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Sommario
IBtk ¢ I’'inibitore della proteina Btk (Bruton’s tyrosine kinase) ed ¢ stato
individuato nel 2001 nel nostro laboratorio (1). Btk € una tirosina chinasi
coinvolta nella trasduzione del segnale mediata dal legame dell’antigene al
recettore immunoglobulinico delle cellule B (BCR). Btk ¢ una proteina
necessaria per lo sviluppo delle cellule B umane e murine e svolge un ruolo
nella regolazione del ciclo cellulare e nella tumorigenesi dei linfociti B. 1Btk
lega Btk e ne inibisce 1’attivita chinasica; IBtk mappa nel locus genico 6ql4.1,
una regione di aberrazioni ricorrenti nei disordini linfoproliferativi. In questo
lavoro di tesi abbiamo analizzato in dettaglio il /ocus genico umano /BTK
individuando una complessa organizzazione. Abbiamo identificato tre diversi
trascritti regolati da due promotori distinti e tre isoforme proteiche principali.
Un promotore situato al 5° del gene regola la trascrizione di due trascritti:
IBTKa e IBTKP, il primo di 29 esoni derivante dal completo splicing degli
introni e il secondo di 24 esoni in cui I’introne 24 non subisce splicing ma
viene riconosciuto come sequenza codificante fino ad incontrare un sito di di
stop di traduzione e terminazione della trascrizione. Un promotore piu a valle
regola la trascrizione di IBTKy composto da 5 esoni (esoni 25-29 piu una parte
dell’introne 24 di IBTKa). Tutti e tre i trascritti vengono tradotti in proteine; €
conosciuta la funzione solo di IBtky, I’inibitore di Btk individuato nel 2001. Da
analisi bioinformatiche I/BTK risulta un gene evolutivamente conservato.
Mediante lo sviluppo di specifici anticorpi abbiamo confermato la presenza
delle proteine corrispondenti ai tre trascritti IBTK e analizzato la loro
espressione in organi murini. Dati preliminari fanno ipotizzare inoltre

I’esistenza di specifiche forme proteolitiche di IBtka e di IBtkf.
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Summary

Bruton's tyrosine kinase (Btk) is required for human and mouse B cell
development. Btk deficiency causes X-linked agammaglobulinemia (XLA) in
humans and X-linked immunodeficiency in mice (XID). Unlike Src proteins,
Btk lacks a negative regulatory domain at the COOH terminus and may rely on
cytoplasmic Btk-binding proteins to regulate its kinase activity by trans-
inhibitor mechanisms. Consistent with this possibility, an inhibitor of Btk, IBtk
was identified in our laboratory in 2001 (1). IBtk binds to the PH domain of
Btk and downregulates Btk kinase activity, Btk-mediated calcium mobilization
and nuclear factor-kB-driven transcription. IBtk is an evolutionary conserved
protein coded for by a single genomic sequence at a 6ql4.1 cytogenetic
location, a region of recurrent chromosomal aberrations in lymphoproliferative
disorders; however, the physical and functional organization of /BTK is
unknown. We analyzed in detail the human /B7TK locus and found a complex
organization that includes three distinct mRNAs arising from complete intron
splicing, an additional polyadenilation site and a second transcription start site
that utilizes a specific ATG for protein translation. By 5’RACE and 3’ RACE
we identified three mRNA defined as IBTKa, IBTKP and IBTKYy, whose
transcription is driven by two distinct promoter regions; the corresponding 1Btk
proteins were detected in cell lysates by specific antibodies. We found a
different expression pattern of IBtk isoforms in mouse tissues. We also
supposed that IBtka and IBtkf3 might be proteolised. These results may assist

in the functional characterization of the Btk-IBtk protein interplay.
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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE

Le basi molecolari della tumorigenesi in cellule B sono poco conosciute e la
maggior parte delle neoplasie di tali cellule risulta ad oggi incurabile.
Attraverso una conoscenza piu approfondita dei meccanismi di base dello
sviluppo delle cellule B, si potrebbero comprendere meglio 1 meccanismi
molecolari dell’insorgenza di questi tumori al fine di migliorare la loro
diagnosi e il loro trattamento.

In questo lavoro di tesi abbiamo analizzato il gene umano /B7TK. IBtk ¢
I’inibitore della proteina Btk (Bruton’s tyrosine kinase) ed ¢ stato individuato
nel nostro laboratorio mediante la tecnica del doppio ibrido in lievito (1). Btk ¢
una chinasi coinvolta nella trasduzione del segnale mediata dal legame
dell’antigene al recettore immunoglobulinico delle cellule B (Ig-BCR) (2), ¢
una proteina necessaria per lo sviluppo delle cellule B (3,4) e gioca un ruolo
importante nella regolazione del ciclo cellulare e nella tumorigenesi delle

cellule B (5,6,7).

1.1 TRASDUZIONE DEL SEGNALE DEL BCR

L’attivazione dei linfociti B maturi inizia in seguito al legame dell’antigene
(Ag) al loro specifico recettore (BCR) composto dall’associazione
immunoglobulina di membrana (mlg)-dimero Igoa-Igp (Fig. 1). Tale
associazione porta a due effetti: I’internalizzazione dell’antigene seguita dalla
sua esposizione sulle molecole MHCII e 1’inizio di una complessa cascata di
segnali biochimici che portano in ultimo all’attivazione dei linfociti B, al loro

sviluppo nei centri germinativi (GC) per la produzione di anticorpi ad alta



affinita (8). La cascata inizia con 1’attivazione, dovuta al cross-linking delle Ig,
delle tirosine chinasi della famiglia src, in particolar modo di Lyn, che
fosforilano 1 motivi ITAM (immunoreceptor-based tyrosine activation motif)
delle regioni citoplasmatiche delle subunita del BCR Iga-Igf. Segue il
reclutamento, la fosforilazione e I’attivazione delle tirosine chinasi Syk e Btk.
Syk si lega mediante il dominio SH2 alle tirosine fosforilate della sequenza
ITAM, viene fosforilata dalle proteine src, a sua volta fosforila la proteina
adattatrice SLP-65 (conosciuta anche come B cell linker protein BLNK o
BASH) e porta all’attivazione della chinasi PI3Ka (phospoinositide 3-kinase).
PI3K fosforila fosfoinositidi di membrana (9). Btk, attivata dalle chinasi src, e
la fosfolipasi Cy (PLCy) si legano, mediante il dominio PH (pleckstrin
homology), al prodotto di PI3K PtdIns (3,4,5) P (fosfatidil inositolo trifosfato)
e, mediante il dominio SH2, a SLP-65 (SH2 domain-containing linker protein
65kDa). Cio porta alla fosforilazione e quindi all’attivazione da parte di Btk di
PLCy.

PLCy degrada il fosfatidil-inositolo difosfato di membrana in inositolo
trifosfato (IP3) e diacilglicerolo (DAG). IP; provoca la mobilitazione di ioni
Ca'" dalle riserve endosomiali intracellulari, portando ad una rapida elevazione
delle concentrazioni citoplasmatiche di questo ione che permette 1’apertura dei
canali del calcio CRAC (calcium-release-activeted channels) presenti sulla
membrana plasmatica. 11 DAG, in presenza di Ca™, attiva la proteina PKC
(10).

Si ha quindi P’attivazione di diversi fattori di trascrizione tra cui c-Fos, JunB,
NF«xB e c-Myc. Per quanto concerne NFkB, sia la PKC che il flusso di Ca""

provocano 1’attivazione di una serina-treonina chinasi AKT/proteina chinasi B



(PKB) che fosforila e attiva IKK una serina chinasi che fosforila e causa la
degradazione di IkBa, I’inibitore di NFkB. NFkB controlla la trascrizione di
molti geni correlati con la crescita tra cui la proteina antiapoptotica Bel-Xy, (11,
12, 13).

L’attivazione di PLC-y ¢ finemente regolata: da un lato infatti la
fosfatasi SHIP-1 puo attenuarla mediante I’idrolisi di PtdIns (3,4,5) P; e
dall’altro Btk stimola un feedback positivo interagendo, mediante il suo
dominio PH, con la fosfatidilinositolo-4-fosfato 5 chinasi (PIP5K). PIP5K
produce PI (4,5) P, substrato sia di PI3K, che ¢ richiesto per I’attivazione di
Btk, sia di PLC-y (9, 14, 15, 16).

Le prime risposte funzionali all’aggregazione del BCR mediata dall’antigene
sono:

-entrata delle cellule precedentemente quiescenti nello stadio G; del ciclo
cellulare; tale evento si accompagna all’aumento del volume cellulare e
dell’RNA citoplasmatico e all’aumento del numero di ribosomi;

- aumentata espressione di molecole MHCII e di molecole costimolatrici,
prima B7-2 e poi B7-1; grazie a questo fenomeno 1 linfociti B stimolati
dall’antigene acquisiscono la capacita di attivare le cellule T helper;

- aumentata espressione di recettori per molte citochine di derivazione T, con
conseguente aumento della capacita dei linfociti B specifici di rispondere alla

cooperazione fornita dai linfociti T (8).
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Fig. 1 Trasduzione del segnale del BCR. L’attivazione del BCR porta al
reclutamento della proteina Syk che attiva Btk, quest’ultima lega la proteina SLP65 ¢
attiva PLCy con conseguente aumento del Ca"" intracellulare. Si verifica anche
I’attivazione della via delle MAP chinasi. Come risultato finale si ha la proliferazione
e/o il differenziamento del linfocita.

1.2 BTK

Bruton’s tyrosine kinase (Btk) ¢ un membro della famiglia delle chinasi Tec, la
seconda famiglia piu grande di tirosine chinasi non recettoriali (17) (Fig. 2).
Tale famiglia comprende Tec, Btk, Itk/Emt , Bmx, TXK/RIk e Dsrc28C. Nei
mammiferi le Tec chinasi sono espresse principalmente nelle cellule
ematopoietiche. Le cellule B esprimono principalmente Btk mentre le cellule T
esprimono sia Itk sia Rlk. Btk, oltre ad essere espressa dalle cellule B, ¢
espressa anche nelle cellule mieloidi e nei mastociti. Le chinasi Tec sono
strutturalmente simili alle chinasi della famiglia Src: possiedono infatti un

domini Src¢ homology SH3 e SH2, regioni che fungono da siti di interazione



proteina-proteina, seguiti dal dominio catalitico tirosina-chinasi (SHI).
Diversamente dalle Src chinasi, le Tec chinasi mancano di un dominio
amminoterminale miristilato e della regione regolatoria negativa
carbossiterminale ma possiedono, a monte del dominio SH3, una regione Tec
homology (TH) composta a sua volta da una regione Btk homology, ossia una
regione di attivazione di proteine GTPasiche (GAP), e da una regione ricca in
prolina (Pr) che ¢ implicata nell’interazione con i domini SH3 e nella
regolazione dell’attivita chinasica. Btk, Tec e Itk possiedono anche un dominio
amminoterminale pleckstrin homology (PH) che lega i prodotti della PI3K
aiutando il reclutamento delle chinasi Tec alla membrana cellulare. Esistono
nei mammiferi diverse isoforme della PI3K: PI3Ka, coinvolta nella cascata del
segnale del BCR, PI3KYy, un effettore del segnale del GPCR. La regolazione di
Btk da parte di piu isoforme di PI3K renderebbe possibile un’integrazione tra 1
segnali del BXP e del GPCR (18).

Btk ¢ espressa in maniera continua a partire dallo stadio pro-B tardivo
(19, 20, 21) fino allo stadio di plasmacellule (3); la sua espressione ¢ maggiore
nelle cellule pre-B che in quelle mature e nelle cellule pre-B ¢
costituitivamente attivata. Topi btk-/- mostrano infatti un’alterata progressione
da cellule pre-B large cycling CD43+ a cellule pre-B small resting CD43- (23,
24).

Btk ¢ predominantemente citoplasmatica e trasloca alla membrana
plasmatica in seguito a diversi segnali tra cui 1’attivazione del BCR, ¢ stata

pero riscontrata, se pur in piccole quantita, la sua presenza nel nucleo (25, 26).



Btk ¢ coinvolta in diversi pathway cellulari, infatti la perdita della sua
funzione causa alterazioni, oltre che del segnale mediato dal BCR, anche di
quelli di IL-5R, CD38, IL-10R e FceRI (27).

Per essere attivata ¢ fosforilata dalle chinasi Src nella tirosina Y551 sita
nel dominio catalitico, tale fosforilazione provoca un aumento dell’attivita
catalitica e un’autofosforilazione della tirosina Y223 nel dominio SH3.
L’autofosforilazione di Y223 potrebbe rompere il legame del dominio SH3 alla
regione ricca in prolina del dominio TH, un’interazione che inattiva Btk, e
potrebbe modulare il legame ai siti SH3 di proteine quali WASP (Wiskott-
Aldrich sindrome protein), c-cbl, Sam-68 (Src-associated in mitosis 68kDa),
vav e EWS (Ewing’s sarcoma protein).

Mediante il suo dominio PH, Btk puo interagire oltre che con PIP;
anche con PI3P e con diverse isoforme di PKC (a, BI, PII, y e ¢€). Tali
interazioni, da un lato, potrebbero promuovere la localizzazione di Btk sulla
membrana e attivare Btk insieme alle chinasi src e, dall’altro, potrebbero
regolare negativamente I’attivita chinasica di Btk; ci potrebbe, infatti, essere un
feedback negativo per cui PKC, effettore di Btk, potrebbe contribuire alla
terminazione del suo segnale.

Btk puo essere anche attivata dalla diretta interazione tra il suo dominio
PH e le subunita a e y della proteina G (28, 29, 30, 31).

Diversi esperimenti hanno dimostrato il ruolo di Btk nei flussi di Ca++ indotti
dal BCR (32). Sia il dominio PH sia quello SH2 di Btk sono coinvolti
nell’attivazione del flusso di Ca’"". La mobilitazione del Ca™ Btk dipendente &
bloccata dalla cascata del segnale di FcyRIIb che puo essere mediata da SHIP

e dalla diminuita associazione di CD19 con PI3Ka.



Tra 1 segnali a valle di Btk, oltre che 1’attivazione dei flussi del calcio,
c’¢ lattivazione differenziale della via delle MAP chinasi: in diversi sistemi si
¢ evidenziato il ruolo di Btk nell’attivazione delle proteine JNK (chinasi che
attiva il fattore trascrizionale Jun) in risposta all’attivazione di FceRI e p38
mediata dalla proteina Gog. JNK e p38 sono coinvolti nella trasmissione di
segnali pro-apoptotici in cellule B. La regolazione di p38 e di JNK potrebbe
legare Btk a vie regolanti la soglia del segnale BCR. La coattivazione del
BCR con CD19 e CD45 riduce la soglia per avere un segnale BCR produttivo e
da origine a un’attivazione piu grande di JNK e di p38 rispetto a quella che si
ottiene con I’attivazione del solo BCR o solo di CD19. L’attivazione di CD19
porta infatti all’attivazione di JNK e di p38 tramite il coinvolgimento della
proteina vav, uno scambiatore di guanina per rac, con cui anche Btk puo
interagire.

Btk ¢ coinvolta nell’attivazione di NF-kB indotta da LPS.

Interagisce con alcuni membri della famiglia di recettori TLR (7oll-
like receptors), recettori coinvolti nell’immunita innata, e tale interazione
provoca l’attivazione di Btk che contribuisce alla fosforilazione di  p65
(subunita di NF-xB) e quindi all’attivazione di NF-kB portando alla sintesi di
citochine proinfiammatorie quali TNFa e IL-6 (33).

Btk gioca quindi molti ruoli nella vita delle cellule B, ¢ importante sia
per la risposta di sopravvivenza che per quella proliferativa indotte dal legame
dell’antigene al BCR ed ¢ coinvolto nella regolazione della soglia del segnale
del BCR, piuttosto che essere un componente essenziale della via del segnale
del BCR (4). Si ¢ visto infatti che /’espressione transgenica, in topi btk-/-, di

Btk con un livello di espressione del 25% rispetto ai topi wild type (wt)



restaura un convenzionale sviluppo dei linfociti B ma resta inadeguata la
risposta al BCR crosslinking, solo se si raddoppia I’espressione di Btk
transgenico si assiste ad un aumento della sensibilita crosslinking del BCR
(34). Quindi il livello di espressione di Btk ¢ limitante per il segnale del BCR
ed ¢ richiesto un livello soglia piu basso per la sopravvivenza delle cellule B
che per ottenere risposta funzionale.

Btk ¢ stata la prima tirosina chinasi identificata con duplice funzione
regolativa: sia pro che anti-apoptotica in relazione al tipo cellulare e allo stadio
di sviluppo. Sembrerebbe avere un ruolo nella protezione dall’apoptosi nelle
celluleB in quanto lega anche il fattore trascrizionale TFII-I (BAP-135), che
regola il programma di trascrizione genica richiesto per la sopravvivenza e la
progressione nel ciclo cellulare delle cellule B (35, 36). Btk inoltre inibisce
I’effetto pro-apoptotico mediato dal recettore di morte Fas/APO-1 infatti,
tramite 1 suoi domini chinasi e PH, associa con Fas e previene 1’interazione
FAS-FADD , cio potrebbe significare che I’apoptosi di precursori di linfociti B
durante il loro sviluppo possa essere regolata reciprocamente da Fas e Btk (6).
Btk funziona, invece, come soppressore tumorale in cellule pre-B in
cooperazione con la proteina SLP-65 (37, 38); Btk e SLP-65, infatti, hanno un
ruolo cruciale nella regolazione del programma di sviluppo delle cellule pre-B:
limitano I’espansione delle cellule pre-B e promuovono la differenziazione da
cellule large cycling a cellule small resting pre-B; topi con mutazioni in
entrambe le proteine (39) mostrano un completo blocco dello sviluppo delle
cellule B allo stadio preB CD43+ pre-BCR+ e un drammatico aumento
dell’incidenza tumorale in cellule pre-B rispetto ai singoli mutanti. Svolge un

ruolo pro-apoptotico in cellule B neoplastiche e in precursori di cellule B



esposti a radiazioni ionizzanti (40), in mastociti privati di fattori di crescita
(41), previene I’attivazione del fattore trascrizionale anti-apoptotico STAT3 e
promuove 1’apoptosi in cellule B neoplastiche e in precursori di cellule B

esposti a stress ossidativi (7).
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Fig 2 Tec chinasi. (A) Rappresentazione schematica dei domini delle Tec chinasi: il
dominio PH ¢ coinvolto nelle interazioni proteina-fosfolipidi e proteina-proteina, il
dominio BH e la regione Pr formano il dominio TH, il dominio SH3 lega la regione
Pr. Il dominio SH2 si lega a tirosine fosforilate. Il dominio chinasi ¢ il dominio
catalitico tirosina chinasi. La proteina RIk/TXK non possiede i domini PH e BH ma
un regione di ripetizioni di cisteina (CCCCC). (B) Il dominio PH delle chinasi Tec
interagisce con i prodotti di PI3K reclutandole alla membrana cellulare. La stella
indica la tirosina fosforilata nel dominio chinasico.

1.3 Agammaglobulinemia di Bruton e immunodeficienza X-linked

La mancata espressione di Btk o alterazioni funzionali in suoi domini (PH, TH,
SH2, SH3 o SH1) causano nell’uomo I’agammaglobulinemia X linked (XLA),
detta anche agammaglobulinemia di Bruton (42, 43).

Nel topo una singola sostituzione amminoacidica (R28C), derivante da
una mutazione puntiforme nel dominio PH di Btk, provoca
I’immunodeficienza X-linked (Xid) (44, 45). La sostituzione R—C non intacca
’attivita chinasica di Btk ma non rende possibile il legame selettivo di Btk a

PIPs. I topi xid sono caratterizzati da: numero ridotto di cellule B mature (le



cellule B periferiche sono ridotte del 50% rispetto al topo wild type), assenza di
cellule Bla peritoneali, bassi livelli di IgM e IgG3, un’alterata risposta agli
antigeni di tipo II T-indipendenti. Cio dipende da un’ incapacita delle cellule di
proliferare in risposta alla stimolazione del BCR, infatti, mentre 1 linfociti B
dei topi wild type in seguito all’attivazione del BCR entrano nel ciclo cellulare,
1 linfociti B dei topi xid vanno incontro ad apoptosi (46).
L’agammaglobulinemia X /inked, chiamata cosi perché¢ Btk mappa sul
cromosoma X, ¢ stata la prima immunodeficienza identificata nel 1952 ed ¢
una delle immunodeficienze congenite piti comuni. E una malattia X-linked
recessiva ed ¢ quindi trasmessa da portatrici fenotipicamente normali alla
progenie di sesso maschile. E caratterizzata dalla completa assenza delle
gamma-globuline nel siero, da assenza o riduzione numerica dei linfociti B nel
sangue periferico e nei tessuti linfoidi, assenza dei centri germinativi nei
linfonodi e di plasmacellule a livello tissutale. Alcuni pazienti presentano
linfociti B maturi periferici ed un livello sierico apprezzabile di I1gG e IgA,
tuttavia possiedono un numero di cellule B di circa 100 volte inferiore alla
norma e la loro risposta anticorpale all’immunizzazione ¢ gravemente
deficitaria. La maturazione, il numero e la funzione dei linfociti T sono in
genere normali anche se ci puo essere una riduzione del numero dei linfociti T
attivati dovuta alla deficitaria presentazione degli antigeni da parte dei linfociti
B. Si ha, in effetti, il completo blocco della transizione pro-B/pre-B (le cellule
si bloccano allo stadio pre-B), le cellule mostrano difetti nella regolazione del
flusso del Ca"". Circa il 20% dei pazienti sviluppa manifestazioni di carattere
autoimmunitario. La malattia si manifesta tra 1 6 mesi ¢ 1 2 anni di vita, 1

neonati sono spesso normali essendo protetti dagli anticorpi materni, e, se non
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viene trattata, ¢ solitamente mortale. I bambini affetti sono suscettibili alle
infezioni batteriche e ad alcune malattie virali, soffrono di infezioni piogeniche
ricorrenti a carico della congiuntiva, del faringe, dei tegumenti dell’orecchio
medio, dei bronchi e dei polmoni. Le complicanze infettive possono essere per
gran parte corrette con I’inoculazione periodica di preparazioni di y-globuline
per via intramuscolare o endovenosa come fonte di immunita passiva, questa
terapia prolunga la vita dei pazienti fino alla 3" 0 4" decade di vita; i pazienti
muoiono poi, di solito, per infezioni respiratorie croniche. Il quadro clinico dei
topi xid ¢ piu leggero di quello dei pazienti XLA e ci0 non dipende dal tipo di
mutazione presente, in quanto nell’'uomo la mutazione singola R28C
(mutazione dei topi xid) provoca [’agammaglobulinemia e topi btk-/-

mantengono il fenotipo xid (47).

1.4 IBtk

IBtk ¢ P’inibitore di Btk lega specificamente il dominio PH di Btk e ne regola
negativamente la sua attivita chinasica. IBtk ¢ stato isolato da Liu ef al. (1) da
una libreria di cDNA B-linfoblastoide umano mediante la tecnica del doppio
ibrido in lievito usando come esca discreti domini di Btk. Liu ha ottenuto 1
seguenti risultati:

-IBtk ¢ una proteina di 203 aa con un peso molecolare di 25,386 kDa derivante
da un trascritto di 2,24 kb, ¢ evolutivamente conservata e mappa nel locus
citogenetico 6ql4.1, una regione di ricorrenti abberrazioni cromosomiali in

disordini linfoproliferativi (48, 49).
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- IBtk associa specificamente con Btk come dimostrato da saggi di interazione
proteina-proteina sia in vivo che in vitro. IBtk e Btk colocalizzano in discrete
regioni citoplasmatiche come visto mediante microscopia confocale.

-In seguito al legame con Btk, IBtk ne regola negativamente in maniera dose
dipendente 1’attivita chinasica di autofosforilazione della Tyr223 nel dominio
SH3, autofosforilazione che eliminerebbe un’interazione inibitoria tra i domini
SH3 e TH e che ¢ richiesta per la funzione propria di Btk. Cio ¢ stato visto
usando come substrato sia Btk endogeno sia un peptide corrispondente al
dominio di Btk SH3, regione che comprende il sito di autofosforilazione
Tyr223.

-La regione di IBtk implicata nella regolazione negativa dell’attivita chinasica
¢ quella C-terminale, residui 66-203.

-L’espressione di IBtk esogeno in cellule DT40 inibisce il flusso di [Ca++]
dopo stimolazione con anti-u.

-L’espressione di Btk inibisce in maniera dose dipendente I’attivazione
trascrizionale di NF-kB osservata in seguito a stimolazione con anti-IgM.

- IBtk non lega e non inibisce Itk e quindi non interferisce con la mobilitazione

del Ca"" in cellule Jurkat in seguito a stimolazione con anti-CD3.
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CAPITOLO 2

MATERIALI E METODI
2.1 Culture cellulari
Le cellule MC3, Jurkat, DeFew (50), NB4 (51), 293T (52) e HeLa (53) sono
state cresciute in mezzo contenente il 10% di siero fetale bovino (FBS)
(Cambrex), L-glutammina 2mM, penicillina 100U/mL e streptomicina 100
U/mL (Biowhittaker). Per le cellule MC3, Jurkat, DeFew ¢ stato usato mezzo
RPMI (Cambrex) per le cellule 293T e HeLa mezzo DMEM (Cambrex). Le
linee cellulari sono state incubate a 37°C 1in presenza del 5% CO,.
2.2 Estrazione di RNA e RT-PCR
RNA totali, estratti mediante Trizol (Invitrogen), ¢ mRNA PoliA, estratti
mediante mRNA Oligotex Mini Kit (Qiagen), sono stati usati per sintetizzare
tre cDNA doppio filamento con SuperScript One-Step RT-PCR con Taq
Platinum (Invitrogen). In effetti, le reazioni di RT-PCR sono state effettuate in
un unico passaggio usando tre coppie oligonucleotidi specifici per IBtka,
IBtkp, IBtky:
-gli oligonucleotidi ex24f (5-GTC AGC CCT CCT GTT GTG GAT-3) € 124/25t (5°-16G ATC
AAA ATG CTC ACA AGT T-3°) hanno amplificato un frammento del cDNA di IBtkf3;
-gli oligonucleotidi ex24f (5-GTC AGC CCT CCT GTT GTG GAT-3";) € eX251 (5-TGC ATT
CAC TGG TTT GGG GGC-3’) hanno amplificato un frammento del cDNA di IBtka;
-gli oligonucleotidi 124/25f (5-TGG GCA ATT TAG CCT CCA TA-3’) € €X251 (5°-TGC ATT
CAC TGG TTT GGG GGC-3’) hanno amplificato un frammento del cDNA di IBtky.
La lunghezza dei frammenti amplificati ¢ stata analizzata mediante
elettroforesi su gel di agarosio 1,5% usando come marcatore di peso

molecolare 100 bp DNA ladder (Promega).
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2.3 Northern Blot

lug/pozzetto di mRNA poliA di MC3, Jurkat e HeLa ¢ stato applicato su gel di
agarosio formaldeide-1% e trasferito su filtri di nylon Hybond N (Amersham
Biosciences). 1 filtri sono stati ibridizzati alternativamente con due frammenti
di /BTK umano marcati con *’P: sonda ex12 e sonda Int24 usando come
controllo un sonda per GAPDH marcata con >°P.

Per creare 1 frammenti successivamente marcati sono stati usati 1 seguenti
oligonucleotidi:

-per la sonda ex12: ex12f 5>-Gca ATA GAC TCT TCC CTG CAC-3’ € X121 5-GGC AGA AGA
GCA AAC CTA AAT-3";

-per la sonda Int24/25: 124/25f 5-1GG GCA ATT TAG cCT ccA TA-3* € 124/251 5°-AAC
TTG TGA GCA TTT TGA TCC A-3’;

- per la sonda GAPDH: GAPDHT 5-GAA GGT GaA GGT GG aGTc-3’e GAPDHTr: 5°-

GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3".

2.4 5°- Rapid Amplification of cDNA Ends (5’RACE)

Per identificare 1 siti di inizio della trascrizione (TSS) di IBtko, IBtkf e
IBtky sono state effettuate due reazioni di 5’RACE, usando 5’RACE System
2.0 kit (Invitrogen). Da lug di mRNA PoliA, estratto da cellule MC3
mediante Trizol (Invitrogen), e mRNA Oligotex Mini Kit (Qiagen), ¢ stato
sintetizzato, tramite la RNA polimerasi SuperScriptll, il primo filamento di
cDNA . Gli oligonucleotidi utilizzati sono 1 seguenti:

-per IBtka e IBtkf, GSPIR (5°-GAG TGA GGA GGG GAA CT-3°);

-per IBtky, GSP6R (5-GAG TCA AGT TTC TGG GAT GTA ATA CTG-3");
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Dopo I’aggiunta di una coda di oligo-dC all’inizio dei trascritti, sono state
effettuate due nested PCR usando oligonucleotidi piu interni.

La prima PCR ¢ stata effettuata utilizzando gli oligonucleotidi specifici:

-per IBtka e IBtkf3, GSP2R (5-GGT GAC CAG TCG CTA GAT GAA A-3’);

- per IBtky, GSP5R (5-GAG TCA AGT TTC TGG GAT GTA ATA CTG-3’);

e I’oligonucleotide Abridged Anchor Primer (AAP) (5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT
ACG GGI IGG Gl GGG 11G-3°) contenente al 3’ un oligo-dI-dG.

La seconda PCR ¢ stata effettuata con gli oligonucleotidi:

-per IBtka e IBtkf3, GSP3R (5-GGT GGA TTC CGC AGG GTC CAC ATA-3’);

-per 1Btky, GSP4R (5-GGA GGC TAA ATT GCC CAG AAA AGG-3’).

I frammenti di DNA ottenuti sono stati eluiti dal gel di agarosio mediante
Qiaquick Extration kit (Qiagen) e sequenziati mediante il sistema di

sequenziamento con ABI PRISM DNA (Applied Biosystems).

2.5 3’- Rapid Amplification of cDNA End (3’ RACE)

Per individuare la fine dei tre trascritti abbiamo effettuato due reazioni di 3’
RACE. Il primo filamento di cDNA ¢ stato sintetizzato da 1ug di mRNA PoliA
di cellule MC3 tramite trascrittasi inversa (3’RACE system Invitrogen),
utilizzando I’oligonucleotide 3’ RACE avente una sequenza di adattatore al 5’
della sequenza oligo (dT) (5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T-3°).
Sono state effettuate tre tappe di PCR. Nel primo passaggio il cDNA ¢ stato
amplificato con I’oligonucleotide adattatore e gli oligonucleotidi specifici:

-per IBtkf, GSP4L (5-cCT TTT CTG GGC AAT TTA GCC TCC ATA-3");

-per IBtka e IBtky, GSP7L (5-GCC TGG GAG ACA CAT AAG CAA T-3°).
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La seconda PCR ¢ stata effettuata usando 1’oligonucleotide adattatore e altri
oligonucleotidi piu interni specifici:

-per IBtkf3, GSPSL (5-CAG TAT TAC ATC CCA GAA ACT TGA CTC-3’);

-per IBtka e IBtky, GSP8L (5°-GAA GGT AAG CCT GGG AGA CAC ATA -3°).

La terza PCR ¢ stata effettuata usando I’oligonucleotide adattatore e gli
oligonucleotidi specifici:

-per IBtkf3, GSPO6L (5-GTG ATA TGT TGG AGG GCT CAT A-3’);

-per IBtka e IBtky, GSPOL (5°-CAG AAG TTC TCT GAA CCT CAA TTG T -3°).

I prodotti finali di PCR sono stati purificati su gel di agarosio (QIAEXII Gel
Extraction kit - QIAGEN) e sono stati sequenziati mediante il sistema di

sequenziamento ABI PRISM DNA (Applied Biosystems).

2.6 Costruzione di plasmidi per la trasfezione

Mediante PCR sono stati amplificati dal DNA genomico umano diversi
frammenti dei promotori di IBtka-IBtkf e IBtky e inseriti in pGL3- vector
(Promega) dopo digestione con Kpnl e Bglll. Per il promotore di IBtko-IBtkf
abbiamo analizzato quattro frammenti: -755/422,-157/+22, -82/+22 e -67/+22.
Per amplificare 1 frammenti abbiamo utilizzato 1 seguenti oligonucleotidi in
senso:

- per -755/422 5-GGG GTA CCA GGC ATT CAG CAG CAG TGT G-3,

- per -157/422 5-GGG GTA CCC GGC GAG GTC AAG TTC CTT T-3,

- per -82/+22: 5°-GGG GTA CCG CAC CAG CCA ATC ATC AAG AG-3’,

-per -67/+22: 5-GGG GTA CCC AAG AGA CAT ACA GGA GCC C-3°.
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Per tutti 1 frammenti abbiamo utilizzato lo stesso oligonucleotide antisenso:s -
GAA GAT CTC GGG AAC GGG GAT GTA GA-3".

Per il promotore di IBtky abbiamo analizzato due frammenti: -691/+5 e -
155/+5.

Abbiamo utilizzato 1 seguenti oligonucleotidi in senso:

-per -691/+5: 5°-GGG GTA CCG GCT GTA GTG CAG TGG TAT GAT-3,

- per -155/45: 5-GGG GTA CCT CCT GTC AGC CCT CCT GTT G-3’,

e per entrambi in oligonucleotidi antisenso:
5’-GAA GAT CTG TCT GTC CAA TTC TTA GGG CAG AA-3°.

Per la produzione dei costrutti 3xFlaglBtka e 3xFlagIlBtkp} abbiamo
amplificato 1 cDNA corrispondenti alla sequenze codificanti di IBtka e di
[Btkf mediante RT-PCR a partire da RNA totale di cellule MC3, utilizzando

per entrambi I’oligonucleotide in senso

5’CCGAAGCTTCCTGACTGCACATCAAAGTGTCGATC3’

e gli oligonucleotidi 5-CGGGATCCCTAGCATCCATGCTTATTCAACATAGG-3” per IBtko e
5-CGGGATCCGAGTCAAGTTTCTGGGATGTAATACTG-3* per IBtkf. I frammenti ottenuti
sono stati inseriti nei siti HindlIl e BamH]1 del vettore p3XFLAG-CMV-7,1

(Sigma).

2.7 Trasfezione e saggio luciferasi

Cellule 293T (3x10°cellule/pozzetto) sono state cresciute in piatti da 6 pozzetti
per 24h prima della trasfezione. La trasfezione ¢ stata effettuata con il metodo
del calcio fosfato (Invitrogen). Come controllo negativo del saggio luciferasi ¢
stato usato un vettore pGL3 Basic. Ogni pozzetto ¢ stato trasfettato con 0,5ug
di costutti plasmidici. Per normalizzare I’efficienza di trasfezione, in ogni

esperimento abbiamo cotrasfettato le cellule con 0,2ug di pCMV B vector
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(Clontech) che esprime la [-galactosidasi sotto il promotore del
citomegalovirus. Dopo 24h dalla trasfezione le cellule sono state lavate due
volte con PBS e poi raccolte. I lisati cellulari e il saggio luciferasi sono stati
effettuati usando il Dual Light System (Applied Biosystem). I risultati sono
stati normalizzati mediante Dattivita [-galactosidasi. Abbiamo effettuato
minimo tre esperimenti indipendenti e abbiamo riportato in grafico 1 valori
medi.

Per le trasfezioni dei plasmidi 3XFlag-IBtka e 3XFlag-1Btkp, le cellule
293T (1x10° cellule/piastra) sono state cresciute in piatti da 100x20 mm per 24
ore prima della trasfezione. La trasfezione ¢ stata effettuata con il metodo del
calcio fosfato (Invitrogen) e ogni piastra ¢ stata trasfettata con 14ug di

plasmide. I lisati cellulari sono stati effettuati 48 h dopo la trasfezione.

2.8 Analisi genomiche
Abbiamo cercato geni omologhi ad /BTK umano in cane, topo, mucca, gallina,
Xenopus tropicalis, Fugu rubripes e Tetraodon nigroviridis tramite TBLASTN

(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) e BLAT (http://genome.ucsc.edu/), usando

come esca la sequenza amminoacidica di IBtk umana. Dalle sequenze
amminoacidiche siamo risaliti alle sequenze genomiche, quest’ultime sono
state allineate alle sequenze cDNA/EST disponibili per avere informazioni
sull’architettura genica. I geni che mancano di trascritti conosciuti sono stati
analizzati manualmente, esaminando 1 siti donatori e accettori di splicing, per

definire la struttura genica.
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2.9 Analisi evolutive

Le sequenze amminoacidiche sono state allineate mediante MULTIALIN (54).
Le percentuali di evoluzione locale delle proteine IBtka delle diverse specie
sono state calcolate con il metodo “evoluzione-struttura-funzione” (55).

Tale analisi richiede prima una ricostruzione delle relazioni evolutive tra tutte
le proteine analizzate. A tal fine abbiamo costruito ’albero filogenetico di
IBtkae usando PHYLO-WIN (56) e, ponendo il livello di ramificazione
constante, abbiamo calcolato su tutto 1’allineamento amminoacidico il numero
di sostituzione per sito in finestre di 15 aa con CODEML (57).

Infine le percentuali relative di mutazione sono state calcolate dividendo il
numero di sostituzioni per sito in ogni finestra, per la media di tutte le finestre
(ottenendo la percentuale relativa).

I valori finali sono stati calcolati limando le percentuali relative con una media
matematica mobile di 7 posizioni.

E stato quindi effettuato un grafico ponendo il profilo evoluzionario sull’asse
delle y e la posizione di allineamento sull’asse delle x. Una lista dei punti
minimi, che definisce le regioni evolutivamente costrette (ECR), ¢ stata
ottenuta analizzando il riquadro dal basso (minimo) all’alto (massimo).

2.10 Produzione di anticorpi anti IBtk.

Abbiamo sviluppato un anticorpo policlonale contro IBtka e IBtkf nella
gallina. Due galline sono state immunizzate (Gallus Immunotech inc.) con il
peptide 31B NFHEDDNQKSC (aa 672-681 di IBtka e IBtkf) coniugato alla
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). Sono state effettuate un’immunizzazione
primaria (0,75 mg in adiuvante di Freund completo) e tre richiami (0,25 mg in

adiuvante incompleto Freund). Abbiamo purificato le IgY specifiche contro il
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peptide 31B mediante cromatografia di affinita usando il peptide 31B legato a
sefarosio ((NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, GE Healthcare).

Per sviluppare un anticorpo policlonale contro IBtka e IBtky abbiamo
immunizzato un ratto con la proteina di fusione His-IBtky 1-164 ossia con la
regione di IBtky di maggiore divergenza uomo-ratto. Per produrre His-IBtky 1-
164 abbiamo generato mediante RT-PCR il cDNA corrispondente alle prime
500 bp del trascritto maturo IBTKy a partire da RNA di cellule MC3 usando
gli oligonucleotidi:
5’CGGGATCCGGTGGTGGTGGTGGTCCGTTAATTGATATAATTTCTAGCAAAATGATTTCTC3’ €
5*CCCAAGCTTTCAGGATGGAGCAGTCACTGA3 . Il frammento ottenuto € stato inserito nel
vettore pQE-100 (Qiagen) nei siti BamHI e HindlIII e il costrutto di fusione ¢
stato espresso in cellule E. coli M15 pREP4, effettuando un’induzione con
IPTG 1mM di 4 ore a 28°C. I batteri sono stati lisati mediante sonicazione ¢ la
proteina ¢ stata purificata mediante cromatografia di affinitd su resina HIS-
Select Nickel Affinity Gel (Sigma) e dializzata in PBS. Sono state effettuate
un’immunizzazione primaria (150 ug di proteina in adiuvante completo di
Freund) e quattro richiami (100 ug di proteina in adiuvante incompleto di
Freund) in ratti. Mediante ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
abbiamo testato il titolo e la reattivita dei sieri ottenuti.

Per sviluppare un altro anticorpo policlonale contro IBtka e IBtky,
abbiamo immunizzato topi IBTK-/- con la proteina ricombinante GST-IBtky.
Per produrre la GST-IBtky, abbiamo generato mediante RT-PCR il cDNA
corrispondente al trascritto maturo IBTKy a partire da RNA di cellule MC3
usando 1 seguenti oliogonucleotidi 5-

CGGAATTCCGGTGGTGGTGGTCCGTTAATTGATATAATTTCTAGCAAAATGATTTCTC-3” € 5’-

20



CCGCTCGAGGCATCTCAACTCCACAGTG-3’). Il frammento ottenuto ¢ stato inserito nel
vettore pGEX-4T-3 (GE Healthcare) nei siti EcoRI e Xhol e il costrutto di
fusione ¢ stato espresso in cellule E. Coli BL21. La proteina GST-IBtky
risultava presente nei corpi di inclusione per cui ¢ stata da essi purificata
usando la soluzione denaturante (urea 8M, 1% Triton X-100, DTT 5SmM) ed
infine ¢ stata purificata da gel. Abbiamo quindi immunizzato topi ibtk -/- con
GST-IBtky omogenizzata da gel. Abbiamo effettuato un’immunizzazione
primaria (0,2 mg di proteina in adiuvante completo di Freund) e tre richiami
(0,lmg di proteina in adiuvante di Freund incompleto). Mediante ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) abbiamo testato il titolo e la reattivita
dei sieri ottenuti.

Per ottenere un anticorpo specifico contro IBtkf abbiamo immunizzato
topi ibtk-/- con la proteina di fusione GST-IBtkf3 1145-1196, la porzione di
IBtkf codificata dall’introne. Tale porzione ¢ stata amplificata mediante PCR
(PCR Supermix Hight fidelity Invitrogen) a partire dal plasmide 3XFlag-IBtkf3
utilizzando gli oligonucleotidi 5- CGGAATTCCTTAGGGTGGGTTGAAAACATTACAAAAG-3’
€ 5- CCGCTCGAGGAGTCAAGTTTCTGGGATGTAATAC -3* ed ¢ stata clonata nel vettore
pGEX-4T-3. La proteina ¢ stata estratta dai corpi di inclusione e purificata da
gel. E stata effettuata un’immunizzazione primaria e due richiami, in corso

sono altri richiami.

2.11 Analisi per Western blotting
I lisati cellulari sono stati effettuati in RIPA buffer (Tris-HCI 50mM pH 7.4,
NP-40 1%, NaCl 150mM, EDTA 1mM, PMSF ImM e inibitori di proteasi),

soggetti a corsa elettroforetica su gel 8% o 12% usando come marcatore di
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peso molecolare Precision Plus Protein Standards (Biorad) e trasferiti su
membrana di PVDF. Gli estratti nucleari e citosolici sono stati effettuati con il
kit celLytic NucLEAR Extraction kit (Sigma). Gli organi di topi WT C57BL
sono stati omogeneizzati in modo meccanico e le sospensioni ottenute sono
state private delle impurita e dei residui fibrosi utilizzando filtri cell strainer
(Falcon). 1 globuli rossi sono stati lisati con buffer ACK (Biowhittaker).
Abbiamo rivelato IBtka e IBtkf usando come anticorpo primario le IgY anti
31B (10ug/mL) e anticorpo secondario a-chicken-HRP (Gallus Immunotech
Inc.). Come controllo di specificita del legame dell’anticorpo ¢ stato effettuato
uno spiazzamento: una parte di anticorpo primario ¢ stata preincubata con il
peptide 31B (rapporto molare IgY/peptide=1/1000).

Abbiamo rivelato IBtka e IBtky usando come anticorpo primario il siero anti
GST-IBtky di un topo immunizzato 4 volte (diluizione 1:500) o di un topo
immunizzato 5 volte (diluizione 1:2000), e come anticorpo secondario con o-
mouse-HRP (GE Healthcare). Come controllo di specificita del legame
dell’anticorpo ¢ stato effettuato uno spiazzamento: una parte dell’anticorpo
primario ¢ stato preincubato con GST (60nmoli/mL) e parte con GST-1Btky
(60 nmoli/mL).

Per rilevare IBtkf abbiamo usato siero di topo immunizzato con GST-IBtkf3
1145-1196 1:100. Per rivelare la tubulina sono stati usati gli anticorpi o-
ytubulin (Sigma) e a-mouse-HRP (GE Healthcare). Per rivelare I’istoneH1
abbiamo usato I’anticorpo HistoneH1 (Santa Cruz) e a-mouse-HRP. I segnali

sono stati visualizzati tramite enhanced chemiluminescence (ECL, e ECL plus,

GE Healthcare).
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2.12