami
ina per 30 minuti a 37°C,5% CO2, e quindi in
ubate 
on 10µg/ml di anti
orpo anti-Hsp90(H114) eanti-Hsp90(N17) per 1h a 37°C, 5% CO2. Dopo un lavaggio 
on PBS, i mo-no
iti sono in
ubati per 3 ore a 37°C in presenza o meno di sNadA-Alexa0,6-1-3-5 µM, in RPMI, 10% FBS, 50 mg/ml gentami
ina, 200 nM Ba�lo-mi
ina A1; in altri esperimenti le 
ellule sono trattate simultaneamente 
onsNadA-Alexa e 10ug/ml di Polimixina B.Le 
ellule sono state quindi risospese in FACS bu�er a 4°C e dopo l'ag-giunta di 10% propidio ioduro, è stata misurata l'intensità di �uores
enzamedia 
on un 
ito�uorimetro FACS
alibur, a
quisendo per 
ias
un 
am-pione 10000 eventi. Le a
quisizioni sono state analizzate 
on il softwareCELLQuest (Be
ton Di
kinson).



CAPITOLO 3. MATERIALI E METODI 553.2.13 Analisi del legame di anti
orpi spe
i�
i aHsp90 in presenza di sNadAMono
iti umani isolati da bu�y 
oat e piastrati alla 
on
entrazione di 2x106
ellule/pozzetto sono stati sta

ati. I 
ampioni sono stati trattati 30 minuti
on siero umano a 37°C, 5% CO2. Su

essivamente le 
ellule sono state pre-in
ubate 
on 200nM Ba�lomi
ina A1 in RPMI-1640,10% FBS, 50 mg/mlgentami
ina per 30 minuti a 37°C, 5% CO2, e quindi in
ubate per 3 ore a37°C più o meno 0,6-1-3-5 µM sNadA in RPMI, 10% FBS e Ba�lomi
inaA1 200 nM.In altri esperimenti le 
ellule sono trattate simultaneamente 
on sNadA-Alexa e 10µg/ml di Polimixina B. Dopo un lavaggio 
on PBS, i mono
itisono stati in
ubati per 1h a 4°C 
on 10µg/ml di anti
orpo anti-Hsp90(H114)e anti-Hsp90(N17), e su

essivamente per 1h a 4°C 
on i rispettivi anti
orpise
ondari 
oniugati a �uorofori .Al termine delle in
ubazioni le 
ellule sono state risospese in FACS bu�ere dopo laggiunta di 10% propidio ioduro ne è stata a
quisita l'intensitàdi �uores
enza media 
on un 
ito�uorimetro FACS
alibur, a
quisendo per
ias
un 
ampione 10000 eventi. Le a
quisizioni sono state analizzate 
on ilsoftware CELLQuest (Be
ton Di
kinson).3.2.14 Misura multipla di 
ito
hine BioplexIl sistema di analisi multiplex Bioplex, basato sulla te
nologia LuminexxMAP, è un metodo 
he permette la 
ontemporanea e simultanea quanti�-
azione di un grande numero di mediatori 
himi
i, in un uni
a mi
ropiastrada 96 pozzetti. Lo strumento sfrutta lo stesso prin
ipio del 
ito�uorimetro,per rilevare reazioni 
he avvengono sulla super�
ie di mi
rosfere �uores
enti.Colture primarie di mono
iti umani, puri�
ati da bu�y 
oat, sono statetrattate a 37°C, 5% CO2 
on di�erenti stimoli e il supernatante delle 
olture
ellulari è stato ra

olto dopo 24h e utilizzato per la quanti�
azione di 22di�erenti 
ito
hine, 
hemo
hine e fattori di 
res
ita, utilizzando un kit dellaPanomix.Il saggio è stato eseguito in a

ordo 
on le istruzioni della ditta for-nitri
e: dopo un iniziale lavaggio dei pozzetti 
on una soluzione di assaybu�er, si pro
ede alla posa per ogni singolo pozzetto di una mis
ela di 5000mi
rosfere a 
ui sono legati gli anti
orpi spe
i�
i e 
he esibis
ono una �uo-res
enza diversa per ogni 
ito
hina analizzata dal kit. Dopo un lavaggio si
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rosfere in 75µl di assay bu�er e si in
ubano 30 minutiin leggera agitazione 
on 25µl di 
ampione o standard. Il kit prevede infattil'ese
uzione di una 
urva di taratura, 
ostituita da otto diluizioni seriali diuna mis
ela a 
on
entrazione nota delle 
ito
hine in esame. La mis
ela distandard lio�lizzata viene ri
ostituita nello stesso mezzo in 
ui è avvenuto iltrattamento dei 
ampioni, RPMI-1640, 10% FBS, 50 mg/ml gentami
ina.Dopo 3 lavaggi della piastra 
on il washing bu�er fornito nel kit, a 
ia-s
un pozzetto è stato aggiunto l'anti
orpo biotinilato (50X) diluito in unasoluzione di dete
tion antibody diluent. Dopo 30 minuti di in
ubazione, in
ondizioni di leggera agitazione, e i su

essivi lavaggi, si in
uba per 30 mi-nuti 
on streptavidina-PE (100X), opportunamente diluita in assay bu�er.In�ne, dopo 3 lavaggi le mi
rosfere sono state risospese in assay bu�er e leintensità di �uores
enza dei due �uorofori sono state misurate 
on il lettoreBio-Plex Array Reader. I due laser dello strumento leggono la �uores
enzadella sferetta, 
he permette l'identi�
azione della 
ito
hina in esame, e la�uores
enza 
oniugata all'anti
orpo se
ondario, 
he determina la quantitàdi ogni 
ito
hina. I dati forniti vengono implementati dal software Bio-PlexManager usando una 
urva a 
inque parametri, 
he riporta direttamentela 
on
entrazione delle 
ito
hine. Il limite di detezione del saggio è di 1,5pg/ml.



Capitolo 4Risultati
4.1 Analisi bio
himi
a4.1.1 Co-immunopre
ipitazioneNell'indagare il possibile re
ettore super�
iale spe
i�
o dell'adesina non �m-briale NadA alle 
ellule ospite, è stato messo a punto un esperimento di 
o-immunopre
ipitazione, atto a individuare in una mis
ela di proteine quella
he spe
i�
amente lega la proteina es
a. Tale esperimento è stato 
ondottosfruttando la 
apa
ità della proteina A di legare ad alta a�nità le 
atenepesanti degli anti
orpi e la spe
i�
ità di questi ultimi per il loro antigene.L'esperimento 
onsiste in una serie di passaggi: legame di anti
orpianti-NadA alla resina proteina A sefarosio, uso di un linker per legare sta-bilmente gli anti
orpi alla resina, in
ubazione 
on la proteina es
a NadA,
ari
amento di lisati 
ellulari dopo pre
lining, e in�ne eluizioni 
on soluzionia pH a
ido e detergenti.Si è s
elto di utilizzare lisati totali di 
ellule Chang, 
ellule della 
on-giuntiva umana, in quanto pre
edenti studi ne hanno dimostrato il legame
on NadA [57℄. I lisati totali di 
ellule Chang sono stati ottenuti testan-do diversi tipi e mis
ele di detergenti, 
ome Triton X100, NP-40, SDS eCHAPS. I dati ottenuti non hanno mostrato di�erenze del pro�lo di pro-teine solubilizzate, e quindi nei su

essivi esperimenti è stato utilizzata unasoluzione di lisi 
omposta da 1% Triton X100 in PBS. Prima di usare i li-sati nell'esperimento di 
o-immunopre
ipitazione in presenza di proteina, èstato eseguito un passaggio di pre
leaning 
he permette di eliminare tuttele mole
ole 
he si legano al sistema in modo non NadA-spe
i�
o e di otte-57



CAPITOLO 4. RISULTATI 58nere quindi un risultato più pulito. Per questi esperimenti è stata s
elta laresina proteina A sefarosio 
he permette di legare 20mg di IgG umane perml di resina drenata. La resina è stata strati�
ata in 
olonne in 
ui si sonoeseguiti tutti i su

essivi passaggi di in
ubazioni, lavaggi ed eluizioni, inmodo da preservare 
ompletamente il volume di resina e le mole
ole ad essalegate. Durante la messa a punto del saggio sono stati utilizzati di�eren-ti anti
orpi poli
lonali anti-NadA, sia prodotti 
ontro l'intera proteina, sia
ontro spe
i�
i peptidi super�
iali, prodotti nel nostro laboratorio tramiteimmunizzazione di 
onigli 
on l'intera proteina o 
on suoi peptidi.I lisati totali (5, 10 e 20 X106 Chang), dopo pre
leaning, sono stati 
ari-
ati su una 
olonna 
ontenente 50µl di resina proteina A sefarosio drenata,pre
edentemente legata a 400µg di anti
orpi poli
lonali anti-NadA, e 
on1µM sNadA. Un'altra 
olonna viene preparata nello stesso modo ma nonviene in
ubata 
on sNadA in modo da avere un 
ontrollo negativo. Pre
lea-ning, lavaggi, eluizione a pH a
ido e 
on SDS sono stati separati in gel dipolia
rilamide al 12% e quindi 
olorati 
on 
olorazione argenti
a.Nell'immagine 4.1 è riportato il gel in 
ui sono stati 
ari
ati i 
ampionieluiti in gli
ina pH 2.8 (1, 2, 3) e 
on SDS (4, 5, 6) di lisati 
ellulari derivatirispettivamente da 5-10-20 x 106 
ellule Chang, trattate (+) e non ( -) 
onsNadA. Come si può notare, indi
ato dalla fre

ia in �gura, nel gel è presenteuna banda di 
ir
a 90KDa nei 
ampioni trattati 
on la proteina (lane 1+,2+, 3+) 
he, al 
ontrario, non è presente nel 
ontrollo (lane 1−, 2−, 3−).Inoltre tale banda aumenta di intensità all'aumentare delle 
ellule usate. Ilgel mostrato è un esperimento rappresentativo, ma la banda 
orrispondentea 90kDa è stata osservata in un'ampia gamma di esperimenti.4.1.2 OverlayLa te
ni
a dell'overlay permette di analizzare l'asso
iazione di due mole
ole:una mole
ola viene separata in gel e trasferita su nitro
ellulosa, l'altra vienein
ubata direttamente sulla nitro
ellulosa e poi si sviluppa 
on anti
orpi 
heri
onos
ano questa se
onda proteina.Lisati totali di 
ellule Chang, 100000 
ellule per lane, sono stati ottenutiusando 4 di�erenti soluzioni di lisi, quindi sono stati separati in gel dipolia
rilamide al 12% e trasferiti su nitro
ellulosa, di questa una metà vienetenuta 
ome 
ontrollo mentre l'altra viene in
ubata 
on 1µM sNadA per 8ha 4°C. Entrambe le parti sono state sviluppate 
on anti
orpi 
ontro l'interaproteina NadA o 
ontro anti
orpi anti-peptidi super�
iali.
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Figura 4.1: Co-immunopre
ipitazione di lisati totali di 
elluleChang.Lisati totali di 
ellule Chang sono stati in
ubati in una 
olonna di resina sefarosio proteina A
on A
 anti-NadA e sNadA stessa (+). Nel CTR NadA non è stata in
ubata in 
olonna (-). I
ampioni 1,2,3 si riferis
ono all'eluzione a pH a
ido, mentre i 
ampioni 4,5,6 alle eluizioni 
onSDS. E' mostrato un gel di polia
rilamide al 12% 
olorato 
on 
olorazione argenti
a. Le fre

ee l'asteris
o indi
ano rispettivamente Hsp90 e NadA.In �gura 4.2 (A), è riportato l'utilizzo dei quattro diversi detergentiusati per la lisi delle 
ellule ma, 
ome si può vedere questi non 
omportanodi�erenze nelle proteine solubilizzate. Gli esperimenti di overlay ottenutiusando gli anti
orpi 
ontro la proteina intera (B) e 
ontro il peptide [52-70℄(C) mostrano 
hiaramente 
he in
ubando i lisati 
on sNadA (+), 
ompareuna banda, indi
ata dalla fre

ia, 
he non 
'è in assenza di in
ubazione 
onNadA (-).Inoltre sono stati 
ondotti degli esperimenti di 
ontrollo per evitare deipossibili falsi positivi: i blot sono stati in
ubati senza anti
orpo primario,
on un anti
orpo 
he non avesse niente a 
he fare 
on la proteina NadA e
on un siero di 
oniglio pre immunizzazione. In nessuno di questi 
ontrolli
ompare la banda a 90KDa, 
onfermando l'ipotesi 
he si tratti di un legamespe
i�
o alla proteina NadA (dati non mostrati).
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Figura 4.2: Lisati totali di 
ellule Chang ottenuti 
on diversi deter-genti.A) Lisati totali di 
ellule Chang ottenuti utilizzando 4 diverse soluzioni di lisi (1.Triton Bu�er:1% Triton X100 in PBS; 2. NP-40 bu�er: 150mM NaCl, 1% NP-40, 50mM Tris pH8.00; 3.RIPA bu�er: 150mM NaCl, 1% NP-40, 50mM Tris pH8.00, 0,5% sodio deossi
olato, 0,1% SDS;4. CHAPS bu�er: 150mM NaCl, 1% CHAPS, 50mM Tris pH8.00.) separati in gel di polia
ri-lamide al 12% e 
olorati 
on Coomassie. Gli stessi lisati sono stati trasferiti su nitro
ellulosa ein
ubati (+) o meno (-) 
on sNadA, poi sviluppati 
on A
 anti NadA (B) o 
on A
 anti peptideNadA [52-70℄ (C) e 
on A
II-PA e relativi substrati. Le fre

e indi
ano la proteina Hsp90.



CAPITOLO 4. RISULTATI 614.1.3 Identi�
azione della bandaCon l'utilizzo di te
ni
he di Spettrometria di Massa (MS) è possibile otte-nere l'identi�
azione di proteine ignote mediante estrazione della banda dagel di polia
rilamide. La te
ni
a prevede: digestione 
on tripsina da gel dielettroforesi, analisi del digerito mediante spettrometria di massa nano-ESIMS/MS, e ri
er
a in ban
a dati. Per l'analisi di una mis
ela di peptidimediante LC-MS/MS sono ne
essarie almeno 1-2 pi
omoli di 
ampione. Ingenerale, per l'analisi di digeriti tripti
i di proteine in gel di elettrofore-si si può ritenere 
he, se la banda protei
a è visibile mediante 
olorazione
on Coomassie Blue, la quantità di 
ampione protei
o sarà probabilmen-te su�
iente ai �ni dell'analisi MS e per la su

essiva identi�
azione dellaproteina. Vista l'elevata sensibilità di questa metodologia, per ottenere unaidenti�
azione pulita e spe
i�
a, è molto importante evitare qualsiasi ti-po di 
ontaminazione durante tutti i passaggi dell'analisi (preparazione delgel, digestione degli spot), lavorando 
on molta attenzione ed utilizzandoreagenti ad elevato grado di purezza.Per ottenere la banda di interesse visibile alla 
olorazione Coomassie èstato eseguito un esperimento di arri

himento in 
ui si sono utilizzati: illisato totale di 55x106 
ellule Chang in 1% Triton X100, 250µl di resina pro-teina A sefarosio drenata, 2 mg di anti
orpo poli
lonale anti-NadA e 4µg disNadA. L'eluato a pH a
ido è stato separato in gel di polia
rilamide al 12%e 
olorato 
on 
olorazione Coomassie, quindi la banda di interesse è statatagliata (la banda è mostrata in �g. 4.3 dalla fre

ia), proteolizzata 
ontripsina e i peptidi estratti sono stati analizzati tramite nano-ESI MS/MS.I dati ottenuti sono stati lan
iati in ban
a dati utilizzando il programmaMas
ot, in modo da 
onfrontarli 
on i risultati della proteolizzazione delleprotene presenti in ban
a dati.Il programma è rius
ito ad identi�
are la proteina Heat sho
k 90β uma-na, ri
onos
endo 
on un alto punteggio 16 peptidi, i quali ri
oprono il 25%dell'intera sequenza della proteina (�g 4.4). Il software non ha ri
onos
iu-to altre bande 
on buoni punteggi, se non dei 
ontaminanti di 
heratinaumana.
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Figura 4.3: Banda estratta e trattata per MS.Lisati totali di 
ellule Chang separati in gel di polia
rilamide al 12% e 
olorati 
on Coomassie,la banda dell'Hsp90, indi
ata dalla fre

ia, è stata tegliata dal gel per essere proteolizzata eanalizzata tramite massa. L'asteris
o , A
H e A
L indi
ano rispettivamente NadA, le 
atenepesanti (heavy) e leggere (l ight) dell'anti
orpo.4.1.4 Identi�
azione di Hsp90 in esperimenti di
o-immunopre
ipitazione e in lisati totaliSu

essivamente all'identi�
azione tramite spettrometria di massa della ban-da a mobilità 90KDa 
ome la proteina Hsp90β umana, sono stati ri-analizzatitutti i pre
edenti esperimenti di 
o-immunopre
ipitazione eseguendo deiwestern blot e sviluppandoli 
on l'anti
orpo anti-Hsp90.I 
ampioni sono stati 
ari
ati su gel al 12%, trasferiti su nitro
ellulo-sa, in
ubati 
on anti
orpi primari 
ontro Hsp90 e se
ondario 
oniugato afosfatasi al
alina, quindi sviluppato 
on i relativi substrati. Dall'immagine4.5 si può notare 
he nel 
ampione relativo alla 
olonna trattata 
on sNa-da (+) 
'è una buona quantità di Hsp90, indi
ata dalla fre

ia, mentre nel
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Figura 4.4: Risultato della ri
er
a in ban
a dati 
ol programmaMas
ot.Sequenza della prpteina Hsp90 umana, in rosso sono evidenziati i peptidi ri
onos
iuti dalsoftware.
ampione di 
ontrollo (-) la quantità di Hsp90 è de
isamente inferiore .Inoltre è stato 
ondotto un esperimento di overlay in 
ui lisati totali di
ellule Chang sono stati 
ari
ati su gel, trasferiti su nitro
ellulosa e in
ubati
on anti
orpi anti-Grp94, anti-Hsp90 e anti-NadA: metà dei 
ampioni sonostati quindi trattati 
on sNadA 1µM 8 ore a 4°C, mentre i restanti sonostati utilizzati 
ome 
ontrolli negativi. Grp-94 (o Gp96), è un'altra proteinadella famiglia delle Heat sho
k 90, 
he si trova nel reti
olo endoplasmati
o,abbiamo quindi voluto indagare an
he questa proteina.I 
ampioni in
ubati (�g. 4.6, 3+) o meno (3-) 
on sNadA e sviluppati
on anti
orpi anti-NadA sono stati usati 
ome 
ontrollo positivo, infattinella lane 3+ è presente la banda a 90KDa, non presente in 3 -. Da questoesperimento si può notare 
ome la proteina di interesse a 90KDa presenta lastessa mobilità in gel della Hsp90, 
he viene ri
onos
iuta dal suo anti
orponelle lanes 2+ e 2−, indi
ata dalla fre

ia, inve
e la banda ri
onos
iutadall'anti-Grp-94 presenta 
hiaramente una mobilità diversa, 
ome si vedein �gura indi
ato dal simbolo +, lanes 1+ e 1−.Tutti questi esperimenti sembrano quindi 
onfermare 
he la proteinaidenti�
ata sia proprio Hsp90.
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Figura 4.5: Identi�
azione di Hsp90 in 
o-immunopre
ipitazione dilisati totali di 
ellule Chang.Campioni ottenuti dopo eluizione a pH a
ido di esperimenti di 
o-immunopre
ipitazione 
onsNadA (+) o di CTR (-) sono stati separati in gel di polia
rilamide al 12% e trasferiti sunitro
ellulosa; quindi sono stati sviluppati 
on A
 anti-Hsp90 e in�ne trattati 
on A
II-PA erelativi substrati. La fre

ia indi
a l'Hsp90.4.1.5 NadA lega Hsp90 di membranaLa metodologia dell'overlay è stata su

essivamente appli
ata a delle pre-parazioni di membrane plasmati
he di 
ellule Chang in modo da indi
arese l'Hsp90 
he si lega a NadA sia e�ettivamente presente sulla membranadi queste 
ellule.Preparazioni di membrane plasmati
he sono state isolate tramite ultra-
entrifugazioni su gradienti di sa

arosio, quindi pre
ipitate, 
ari
ate su gel12% polia
rilamide e trasferite su nitro
ellulosa. Parti diverse della nitro-
ellulosa sono state sviluppate 
on anti
orpi anti-Hsp90 (�g. 4.7 A), e altresono state usate per un esperimento di overlay 
on NadA e quindi svilup-pate 
on anti
orpo anti-NadA (B). La su

essiva in
ubazione 
on anti
orpise
ondari 
oniugati a PA e relativo uso di substrati dimostra la presen-
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Figura 4.6: Identi�
azione di Hsp90 da lisati totali di 
ellule Chang.Lisati totali separati in gel di polia
rilamide al 12%, trasferiti su nitro
ellulosa, sono stati trattati
on A
 anti-Grp94 (1), A
 anti-Hsp90 (2), e A
 anti-NadA (3), dopo in
ubazione (+) o meno(-) 
on sNadA. Poi sviluppati 
on A
II-PA e relativi substrati. Le fre

e e il simbolo + indi
anorispettivamente Hsp90 e Grp94.za di Hsp90 nelle preparazioni di membrana plasmati
a di 
ellule Chang(A), mentre la �g. B indi
a la 
omparsa della banda di interesse an
henell'overlay 
on la proteina (2+).Questi dati fanno quindi ipotizzare un legame spe
i�
o tra la proteinaNadA e Hsp90 presente sulla super�
ie delle 
ellule Chang.4.1.6 NadA lega rHsp90 in overlayUlteriori 
ontrolli sono stati eseguiti per 
onfermare l'asso
iazione fra NadAe Hsp90, appli
ando la te
ni
a dell'overlay per analizzare il legame 
on laproteina Hsp90 ri
ombinante (rHsp90), e analizzando lisati 
ellulari 
onanti
orpi anti-Hsp90.
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Figura 4.7: Identi�
azione di Hsp90 in preparazioni di membraneplasmati
he di 
ellule Chang.Preparazioni di membrane plasmati
he, ottenute tramite ultra
entrifugazione in gradiente disa

arosio, sono state separate in gel di polia
rilamide al 12%, trasferite su nitro
ellulosa esviluppate 
on A
 anti-Hsp90 (A) e A
 anti-NadA (B), 
on (+) o senza (-) pre-in
ubazione 
onNadA. La fre

ia indi
a la proteina Hsp90.Diverse 
on
entrazioni di rHsp90 e, 
ome 
ontrollo positivo, una aliquotadi lisato totale di 
ellule Chang, sono state 
ari
ate in doppio in un gel al12% di polia
rilamide e trasferiti su nitro
ellulosa. Il blot è stato tagliato ametà in modo da in
ubarne una parte 
on sNadA (+) e las
iare l'altra 
ome
ontrollo negativo (-); su

essivamente entrambi i blot sono stati sviluppati
on anti
orpi primari diretti 
ontro NadA e relativi se
ondari 
oniugati afosfatasi al
alina e quindi sviluppati 
on i substrati. In �gura 4.8, indi
atodalla fre

ia, si vede 
ome sNadA ries
a a legare an
he la rHsp90, in modoproporzionale alla quantità di proteina presente. Nei 
ampioni in
ubati 
onsNadA (+) la proteina si è legata all'Hsp90 permettendo all'anti
orpo anti-
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Figura 4.8: Overlay di rHsp90.Con
entrazioni 
res
enti di rHsp90 (50, 100 e 200ng/ml, rispettivamente 1,2,3) e un lisatototale di 
ellule Chang (4) sono state separate su gel di polia
rilamide al 12%, trasferite sunitro
ellulosa e in
ubate (+) o no (-) 
on sNadA. Poi sviluppate 
on A
II-PA e relativi substrati.La fre

ia indi
a la proteina Hsp90.NadA di legarsi a sua volta e di mar
are la banda a 90KDa 
he inve
e nonviene ri
onos
iuta nei 
ampioni dove non 
'è stata l'in
ubazione 
on sNadA( -).4.1.7 Interferenza della Polimixina B nell'asso
iazionefra NadA e Hsp90Pre
edenti esperimenti 
ondotti nel laboratorio avevano dimostrato l'asso-
iazione di NadA 
on la Polimixina B, un antibioti
o 
ationi
o an�pati
o,
he mostra 
aratteristi
he analoghe alle 
ateli
idine, pi

ole mole
ole ad at-tività batteri
ida 
ontenute an
he nei granuli dei mono
iti. La PolimixinaB appartiene ad un gruppo di antibioti
i formati da polipeptidi 
i
li
i 
a-tioni
i dotati di una 
atena di a
ido grasso. Essi agis
ono 
ontro i batteri
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he provo
ando la fuorius
ita deimetaboliti dall'interno della 
ellula.Al �ne di valutare una possibile interferenza fra NadA e Hsp90 da partedella Polimixina B, è stata 
ondotta una 
o-immunopre
ipitazione in pre-senza di questo antibioti
o. Lisati totali di mono
iti umani isolati da bu�y
oat, ottenuti trattando le 
ellule in 1% Triton X 100 in PBS 
on inibito-ri di proteasi, sono stati in
ubati in presenza o meno di Polimixina B, inuna 
olonna pre
edentemente preparata 
ontente proteina A sefarosio, IgGanti-NadA e NadA stessa.Il gel riportato (�g. 4.9) mostra pre
leaning, lavaggio, eluizione a pHa
ido e trattamento 
on SDS (rispettivamente 1, 2, 3, 4) dell'esperimento
ondotto in assenza o in presenza (numeri 
on asteris
o) di Polimixina Bdurante la 
o-immunopre
ipitazione. Si vede 
hiaramente nella lane 4 labanda relativa all'Hsp90, indi
ata dalla fre

ia, 
ome era stato pre
edente-mente notato negli esperimenti 
ondotti 
on i lisati totali di 
ellule Chang.Al 
ontrario, nella lane 4', si può notare 
ome la presenza della PolimixinaB interferis
a nella 
o-immunopre
ipitazione di NadA e Hsp90. L'assenzadella banda della Hsp90 in questa lane può essere 
onsiderata a�dabile,dato 
he il resto delle bande nelle lane 4 e 4' sono 
onfrontabili.Da questi dati sembra 
he la Polimixina B sia in grado di interferire 
onl'immunopre
ipitazione di Hsp90 da lisati 
ellulari totali.In un se
ondo momento si è quindi voluto valutare se an
he Hsp90 silegasse alla Polimixina B. Sono stati quindi 
ondotti degli esperimenti pertestare il legame di Hsp90 alla Polimixina B usando una resina agarosio-Polimixina B in
ubata 
on dei lisati 
ellulari, 100000 e 300000 
ellule Changin presenza o meno di 1µM NadA. Dopo un'ora di in
ubazione a tempe-ratura ambiente supernatante e resina, dopo lavaggi in PBS, sono statiseparati per elettroforesi, trasferiti su nitro
ellulosa e sviluppati 
oi relativianti
orpi.Inoltre è stato riprodotto an
he l'esperimento di legame della PolimixinaB 
on sNadA, per usarlo 
ome 
ontrollo positivo. Dalla �gura 4.10 si vedeinfatti 
ome sNadA (A) si lega alla Polimixina B, la proteina si trova in-fatti legata alla resina, 
ampione 1, e solo in minor parte nel supernatante,
ampione 2.Inoltre in �g. B vediamo 
ome an
he Hsp90 si leghi alla Polimixina B, èinfatti an
h'essa presente solo nel 
ampione di resina (7 e 9, 
he si riferis
onorispettivamente a lisati totali di 100000 e 300000 
ellule). L'in
ubazione
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Figura 4.9: Co-immunopre
ipitazione di Hsp90 da lisati totali dimono
iti umani in presenza o meno di Polimixina B.Gel di polia
rilamide al 12% 
on 
olorazione argenti
a 
he rappresenta gli eluati della 
o-immunopre
ipitazione in presenza (numeri 
on apostrofo) e in assenza di Polimixina B. Lelanes rappresentano rispettivamente: 1-1' pre
leaning, 2-2' lavaggio, 3-3' eluizione a pH a
ido e4-4' trattamento 
on SDS. Le fre

e e l'asteris
o indi
ano rispettivamente le proteine Hsp90 eNadA.
ontemporanea (
ampioni 3, 4, 5 e 6) della resina 
on sNadA e il lisato
ellulare totale, 
ontenente la proteina Hsp90, non determinano di�erenzenel legame di queste due proteine alla resina-Polimixina B.4.2 Analisi funzionale4.2.1 Espressione di Hsp90 super�
iale in 
elluleChang e mono
itiCome già menzionato, in letteratura è riportata la presenza di HSPs, soprat-tutto Hsp90 e Hsp70, sulla super�
ie di diversi tipi 
ellulari, fra 
ui 
ellule
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Figura 4.10: Legame di sNadA e Hsp90, da lisati 
ellulari, allaresina agarosio-Polimixina B.100000 (
ampioni 3 e 7) o 300000 (
ampioni 5 e 9) 
ellule Chang sono state lisate in 1% TritonX100 e in
ubate 
on la resina agarosio-Polimixina B a temperatura ambiente. I 
ampioni disparisi riferis
ono alla resina e i pari al relativo supernatante. I 
ampioni 1 e 2 si riferis
ono allaresina trattata 
on sNadA in PBS. I 
ampioni sono stati separati in gel di polia
rilamide al 12%e trasferiti su nitro
ellulosa, quindi sviluppati 
on anti
orpo anti-NadA (A) e anti-Hsp90 (B).La fre

ia e l'asteris
o indi
ano rispettivamente le proteine Hsp90 e NadA.tumorali e apoptoti
he, ma an
he linee 
ellulari, 
ome Hela, e in 
ultureprimarie di mono
iti, ma
rofagi e neuroni [77, 78, 79, 81, 82, 83, 84℄.In letteratura non sono inve
e presenti dati riguardanti le 
ellule Chang,è stata quindi valutata la presenza di Hsp90 sulla super�
ie di queste 
ellule,
ondu
endo degli esperimenti di 
ito�uorimetria di �usso. Cellule Chang in
oltura sono state in
ubate a 4°C per 1 ora 
on anti
orpi 
ontro Hsp90 e neè stata rilevata l'intensità media di �uores
enza dopo 1ora di in
ubazione a4°C 
on un anti
orpo se
ondario 
oniugato a �
oeritrina. Inoltre parte delle
ellule sono state rese permeabili, e su

essivamente sono state trattate nellostesso modo 
on gli anti
orpi primario e se
ondario, per misurare l'Hsp90
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Figura 4.11: Hsp90 super�
iale in 
ellule Chang.Quanti�
azione mediante 
ito�uorimetria di �usso di Hsp90 super�
iale in 
ellule Chang, sonostate in
ubate 
on A
 anti-Hsp90 C-terminale e 
on A
II-PE. I dati si riferis
ono ad un espe-rimento rappresentativo, 
ondotto in triplo, 
onsiderando solo le 
ellule vive. L'in
remento diintensità media di �uores
enza 
he si ha in
ubando 
on anti
orpo anti-Hsp90 e A
II-PE, rispettoal valore dato dal solo A
II-PE, risulta statisti
amente signi�
ativo (*) p=0,034 <0,005.
itoplasmati
a. Per questi esperimenti è stato utilizzato l'anti
orpo 
ontroHsp90 C-terminale.Nell'istogramma in �g. 4.11 è riportata la quanti�
azione dell'espres-sione in membrana di Hsp90. Il saggio permette di rilevare una pi

olaquantità di legame spe
i�
o, dato dalla sottrazione della �uores
enza datadal legame aspe
i�
o del solo anti
orpo se
ondario alla 
ellula. L'espres-sione di Hsp90 sulla super�
ie delle 
ellule Chang è pari al 2% di quella
itoplasmati
a.Lo stesso esperimento è stato 
ondotto su mono
iti umani isolati da buf-fy 
oat, 
he rappresentano la prima linea di difesa del sistema immunitarioinnato. In questo 
aso però le 
ellule sono state pre-trattate 
on del sieroumano per saturare 
on, le IgG 
ontenute, i siti di legame spe
i�
i per le
atene pesanti delle IgG presenti sui mono
iti. Quindi le 
ellele sono statein
ubate a 4°C per 1 ora 
on anti
orpi anti-Hsp90 e su

essivamente 
on se-
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Figura 4.12: Hsp90 super�
iale su mono
iti.Quanti�
azione mediante 
ito�uorimetria di �usso di Hsp90 super�
iale in mono
iti umani.Le 
ellule sono state pre-trattate 
on siero umano e quindi in
ubate 
on A
 anti-Hsp90 C-terminale e 
on A
II-PE. I dati si riferis
ono ad un esperimento rappresentativo, 
ondotto intriplo, settando lo strumento in modo 
he 
onsiderasse solo i mono
iti.
ondario 
oniugato a �uoroforo. An
he per i mono
iti sono state preparatedelle 
ellule permeabilizzate per misurare la Hsp90 
itoplasmati
a.Come si può vedere, �g. 4.12, i mono
iti esprimono una bassa quantitàdi Hsp90 super�
iale però in questo 
aso il legame spe
i�
o è maggiore, parial 5%.4.2.2 In
ubazione di 
ellule Chang 
on Hsp90 solubileri
ombinanteNonostante in letteratura siano riportati diversi studi 
he attestano la pre-senza della proteina Hsp90 sulle super�
ie di diversi tipi 
ellulari, non èan
ora 
hiaro in 
he modo la proteina sia vei
olata sulla super�
ie. Ci sonodue teorie 
he spiegano tale lo
alizzazione: la prima ipotizza 
he avvengaun trasporto attivo della Hsp90 
itoplasmati
a verso la membrana 
ellulare,la se
onda suppone inve
e 
he il legame sia avventizio, dipenda 
ioè dalla
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Figura 4.13: Legame di rHsp90 a 
ellule Chang.20000 
ellule Chang sono state trattate per 1h a 37°C 
on rHsp90 e su

essivamente quanti�
atal'Hsp90 di super�
ie 
on A
 anti-Hsp90 C-terminale e A
II-PE. Sono riportati i valori medi diun esperimento rappresentativo 
ondotto in triplo.presenza di Hsp90 libera in forma solubile all'esterno delle 
ellule, 
he poiè in grado di legarsi sulla loro super�
ie.Data la bassa espressione super�
iale di Hsp90 misurata sulle 
elluleChang, è stata valutata la 
apa
ità di queste 
ellule di legare la proteinasolubile ri
ombinante, rHsp90.Cellule Chang sono state in
ubate 
on diverse 
on
entrazioni di rHsp90(20, 50, 100 e 200µg/ml) per 1 ora a 37°C, su

essivamente sono state trat-tate 
on anti
orpi 
ontro Hsp90 e anti
orpi se
ondari 
oniugati a �uoroforo,quindi analizzate tramite 
ito�uorimetria di �usso. I risultati ottenuti, �g.4.13, mostrano 
ome l'in
ubazione delle 
ellule 
on rHsp90 non indu
a unaumento della rilevazione di Hsp90 in super�
ie da parte dell'anti
orpo spe-
i�
o. Sulla base di questi dati rHsp90 non sembra in grado di legarsi alle
ellule Chang.
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iti a NadA-Alexa in presenzadi Polimixina BAvendo appurato 
he sNadA e Hsp90 sono in grado di legare la PolimixinaB e 
he questa annulla la loro interazione re
ipro
a, sono stati 
ondottidegli esperimenti per valutare se questa asso
iazione abbia degli e�etti sullegame della proteina ai mono
iti.Questi esperimenti sono stati 
ondotti utilizzando la proteina sNadA
oniugata al �uoroforo Alexa, in modo da poter misurare direttamentel'interazione 
on le 
ellule, e in presenza di Ba�lomi
ina A1 200nM, 
heimpedis
e la degradazione dei ligandi endo
itati in quanto non permettel'a
idi�
azione endosomiale V-ATPasi dipendente [97℄.Mono
iti umani isolati da bu�y 
oat sono stati in
ubati 1 ora a 37°C inpresenza o meno di 600nM NadA-Alexa, 
o-in
ubando 
on 5-10-20µg/ml diPolimixina B.Come si può vedere dal gra�
o in �g. 4.14 il segnale dato dal legame diNadA ai mono
iti è 
onfrontabile in assenza e in presenza di Polimixina B,an
he ad elevate 
on
entrazioni di quest'ultima. L'esperimento quindi indi-
a 
he l'asso
iazione NadA-Polimixina B non sembra in�uenzare il legamedella proteina alle 
ellule.4.2.4 Competizione di A
Hsp90 nel legame diNadA-AlexaDopo aver ris
ontrato, 
on di�erenti metodologie bio
himi
he, l'instaurarsidi una asso
iazione fra NadA e Hsp90 e tramite 
ito�uorimetria di �ussol'espressione di Hsp90 sulla super�
ie di mono
iti, è stato indagato qualefosse l'e�etto di tale legame a livello 
ellulare. E' stato quindi valutato sel'asso
iazione di NadA ai mono
iti variasse a seguito di una pre-in
ubazionedelle 
ellule 
on anti
orpi spe
i�
i per diversi epitopi di Hsp90 e Hsp70.Mono
iti isolati da bu�y 
oat sono stati pre-trattati per 30 minuti 
onsiero umano e quindi un'ora 
on anti
orpi anti-Hsp90 C e N-terminali eanti-Hsp70, su

essivamente sono stati in
ubati un'ora a 4°C o 37°C 
onsNadA-Alexa, variando la 
on
entrazione degli anti
orpi e della proteina.I 
ampioni sono stati poi analizzati mediante 
ito�uorimetria di �usso 
hepermette di misurare la sNadA legata alle 
ellule, a
quisendo l'intensitàdi �uores
enza del �uoroforo Alexa, 
oniugato alla proteina. Tutte questein
ubazioni sono state fatte in presenza di Ba�lomi
ina A1 200nM.
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Figura 4.14: Analisi del legame di sNadA a mono
iti in presenza diPolimixina B.Mono
iti umani isolati da bu�y 
oat sono satati in
ubati per 1h a 37°C in presenza o menodi diverse 
on
entrazioni di Polimixina B e 
on sNadA. I dati si riferis
ono ad un esperimento
ondotto in triplo.Dalla �gura 4.15 si può notare 
ome l'asso
iazione della proteina menin-go
o

i
a al mono
ita non sia disturbata dalla presenza o meno dell'anti-
orpo anti-Hsp90 C-terminale. La pre-in
ubazione delle 
ellule 
on 10 o 20
µg/ml di questo anti
orpo non 
omporta diminuzione del legame di NadAalla 
ellula.Lo stesso esperimento è an
he stato 
ondotto pre-trattando i mono
itiun'ora 
on anti
orpo 
ontro Hsp90 C-terminale 40µg/ml e su

essivamentein
ubando la proteina sNadA-Alexa 1 ora a 4 o 37°C. An
he in questo 
a-so, �g. 4.16, il legame di NadA alla 
ellula non è 
ompromesso, nonostantel'alta 
on
entrazione di anti
orpo anti-Hsp90 utilizzato, inoltre nemmeno latemperatura in�uis
e sul fenomeno, in quanto l'anti
orpo non interferis
e
on l'adesione di NadA ai mono
iti ne a 4°C ne a 37°C. A 4°C, A, l'anda-mento dei gra�
i 
on o senza la pre-in
ubazione 
on l'anti
orpo anti-Hsp90è lo stesso. A 37°C, B, 
'è una leggera diminuzione, non signi�
ativa, diNadA -Alexa.
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Figura 4.15: Analisi dell'e�etto di A
Hsp90 C-terminale sul legamedi sNadA ai mono
iti.Analisi mediante 
ito�uorimetria di �usso di mono
iti umani in
ubati 1h a 4°C 
on A
Hsp90C-terminale e poi 1h 37°C 
on diverse 
on
entrazioni di NadA-Alexa. Sono riportati i valorimedi di �uores
enza relativi ad un esperimento rapresentativo 
ondotto in triplo.Inoltre, dato 
he in letteratura è riportato 
he diverse proteine 
lientedell'Hsp90 prima di legarsi ad essa formano un 
omplesso 
on Hsp70, unavolta formato il 
omplesso proteina 
liente-Hsp70-Hsp90, la Hsp70 si sta

alas
iando asso
iate le altre due proteine, si è quindi voluta testare l'azioneblo

ante dei 3 anti
orpi in
ubati 
ontemporaneamente.Come si vede in �g. 4.17, l'in
ubazione sia 
on anti
orpo anti-Hsp90 C
he N-terminale e an
he quello 
ontro l'Hsp70 non interferis
e 
on il legamedi NadA al mono
ita. Il gra�
o mostra 
hiaramente 
ome non vi siano nettedi�erenze in presenza o meno di questi anti
orpi, se non, an
he in questo
aso, un leggero aumento.Si è an
he voluto indagare se la presenza di Polimixina B in�uisse sullegame di NadA ai mono
iti, in presenza o meno di pre-trattamento 
onanti
orpo anti-Hsp90, è stato infatti dimostrato 
he la Polimixina B si as-so
ia 
on NadA e 
on Hsp90, e 
he è an
he in grado di interferire 
on la
o-immunopre
ipitazione di Hsp90 utilizzando NadA 
ome es
a.Gli stessi esperimenti sono stati 
ondotti 
o-in
ubando i mono
iti, perun'ora a 4 e 37°C, 
on sNadA-Alexa e Polimixina B, dopo averli pre-trattati
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Figura 4.16: Analisi dell'e�etto di A
Hsp90 C-terminale sul legamedi sNadA ai mono
iti a 4 e 37°C.Analisi mediante 
ito�uorimetria di �usso di mono
iti umani in
ubati 1h a 4°C 
on 40 µg/mlA
Hsp90 C-terminale e poi 1h a 4°C o 37°C 
on diverse 
on
entrazioni di NadA-Alexa. Sonoriportati i valori medi di �uores
enza relativi ad un esperimento rappresentativo 
ondotto intriplo.
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Figura 4.17: Analisi dell'e�etto di A
Hsp90 C e N-terminale e A
H-sp70 sul legame di sNadA ai mono
iti.Analisi mediante 
ito�uorimetria di �usso di mono
iti umani in
ubati 1h a 4°C 
on simulta-neamente A
Hsp90 C e N-terminale, entrambi 10 µg/ml, o simultaneamente 
on A
Hsp90 C eN-terminale e A
Hsp70, sempre 10 µg/ml, e poi 3h, 37°C 
on diverse 
on
entrazioni di NadA-Alexa. Sono riportati i valori medi di �uores
enza relativi ad un esperimento rapresentativo
ondotto in triplo.un'ora 
on l'anti
orpo 
ontro Hsp90 C-terminale.Come si può vedere dall'immagine 4.18 a 4°C non 
'è al
una variazionedi legame mentre a 37°C all'aumentare della 
on
entrazione di PolimixinaB (5-10-20 µg/ml) 
'è un leggero aumento del legame, non signi�
ativo.Dall'analisi di questi dati si può dedurre 
he l'asso
iazione fra NadA eHsp90 non sia di tipo re
ettoriale, infatti nonostante la presenza dell'an-ti
orpo anti-Hsp90, la proteina NadA è 
omunque in grado di legarsi aimono
iti, si può quindi ipotizzare 
he Hsp90 non sia il re
ettore per NadAe 
he l'asso
iazione NadA-Hsp90 abbia un'altra funzione. Si può supporre
he prima avvenga il legame di NadA ai mono
iti, e solamente poi si instauriun'asso
iazione 
on Hsp90, 
ome due fenomeni 
ompletamente distinti.
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Figura 4.18: E�etto della Polimixina B sulla 
ompetizione dell'A-
Hsp90 C-terminale sul legame di NadA-Alexa ai mono
iti.Analisi mediante 
ito�uorimetria di �usso di mono
iti umani trattati 1h a 4°C 
on A
 anti-Hsp90, poi 3h a 4°C e 37°C 
on sNadA-Alexa in presenza di 
on
entrazioni 
res
enti diPolimixina B. I valori medi di �uores
enza si riferis
ono ad un esperimento 
ondotto in triplo.4.2.5 Competizione di sNadA 
on la rilevazionesuper�
iale di Hsp90 mediante anti
orpiNonostante l'asso
iazione NadA-Hsp90 non abbia una funzione re
ettoriale,gli esperimenti di bio
himi
a hanno 
omunque mostrato una asso
iazionefra queste due preteine sulla super�
ie 
ellulare, quindi 
on un'altra serie diesperimenti al 
ito�uorimetro di �usso si è voluto indagare un altro tipo dipossibile interferenza, e 
ioè se la pre-in
ubazione di sNadA 
on le 
elluleinterferisse in qual
he modo 
on la rilevazione dell'Hsp90 super�
iale daparte di suoi anti
orpi spe
i�
i.Mono
iti umani isolati da bu�y 
oat sono stati pre-trattamenti 30 minuti
on siero umano e quindi un'ora a 4°C o 37°C 
on sNadA in presenza di Ba�-lomi
ina A1, su

essivamente sono stati in
ubati un'ora a 4°C 
on anti
orpianti-Hsp90 C-terminale, e un'ora a 4°C 
on anti
orpi se
ondari 
oniugati a�uoroforo. I 
ampioni sono stati poi analizzati mediante 
ito�uorimetria di�usso.Come si può vedere in �g. 4.19 (A), a 4°C il pre-trattatamento 
on
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e sul ri
onos
imento super�
iale di Hsp90 da parte delsuo anti
orpo spe
i�
o, infatti dopo 1 o 3 ore di in
ubazione 
on diverse
on
entrazioni della proteina meningo
o

i
a, non si nota una di�erenzasigni�
ativa di segnale di Hsp90. La distribuzione dei valori per i diversitrattamenti non è 
ompletamente lineare, ma 
omunque presenta di�erenzedi sole 20 unità arbitrarie di �uores
enza.A 37°C, al 
ontrario (B), all'aumentare della 
on
entrazione di sNadAdiminuis
e la quantità di Hsp90 super�
iale rilevata dall'anti
orpo spe
i�
o,ad entrambi i tempi di in
ubazione. Tale e�etto si nota in parti
olaredopo 3 ore di in
ubazione: in presenza di sNadA 2µM il segnale di Hsp90super�
iale diminuis
e del 40% rispetto al valore del 
ontrollo.Lo stesso esperimento è stato 
ondotto a 37°C, per 3 ore in
ubando laproteina in presenza o meno di Polimixina B, per vedere se essa interferisse
on l'e�etto.An
he in questo 
aso, �g. 4.20 riquadro A, a 4°C l'andamento è ab-bastanza lineare, sia in presenza 
he in assenza di Polimixina B. A 37°C,riquadro B, inve
e si riprodu
e l'e�etto di diminuzione di rilevazione diHsp90 super�
iale dovuto alla presenza di sNadA e inoltre la presenza del-la Polimixina B sembra invertire questa tendenza, riportando il segnale diHsp90 ai livelli presenti in assenza di in
ubazione 
on sNadA.Lo stesso esperimento è stato in�ne 
ondotto indagando il segnale diHsp70 e an
ora di Hsp90, usando un anti
orpo diverso, in grado di ri
o-nos
ere un epitopo all'N-terminale di Hsp90. Pre-in
ubando le 
ellule per3 ore a 37°C 
on sNadA e poi monitorando il ri
onos
imento super�
ialedell'anti
orpo anti-Hsp90 N-terminale, �g. 4.21 riquadro A, all'aumentaredella 
on
entrazione di sNadA si riprodu
e lo stesso e�etto ottenuto 
onl'anti
orpo al C-terminale, linea intera, infatti 
'è una diminuzione progres-siva del segnale della Hsp90 super�
iale, �no al 50%. In questo 
aso peròla Polimixina B (linea tratteggiata) sembra interferire meno 
on questo ef-fetto, deteminando un leggero aumento del segnale rispetto all'assenza, manon 
osì evidente.Per quanto riguarda l'Hsp70, �g. 4.21 riquadro B, an
h'essa determinauna diminuzione del segnale dipendente dalla 
on
entrazione della proteinasNadA e an
he in questo 
aso la Polimixina B sembra ristabilire il segnale.Da questi dati sembra apparire 
he la presenza della proteina NadA de-termini una diminuzione del segnale della Hsp90 super�
iale, quando questaviene in
ubata a 37°C, indi
ando un possibile avvi
inamento di queste duemole
ole su

essivo alla fase di re
ezione della proteina meningo
o

i
a, ta-
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Figura 4.19: Analisi dell'e�etto dell'in
ubazione di sNadA a 4 e37°C sulla Hsp90 super�
iale.Analisi mediante 
ito�uorimetria di �usso di mono
iti umani in
ubati 1 e 3h a 4 e 37°C 
onsNadA e su

essivamente trattati 
on A
 anti-Hsp90 C terminale e A
II-PE. I valori medi di�uores
enza si riferis
ono ad un esperimento eseguito in triplo.
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Figura 4.20: Analisi dell'e�etto della Polimixina B nella 
ompeti-zione di sNadA sulla rilevazione di Hsp90 super�
iale.Mono
iti umani sono stati in
ubati a 4 e 37°C per 3h 
on sNadA 
on o senza Polimixina B,poi 
on A
 anti-Hsp90 C terminale e A
II-PE. I valori medi di �uores
enza si riferis
ono ad unesperimento eseguito in triplo.
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Figura 4.21: Analisi dell'e�etto di sNadA e Polimixina B sul ri
o-nos
imento super�
iale di Hsp70 e di Hsp90 da A
 diretti all'N-terminale.Mono
iti umani sono stati in
ubati 3h a 37°C 
on sNadA più o meno Polimixina B, poi trattati
on A
 anti-Hsp90 N-terminale (A) e A
 anti-Hsp70 (B) e 
on A
II-PE. I dati si riferis
ono adun esperimento 
ondoto in triplo.



CAPITOLO 4. RISULTATI 84le evento infatti non si veri�
a inve
e a 4°C, 
ondizione in 
ui la membrana
ellulare si trova in una forma rigida e le mole
ole in essa 
ontenute nonsono in grado di muoversi e formare asso
iazioni o 
omplessi 
on altre mo-le
ole, 
ome inve
e normalmente su

ede in 
ondizioni �siologi
he. Dato
he la presenza della Polimixina B, 
ome dimostrato dagli esperimenti 
onl'anti
orpo anti-Hsp90 C terminale, sembra annullare questo e�etto, si puòipotizzare 
he essa interferis
a 
on l'asso
iazione 
he determina questo 
alo.Inoltre visto 
he questo si ris
ontra utilizzando l'anti
orpo al C-terminalema non quello all'N-terminale, si potrebbe supporre 
he la porzione di Hsp90interessata all'asso
iazione 
on la Polimixina B e alla produzione dell'e�et-to osservato, si trovi al C-terminale della proteina, ma questa ipotesi deveessere ulteriormente indagata eseguendo altri esperimenti.Per quanto riguarda l'Hsp70, i dati ottenuti fanno ipotizzare 
he possaan
h'essa far parte di un 
omplesso di membrana 
on Hsp90 e NadA, in
ui di nuovo la Polimixina B potrebbe avere un ruolo di inibizione nell'as-so
iazione di queste mole
ole, lo studio di tale e�etto dovrebbe essere peròapprofondito tramite esperimenti bio
himi
i.4.2.6 Cito
hineDa esperimenti 
ondotti in pre
edenza nel laboratorio, si è osservato 
hemono
iti in
ubati per 24 ore 
on sNadA indu
ono la produzione delle 
ito-
hine IL-1α, IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-6, IL-12(p40), IL-12(p70), IL-10, e le
hemo
hine IL-8, MCP-1, MIP1α, IP-10, RANTES e EOTAXIN.Partendo da queste osservazioni e dalla deduzione 
he l'asso
iazioneNadA-Hsp90 non sia di tipo re
ettoriale, ma abbia inve
e altre funzioni, siè voluto indagare il pro�lo di espressione di 
ito
hine e 
hemo
hine indottoda questa asso
iazione.Mono
iti umani sono stati in
ubati per 24 ore a 37°C 
on sNadA inpresenza o meno di A
Hsp90 C-terminale oppure pre-in
ubati 
on A
Hsp90C-terminale e su

essivamente in
ubati per 24 ore a 37°C 
on sNadA. Quin-di i supernatanti di 
oltura sono stati analizzati 
on un kit Panomix 
he hapermesso la simultanea analisi di 22 
ito
hine.Le prin
ipali 
ito
hine prodotte, all'interno del pannello analizzato, so-no risultate essere: Il-1β, IL-6, IL-10, IFNγ, GM-CSF, TNFα e MCP-1.Dai gra�
i, riportati in �g. 4.22, si può vedere 
ome l'anti
orpo anti-Hsp90C-terminale, quando 
o-in
ubato 
on sNadA, nella maggior parte delle 
i-to
hine ha un e�etto sinergi
o 
on la proteina meningo
o

i
a, indu
endo
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Figura 4.22: Analisi della se
rezione di 
ito
hine in mono
iti sti-molati 
on A
 anti-Hsp90.Analisi mediante saggio di detezione multipla Bioplex dei supernatanti di 
oltura di mono
itistimolati 24h 
on sNadA (quadrato), A
 anti-Hsp90 (
er
hio) e 
ellule pre-in
ubate 1h 
on A
anti-Hsp90 e poi trattate 
on sNadA (triangolo).
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ito
hine molto maggiore rispetto a quela data dall'in
u-bazione 
on la sola proteina, al 
ontrario se in
ubato da solo 
on le 
ellulenon indu
e produzione di 
ito
hine.Diverso è inve
e l'e�etto ottenuto nel 
aso in 
ui le 
ellule vengono trat-tate per un ora 
on l'anti
orpo anti-Hsp90 C-terminale, e solo dopo sianoin
ubate 
on sNadA, infatti in questo 
aso si ha una minore produzione di
ito
hine, simile all'e�etto dato dalla sola proteina meningo
o

i
a. Un'u-ni
a e

ezione di tale e�etto è la 
ito
hina MCP-1 
he non mostra sinergiadi A
Hsp90 e sNadA e inve
e mostra una produzione elevata di 
ito
hine,in
ubando prima un'ora 
on A
 anti-Hsp90 e poi 
on sNadA.Gli stessi esperimenti sono stati 
ondotti an
he 
on anti
orpi 
ontroHsp90 N-terminale e Hsp70, ottenendo lo stesso e�etto (dati non mostrati).Questo risultato può essere spiegato dalla formazione di 
luster fraHsp90 e NadA sulla super�
ie 
ellulare, ipotizzati an
he nell'analisi del-la diminuzione del ri
onos
imento super�
iale di Hsp90 dovuta alla pre-in
ubazione 
on sNadA.Ciò 
he ipotizziamo è 
he l'anti
orpo anti-Hsp90 fungerebbe, 
on la sua
apa
ità di aggregazione, da stimolatore e nello stesso tempo da stabilizza-tore dei 
luster 
he si formano sulla 
ellula fra sNadA e Hsp90.Per 
apire se la Polimixina B avesse un e�etto sulla produzione di 
i-to
hine, mono
iti umani sono stati 
o-in
ubati a 37°C in presenza o menodi sNadA (1,5 e 3µM), Polimixina B 10µg/ml e anti
orpi anti-Hsp90 C-terminale 10µg/ml. Dopo 24 ore di in
ubazione, sul mezzo di 
oltura delle
ellule sono state quanti�
ate, tramite analisi bioplex, le tre 
ito
hine piùespresse e rappresentative dell'e�eto visto in pre
edenza, TNFα, L'IL-6 eMCP-1.Il TNFα è un mediatore della risposta della fase a
uta, dotato di attivitàpro-in�ammatoria e vasoattiva. Questa 
ito
hina agis
e a livello endotelialedeterminando un in
remento dell'adesione leu
o
itaria, alterazione del �us-so della 
ir
olazione sanguigna e permeabilizzazione vasale. Se se
reta adelevate 
on
entrazioni, parte
ipa alla patologia meningo
o

i
a e allo sho
ksetti
emi
o, la 
ui gravità 
orrela 
on i suoi livelli plasmati
i.L'IL-6 è una 
ito
hina 
oinvolta nella risposta di fase a
uta, an
he sepossiede an
he un e�etto anti-in�ammatorio inibendo la produzione di IFN-
γ e aumentando quella di IL-10. Inoltre sembra essere un fattore essenzialenel 
ontrollo dello sviluppo delle APCs, in quanto sembra promuovere ildi�erenziamento dei mono
iti preferibilmente verso un fenotipo ma
rofa-
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o, al 
ontrario del GM-CSF 
he favorirebbe lo sviluppo di un fenotipodendriti
o.MCP-1 è inve
e una 
hemo
hina 
he agis
e sulla 
hemiotassi e sull'atti-vità delle 
ellule e�ettri
i mono
iti
he e ma
rofagi
he. Questa 
hemo
hinare
luta i mono
iti nel sito di infezione favorendone il di�erenziamento versoun fenotipo ma
rofagi
o, inoltre è dotata di proprietà anti-in�ammatoriesostenendo una risposta di tipo Th2.Dai gra�
i riportati, �g. 4.23, si nota 
he la presenza della Polimixi-na B indu
e una diminuzione della produzione delle 
ito
hine rispetto allase
rezione dovuta alla sola proteina, inoltre è an
he in grado di abbassa-re la stimolazione data dalla 
o-in
ubazione di sNadA e A
 anti-Hsp90.Questi gra�
i, 
onsiderando an
he 
he la Polimixina B ries
e ad annullarel'e�etto di diminuzione del ri
onos
imento super�
iale di Hsp90 dopo pre-in
ubazione 
on sNadA, 
onfermano 
he essa legandosi a NadA e Hsp90 nonpermette a queste proteine di asso
iarsi e quindi non permette la formazionedi 
luster sulla super�
ie e la relativa produzione sinergi
a di 
ito
hine.Inoltre, essendo noto 
he le HSPs formano sulla super�
ie 
omplessi 
onTLR 2 e 4, si è voluto indagare se al 
omplesso NadA-A
Hsp90 potesseroparte
ipare an
he i TLR. Sono stati testati quindi gli e�etti di anti
orpiblo

anti i TLR 2 e 4, poi
hè è noto 
he il blo

o di questi TLR inibis
ela produzione di IL-6 e TNFα, 
he sono le due 
ito
hine maggiormenteprodotte dalla 
o-in
ubazione sNadA e A
 anti-Hsp90.Mono
iti umani sono stati pre-trattati 1 ora a temperatura ambiente
on anti
orpi blo

anti i TLR 2 e 4, poi 
o-in
ubati a 37°C in presenza omeno di sNadA (1,5 e 3µM), Polimixina B 10µg/ml e anti
orpi anti-Hsp90C-terminale 10µg/ml. Dopo 24 ore di in
ubazione, sono stati ra

olti isupernanti su 
ui è stato eseguito un saggio bioplex delle tre 
ito
hine IL-6,TNFα e MCP-1.Dalla �g. 4.24 si può vedere 
ome la produzione di 
ito
hine non siain�uenzata dall'anti
orpo blo

ante il TLR 2, inve
e blo

ando il TLR 4 siottiene una diminuzione �no al 50% della produzione di 
ito
hine da partedi NadA.In�ne per 
apire se TLR4-Hsp90 e NadA possano far parte di un uni
o
omplesso in membrana è stato 
ondotto un esperimento in 
ui i mono
itisono stati in
ubati 
on i tre fattori.Dai risultati, �g. 4.25, si può vedere 
ome la 
o-in
ubazione di NadAe A
 anti-Hsp90, 
he da sole danno la sinergia di legame già osservata,dopo pre-in
ubazione 
on l'anti
orpo blo

ante il TLR 4 determini una
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Figura 4.23: Analisi dell'e�etto della Polimixina B nella se
rezionedi 
ito
hine in mono
iti stimolati 
on A
 anti-Hsp90.Analisi mediante saggio di detezione multipla Bioplex dei supernatanti di 
oltura di mono
itistimolati 24h 
on sNadA in assenza (quadrato) o presenza (
er
hio) di Polimixina B, oppure
ellule in
ubate 
on A
 anti-Hsp90 in assenza (triangolo) o presenza (
er
hio grande 
on punto)di Polimixina B.
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Figura 4.24: Analisi della produzione di 
ito
hine in presenza dianti
orpi blo

anti i TLR 2 e 4.Analisi mediante saggio di detezione multipla Bioplex dei supernatanti di 
oltura di mono
iti
o- (istogramma a righe ) o pre- (istograma pieno) in
ubati 24h 
on sNadA in presenza di diversistimoli. L'istogramma vuoto rapresenta il CTR di ogni trattamento.
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ito
hine molto ridotta ( 
ome mostrato in �gura dal simbolo*). Questo si veri�
a per il TNFα e per MCP-1, ma non 
oinvolge la
ito
hina IL-6. Da 
iò si può suppore 
he la produzione di TNFαe MCP-1sia indotta tramite la via di segnalazione del re
ettore TLR 4 mentre IL-6non sembra dipendere da questa via.In un pre
edente lavoro [96℄ è riportata la presenza nell'uomo di unaabbondante quantità di anti
orpi anti-Hsp90 nel normale repertorio di IgG,
he hanno la dupli
e funzione di ri
onos
ere le Hsp90 umane 
ome self equelle mi
robi
he 
ome non-self. Dai risultati ottenuti in questo lavoro, sipuò supporre 
he in
ubando i mono
iti simuntaneamente 
on la proteinameningo
o

i
a e 
on gli anti
orpi anti-Hsp90, si mimi quello 
he su

ede invivo durante l'infezione, 
ioè il sistema immunitario ri
onos
e NadA 
omeproteina estranea, inoltre la simultanea presenza di anti
orpi anti-Hsp90indi
ano la presenza di un'altra proteina batteri
a portando allo sviluppodi una risposta immunitaria più massi

ia.
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Figura 4.25: Analisi della produzione di 
ito
hine in presenza dianti
orpi blo

anti i TLR 2 e 4 e A
 anti-Hsp90.Analisi mediante saggio di detezione multipla Bioplex dei supernatanti di 
oltura di mono
itipre-in
ubati 
on diversi stimoli (indi
ati alla base degli istogrammi) e quindi stimolati 24h 
onsNadA (istogramma a righe ) o meno (istograma vuoto).



Capitolo 5DISCUSSIONEGrazie a diversi appro

i di tipo bio
himi
o è stato possibile identi�
are,
ome possibile 
andidato ad essere il re
ettore di NadA sulle 
ellule ospite,una proteina di 90 KDa, 
he tramite te
ni
he di spettrometria di massa èstata identi�
ata essere la proteina Hsp90β umana.Nonostante Hsp90 sia 
onsiderata una tipi
a proteina 
itoplasmati
a
on la prin
ipale funzione di chaperone, diversi lavori presenti in letteraturaormai riportano per questa, 
ome per altre HSPs, an
he delle funzioni nellastimolazione del sistema immunitario 
on lo
alizzazione sulla super�
ie didiversi tipi 
ellulari, quali 
ellule tumorali o apoptoti
he ma an
he 
elluleHela, mono
iti, ma
rofagi e 
ellule dendriti
he.Altri esperimenti hanno portato ad osservare 
he la Polimixina B, unantibioti
o 
ationi
o an�pati
o, 
he mostra 
aratteristi
he analoghe alle 
a-teli
idine, pi

ole mole
ole ad attività antimi
robi
a 
ontenute nei granulidei mono
iti, è in grado di legarsi a sNadA e an
he alla proteina Hsp90.Inoltre essa è 
apa
e di in�uire sulla loro asso
iazione, tanto 
he lisati to-tali in
ubati in 
olonne pre
edentemente in
ubate 
on anti
orpi anti-NadAe NadA in presenza di Polimixina B, determinano una diminuzione quasitotale dell'immunopre
ipitazione di Hsp90.Gli esperimenti di bio
himi
a, 
ondotti per trovare un possibile re
ettoreper NadA, sono stati eseguiti su lisati totali di 
ellule Chang, 
ellule della
ongiuntiva umana, tali 
ellule sono utilizzate 
ome modello sperimentaledato 
he il primo sito di 
olonizzazione di Neisseria meningitidis sono le
ellule epiteliali della mu
osa e dato 
he, in letteratura, è riportato il legamedi NadA a queste 
ellule [52, 57℄. I su

essivi esperimenti inve
e sono stati
ondotti su mono
iti umani isolati da bu�y 
oat, in quanto queste 
ellule92
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ipali agonisti della risposta immunitaria innata, in modo dapoter studiare, in uno stesso modello 
ellulare, sia la funzione re
ettoriale,
he l'impatto indotto da questa asso
iazione sul sistema immunitario.Sono stati 
ondotti degli esperimenti pre-in
ubando i mono
iti umani
on diversi anti
orpi anti-Hsp90, spe
i�
i per epitopi della proteina nellaregione del C e N-terminale, 
on anti
orpi anti-Hsp70 e an
he utilizzandotali anti
orpi 
ontemporaneamente, e su

essivamente in
ubando sNadA-Alexa, allo s
opo di monitorare variazioni del legame super�
iale della pro-teina meningo
o

i
a. Dai dati ottenuti la presenza di questi anti
orpi nonin�uenza il legame di NadA ai mono
iti, evidenziando 
he l'asso
iazioneNadA-Hsp90 non ha una funzione re
ettoriale.Da 
iò si può spe
ulare 
he se esiste un re
ettore spe
i�
o e uni
o perNadA, esso sia espresso a basse 
on
entrazioni e abbia una bassa a�nità,e quindi per rius
ire ad identi�
arlo 
on te
ni
he di immunopre
ipitazione,serva utilizzare quantità di NadA molto maggiori rispetto a quelle da noiutilizzate. Oppure è possibile 
he l'asso
iazione 
on Hsp90 mas
heri NadAdurante la 
o-immunopre
ipitazione, data la grande abbondanza di Hsp90
itoplasmati
a nei lisati totali, e 
he quindi, o

upata nel legame 
on laHsp90, NadA non sia più libera di legarsi al suo re
ettore spe
i�
o, menoabbondante. Inoltre molte altre proteine di Neisseria meningitidis posseg-gono dei re
ettori spe
i�
i sulle 
ellule umane, si può supporre 
he questeproteine espli
hino la funzione di legame alle 
ellule ospite, in modo da sta-bilire una prima asso
iazione stabile, e 
he il legame di NadA in membranasia un evento su

essivo a queste asso
iazioni più spe
i�
he, e 
he abbiauna funzione di tipo e�ettri
e.I risultati ottenuti 
on le te
ni
he di 
o-immunopre
ipitazione e over-lay mostrano 
omunque 
hiaramente 
ome 
i sia una interazione spe
i�
ae stabile fra NadA e Hsp90, quindi sono stati eseguiti degli esperimen-ti pre-trattando i mono
iti umani 
on sNadA e su

essivamente rilevandoil ri
onos
imento super�
iale di Hsp90 da parte di anti
orpi spe
i�
i. Lapresenza di sNadA determina una diminuzione del 40% del ri
onos
imentosuper�
iale di Hsp90, 
he si ris
ontra alla maggiore 
on
entrazione di Na-dA usata. Inve
e la presenza, in questi stessi esperimenti, di PolimixinaB, ristabilis
e la rilevazione super�
iale di Hsp90 
he si rileva in assenza dipre-in
ubazione 
on NadA.Da 
iò si può ipotizzare 
he NadA si leghi alla membrana delle 
ellu-le ospiti in modo 
ompletamente indipendente da Hsp90, ma 
he poi, unavolta legata, vada a instaurare una asso
iazione 
on la Hsp90 super�
iale,
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omplessi stabili e 
ompatti, tali da limitare il ri
onos
imen-to super�
iale di Hsp90. Al 
ontrario in presenza di Polimixina B questoe�etto di diminuzione non si veri�
a, evidentemente legandosi a NadA ea Hsp90 la Polimixina B interferis
e 
on il loro legame, non permettendol'avvi
inamento di queste proteine in membrana e la formazione di cluster :
iò è parti
olarmente evidenziato dal fatto 
he questo e�etto si vede a 37°Ce non a 4°C, 
ondizione in 
ui la membrana 
ellulare si trova in una formarigida e le mole
ole in essa 
ontenute non sono in grado di muoversi e for-mare asso
iazioni o 
omplessi 
on altre mole
ole, 
ome inve
e normalmentesu

ede in 
ondizioni �siologi
he (�g. 5.1).Su

essivamente, si è quindi 
er
ato di indagare la funzione di questaasso
iazione, osservando il pattern di 
ito
hine prodotte in
ubando i mo-no
iti 
on sNadA, anti
orpo anti-Hsp90 e anti
orpi blo

anti il TLR 2 e4, in presenza o meno di Polimixina B. Si è data pre
edenza all'analisi diquesti TLRs per
hè in letteratura è riportata la presenza di 
omplessi sullamembrana 
ellulare fra Hsp90 e TLR 2 e/o 4, 
he portano a stimolazionedel sistema immunitario e a produzione di 
ito
hine pro-in�ammatorie, sia
omplessate 
on peptidi mi
robi
i, sia libere.Quello 
he si è osservato da questi esperimenti è 
he la 
o-presenza del-l'anti
orpo anti-Hsp90 e di sNadA è in grado di attivare il sistema immu-nitario in modo sinergi
o, indu
endo una abbondante produzione di IL-6,TNFα, e MCP-1 e moderate 
on
entrazioni di IL-1β, IL-10 e GM-CSF.Se inve
e le 
ellule sono pre-in
ubate 
on l'anti
orpo anti-Hsp90 e solosu

essivamente 
on sNadA, non si veri�
a l'e�etto di sinergia.Questo fa ipotizzare 
he la presenza dell'anti
orpo anti-Hsp90 abbiaun e�etto di aggregazione e 
onsolidamento dell'asso
iazione NadA-Hsp90.Inoltre si deve tenere presente 
he an
he i mi
rorganismi posseggono del-le proteine omologhe delle HSPs 
he il sistema immunitario umano è ingrado di ri
onos
ere 
ome estranee e 
ontro le quali esso produ
e anti
orpispe
i�
i. Quindi l'e�etto di sinergia 
he si osserva può essere dovuto al ri
o-nos
imento del sistema immunitario di NadA, 
ome una proteina estranea,e inoltre la presenza di anti
orpi 
ontro Hsp90 stimoli maggiormente il siste-ma immunitario, a 
ausa della simultanea presenza di questi fattori dovutiad una infezione da mi
rorganismo. Inoltre poi
hè la presenza di Polimi-xina B inibis
e la produzione di 
ito
hine, questo dimostra 
he l'e�etto diproduzione di 
ito
hine sia spe
i�
o proprio dell'asso
iazione Hsp90-NadA.Per quanto riguarda il possibile 
oinvolgimento di TLR 2 e/o 4 nella viadi tras
rizione di questo segnale di allarme, l'e�etto degli anti
orpi blo

anti
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Figura 5.1: Modello proposto.I, Re
ezione 
ellulare di NadA da parte di un re
ettore non noto; II, Avvi
inamento e su

essivaasso
iazione sulla membrana 
ellulare di NadA e Hsp90 a formare un 
omplesso NadA-Re
ettore-Hsp90-TLR 4, la 
ui formazione è inibita da Polimixina B o dalle basse temperature; III,Tras
rizione del segnale all'interno della 
ellula 
on produzione di 
ito
hine e 
hemo
hine.



CAPITOLO 5. DISCUSSIONE 96il TLR 2 e 4 determina la diminuzione della produzione di TNFα e MCP-1,sia indotta dall'in
ubazione della sola NadA, sia di quella prodotta dalla
o-in
ubazione di Hsp90-NadA.Quello 
he si può ipotizzare è 
he nei primi stadi della risposta immu-nitaria, la presenza di sNadA, dei 
luster 
he essa forma 
on Hsp90 umaneespresse sulla super�
ie dei mono
iti e la presenza di anti
orpi anti-Hsp90indu
ano la produzione di TNFα e MCP-1
he agis
ono 
ome primi fat-tori allertando il sistema immunitario della presenza di più agenti esternipresenti in 
ontemporanea. Queste 
ito
hine determinano in
remento del-l'adesione leu
o
itaria, alterazione del �usso della 
ir
olazione sanguigna,permeabilizzazione vasale, inoltre re
lutano i mono
iti nel sito di infezionee favoris
ono un di�erenziamento verso un fenotipo ma
rofagi
o.
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