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1.1. Le Immunoglobuline 

 

In tutti gli animali, il sistema immunitario è in grado di difendere 

l’organismo dai patogeni (virus, batteri e parassiti). Nei vertebrati i 

vari meccanismi della risposta immunitaria possono essere distinti in 

due categorie: quelli afferenti all’immunità innata che coinvolgono 

molecole con sequenza costante, determinata a livello genomico, e 

quelli afferenti all’immunità adattativa, che coinvolgono molecole con 

sequenza variabile, determinata a livello somatico. La molecola 

chiave della risposta adattativa è l’Immunoglobulina (Ig) (Fig. 1). 

Essa è presente in due forme: una secreta nel sangue e l’altra 

inserita nella membrana cellulare dei linfociti B dove, insieme 

all’eterodimero Ig-Ig concorre alla formazione del complesso 

recettoriale denominato BCR (Recettore delle cellule B).  

 

 

Figura 1. La molecola di Immunoglobulina.  

 

Le Ig fanno parte di un'ampia famiglia di proteine denominata 

Superfamiglia delle Immunoglobuline (IgSF). I diversi membri di tale 

famiglia presentano similarità strutturali e di sequenza e condividono 

la stessa organizzazione genica; tra loro sono presenti varie proteine 
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di membrana cellulare coinvolte nella risposta immunitaria come i 

recettori delle cellule T (TCR), i componenti del complesso CD3, i 

recettori Fc, i marcatori di sottopopolazioni linfocitarie CD4 e CD8. 

Tale famiglia include anche mediatori del riconoscimento cellulare 

quali CD28 e CD80 (Fig. 2). 

  

 

Figura 2. Esempi di molecole appartenenti alla Superfamiglia delle Ig. 

 

 

1.2. Il dominio immunoglobulinico 

 

Le molecole dell’IgSF sono caratterizzate da un elemento 

strutturale comune denominato dominio Ig, consistente in una coppia 

di foglietti β tenuti insieme da un ponte disolfurico tra due residui 

conservati di cisteina. Ciascun foglietto è formato da -strand 

antiparalleli, contenente da 5 a 10 residui amminoacidici. In ciascun 

-strand si alternano residui idrofilici rivolti verso l’esterno del 

dominio e residui idrofobici rivolti verso l’interno, che ulteriormente 

stabilizzano la struttura complessiva del dominio. I residui 

aminoacidici presenti nei -strand sono più conservati di quelli 

presenti nei loop che connettono i -strand. I domini Ig si distinguono 

da altri domini simili, a doppio foglietto  per il numero dei residui tra 

le due cisteine che formano il ponte; se tale numero è inferiore a 40 il 
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dominio non è definibile come dominio Ig. A seconda del numero di 

-strand che formano ciascun foglietto si distinguono quattro tipi di 

dominio Ig. Domini non Ig possono presentare entrambi i foglietti  

-strand. 

Nel dominio di tipo V un foglietto è costituito da quattro -strand 

(A, B, E e D), l’altro da cinque (C, C’, C’’, F e G); le due cisteine che 

formano il ponte disolfurico tra strand B e F sono separati da circa 

65-75 residui amminoacidici (Fig. 3). 

 

Figura 3. Rappresentazione di un dominio Ig di tipo V 

 

Nel dominio di tipo C1 un foglietto è costituito da quattro -

strand (A, B, E e D), l’altro da tre (C, F e G); il numero di residui 

amminoacidici fra le due cisteine del ponte è variabile tra 55 e 60 

(Fig. 4).  
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Figura 4. Rappresentazione di un dominio Ig di tipo C1. 

 

Nella struttura del dominio di tipo C2 il numero di -strand è, 

come per il tipo C1, tre (A, B ed E) e quattro (C, C’, F e G), ma 

manca il -strand D ed i loop sono in genere più corti (Williams AF 

and Barclay AN, 1988) (fig. 5).  

 

Figura 5. Rappresentazione di un dominio Ig di tipo C2.  

 

Nel 1994 è stato descritto un nuovo tipo di dominio Ig nella 

proteina Telokin, una proteina della muscolatura liscia simile alla 

chinasi MYLK (Harpaz Y and Chothia C, 1994). Tale dominio, 
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denominato I (intermedio), rappresenta una versione troncata del 

dominio di tipo V che manca del -strand C’’ (Fig. 6). 

 

Figura 6. Rappresentazione di un dominio Ig di tipo I. 

 

Caratteristica dei domini Ig è la capacità di appaiarsi mediante 

interazioni idrofobiche che coinvolgono la stessa faccia di ciascun 

dominio. I loop viceversa, data la loro flessibilità, hanno la possibilità 

di interagire con un elevato numero di partners diversi, come nel 

caso del dominio V delle Immunoglobuline i cui loop sono preposti al 

riconoscimento degli antigeni. 

Un esame della struttura di domini Ig, ottenuta mediante 

diffrazione ai raggi X, condotto da Lesk e Chothia (1982), ha 

mostrato che i residui di cisteine che formano il ponte disolfurico e il 

residuo conservato di triptofano del foglietto C, spazialmente 

adiacente, formano un motivo strutturale nel core del dominio: Il 

triptofano copre il ponte disolfurico mentre altri sei residui bloccano 

l’intorno. Tale motivo è denominato “pin”.  
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1.3. Le catene, pesante e leggera, delle 
Immunoglobuline 

 

Le Immunoglobuline sono costituite da due catene pesanti (H) e 

due catene leggere (L) tenute insieme da ponti disolfurici. 

Le catene H e L sono composte di una serie di domini Ig, 

ciascuno di circa 110 residui amminoacidi (Fig. 7). 

 

Figura 7. Rappresentazione schematica di un'immunoglobulina secreta. 

 

Le catene leggere sono costituite da un dominio V ammino-

terminale ed un dominio C1 carbossi-terminale; nei mammiferi si 

distinguono due isotipi di catene leggere (κ and λ). Il dominio C1 è 

essenzialmente identico in tutte le catene leggere di ciascun isotipo 

ed è denominato regione costante della catena leggera (CL). Il 

dominio V è diverso a seconda del clone cellulare che lo sintetizza e 

contribuisce al riconoscimento dell’antigene. A causa della sua 
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variabilità è denominato regione variabile delle catene leggere (VL). 

La variabilità della regione VL è essenzialmente localizzata in tre 

segmenti chiamati regioni ipervariabili o regioni che determinano la 

complementarità (CDR). Le CDR contengono i residui amminoacidici 

che forniscono il contributo della catena leggera al riconoscimento 

dell’antigene. Le CDR sono intervallate da regioni più conservate 

denominate regioni cornice o framework; tali regioni sono quattro e 

sono individuate come FR1-4.  

Nei mammiferi esistono cinque isotipi di catena pesante 

denominati µ, , ,  ed. Gli isotipi γ ed α sono ulteriormente distinti 

in sottoisotipi. Secondo l’isotipo di catena pesante utilizzato, l’Ig 

appartiene alla classe delle IgM, IgD, IgG, IgA, o IgE.  

Ciascuna catena pesante consiste di un dominio ammino-

terminale VH e di tre o quattro domini C1 che insieme costituiscono 

la regione costante CH. I domini C1 sono numerati a partire 

dall’amminico-terminale come CH1, CH2, CH3 e CH4. La regione VH 

come quella VL contiene tre CDR, che insieme alle corrispondenti 

regioni delle catene leggere, concorrono a determinare la struttura 

del sito anticorpale, e quattro FR. Nella catena pesante è anche 

presente una regione spaziatrice tra il CH1 ed il CH2, denominata 

“hinge” che conferisce flessibilità alla molecola e permette che i due 

siti anticorpali si posizionino con una certa libertà su epitopi uguali di 

antigeni multivalenti. Nelle IgM tale struttura è localizzata tra il CH2 

ed il CH3. I domini VH e VL sono tenuti insieme da interazioni non-

covalenti tra le facce omologhe dei due domini. Anche ciascuna 

coppia di domini costanti è tenuta insieme da interazioni non 

covalenti e uno o più ponti disolfurici sono diversamente localizzati 

nella catena H a seconda della classe.  

Mediante idrolisi con papaina, la molecola Ig dà tre frammenti: 

due simili, ciascuno comprendente la catena leggera e i domini VH e 
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CH1 della catena pesante (detti Fab) e l’altro comprendente i restanti 

domini della catena pesante (detto Fc). L’idrolisi con pepsina dà 

luogo al frammento (Fab’)2 ed a quattro frammenti minori. I frammenti 

Fab contengono i due siti che legano l’antigene, sono specifici per 

ciascun clone cellulare che sintetizza la molecola e riconoscono un 

unico epitopo. Inoltre, il Fab può essere diviso in regioni dette Fv 

composte dai due domini variabili VH e VL, e regioni Fb composte 

dai domini CL e CH1.  

 

 

 

Figura 8. La struttura di un Fab (in alto a sinistra), di un frammento Fc (in 
alto a destra) e di un (Fab’)2 (in basso). 

 

Mentre le IgG, IgD e IgE sono costituite da una singola unità 

strutturale H2L2, le IgA possono essere anche dimeriche (H2L2)2, e le 

IgM pentameriche (H2L2)5. 

Le catene pesanti delle Ig di membrana presentano al carbossi-

terminale una regione idrofobica che attraversa la membrana 

cellulare e una corta coda citoplasmatica altamente conservata, 

codificate dai due esoni supplementari, non trascritti nella forma 

secreta.  
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1.4. Siti di glicosilazione delle Ig 

 

Tutte le Ig contengono catene oligosaccaridiche con legame 

all’asparagina; crescenti evidenze dimostrano che tali catene 

rivestono un ruolo strutturale e funzionale. Sebbene il tipo ed il 

numero delle catene oligosaccaridiche vari notevolmente tra le classi 

di Ig, una catena oligosaccaridica legata all’asparagina 297 nel 

dominio CH2 è conservata in tutte le IgG dei mammiferi e nelle 

corrispondenti posizioni del dominio CH2 delle IgA, IgD, e del 

dominio CH3 delle IgM ed IgE. La presenza dei carboidrati nell’Fc è 

stata dimostrata essere importante; infatti, essi determinano, a livello 

strutturale, il modo di appaiarsi dei domini che li contengono; 

proteggono siti di attacco proteolitico, modulando l’emivita della 

molecola; sono importanti nel meccanismo di secrezione cellulare; 

determinano alcune funzioni effettrici (Wawrzynczak EJ et al., 1992; 

Arnold JN et al., 2007). Inoltre, nelle IgG, la glicosilazione dei domini 

V influenza positivamente o negativamente il legame con l’antigene.  

 

 

1.5. Flessibilità della molecola Ig  

 

Sia i domini V che quelli CH tendono a formare dimeri compatti 

VH-VL e CH-CH. Tuttavia, la molecola nel suo complesso, essendo 

costituita da una sequenza di quattro o più di tali motivi dimerici legati 

come in una collana di perle, può essere vista come un paradigma 

della flessibilità molecolare. 
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Figure 10. Rappresentazione della flessibilità della molecola 
immunoglobulinica e dei possibili movimenti. La flessibilità assiale e quella 
segmentale dipendono dalla “hinge”.  

 

Sono stati descritti molteplici movimenti potenziali dei domini 

dovuti a flessibilità localizzata in diverse posizioni (Nezlin R, 1990). 

Alta flessibilità è localizzata tra le regioni Fv ed Fb del Fab che è 

denominata “elbow bend” (Fig. 11).  

 

Figura 11. Curvatura del dimero VH-VL rispetto al dimero CH1-CL definita 
“Elbow angle”. 
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Un’interazione dinamica denominata “ball and socket” coinvolge 

5 residui del FR1 del VH (socket) ed tre residui del CH1 (ball). 

Analoga situazione sussiste tra i domini VL e CL. Gli angoli “elbow 

bend” determinati da strutture cristallografiche di frammenti Fab 

monoclonali variano da 130° a 180° (Lesk AM and Chothia C, 1988). 

Le catene leggere di isotipo λ sembrano permettere angoli più 

ampi di quelli possibili con le catene leggere di isotipo κ (Stanfield RL 

et al., 2006). 

Le catene pesanti delle Ig contengono un elemento strutturale 

che non è relazionato ai domini IgSF. Tale elemento viene chiamato 

“hinge” ed è localizzato tra il carbossi-terminale del CH1 e l’ammino-

terminale del CH2. Nelle IgM che presentano quattro domini costanti 

la “hinge” è localizzata tra il CH2 ed il CH3. Le varie classi di Ig e le 

sottoclassi di IgG presentano “hinge” diverse in lunghezza e 

struttura. La “hinge” permette a ciascun Fab un movimento angolare 

relativo sia all’altro Fab che alla restante parte della molecola (Fc) 

(Fig. 12).  

 

Figura 12. Flessibilità potenziale (SF) del frammento Fab, di cui sono indicati 
i domini Fv ed Fb,  rispetto al frammento Fc, di cui è indicato solo il dominio CH1. 

 

Ciò dà maggiore libertà ai due Fab di posizionarsi a distanze 

variabili tra di loro. L’ampiezza del movimento è determinato dal tipo 
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di “hinge”. Questa flessibilità ha una grande implicazione nella 

funzionalità degli anticorpi poiché permette ad un anticorpo bivalente 

di legare epitopi antigenici in una varietà di relative sistemazioni 

spaziali.  

Sebbene non sia stato dimostrato, possiamo ipotizzare che la 

variazione della geometria Fab-Fc contribuisca ad ottimizzare 

l’attivazione di funzioni effettrici quando l’antigene è legato; ad 

esempio, la necessità di conservare il legame con l’antigene quando 

l’Ig interagisce con un recettore Fc sulla membrana di alcuni tipi 

cellulari, potrebbe dipendere dalla flessibilità della “hinge”. 

Un altro ruolo chiave della “hinge” è la stabilizzazione 

dell’interazioni CH2-CH2 mediante ponti disolfurici promossi dai 

residui cisteina ivi presenti. 

 

 

1.6. Le Ig di membrana 

 

Le Ig possono essere espresse anche con una forma diversa di 

catena pesante. Le Ig di membrana, diversamente da quelle secrete, 

contengono una regione idrofobica che attraversa la membrana ed 

una coda citoplasmatica (Fig. 13).  

La regione che attraversa la membrana cellulare è una tipica -

elica consistente di 23 residui amminoacidici. La porzione 

citoplasmatica generalmente consiste di tre residui, solo quella delle 

IgE è più lunga (30 residui). 
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Figura 13. Rappresentazione schematica di un’immunoglobulina di 
membrana. 

 

Essendo la porzione citoplasmatica generalmente corta, essa 

non è in grado di trasdurre il segnale del legame con l’antigene 

all’interno della cellula. La funzione di segnale viene assunta dai 

peptidi Igα ed Igβ che sono associati alla Ig nel contesto del BCR 

(Blum JH et al., 1993). Tali peptidi contengono un dominio C1 nella 

regione extracellulare, un’elica transmembrana ed una lunga regione 

citoplasmatica contenente i motivi ITAM che fosforilandosi, 

innescano la cascata degli eventi del signaling. Ad ogni molecola di 

Ig è associato un singolo eterodimero Igα-Igβ. Le interazioni che 

stabilizzano il complesso del BCR sono tuttora poco chiare: sono 

stati ipotizzati contatti extracellulari ed all’interno della membrana 

cellulare (Pleiman CM et al., 1994). 

 

 

1.7. Splicing alternativo per la sintesi della forma 
secreta o di membrana della catena pesante 

 

I meccanismi dello splicing alternativo del trascritto primario 

(pre-mRNA) permettono di sintetizzare da un unico gene prodotti 
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multipli con funzionalità diversa; essi rappresentano un modo di 

regolare l’espressione di molti geni coinvolti nella risposta 

immunitaria (Lynch KW, 2004). Tra questi i geni del MHC (Ishitani A 

and Geraghty DE, 1992) e le forme di diversa lunghezza della catena 

δ del CD3 (Atkinson TP et al., 2003). 

La regione del locus IgH codificante la porzione costante 

contiene i quattro esoni costanti, seguiti al 3’ da un segnale di 

poliadenilazione (s-pA) e due esoni (TM1 e TM2) codificanti la 

regione specifica della forma di membrana a circa 2 kb, seguiti da un 

secondo segnale di poliadenilazione (m-pA). L’ultima parte del 

dominio CH4 contiene un sito criptico di splicing che viene utilizzato 

nella sintesi della forma di membrana; la porzione al 5’ di tale sito 

costituisce il dominio Ig mentre la porzione al 3’ costituisce il 

cosiddetto frammento secretorio presente esclusivamente nella 

forma secreta ed importante nella polimerizzazione dell’IgM. 

Sarà espressa la forma di membrana o quella solubile a 

seconda della diversa disponibilità dei segnali di poliadenilazione 

(Peterson ML, 2007). Nella cellula B il segnale s-pA è impegnato da 

una proteina regolatrice ed, in conseguenza, viene utilizzato il 

segnale m-pA con conseguente sintesi della forma di membrana. 

Quando la cellula si trasforma in plasmacellula secernente Ig, dal sito 

s-pA viene staccata la proteina regolatrice e viene sintetizzata la 

forma secreta (Fig. 14).  

Nelle IgM dei mammiferi, gli esoni TM codificano 41 residui 

amminoacidici, dei quali 15 costituiscono il dominio extracellulare 

prossimale alla membrana (EMPD), 23 attraversano il doppio strato 

lipidico della membrana cellulare e 3 costituiscono la regione 

citoplasmatica. 
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Figura 14. Splicing alternativo del trascritto primario dei mammiferi. 

 

Predizioni di struttura secondaria suggeriscono che la regione 

che attraversa la membrana si strutturano ad -elica e che le EMPD 

delle due catene pesanti interagiscono tra loro (Major JG et al., 

1996). In particolare, studi sulle EMPD delle IgM umane hanno 

dimostrato che i residui di cisteina ivi presenti possono dar luogo ad 

un ponte disolfurico (Bestagno M et al., 2001). 

In genere l’EMPD è poco conservato evolutivamente in termini 

di sequenza e lunghezza, tuttavia, la maggior parte delle sequenze 

disponibili mostra alcuni elementi comuni come una sequenza 

prossimale alla membrana, ricca di residui carichi negativamente; 

inoltre, un alto contenuto di cisteine e proline è una caratteristica 

condivisa da altre regioni spaziatrici delle molecole immunitarie. 
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1.8. Trasduzione del segnale del BCR 

 

Le Ig di membrana esplicano la loro funzionalità nell’ambito 

del BCR, complesso recettoriale dei linfociti B (Reth M, 1992). Il BCR 

è costituito da un’immunoglobulina con catena pesante di membrana 

(mIg) associata non covalentemente ad un eterodimero costituito dai 

due peptidi CD79A e CD79B, detti anche Ig ed Ig, legati l’un l’altro 

da un ponte disolfurico. La stechiometria del complesso è stata 

recentemente dimostrata: ad un’Ig corrisponde un etero dimero.  
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Figura 15. Rappresentazione schematica di un complesso BCR. 

 

A seguito del legame con l’antigene, sono innescati due 

importanti meccanismi: la trasduzione del segnale, con una cascata 

di eventi biochimici, che induce processi di attivazione cellulare, e 

l’internalizzazione del complesso antigene-BCR. Nel complesso del 

BCR, il ruolo di riconoscimento e di legame con l’antigene è 

espletato dalla molecola mIg. Tuttavia, la coda citoplasmatica 

dell’mIg è troppo corta per interagire direttamente con l’apparato 
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della trasduzione del segnale. Tale funzione è, invece, a carico delle 

code citoplasmatiche dell’eterodimero Ig-Ig che contengono i 

motivi ITAM dell’attivazione, mediata dalle interazioni con tirosin-

chinasi specifiche. In assenza di antigene, cioè in condizione di 

riposo, i BCR appaiono dispersi sulla superficie delle cellule B. Essi, 

tuttavia, sembrano avere un'intrinseca propensione 

all'oligomerizzazione; si suppone, inoltre, che tale oligomerizzazione 

possa giocare un ruolo, ancora non ben definito, sull’inizio della 

trasduzione del segnale (Reth M, 2001). 

In seguito al legame con l’antigene, i BCR formano clusters 

microscopici che reclutano la prima chinasi della trasduzione, Lyn, 

una chinasi della famiglia Src. Lyn fosforila le tirosine del motivo 

ITAM, contenuto nelle regioni citoplasmatiche dell’eterodimero Ig-

Ig, che a loro volta reclutano ai cluster di BCR altri componenti dei 

meccanismi di internalizzazione e trasduzione del segnale (Dal Porto 

JM et al., 2004). Finora non è stato chiarito come l’informazione del 

legame con l’antigene nella regione extracellulare del BCR sia 

trasferita, attraverso la membrana cellulare, alla regione 

citoplasmatica di Ig-Ig.  

La funzione di riconoscimento dell’antigene da parte del BCR 

non si verifica solo con antigeni solubili, ma anche con antigeni sulla 

superficie cellulare delle cosiddette cellule presentanti l’antigene 

(APC). Il contatto tra le due cellule, APC e il linfocita B, rappresenta 

un momento fondamentale nell’attivazione. Batista et al. hanno 

evidenziato che sui linfociti B che vengono a contatto con l’antigene 

sulle APC, si osservano sinapsi immunologiche molto ordinate, con il 

caratteristico pattern di aggregazione dei BCR ad “occhio di bue” 

incorniciato da una corona di molecole di adesione quali LFA1 

(Antigene associato a Funzione Leucocitaria 1) ed ICAM1 (Molecola 

di Adesione InterCellulare 1) (Batista F et al., 2001).  
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Più recentemente, è stato osservato che i BCR che si 

aggregano al punto iniziale di contatto della APC con il linfocita B, 

inducono un’estesa adesione delle superfici cellulari. 

Successivamente, altri BCR incontrano l’insieme di antigeni e si 

spostano lungo le fibre di actina verso il centro dell’area di contatto 

delle cellule dove concentrandosi, formano la ben organizzata 

sinapsi immunitaria (Carrasco YR et al., 2004; Fleire SJ et al., 2006; 

Weber M et al., 2008).  

Studi più recenti hanno dimostrato che i microdomini di 

membrana biologica chiamati “lipid raft” sono coinvolti nell’attivazione 

del BCR ed agiscono da piattaforma per la trasduzione del segnale. I 

lipid rafts sono microdomini della membrana cellulare ricchi in 

colesterolo e di alcuni sfingolipidi, tra i quali la sfingomielina. Molti 

sfingolipidi presentano catene aciliche completamente sature che 

conferiscono al microdominio uno spessore maggiore ed un 

impacchettamento migliore rispetto al resto della membrana 

(McIntosh TJ et al., 2003). Il colesterolo funziona da collante che 

tiene unito il microdominio. Viceversa i fosfolipidi, ricchi di catene 

insature, tendono ad impaccarsi meno efficientemente formando una 

fase disordinata, più fluida; ciò permette un rapido movimento 

laterale dei lipid raft con conseguente separazione di fase nella 

membrana. Tolar et al. hanno proposto che l’oligomerizzazione dei 

BCR porta ad una loro associazione con microdomini raft (Tolar P et 

al., 2009). La condensazione dei raft intorno ai BCR potrebbe 

facilitare l’associazione con la chinasi Lyn o, alternativamente, 

l’ambiente lipidico dei raft potrebbe indurre una variazione 

conformazionale delle regioni citoplasmatiche del BCR che le 

renderebbe stericamente più disponibili all’interazione con Lyn (Fig. 

16). 
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Figura 16. Modello di induzione della trasduzione del segnale dipendente 
dall’oligomerizzazione del BCR, conseguente al legame dell’antigene: l’interazione 
cellulare provocherebbe una variazione conformazionale degli oligomeri con 
conseguente apertura delle code citoplasmatiche dell’eterodimero, rese così 
disponibili all’interazione con Lyn. 

 

 

1.9. Analisi strutturali delle Ig 

 

Negli ultimi anni l’interesse per la molecola Ig è cresciuto 

enormemente e per analizzare il rapporto struttura-funzione a livello 

molecolare, diversi metodi di analisi strutturale sono stati proposti. 

Centinaia di strutture cristallografiche comprendenti interi 

anticorpi monoclonali, anticorpi ingegnerizzati, frammenti Fab da soli 

o in complesso con l’antigene relativo, sono state risolte. Mentre le 

strutture dei singoli domini o frammenti sono facilmente risolvibili, la 

risoluzione dell’intera molecola comporta delle difficoltà a causa della 

sua elevata flessibilità. 

Nel 2002 Saphire et al. (Saphire EO et al., 2002) hanno 

presentato la prima struttura cristallografica di una IgG umana 

completa della “hinge”: questa struttura evidenzia un’estrema 

asimmetria, indicativa della straordinaria flessibilità tra i domini (Fig. 

17). Inoltre, la struttura evidenzia l'asimmetria nella composizione 

carboidratica di ciascun dominio CH2.  
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Figura 17. Struttura cristallografica di IgG (1HZH.pdb). Si può osservare il 

dominio Fc completo ed il possibile movimento relativo dei Fab.  

 

In aggiunta all’approccio classico della cristallografia e 

dell’NMR, nuovi metodi sono stati sviluppati per studiare la struttura 

delle Ig. Uno di questi è la crio-elettrotomografia (cryo-ET), una 

tecnica di microscopia elettronica a temperature criogeniche che usa 

la tomografia per ottenere immagini tridimensionali. Tale tecnica è 

usata per studiare cellule e macromolecole di grandi dimensioni e, 

nel 2004, è stata usata per analizzare una IgG monoclonale (Sandin 

S et al., 2004). I tomogrammi hanno rivelato molecole di IgG con la 

classica forma ad Y: due ellissoidi corrispondenti ai Fab ed una 

forma a cuore corrispondente allo stelo Fc (Fig. 18).  

 

Figura 18. Confronto tra singole molecole di IgG in soluzione. I tomogrammi 
sono sovrapposti in base allo stelo Fc (in giallo). Le braccia dei Fab di due 
molecole sono riportate in arancione e verde. La visione in tre dimensioni è 
mostrata relativamente a rotazioni di 90° rispetto all'asse delle y e delle x. 
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Tale studio ha permesso di analizzare l’alta flessibilità della 

molecola poiché le posizioni relative dei Fab rispetto all'Fc differivano 

ampiamente tra molecola e molecola. La distribuzione delle strutture 

individuali ha fornito un’analisi quantitativa della dinamica del 

sistema.  

Per ottenere nuovi dati riguardo alla struttura della molecola Ig 

in soluzione è stato proposto l’approccio della Cristalloidrodinamica. 

Dati sperimentali idrodinamici di soluzioni diluite di IgG sono 

applicati, tramite l’algoritmo SOLpro, ad ellisoidi costruiti su dati 

cristallografici; la tecnica descrive i tempi medi di orientamento degli 

ellisoidi costituenti i Fab e l’Fc in soluzione diluita (Carrasco B et al., 

2001; Lu Y et al., 2007). Un'immagine dei risultati ottenuti è riportata 

nella figura 19.  

 

Figura 19. Modelli di “best fit” per un'IgG3 umana ottenuti mediante 
Cristalloidrodinamica. Il dominio Fc (ellissoide oblato) è in basso ed è congiunto, 
mediante la “hinge”, ai due domini Fab (ellissoidi prolati) parzialmente sovrapposti. 

 

Anche metodi biochimici sono stati utili per ottenere 

informazioni strutturali: riduzione limitata con ditiotreitolo (DTT) dei 

ponti disolfurici delle IgG è stata usata da Hong et al. (Hong J et al., 

2009). Mediante tale tecnica si è visto che il ponte disolfurico tra la 

catena leggera e la pesante viene idrolizzato più facilmente di quello 

tra le due catene pesanti.  
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Più recentemente, metodi computazionali quale la Dinamica 

Molecolare (MD) hanno fornito un notevole contributo a questi studi. 

Questa si basa sulla risoluzione dell’equazione del moto di Newton. 

Integrando l’equazione del moto è possibile ottenere per ciascun 

atomo del sistema la sua posizione e velocità in funzione del tempo; 

l’insieme dei dati definisce una traiettoria del modello che identifica 

gli stati di minore energia potenziale e, quindi, di equilibrio più stabile. 

Mediante MD è stato possibile studiare sistemi biologici complessi di 

un numero elevatissimo di atomi. Nel 2005 una simulazione di MD è 

stata condotta su un sistema antigene-anticorpo di elevata affinità 

per analizzare la flessibilità del sito anticorpale, e per interpretare la 

dinamica della reazione con l’antigene. Essa risultava ascrivibile al 

meccanismo in due passi del tipo “adattamento indotto”, cioè 

aggiustamento dell’interazione primaria piuttosto che al meccanismo 

in un unico passo del tipo “chiave-serratura”. Inoltre, con questo 

metodo è stato possibile capire il significato funzionale della 

selezione dei residui amminoacidici carichi e di quelli polari nelle 

regioni più o meno rigide. (Sinha N and Smith-Gill SJ, 2005).  

Poiché è molto complesso ottenere dati strutturali a livello 

atomico di un’intera Ig, Brandt JP et al. (Brandt JP et al., 2010) 

hanno costruito un modello molecolare da strutture cristallografiche 

di frammenti di una IgG monoclonale (Trastuzumab); tale modello è 

stato sottoposto a simulazioni MD e sulla dimensione e forma della 

molecola intera sono stati raccolti dati idrodinamici sperimentali; per 

capire quale delle traiettorie ottenute in una serie di simulazioni fosse 

quella più vicina alla realtà è stata usata la tecnica del “continuum 

hydrodynamic modeling” che calcola le proprietà idrodinamiche sulla 

dimensione e topologia della sua superficie accessibile al solvente. Il 

paragone dei risultati ottenuti sperimentalmente con quelli calcolati, 
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ha determinato il prodotto di quale simulazione fosse quello più 

vicino alla realtà (Fig. 20).  

 

 

Figura 20. Anticorpo monoclonale IgG1 prima (A) e dopo una simulazione di 
7.4 ns. 

 

 

1.10. Le Ig dei teleostei 

 

Le Ig dei teleostei sono più simili alle IgM dei mammiferi: esse 

consistono di due catene pesanti, ognuna di 75 kDa, e di due catene 

leggere, ciascuna di 22-25 kDa. Questi anticorpi non sono presenti 

solo nel sangue ma anche nelle secrezioni come muco cutaneo e 

bile. 

Le Ig dei teleostei sono state isolate da molte specie e sono 

state ben caratterizzate: si tratta di molecole simili alle IgM, di circa 

800 kDa (Wilson MR and Warr GW, 1992). Nei teleostei, la forma 

polimerica delle Ig predominanti nel plasma è quella tetramerica, 

costituita dall’assemblaggio di quattro unità di base, ma non è chiaro 

se esse siano tenute insieme da un peptide ortologo di J dei 

mammiferi; soltanto per alcune specie di teleostei è stato possibile 

dimostrare la presenza di un peptide simile a J (Warr GW, 1995). La 
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forma pentamerica dei condrostei, invece, presenta un peptide J per 

mantenere unite le cinque unità H2L2.  

Sebbene la forma secreta delle IgM dei teleosti presenti alcune 

caratteristiche strutturali e funzionali simili a quelle delle IgM dei 

mammiferi, una differenza sostanziale tra le due consiste nel fatto 

che le IgM di alcuni teleostei si associano tra loro in modo diverso 

fino a formare una miscela eterogenea semplicemente variando il 

numero di ponti disolfurici fra i monomeri. Questa eterogeneità nella 

struttura di base è collegabile alle varie forme redox ed ha 

implicazioni significative nel processo di maturazione dell'affinità 

dell'anticorpo (Ye J et al., 2010) e potrebbe rendere conto 

dell’assenza del peptide J. 

Nel 1990 Wilson et al. hanno individuato un pattern di splicing 

alternativo insolito per le IgM di membrana del teleosteo Ictalurus 

punctatus. Anche in questa specie, entrambe le forme di catena 

pesante vengono sintetizzate dallo stesso gene ma, la forma di 

membrana risulta più corta di quella secreta. Successivamente, 

questo dato è stato confermato anche per altre specie di teleostei 

analizzate. In questi pesci è stata riscontrata l’assenza del sito 

criptico di splicing del CH4 che permette in tutte le altre specie di 

agganciare gli esoni TM al CH4. Nei teleostei, il sito donatore di 

splicing utile per agganciare gli esoni TM è quello al 3’ dell’esone 

CH3 (Warr GW et al., 1992). In conseguenza di ciò, la proteina 

sintetizzata risulta mancante del dominio CH4 e quindi più corta (Fig. 

21).  

Da un’analisi comparativa dei trascritti codificanti le catene 

pesanti delle IgM di teleostei (Artero S and Lefranc MP, 2000) risulta 

che i due esoni, TM1 e TM2, codificano 45-48 residui amminoacidici; 

i grafici di idropaticità indicano che 17-22 residui appartengono 

all’EMPD, i successivi 23 attraversano il doppio strato lipidico e gli 
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ultimi tre sono attribuibili alla coda citoplasmatica. Questi ultimi 

mediano l’interazione con i filamenti di actina del citoscheletro nei 

mammiferi (Park JI and Jongstra-Bilen J, 1997).  

 

Figura 21. Splicing alternativo del trascritto primario IgH dei teleostei.  

 

L’isotipo M non è, però, l’unico presente nei teleostei: infatti, 

recentemente è stato descritto un nuovo isotipo definito come IgD in 

base all’omologia di alcuni suoi domini costanti con quelli delle IgD 

dei mammiferi, in specie quali Ictalurus punctatus (Rycyzyn MA et 

al., 1996), Paralichthys olivaceus (Hirono I et al., 2003), Gadus 

morhua (Stenvik J et al., 2001), Salmo salar (Hordvik I et al., 2002). 

Inoltre è stato identificato anche un terzo isotipo IgH in Danio rerio e 

in Oncorhynchus mykiss: tale Ig è stata chiamata IgZ in D. rerio 

(Danilova N et al., 2005) e IgT in O. mykiss (Hansen JD et al., 2005). 

Un’ulteriore differenza tra le Ig dei teleostei e quelle dei 

mammiferi riguarda la struttura genica codificante le catene leggere. 
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Infatti per tutti gli isotipi di catene leggere dei teleostei esistono 

molteplici clusters VJC come mostrato in figura 22. 

 

Figura 22. Organizzazione genica a cluster della catena leggera nei teleostei. 

 

 

1.11. Le Ig dei teleostei antartici 

 

I Nototenioidei sono un gruppo di teleostei che vivono nei mari 

che circondano il continente antartico (Fig. 23). 

 

Figura 23. Il continente antartico. 

 

Essi si sono evoluti a partire da circa 40 milioni di anni fa, da 

progenitori dell’ordine dei Perciformi che popolavano le acque 

costiere temperate dell’antico supercontinente Gondwana. La fauna 

ittica costiera originaria si diversificò e si adattò progressivamente 
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alle sempre più estreme condizioni ambientali durante la deriva del 

continente antartico verso il Polo Sud geografico. 

Nell’evoluzione dei Nototeniodei ha avuto grande rilievo la 

formazione della Convergenza Antartica, un sistema di correnti 

marine circum-antartiche che costituisce una barriera termica tra le 

gelide acque vicine al continente e le masse oceaniche circostanti 

più temperate. 

I pesci antartici hanno sviluppato meccanismi di adattamento 

fisiologico e biochimico che li rende unici al mondo. Essi dimostrano 

che, sotto la spinta di una forte pressione ambientale, gli organismi 

sono in grado di dare risposte strategiche variamente diversificate ed 

adeguate. Attualmente l’ittiofauna antartica è dominata da un singolo 

gruppo di teleostei, ordine Perciforme, sottordine Nototenioidei. 

Quest’ultimo comprende 120 delle 272 specie che popolano l’oceano 

meridionale finora conosciute; di queste, 174 si trovano nella regione 

antartica, delle quali 95 sono Nototenioidei. La dominanza di questo 

gruppo tassonomico è dimostrata dal fatto che il 45% delle specie 

ittiche che vivono nella regione polare appartengono ad esso 

(Eastman JT, 2005). Questi pesci, definiti altamente stenotermi, 

ovvero, in grado di vivere solo in un ristretto intervallo di temperatura, 

si sono adattati a vivere alla temperatura di –1,87 °C, costante tutto 

l’anno. In particolare, il loro sistema enzimatico è specializzato per 

funzionare alle basse temperature ed inattivarsi al di sopra dello zero 

(Hazel JR, 1995). 

Tra le forme di specializzazione fisiologica che li caratterizzano 

come organismi unici vi è senza dubbio la sintesi di particolari 

glicoproteine anticongelamento che impedisce il congelamento dei 

loro fluidi corporei a temperature più basse dello zero (Chen L et al., 

1997). Un altro elemento distintivo dell’ittiofauna degli ambienti polari 

è l’assenza di vescica natatoria, compensata dalla modificazione del 
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tessuto osseo divenuto simile a quello cartilagineo e dall’accumulo di 

depositi di grasso: ciò rende il loro peso nell’acqua quasi nullo, con 

una forte diminuzione del consumo di energia durante gli 

spostamenti. A favorire un minor consumo da parte dell’organismo 

compete anche il ridotto numero di globuli rossi con conseguente 

diminuzione della viscosità del sangue altrimenti troppo alta a 

temperature prossime allo zero. 

Le Ig dei teleostei antartici sono studiate quasi esclusivamente 

dal gruppo di ricerca presso il quale è stato prodotto questo lavoro di 

tesi. In 15 specie sono state determinate le sequenze complete della 

regione costante della catena pesante delle Ig sia come forma 

secreta che di membrana; di altre 5 specie sono state determinate 

sequenze parziali; di 9 specie sono state ottenute sequenze 

genomiche; di due specie sono state ottenute sequenze di catene 

leggere. 

I principali dati fin qui ottenuti sono stati recentemente raccolti 

in una review (Coscia MR et al., 2010); ho partecipato 

personalmente alla stesura di questo lavoro, che è riportato 

integralmente in appendice. In esso sono parzialmente riportati 

anche dati riportati nel capitolo dei risultati di questa tesi. Di seguito 

riepilogo i risultati ottenuti precedentemente all’inizio della tesi. 

Ig di Trematomus bernacchii (Fig. 24) sono state purificate dal 

siero e dalla bile (Pucci B et al., 2003): la massa molecolare relativa 

della forma polimerica (H2L2)4 risulta di 830 kDa, quelle della catena 

H ed L rispettivamente 78 e 25 kDa. Il valore di massa molecolare 

relativa risulta leggermente più alto che nelle specie temperate dove 

risulta di 70 kDa (Wilson Mr and Warr GW, 1992); la differenza tra 

tali valori può essere attribuita ad un più alto contenuto di carboidrati 

delle specie polari. Infatti, il contenuto di carboidrati dell’intera 

molecola di Ig di T. bernacchii è stato determinato come 12.8 % della 
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massa totale; è da sottolineare che solo le catene pesanti sono state 

trovate glicosilate. Il pI della molecola intera varia da 4.4 a 6.0 a 

seconda della regione variabile presente, quello delle catene H 

isolate risulta tra 4.0 e 6.0. La sequenza amminoacidica della catena 

pesante di T. bernacchii contiene 7 siti putativi di N-glicosilazione; 

esso è il numero più alto tra le sequenze di tutte le specie di 

vertebrati. Sperimentalmente, mediante N-deglicosilazione limitata, 

sono stati evidenziati quattro catene carboidratiche di massa simile. 

L’elevato grado di glicosilazione può essere correlato all’alta 

solubilità di queste molecole anche a bassa temperatura. 

 

 

Figura 24. Esemplare di Trematomus bernacchii. 

 

La sequenza dell’intera catena pesante di T. bernacchii è stata 

determinata; le differenze più rilevanti rispetto a quelle dei teleostei 

temperati non risiedono nella composizione amminoacidica, né nelle 

modifiche post-traduzionali, ma piuttosto nella lunghezza delle 

regioni spaziatrici tra i domini, regioni che assicurano una maggiore 

flessibilità delle molecole adattate al freddo. Infatti, un’inserzione di 

due residui è stata ritrovata a livello della regione di connessione tra i 

domini VH e CH1, che coinvolge il “ripiegamento a gomito” e 

determina la mobilità del frammento Fv, che lega l’antigene ed il 

dimero CH1-CL. Una seconda inserzione è stata trovata a livello 
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della cosiddetta “hinge”, la regione che determina molti dei 

movimenti dell’intera molecola (Coscia MR et al., 2000). 

Inoltre, una libreria di cDNA da milza è stata costruita per 

studiare come si genera la diversità anticorpale in questa specie: 43 

cloni di cDNA codificanti altrettante regioni variabili sono stati 

sequenziati ed, in base all’omologia di sequenza, sono state definite 

due famiglie geniche VH. L’89% delle sequenze risultavano 

appartenere ad una famiglia definita Trbe VH II, mentre le rimanenti 

sequenze venivano attribuite ad un’altra famiglia denominata Trbe 

VH I. Il numero di famiglie è il più basso di tutte le specie di vertebrati 

(Coscia MR et al., 2002). Alcune sequenze VH sono state identificate 

anche nel DNA genomico e le sequenze contenenti i segnali della 

ricombinazione (RSS) sono stati trovati altamente omologhi a quelli 

di tutti i vertebrati (Coscia MR and Oreste U, 2009). Sebbene T. 

bernacchii possegga solo due famiglie geniche, importanti indicazioni 

sono state evidenziate dall’analisi della lunghezza e della 

composizione delle CDR, in particolare i dati di entropia di Shannon 

relativi alla CDR2 sono più elevati rispetto a quelli delle altre CDR. 

Inoltre, le inserzioni/delezioni contribuiscono alla diversità più che in 

ogni altra specie (Oreste U and Coscia MR, 2002).  

Duplicazioni geniche del locus codificante la catena pesante è 

un’altra caratteristica dei teleostei antartici. Infatti, in quattro specie, 

Trematomus scotti, Trematomus. newnesi, Trematomus pennellii, 

and Trematomus lepidorhinus, mediante FISH su cromosomi in 

metafase, sono stati evidenziati segnali prodotti da una sonda IgH di 

T. bernacchii su due coppie di cromosomi ed in T. newnesi tre 

varianti alleliche sono state sequenziate (Pisano E et al., 2007). 

Ulteriori contributi sono stati forniti dal gruppo sulla specificità 

antigenica delle Ig dei teleostei antartici (Coscia MR and Oreste U, 



 32 

1998; Coscia MR et al., 2000) e su meccanismi fisiologici (Abelli L et 

al., 2005). 

Il gruppo di ricerca, dopo aver ottenuto i risultati descritti sopra 

ha cercato di estendere i dati ottenuti ad altre specie di Nototenioidi 

sia antartici che periantartici, collezionando sequenze di cDNA di 

catene L ed H e sequenze genomiche di catena H. 

 

 

1. 12. Contesto della tesi  

 

Nel 2006, al fine di svolgere la mia tesi di laurea, sono entrata 

nel gruppo di ricerca che aveva prodotto i risultati sopra descritti, 

inserendomi nei progetti in corso e sviluppando un tema specifico 

quello dell’analisi della regione transmembrana della catena pesante 

delle Ig del teleosteo antartico Chionodraco hamatus (Fig. 25).  

 

Figura 25. Esemplare di Chionodraco hamatus.  

 

L’interesse derivava da fatto che il dimero di tale regione, 

interagendo con l’eterodimero Ig-Ig è probabilmente coinvolto 

nella trasduzione, all’interno della membrana, del segnale 

dell’avvenuto legame con l’antigene.  
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Ho, quindi, completato la determinazione della sequenza della 

forma di membrana della catena H delle Ig di C. hamatus e sulla 

sequenza ottenuta ho condotto analisi di Modeling e MD. I risultati 

ottenuti sono stati successivamente alla mia laurea, riportati in una 

pubblicazione (Merlino A et al., 2008), riportati per esteso al termine 

di questa tesi e qui sintetizzati. 

Mediante metodi computazionali sono state individuate le 

regioni EMPD, transmembrana e citoplasmatica della sequenza 

aminoacidica codificata dagli esoni TM1 e TM2. E’ stato costruito un 

modello molecolare delle regioni trasmembrana e citoplasmatica 

mediante Homology Modeling usando come templato la struttura 

dell’elica H del centro della reazione fotosintetica di Rhodobacter 

sphaeroides La struttura ottenuta è stata validata con PROCHECK 

ed usata come modello di partenza per simulazioni di MD in acqua. I 

modelli ottenuti consistevano di -eliche estese e vicine all’idealità 

(Fig. 26).  

 

Figura 26. Rappresentazione del modello della regione transmembrana di C. 
hamatus ottenuto per omologia. 
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Successivamente, al fine di studiare la formazione spontanea 

dell’omodimero parallelo, un dimero con gli assi delle due eliche 

perfettamente allineati era generato ed usato per ottenere, mediante 

limitata rotazione di un’elica rispetto all’altra, altre tre conformazioni. 

Le quattro conformazioni sono state sottoposte a MD in acqua. Le 

strutture dimeriche ottenute mostravano impacchettamenti simili 

caratterizzati da un’elevata complementarità di superficie 

conseguenti ad interazioni idrofobiche tra due coppie di Fenilalanina 

e legami Idrogeno tra due coppie di Serina/Serina e Serina/Treonina 

(Fig. 27). 

 

Figura 27: Rappresentazione di un dimero ottenuto mediante MD in 
ambiente acquoso. 

 

Obiettivo primario del mio lavoro di tesi di dottorato è di 

estendere i dati finora ottenuti ad altre specie di Nototenioidi sia 

antartici che periantartici, collezionando sequenze di cDNA di catene 
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L ed H e sequenze genomiche di catena H. In particolare il tema 

centrale è stato quello di capire a livello chimico il meccanismo di 

splicing del trascritto primario codificante la forma di membrana della 

catena IgH di C. hamatus. Un altro obiettivo è stato quello di studiare 

la struttura del dimero transmembrana delle Ig di diverse specie in 

doppio strato lipidico, per verificare se il motivo responsabile 

nell’appaiamento delle eliche transmembrana nella sequenza dell’Ig 

di C. hamatus fosse presente anche in altre specie di vertebrati.  
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2. MATERIALI E METODI 
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2.1. Metodi di biologia molecolare 

 

2.1.1. Campioni biologici 

 

I campioni biologici usati nella presente tesi sono stati ottenuti 

da teleostei pescati nei mari antartici da diversi ricercatori 

partecipanti a spedizioni scientifiche antartiche e subantartiche 

nell’ambito del Programma Nazionale di Ricerche in Antartide. 

Le specie di teleostei utilizzate appartengono all’ordine 

Perciformes, sottordine Nototenioidei: Bovicthus diacanthus 

appartiene alla famiglia Bovichtidae; Eleginops maclovinus 

appartenente alla famiglia Eleginopidae; Dissostichus mawsoni, 

Trematomus bernacchii, Gobionotothen gibberifrons e Notothenia 

coriiceps appartenenti alla famiglia Nototheniidae; Pogonophryne 

scotti appartenente alla famiglia Artedidraconidae; Gymnodraco 

acuticeps e Cygnodraco mawsoni appartenenti alla famiglia 

Bathydraconidae; Pagetopsis macropterus, Chaenocephalus 

aceratus e Champsocephalus esox appartenenti alla famiglia 

Channichthyidae.  

Particolare attenzione è stata rivolta alla specie Chionodraco 

hamatus appartenente alla famiglia Channichthyidae considerata 

specie modello per lo studio dall’adattamento alle basse 

temperature. 

 

 

 

 

 

 



 38 

2.1.2. Preparazione dell’RNA da milza 

 

Estrazione e precipitazione dell’RNA  

 

L’RNA è stato estratto dalla milza dei pesci utilizzando il kit SV 

Total RNA Isolation System (PROMEGA). Sono stati utilizzati circa 

160 mg di tessuto per ciascuna specie, tagliuzzati con un bisturi 

sterile e posti in un tubo da 2 ml; è stato aggiunto 1 ml di SV RNA 

Lysis Buffer, al quale era stato precedentemente aggiunto β-

mercaptoetanolo. Il tessuto è stato omogeneizzato con un pestello 

fino ad ottenere una sospensione uniforme; da tale omogenato sono 

stati prelevati 175 μl ai quali sono stati aggiunti 350 μl di SV Diluition 

Buffer. L’omogenato è stato posto in un bagnetto termostatico a 70 

°C per 3 min. Successivamente, la miscela è stata centrifugata per 

10 min a 11.500 rpm. Il surnatante è stato trasferito in un tubo da 1,5 

ml e ad esso sono stati aggiunti 200 μl di etanolo al 96%. Il campione 

è stato trasferito in una Spin Column Assembly e centrifugato per 1 

min a 11.500 rpm. Dopo aver allontanato il filtrato, sono stati aggiunti 

600 μl di SV Wash Solution alla Spin Column Assembly; 

successivamente, è stata eseguita una centrifugazione per 1 min a 

11.500 rpm. Dopo aver nuovamente allontanato il filtrato, è stata 

aggiunta alla colonna una miscela costituita da 40 μl di Yellow core 

Buffer, 5 μl di MnCl2 0,09 M e 5 μl dell’enzima Dnasi I. Il volume 

totale, così ottenuto, è stato attentamente applicato sulla superficie 

della membrana e la colonna è stata incubata in un bagnetto per 15 

min a 24 ˚C. Terminata l’incubazione, sono stati aggiunti alla 

colonnina 200 μl di SV Dnase Stop Solution alla colonnina che è 

stata poi centrifugata per 1 min a 11.500 rpm. Sono stati aggiunti altri 

600 μl di SV Wash Solution alla Spin Column Assembly ed è stata 

centrifugata nuovamente per 1 min a 11.500 rpm. Eliminato il filtrato, 
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sono stati aggiunti altri 250 μl di SV Wash Solution e centrifugati al 

massimo della velocità per 2 min. La colonna è stata trasferita in un 

tubo sterile e ad essa sono stati aggiunti 100 μl di acqua Nuclease-

Free; è stata eseguita una centrifugazione per 1 min a 11.500 rpm e 

l’eluato contenente l’RNA è stato conservato a -80 °C. 

 

Elettroforesi dell’RNA su gel di agarosio e determinazione della 

densità ottica mediante lettura spettrofotometrica 

 

I campioni di RNA sono stati separati mediante una corsa 

elettroforetica a 100 V costanti su un gel di agarosio all’1%, 

precedentemente sciolto a caldo in una soluzione di Tris-acetato 

0,04 M, pH 8, contenente EDTA 1 mM, DEPC 0,1% (v/v) e bromuro 

di etidio (0,5 μg/ml). La densità ottica di ciascun campione è stata 

letta a 260 nm e 280 nm e la concentrazione di ciascun RNA è stata 

successivamente calcolata. 

 

 

2.1.3. Amplificazione mediante PCR 
 

Sintesi del cDNA  

 

Dalla preparazione di RNA totale sono stati prelevati 5 μg ai 

quali sono stati aggiunti 5 μl di oligo-dT+adattatore (50 pmol/μl), 5’-

CGGAGATCTTCCAATGTGATGGGAAATTCT-3’. 

Il campione è stato incubato a 70 °C per 10 min e 

immediatamente posto in ghiaccio per 5 min. Sono stati poi aggiunti 

2 μl di RT buffer 10X, 3 μl di dNTP mix 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), 0,5 μl di Ribonuclease inhibitor (40 U/μl) e 2 μl M-MULV RT 

(100 U/μl). La miscela è stata equilibrata a temperatura ambiente per 
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5 min e poi incubata a 42 °C per un’ora. La trascrittasi inversa è stata 

inattivata ponendo il campione a 70 °C per 15 min. 

 

Amplificazione del cDNA  

 

A 5 μl del cDNA sintetizzato sono stati aggiunti 27 μl di H2O 

distillata sterile, 5 μl di PCR Buffer 10X (100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 

KCl 500 mM), 1,5 μl di MgCl2 50 mM, 1 μl di dNTP mix 10 mM, 5 μl 

del primer antisenso, (10 μM), 5μl del primer senso (10 μM). È stato 

scelto come primer oligonucleotidico antisenso PK72, 

complementare alla sequenza dell’adattatore utilizzato per la sintesi 

del cDNA. Come primer senso è stato scelto l’oligonucleotide 

opportuno. Le sequenze oligonucleotidiche dei primers e le rispettive 

temperature di annealing sono riportate nella tabella I.  

 

Tabella I. Oligonucleotidi di innesco utilizzati per l’amplificazione del cDNA 

mediante PCR. 

Nome Sequenza T annealing (°C) 

FWL2 5’ –TATGGTTCTGGTTTCTCATCTC- 3’ 62,0 

R2 3’-GTGTAAGTCTGAAGAACTACG-5’ 60,0 

FR4 5’ –CAATGGTCACCGTCAGC- 3’ 68,0 

PK72 5’-CGGAGATCTTCCAATGTGATGGGAATTC-3’ 65,1 

 

Le reazioni di amplificazione dei frammenti di interesse sono 

state eseguite utilizzando 0,5 μl di EuroTaq DNA polimerasi (5 U/μl, 

AMBION). La miscela è stata sottoposta al seguente ciclo: 

1° step: 94 °C per 1 min 

2° step ripetuto per 30 volte: 

94 °C per 1 min 
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T annealing per 1 min  

72 °C per 1 min 

3° step: 72 °C per 15 min 

Il prodotto di PCR è stato poi sottoposto ad una seconda 

amplificazione, svolta nelle stesse condizioni della PCR primaria, allo 

scopo di aumentare la quantità del frammento di nostro interesse. 

 

 

2.1.4. Estrazione di DNA genomico da tessuto 

 

Per ciascuna specie, Il DNA genomico è stato estratto dai 

testicoli. Il tessuto prelevato è stato tagliato a pezzi con un bisturi 

sterile ed omogenato in ghiaccio con un tampone di estrazione (10 

mM Tris, 0,1 M EDTA e 0,5% SDS) in un rapporto 0,1 g di tessuto:1 

ml di tampone. L'omogenato è stato trasferito in un tubo di 

polipropilene ed incubato a 37 °C per un’ora dopo aver aggiunto 

RNasi A (Fermentas) (2μl/ml di omogenato). È stata aggiunta 

Proteinasi K (SIGMA) (10l/ml) e la miscela è stata incubata a 50 °C 

per 2 ore. Al volume di omogenato è stato aggiunto un egual volume 

di fenolo/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1); il tubo è stato agitato 

dolcemente per inversione per 5 min e centrifugato a 6.000 rpm per 

10 min. La fase superiore è stata prelevata, evitando il contatto con 

l'interfaccia delle due fasi al fine di evitare eventuali contaminazioni. 

Al volume prelevato sono stati aggiunti 2 volumi di etanolo al 96%ed 

1/10 di volume di Acetato di sodio 3 M. È risultato visibile il 

caratteristico batuffolo di DNA che è stato prelevato con un'ansa di 

platino e posto in tubo sterile da 1,5 ml. Il DNA è stato lavato con 5 

ml di etanolo al 70% per 5 min e centrifugato a 6.000 rpm per 10 min. 

Il surnatante è stato allontanato e si è ripetuto il lavaggio. Dopo aver 
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lasciato asciugare all'aria, il pellet di DNA è stato risospeso in 2 ml di 

acqua sterile per 16 ore in agitazione a temperatura ambiente. 

La concentrazione del campione di DNA estratto è stata 

calcolata misurando la densità ottica a 260 nm, mentre un'eventuale 

contaminazione da proteine è stata stimata calcolando il rapporto 

A260/A280. 

 

 

2.1.5. Amplificazione di frammenti genomici 

mediante PCR 

 

Per poter amplificare mediante PCR frammenti molto grandi 

(dell'ordine di 2-10 kb) è stato utilizzato il kit Expand Long Template 

PCR System (Roche). Il sistema utilizza una miscela di enzimi che 

contengono una Taq DNA polimerasi termostabile ed una Tgo DNA 

polimerasi: una DNA polimerasi termostabile con un'attività di riparo 

3'-5' isolata da Thermococcus gorgonarius. Questa miscela di enzimi 

è stata progettata per avere un'alta resa di prodotti ottenuti per PCR 

da DNA genomico.  

La miscela di reazione è composta da 200 ng di DNA 

genomico, 1,75 μl di dATP (10 mM), 1,75 μl di dCTP (10 mM), 1,75 

μl di dGTP (10 mM), 1,75 μl di dTTP (10 mM), 2,5 μl di primer 

reverse, 2,5 μl di primer forward, 5 μl di Buffer 1 (ROCHE), 0,75 μl di 

enzima e portati a volume a 50 μl con acqua sterile. Il programma 

impostato al termociclatore Hybaid è stato il seguente: 

1° step:92 °C per 2 min 

2° step ripetuto per 10 volte: 

92 °C per 10 s 

T annealing per 40 s 
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68 °C per 4 min 

3° step ripetuto per 20 volte 

92 °C per 15 s 

T annealing per 30 s  

68 °C per 4 min + 20 s per ogni ciclo 

4° step  

68 °C per 7 min. 

I primers forward e reverse usati per l’amplificazione dei 

frammenti genomici di C. hamatus e B. diacanthus sono stati 

rispettivamente: Hinge3 (complementare ad una sequenza 

nell’esone CH2) e TManti2h (complementare alla sequenza di parte 

dell’esone TM). La temperatura di annealing scelta per 

l’amplificazione era 60 °C. 

Per la sintesi del frammento di DNA genomico comprendente 

l’esone CH2 e l’esone CH4 i primers scelti sono stati disegnati 

all’interno dell’esone CH2 (sshamfw) e all’inizio dell’introne CH4 

(sshamrev) mentre la temperatura di annealing scelta è di 51,0°C.  

Le sequenze di tutti i primers utilizzati sono riportate in tabella 

II. 

 
Tabella II. Oligonucleotidi di innesco utilizzati per l’amplificazione di 

frammenti di DNA genomico mediante PCR. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nome Sequenza Tm (°C) 

Hinge3 5’-TGTCTGTTTGAGGGGAAAGG-3’ 57,3 

TManti2h 5’-AACAGCAGAGTGATGAGGAAGAG3’ 68,0 

sshamfw 5'-TTGCAGCCATCTCTGTTT-3' 51,0 

sshamrev 5'-ATTAGGGGAGCACTGTGAC-3' 57,0 

antiCH4endTb 5'-CGGGGATGTTCATGTTGAG-3' 56,7 
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2.1.6. Elettroforesi del DNA su gel d’agarosio 
 

I prodotti di PCR sono stati separati mediante una corsa 

elettroforetica su gel d’agarosio all’1% in Tris-acetato 0,04 M, pH 8, 

contenente EDTA 1 mM e bromuro di etidio (0,5 μg/ml). 

L’elettroforesi è stata effettuata a 100 V e le bande sono state poi 

osservate ponendo il gel su un transilluminatore UV. La dimensione 

di ciascun frammento è stata determinata riferendosi al marcatore 

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (MBI FERMENTAS). 

 

 

2.1.7. Estrazione del DNA da gel di agarosio 

 

La corsa elettroforetica è stata effettuata a 100 V su gel di 

agarosio all’1% in Tris-acetato 0,04 M, pH 8, contenente EDTA 1 mM 

e bromuro di etidio (0,5 μg/ml). Una volta individuate le bande di 

interesse, il gel è stato tagliato in corrispondenza di queste ed i 

frammenti sono stati eluiti dal gel utilizzando il kit Gel Extraction 

(QIAGEN). 

 

 

2.1.8. Clonaggio e trasformazione 

 

La reazione di clonaggio è stata effettuata utilizzando il kit 

StrataClone PCR Cloning (STRATAGENE). Il vettore pSC-A 

consente di clonare facilmente i prodotti di PCR in quanto presenta 

all’estremità 3’ una timina in grado di appaiarsi con l’adenina 

aggiunta dalla Taq polimerasi alle estremità 3’ dei prodotti amplificati. 

Tale vettore possiede, accanto al sito di clonaggio, i siti di restrizione 

per l’enzima EcoRI permettendo la verifica della presenza e delle 



 45 

dimensioni dell’inserto mediante una semplice digestione. Le cellule 

utilizzate per la trasformazione sono cellule competenti fornite dal kit 

commerciale. A due microlitri di ciascun frammento di DNA eluito dal 

gel (corrispondenti a circa 25 ng) sono stati aggiunti 1 μl di 

Stractaclone Vector Mix e 3 μl di StrataClone Cloning Buffer e 

incubati a temperatura ambiente per 5 min. 

Ad un’aliquota di 50 μl di cellule competenti, è stato aggiunto 1 

μl della miscela di ligasi ed il tutto è stato tenuto in ghiaccio per 20 

min. Successivamente, la reazione di clonaggio è stata sottoposta ad 

una trasformazione mediante shock termico, a 42 °C per 90 s. Dopo 

un’incubazione in ghiaccio per 2 min, al campione sono stati aggiunti 

250 μl di SOC medium (LB medium, Bacto triptone 2%, estratto di 

lievito 0,5%, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10 

mM, glucosio 20 mM) e la miscela è stata sottoposta ad agitazione a 

37 °C per circa un’ora. Le cellule sono state piastrate nei volumi di 80 

e 150 μl su terreno solido LB Agar (NaCl 6 M, Bacto triptone 1%, 

estratto di lievito 0,5%, agar 2%, pH 7), contenente ampicillina (100 

μg/ml) e X-gal (20 mg/ml) ed incubate per la notte a 37 °C. E’ stato 

così possibile distinguere le colonie bianche, contenenti l’inserto, da 

quelle blu, che ne erano prive. 

 

 

2.1.9. Preparazione in piccola scala del DNA 

plasmidico 

 

Ogni singola colonia batterica, contenente il plasmide 

ricombinante, è stata incubata in 5 ml di LB medium (NaCl 17 mM, 

triptone 1%, estratto di lievito 0,5%, pH 7) contenente ampicillina (50 

μg/ml), per 16 ore a 37 ˚C. Dopo aver centrifugato 4 ml di ciascun 
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inoculo a 12.500 rpm per 5 min, il surnatante è stato aspirato e il 

precipitato è stato risospeso in 250 μl di Buffer P1 del Kit QIAprep 

Spin Miniprep (QIAGEN). Sono stati aggiunti quindi altri 250 μl di 

Buffer P2 e la soluzione è stata mescolata per inversione 4-6 volte. 

Successivamente, sono stati aggiunti 350 μl di Buffer N3, mescolati 

per inversione finché la soluzione non diventava opaca e centrifugati 

per 10 min a 13.000 rpm. Il surnatante è stato trasferito in una 

QIAprep spin column e ulteriormente centrifugato per 1 min a 13.000 

rpm. Dopo aver allontanato l’eluato, sono stati aggiunti 500 μl di 

Buffer PB e la soluzione è stata centrifugata per 1 min a 13.000 rpm. 

Allontanato il filtrato, sono stati aggiunti 750 μl di Buffer PE e 

centrifugati nuovamente a 13.000 rpm. Dopo aver allontanato 

l’eluato, è stata effettuata un’ulteriore centrifugazione per 1 min alla 

massima velocità per eliminare le tracce di etanolo. La colonna è 

stata trasferita in un tubo da 1,5 ml e, quindi, dopo aver applicato 50 

μl di Buffer EB (Tris-HCl 10mM, pH 8,5), la colonna è stata 

nuovamente centrifugata per 1 min a 13.000 rpm. 

L’eluato contenente il DNA plasmidico è stato infine conservato 

a -20 °C. 

 

 

2.1.10. Verifica della lunghezza dei frammenti 

clonati e determinazione della sequenza nucleotidica 

 

Circa 100 ng di ciascun DNA plasmidico sono stati digeriti con 1 

μl di EcoRI (BIOLabs, 10 U/μl) nella soluzione appropriata. Le 

miscele sono state incubate a 37 ˚C per un’ora ed i prodotti della 

digestione sono stati separati mediante corsa elettroforetica su gel di 

agarosio 1% in Tris-acetato 0,04 M, pH 8, EDTA 1 mM e bromuro di 
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etidio (0,5 μg/ml). L’elettroforesi è stata effettuata a 100 V e le bande 

sono state visualizzate ponendo il gel su un transilluminatore UV ed 

utilizzando come riferimento il marcatore Gene Ruler™ DNA Ladder 

Mix (FERMENTAS).  

La sequenza nucleotidica è stata determinata con un 

sequenziatore automatico ABI PRISM 3100 (PRIMM, Napoli) 

utilizzando il sito di riconoscimento per il primer oligonucleotidico 

M13 Forward localizzato nel vettore. 

 

 

2.1.11. Southern blotting 

 

Sintesi di una sonda marcata 

 

Una sonda marcata con digossigenina, complementare alla 

regione comprendente gli esoni CH2, CH3 e CH4 del cDNA di C. 

hamatus, è stata sintetizzata usando il PCR DIG Probe Synthesis kit 

(ROCHE). Il frammento di interesse è stato amplificato mediante 

PCR utilizzando una miscela di nucleotidi contenente dTTP marcato 

con digossigenina. Il primer forward usato è stato disegnato 

all’interno dell’esone CH2 (Hinge3), quello reverse è stato disegnato 

alla fine dell’esone CH4 (antiCH4endTb); le sequenze e le 

temperature di annealing relative sono riportate in tabella II, la 

temperatura di annealing della reazione di PCR è stata di 57 °C. Il 

frammento ottenuto è stato clonato all’interno del vettore plasmidico 

pSC-A STRATACLONE (STRATAGENE) e sequenziato. 

Successivamente, il plasmide contenente la sonda è stato digerito 

con EcoRI e la sonda estratta dal gel d’agarosio.  
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Southern Blotting 

 

I campioni di DNA genomico sono stati caricati su gel d’agarosio 

allo 0,8% e la corsa elettroforetica è stata condotta a 50 V. Il gel è 

stato recuperato e trattato per 30 min con un tampone di 

denaturazione (1,5 M NaCl, 0,5M NaOH) in leggera agitazione. Dopo 

un lavaggio con acqua, il gel è stato trattato con un tampone di 

neutralizzazione (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris a pH 7,5) per 30 min in 

agitazione. Successivamente, si è proceduto al trasferimento per 

capillarità su membrana di nylon (Amersham Hybond-N): è stato 

costruito un ponte di carta (Whatmann 3MM) le cui estremità 

pescavano in una soluzione di SSC 20X (0,3 M trisodio citrato, 3 M 

NaCl, pH 7,5) e su di esso è stato posto il gel d’agarosio. Il gel è 

stato poi coperto dalla membrana di nylon e da una pila di circa 5 cm 

di fogli di carta Whatmann 3 MM sulla cui sommità è stato posto un 

peso di circa 500 g. Il trasferimento è proseguito tutta la notte. Il 

giorno dopo, il filtro è stato lasciato asciugare all’aria per circa 30 min 

e posto in un incubatore a 80 °C per 2 ore. Una volta ritirato, si è 

proceduto al saggio seguendo il protocollo del DIG High Prime DNA 

Labeling and Detection Starter kit II (ROCHE). 

E' seguita l'esposizione del filtro ad una lastra autoradiografica 

(Fuji X-Ray) per 1 min. 

 

 

2.1.12. Trascrizione in vitro  

 

La trascrizione in vitro è stata effettuata utilizzando il kit 

RiboMAXTM Large Scale RNA Production Systems-SPA and T7 

(Promega) che consente la sintesi in grande scala di RNA. Il 

templato di DNA deve essere inserito all’interno di un plasmide 
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contenente il promotore dell’RNA polimerasi T7 ed essere 

linearizzato con un enzima che produca estremità blunt. È 

necessario inoltre che il filamento antisenso del frammento di DNA di 

interesse sia sotto il controllo del promotore T7.  

La miscela di reazione conteneva 4 l di T7 Transcription 5x 

Buffer (Promega), 30 μl di rNTP (rATP, rCTP, rGTP, rUTP) 25 mM, 

5-10 g di DNA linearizzato e 10 μl di Enzime Mix T7 (Promega). Il 

volume finale è stato portato a 50 μl con acqua DEPC. La reazione è 

stata incubata a 37 °C per 4 h. 

È stata aggiunta RQ1 RNase-Free DNase (Promega) ad una 

concentrazione di 1U/μ g di DNA templato e la miscela è stata 

incubata a 37 °C per 15 min. L’RNA è stato estratto con un volume di 

fenolo saturato con citrato (pH 4.7), cloroformio:alcool isoamilico 

(125:24:1), mescolato su vortex per 1 min e centrifugato a 13.500 

rpm per 2 min. Alla fase acquosa, trasferita in tubo pulito, sono stati 

aggiunti 2,5 volumi di etanolo al 96%e 0,1 volumi di sodio acetato 3 

M (pH 5,2), è poi seguita un’incubazione in ghiaccio per 5 min. La 

miscela è stata centrifugata a 13.500 rpm per 10 min, aspirato 

gentilmente il surnatante e lavato il pellet con etanolo al 70%. L’RNA 

è stato nuovamente centrifugato a 13.500 rpm per 10 min, il 

surnatante aspirato e il pellet è stato asciugato all’aria. 

Successivamente è stato risospeso in 80 μl di acqua DEPC e la 

concentrazione dell’RNA sintetizzato è stata calcolata leggendone 

l’assorbanza a 260 nm. 

 

 

2.1.13. Espressione di un peptide ricombinante 

  

Amplificazione del frammento e clonaggio 

 



 50 

Un frammento della regione extracellulare della catena pesante 

della forma di membrana delle Ig di C. hamatus comprendente il CH2 

e l'EMPD è stato espresso come peptide ricombinante. La regione 

nucleotidica codificante tale regione è stata amplificata per PCR 

utilizzando come stampo il cDNA di C. hamatus e come primers 

CH2Rec (complementare ad una sequenza al 5’ del dominio CH2) e 

VerdeRec (complementare alla sequenza al 3’ dell’EMPD). In 

entrambe, è stata sostituita una base presente nello stampo per 

poter inserire il codone di inizio ed un codone di stop.  

Il sistema di espressione scelto è pETBlue (Novagen) ed il 

vettore di espressione usato è pETBlue-1 Perfectly Blunt Vector 

(Novagen). Il sistema comprende due ceppi diversi di cellule: le 

NovaBlue Singles Competent Cells, utili per un clonaggio iniziale e 

per la verifica del costrutto, e le Tuner(DE3)pLacI Competent Cells 

che contengono una copia cromosomiale del gene della T7 RNA 

polimerasi e sono state designate per l'espressione inducibile con 

IPTG del gene target sotto il controllo del promotore T7lac nel vettore 

pETBlue-1. 

Il frammento da esprimere è stato prima convertito in una forma 

blunt e fosforilata attraverso una reazione di conversione delle 

estremità: a 0,8 μg di frammento sono stati aggiunti 5 μl di End 

Conversion Mix (Novagen) e portati ad un volume finale di 10 μl con 

acqua Nuclease-free. La miscela di reazione è stata incubata a 22 °C 

per 15 min e la reazione è stata disattivata riscaldando a 75 °C per 5 

min. La miscela di reazione è stata raffreddata in ghiaccio per 2 min 

e ad essa sono stati aggiunti 1 l (pari a 50 ng) di Blunt Vector e 1 l 

(pari a 4 U) di T4 DNA Ligasi. La reazione di ligasi è stata mescolata 

gentilmente e incubata a 22 °C per 15 min; 1 l di tale reazione è 

stato usato per trasformare un'aliquota di cellule NovaBlue Singles 

Competent Cells, le cellule sono state poste in ghiaccio per 5 min, 
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hanno subito uno shock termico per 30 s a 42 °C e in ghiaccio per 2 

min. Sono stati aggiunti 250 l di SOC a temperatura ambiente e 30 

μl di tale miscela sono stati distribuiti su terreno solido LB agar 

contenente 50 μg/ml carbenicillina, 12,5 μg/ml tetraciclina, 70 μg/ml 

X-gal e 80 μM IPTG, e incubati per la notte a 37 °C. È stato 

preparato il DNA plasmidico in piccola scala e sequenziato 

utilzzando gli oligonucleotidi universali presenti nel vettore, come già 

descritto.  

Un microlitro di DNA plasmidico è stato usato per trasformare 

un'aliquota di cellule (DE3)pLacI mediante un'incubazione in ghiaccio 

per 5 min, a 42 °C per 30 s e in ghiaccio per 2 min. Le cellule sono 

state risospese in SOC medium e incubate a 37 °C per 1 ora in 

agitazione. Cinquanta microlitri di cellule trasformate sono stati 

distribuiti su LB agar contenente 50 μg/ml di carbenicillina, 34 μg/ml 

di cloramfenicolo e 1% glucosio. Le piastre sono state poste a 37 °C 

per la notte. 

 

Crescita delle cellule ed induzione dell'espressione della 

proteina ricombinante 

 

Singole colonie sono state fatte crescere in 3 ml di LB 

contenente 50 μg/ml di carbenicillina, 34 μg/ml cloramfenicolo e 1% 

glucosio. Sono state incubate a 37 °C a 250 rpm fino a che la densità 

ottica a 600 nm raggiunga un valore di 0,8. Le colture sono state 

conservate per la notte a +4 °C. Le cellule sono state pellettate e 

risospese in 3 ml di terreno di coltura fresco e sono state usate per 

inoculare 100 ml di terreno fresco. La coltura è fatta crescere in 

agitazione a 250 rpm fino ad un valore di 0,8 di densità ottica a 600 

nm. Cinque millilitri di tale coltura sono stati prelevati e usati come 

controllo negativo dell'induzione mentre al resto della coltura e stato 
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aggiunto IPTG ad una concentrazione finale di 0,1 mM per la notte a 

+4 °C. Cinquanta microlitri delle due colture sono stati prelevati e 

conservati per analisi successive. 

 

Separazione delle frazioni cellulari 

 

Le colture cellulari (indotte e non indotte con IPTG) sono state 

centrifugate a 5.000 rpm per 15 min. Il surnatante è stato eliminato e 

le cellule sono state pesate e risospese in un tampone PBS (Na2PO4 

20 mM pH 7,4, contenente 150 mM NaCl, 1% Triton ) in un rapporto 

1 g di cellule:3 ml di PBS. Cinquanta microlitri di cellule sono stati 

prelevati e conservati. La rottura delle cellule è stata effettuata per 

shock termico: le cellule sono state poste per 5 min in una miscela di 

ghiaccio secco e alcool e per 5 min a 37 °C, per 3 volte. È stato poi 

aggiunto 1 μl di Benzonase (Novagen) per g di cellule e pochi 

granelli di Lisozima (Fluka). Le cellule sono state tenute in agitazione 

a 250 rpm per un'ora a 37 °C e centrifugate a 13.500 rpm per 30 min. 

Il surnantante è stato recuperato e conservato mentre il precipitato di 

cellule è stato risospeso in un volume di PBS uguale a quello in cui 

erano state inizialmente risospese le cellule.  
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2.2. Metodi di biochimica 

 

2.2.1. Rivelazione del frammento ricombinante 

 

SDS-PAGE  

 

L’elettroforesi in condizioni riducenti è stata effettuata seguendo 

il protocollo di Laemmli (1970). 

I campioni sono stati denaturati per 5 min a 100 °C in una 

soluzione per campioni contenente SDS 2% (w/v), -

mercaptoetanolo 5% (v/v), blu di bromofenolo 0,001%, glicerolo 10% 

(v/v). I gel utilizzati sono stati preparati al 12% e al 15% di 

poliacrilammide utilizzando una soluzione 

acrilammide/bisacrilammide (37,5:1), mentre il tampone da corsa 

utilizzato è stato Tris-glicina 0,025 M, pH 8,3, contenente SDS 0,1% 

(w/v). La corsa è stata condotta per 30 min a 24 mA costanti e 

successivamente a 34 mA. La massa delle proteine separate 

mediante elettroforesi è stata stimata utilizzando la miscela di 

marcatori di peso molecolare noto Broad Range (MBI Fermentas). Le 

proteine sono state rilevate mediante colorazione con Coomassie 

Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) allo 0,1% (w/v) in metanolo 40% (v/v) 

e acido acetico 10% (v/v), immergendo il gel nel colorante per circa 

30 min e decolorando poi, con una soluzione di metanolo 40% (v/v) e 

acido acetico 10% (v/v), fino al rilevamento ottimale delle bande. 

 

Immunoblotting 

 

Dopo separazione mediante SDS-PAGE al 15 %, le proteine 

sono state trasferite dal gel su filtro di nitrocellulosa da 0,2 μm 
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(Schleicher & Schuell BA 83) per 17 h a 24 mA e 80 V costanti, 

usando come tampone di trasferimento una soluzione di 0,025 M 

Tris, 0,2 M glicina, metanolo 20% (v/v), pH 8,3. I siti aspecifici del 

filtro sono stati saturati con BSA 5% in TBS-T 0,1% (0,02 M Tris-HCl, 

pH 7,6, 0,14 M NaCl, Tween-20 0,1% (v/v)) per un’ora a temperatura 

ambiente e sotto agitazione; sono seguiti diversi lavaggi del filtro in 

TBS-T 0,1%. Il filtro è stato incubato a temperatura ambiente in 

agitazione per un’ora con l’anticorpo primario (anticorpi di coniglio 

specifici per le Ig di C. hamatus), diluito 1:5.000 in TBS-T 0,1%, e 

lavato con TBS-T 0,5%. Il filtro è stato incubato poi con l’anticorpo 

secondario (anticorpi anti-IgG di coniglio) coniugato con perossidasi, 

diluito 1:4.000 in TBS-T 0,1%, per un’ora a temperatura ambiente, in 

agitazione. Dopo lavaggi con TBS-T 0,5%, le proteine sono state 

rivelate attraverso una reazione di chemiluminescenza catalizzata 

dalla perossidasi coniugata all’anticorpo secondario, utilizzando 

l’ECL-Kit (Amersham); è seguita l’esposizione a tempi diversi a lastre 

Fuji X-Ray Film. 

 

 

2.3. Metodi computazionali 

 

2.3.1. Analisi di sequenze 

 

Gli allineamenti di sequenza sono stati condotti utilizzando il 

programma ClustalX 1.83 (Thompson JD et al., 1997) e sono stati 

analizzati con il tool disponibile in linea WebLogo 

(http://weblogo.berkeley.edu/). La variabilità di ciascuna posizione 

nell’allineamento multiplo delle sequenze amminoacidiche è stato 
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misurato con l’analisi dell’entropia di Shannon (Stewart JJ et al., 

1997) (http://hcv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy.html. 

Il programma NetPhos 2.0 ha permesso di predire i diversi siti di 

fosforilazione specifici per le chinasi (Blom N et al., 1999). 

I domini transmembrana sono stati individuati utilizzando il 

programma: TMpred (Hofmann K and Stoffel W, 1993), disponibile 

on-line: http://www.ch.embenet.org/software/TMPRED_form.html; 

HMMTOP versione 2.0 (Tusnàdy GE and Simon I, 2001), disponibile 

on-line: http://www.enzim.hu/hmmtop/html/documenti.html.  

I siti di N-glicosilazione sono stati predetti utilizzando il Server 

NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). 

Gli alberi filogeneteci sono stati costruiti con il metodo del 

Neighbor-Joining (NJ)(Saitou N and Nei M, 1987) utilizzando gli 

allineamenti generati con ClustalX e la matrice di peso di BLOSUM.  

L’identità di sequenza di proteine e nucleotidi è stata 

determinate rispettivamente con i tools SIM e LALIGN, entrambi 

disponibili sul sito http://www.expasy.ch. 

La velocità di sostituzioni sinonime e non sinonime è stata 

calcolata nell’allineamento nucleotidico di sequenze di cDNA come 

descritto in Nei e Gojobori (1986)  

Il peso molecolare dei frammenti di RNA è stato predetto 

utilizzando il tool online http://www.encorbio.com/protocols/Nuc-

MW.htm mentre il peso molecolare delle proteine è stato predetto 

con Compute pI/Mw disponibile sul sito http://www.expasy.ch. 
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2.3.2. Costruzioni di modelli molecolari 

 

Catene leggere di T. bernacchii 

 

Modelli molecolari dei domini costanti delle catene leggere sono 

stati costruiti utilizzando le sequenze codificate dai cloni 1B11, 5141, 

219 e L440, ognuno rappresentativo di un isotipo di IgL, tecniche di 

modelling per omologia (Morea V et al., 1998) ed il programma 

SwissPdbViewer3.7. In tabella III sono riportati i parametri e i dettagli 

delle strutture scelte come templati per ciascun isotipo di catena 

leggera. 

 

Tabella III. Strutture utilizzate come stampo per la costruzione dei modelli 

molecolari degli isotipi di catena leggera di T. bernacchii. 

Clone Isotipo Templato CL Specie 
PDB 
code 

Resol.Å 
Identità di  

sequenza 

1B11 1A 
Parte di un anti 

Testosterone Fab 77 
Topo 1L7T 2.10 38% 

219 1B 
Parte di un anticorpo 

KOL 
Uomo 2IG2 3.00 39% 

L440 II Parte di un Fab Uomo 1W72 2.15 44% 

5141 III 
Parte di un Fab 

SE1554 
Topo 1MFE 2.00 41% 

 

IgTM di C. hamatus  

 

Un modello molecolare per la sequenza composta da 29 residui 

amminoacidici, che contiene la regione transmembrana delle IgM di 

C. hamatus, è stato costruito utilizzando il programma Homology 

(MSI/Corporation). È stato scelto come templato la struttura 

cristallografica dell’elica H della proteina di membrana del centro di 

reazione fotosintetica di Rhodobacter sphaeroides, risolta a 2,1 Å. 

Allineamenti multipli tra sequenze amminoacidiche di proteine di 
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membrana, effettuati mediante il programma 3D-PSSM (Kelley LA et 

al., 2000), mostravano, infatti, che questa proteina presentava i più 

alti valori di identità di sequenza (32%) con la sequenza di C. 

hamatus in esame. La struttura è stata validata con PROCHECK 

(Laskowski RA et al., 1993). 

Due copie della stessa elica sono state utilizzate come modello 

di partenza per analizzare la formazione di possibili omodimeri, 

mediante un approccio di MD. Sono stati ottenuti dieci modelli 

disponendo le eliche a distanza minima dei centri di massa di circa 

14 Å e mantenendo gli assi delle eliche paralleli.  

 

 

2.3.3. Dinamica Molecolare 

 

Sono state condotte simulazioni di MD in acqua e POPC 

(palmitoil-oleil-fosfatidilcolina) per valutare la stabilità dei modelli. Il 

doppio strato lipidico di POPC può essere considerato adatto a 

mimare la membrana cellulare perché contiene sia una catena satura 

(C16) che una insatura (C18) di acidi grassi. Per confrontare 

ambienti diversi, le simulazioni sono state condotte anche in acqua. 

Per studiare la formazione spontanea di un omodimero parallelo 

di IgTM, quattro configurazioni iniziali, che differivano per il diverso 

orientamento relativo delle due eliche, sono state costruite 

utilizzando il programma O (Jones TA et al., 1990) e studiate 

mediante MD sia in acqua che in ambiente lipidico. Il primo dimero è 

stato generato con gli assi delle eliche perfettamente allineati; 

successivamente le altre tre configurazioni sono state generate 

ruotando un'elica attorno al suo asse di pochi gradi e traslando la 

stessa di pochi A. In tutti i casi, le distanze tra i centri di massa delle 
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due eliche variavano tra i 14 e 16 Å. La minima distanza tra gli assi 

delle due eliche è di 5.2 Å. 

Tutte le simulazioni sono state condotte utilizzando il pacchetto 

di programmi GROMACS versione 3.2 (Van Der Spoel D et al., 2005) 

e il campo di forza GROMOS96. I modelli di partenza sono stati 

immersi in diverse box contenenti 3.500-16.000 molecole di acqua. 

Lo stato di ionizzazione dei residui carichi è stato scelto per mimare 

un ambiente a pH neutro. La carica totale del sistema è stata 

neutralizzata aggiungendo il numero appropriato di ioni ad almeno 7 

Å di distanza dalla superficie della proteina. Nel primo passaggio del 

processo di equilibrazione, il solvente è stato rilassato da una 

minimizzazione energetica seguita da 20 ps di MD a 300 K. L'intero 

sistema è stato poi minimizzato senza vincoli restrizionali tra le eliche 

prima della simulazione. Le lunghezze di legame sono state vincolate 

dall'algoritmo LINCS (Berendsen HJC et al., 1981). Le equazioni del 

moto di Newton sono state integrate con un time step di 2 fs e le 

coordinate atomiche sono state salvate ogni 0,5 ps. Il valore della 

costante dielettrica scelto è 1. Per il trattamento delle interazioni 

elettrostatiche è stato usato un valore di cut-off pari a 14 Å. Tutte le 

simulazioni sono state condotte in un ensemble isobarico-isotermico 

(NPT) a 300 K, usando le condizioni periodiche al contorno nelle 

direzioni delle tre coordinate. La pressione è stata controllata 

utilizzando l'algoritmo di Berendsen a 1 bar mentre la temperatura è 

stata mantenuta costante usando un algoritmo di Berendsen 

(Berendsen HJC et al., 1984).  

I modelli di partenza sono stati posti in una box contenente una 

miscela di molecole di POPC organizzate in doppio strato lipidico e 

acqua. Prima dell'inserzione del modello, la box conteneva 128 

molecole di lipidi e 3.755 molecole di acqua; dopo l'inserzione della 

proteina al centro della box, sono state eliminate tutte le molecole di 



 59 

acqua aventi un atomo di ossigeno ad una distanza minore di 4 Å da 

un atomo non idrogeno della proteina e delle molecole lipidiche. La 

rimozione di tali molecole introduceva delle cavità all'interno del 

sistema che sono state facilmente rimosse durante il primo 

passaggio di equilibrazione del processo di 10 ps, durante il quale la 

proteina era vincolata alle posizioni iniziali. Il sistema risultante 

comprendeva 110 molecole di lipidi e 3.730 molecole di acqua. 

Nel caso delle simulazioni in POPC, è stato usato per il 

trattamento delle interazioni elettrostatiche per atomi a distanza 

maggiore di 9 Å il metodo di Part Mesh Ewald (PME) (Darden T et 

al., 1993); il campo di forza e le coordinate per il doppio strato lipidico 

di POPC sono state scaricate dal sito web del gruppo del prof. 

Tieleman (http://mouse.bio.ucalgary.ca). 

La stabilità strutturale globale delle simulazioni è stata 

confermata analizzando diversi parametri (struttura secondaria, 

raggio di girazione, numero totale di legami idrogeno) in funzione del 

tempo.  

 

2.3.4. Dataset 

 

IgTMD dataset 

 

Il dataset usato in questo studio è stato costruito cercando nei 

database sia sequenze di cDNA che di DNA genomico codificanti per 

IgH legate alla membrana. Nel caso di sequenze di cDNA, le regioni 

specifiche per la forma di membrana sono state identificate dal 

confronto con la corrispondente sequenza codificante la forma 

secreta delle IgH, in questo modo sono state raccolte sequenze 

appartenenti a tutti gli isotipi di tutte le classi di vertebrati. Le 68 
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sequenze selezionate in questo studio sono elencate nella Tabella 

S2 allegata in appendice.  

 

PDBTM dataset 

 

È stato generato un dataset non ridondante comprendente le 

catene di proteine di membrana la cui struttura è nota 

sperimentalmente e presenti nel Data Bank di proteine 

transmembrana (PDBTM http://pdbtm.enzim.hu/) aggiornato al 10 

marzo 2010. il criterio scelto per la selezione delle proteine è il 

seguente: la presenza di almeno un'elica transmembrana; un'identità 

di sequenza inferiore al 25% con le altre proteine presenti nel 

dataset; esclusione di proteine le cui strutture sono state dedotte 

tramite il metodo di Homology Modelling. I frammenti di eliche sono 

stati identificati mediante DSSP (Dictionary of Protein Secondary 

Structure) (Kabsch W and Sander C, 1983). Sono state selezionate 

per l'analisi soltanto sequenze con un numero di residui maggiore di 

sette, per poter garantire almeno due giri in tutte le eliche. Il dataset 

finale conteneva 236 catene di proteine e 24.886 residui 

amminoacidici. 

 

 

2.4.   Metodi chimico-fisici 

 

2.4.1. Dicroismo circolare 

 

Gli spettri di dicroismo circolare (CD) per i campioni di RNA 

sono stati registrati utilizzando uno spettropolarimetro Jasco-J715 

precedentemente calibrato con una soluzione acquosa di Tris 10 
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mM, EDTA 1 mM in acqua DEPC. L’apparecchio è dotato di un 

sistema Peltier PTC-348WI per il controllo della temperatura. Per 

registrare gli spettri nella regione lontano UV sono state utilizzate 

cuvette di quarzo con cammino ottico di 0,1 cm; la costante di tempo, 

la larghezza di banda e la velocità di scansione impostate sono state 

pari rispettivamente a 4 s, 1 nm e 2 nm/min. Valutando la variazione 

del segnale dicroico alla lunghezza d’onda di 267 nm all’aumentare 

della temperatura, sono stati registrati spettri CD di denaturazione 

termica. Il segnale dicroico è stato convertito in ellitticità per mole di 

residuo, [θ], espressa in grado cm2 dmol-1, utilizzando la seguente 

equazione: 

 
lC

mrw
oss



10


, 

Dove [θ]oss è l’ellitticità registrata in gradi, mrw è il peso 

molecolare medio di nucleotide, C la concentrazione dell’RNA in 

g/mL e l è il cammino ottico della cuvetta in cm. 

 

2.4.2. Microscopia a forza atomica 

 

Una soluzione 1 nM di RNA di C. hamatus (4 mM Hepes pH 7.4, 

10 mM NaCl, 2 mM MgCl2) è stato trattato in due modi diversi prima 

di essere analizzato alla microscopia a forza atomica: un’aliquota è 

stata riscaldata a 90 °C per 5 min e posta in ghiaccio; un’altra 

aliquota è stata riscaldata a 90 °C per 5 min e poi lasciata raffreddare 

per tutta la notte.  

L’RNA di B. diacanthus è stato risospeso nello stesso buffer ad 

una concentrazione finale di 1 nM e riscaldato a 90 °C per 5 min e 

poi posto in ghiaccio. 

Venti microlitri dei campioni da analizzare sono stati depositati 

su un disco di mica e lasciati incubare per 1-5 min. Il disco di mica è 
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stato poi lavato con pochi millilitri di acqua ultrapura e la superficie è 

stata asciugata con un debole flusso di azoto. Tutte le immagini 

raccolte sono state ottenute all'aria, a temperatura ambiente, con un 

microscopio Nanoscope III (Digital Instruments, Santa Barbara, CA) 

equipaggiato con uno scanner di tipo E (12 mm x 12 mm) ed in 

modalità “tapping”. 

I “cantilevers” usati sono di tipo commerciale diving board-type 

silicon (NSCS12, SiliconMDT Moscow). Le immagini (512 x 512 

pixels) sono state raccolte ad una scansione di 2-4 μm ad una 

velocità di scansione variabile tra le due e le quattro linee di 

scansione al secondo. 
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3. RISULTATI 



 64 

Durante la mia tesi di dottorato mi sono interessata 

prevalentemente a tre aspetti riguardanti le immunoglobuline di 

teleostei antartici che sono stati brevemente riassunti di seguito: 

 

A. Studi delle catene leggere delle Ig del teleosteo 

antartico T. bernacchii 

Nel laboratorio presso il quale ho svolto la mia attività di ricerca, 

era già stato avviato uno studio relativo alla ricerca e 

all'identificazione degli isotipi di catene leggere della specie T. 

bernacchii. Erano a disposizione le sequenze nucleotidiche di due 

isotipi: L1 (a sua volta distinguibile in due sottoisotipi L1A e L1B) ed 

L3. La prima parte dell'attività del mio dottorato ha riguardato la 

ricerca dell’isotipo di catena leggera, L2, già descritto in altre specie 

di teleostei. 

 

B. Caratterizzazione del dominio transmembrana 

delle Ig del teleosteo antartico C. hamatus 

La sequenza del dominio che attraversa la membrana dell’Ig di 

C. hamatus è stata già determinata. Utilizzando questa sequenza ed 

un approccio computazionale che prevede l’utilizzo combinato di 

homology modelling e MD è stato anche proposto un modello della 

struttura tridimensionale di questa regione. Nel corso della tesi di 

dottorato, con lo stesso approccio computazionale, ho voluto 

ampliare tale studio in due direzioni: ho verificato la formazione di 

omodimeri della regione IgTM di C. hamatus in un ambiente più 

simile a quello fisiologico, cioè in un doppio strato lipidico, al fine di 

evidenziare i residui amminoacidici responsabili della dimerizzazione. 

Inoltre, ho esteso tale studio alle regioni transmembrana di 

immunoglobuline di tutte le classi di vertebrati e appartenenti a isotipi 
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diversi, allo scopo di identificare eventuali caratteristiche comuni a 

tutte le specie antartiche.  

 

C. Studio dello splicing atipico responsabile della 

sintesi delle Ig di membrana di C. hamatus 

La scoperta in C. hamatus di una forma di membrana delle Ig 

più corta rispetto a quella di altri teleostei ha aperto la strada ad uno 

studio delle possibili cause a livello genomico e a livello 

trascrizionale. È stato pertanto interessante studiare la regione 

genomica codificante le Ig di tale specie ed effettuare studi di 

struttura sul rispettivo trascritto primario.  

Con lo stesso approccio è stato studiato il gene e l'RNA delle Ig 

di una specie, ritenuta ancestrale, non antartica, B. diacanthus, che 

presenta uno splicing per la forma di membrana uguale a quella di 

altri teleostei allo scopo di evidenziarne le differenze. 

 

 

In appendice, in tabella S1, sono riportati i numeri di accesso 

delle sequenze nucleotiche da me ottenute nel corso del mio 

dottorato di ricerca. 
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3A. Identificazione dell’isotipo L2 di catena 
leggera in Trematomus bernacchii 

 

3A.1. Cloni di cDNA di isotipo L2 ottenuti per PCR 

 

E’ stato costruito, con il programma ClustalX 1.8, un 

allineamento di sequenze nucleotidiche dell’isotipo L2 di alcune 

specie di teleostei quali: Danio rerio, Cyprinus carpio, Salmo salar e 

Oncorhynchus. mykiss ed è stato possibile disegnare due 

oligonucleotidi nelle regioni conservate. I prodotti amplificati per PCR 

su campioni di cDNA di T. bernacchii, effettuate utilizzando un primer 

senso FR2 ed un primer antisenso R2, sono stati clonati e 6 cloni 

sequenziati. Tutte le sequenze sono state identificate come 

appartenenti all’isotipo L2 con un’identità nucleotidica media 

rispettivamente del 51.6, 48.6 e 52.2 % con gli isotipi L1A, L1B ed L3 

, già identificati in T. bernacchii. Le sequenze sono state depositate 

in banca dati (Tabella IV).  

 

Tabella IV. Le sequenze identificate come appartenenti all'isotipo di catena 

leggera L2 in T. bernacchii e relativi numeri di accesso in banca dati.  

Sequenza N° accesso 

L440 EF421437 

L450 EF421438 

L47 EF421436 

L470 EF114789 

L480 EF114790 

L420 EF114785 
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La suddivisione dell'isotipo L1 in due sottoisotipi L1A e L1B è 

stata effettuata in base all'omologia di sequenza relativa e 

all'assenza/presenza di possibili inserzioni di DNA microsatellite. La 

distinzione in due sottoisotipi potrebbe suggerire che questo evento, 

probabilmente derivato da una duplicazione del locus genico sia 

datato circa 90 MYA, che è la data stimata per la divergenza degli 

Acantopterigi. 

 

 

3A.2. Analisi delle sequenze amminoacidiche 

dedotte 

 

Confrontando le sequenze dell'isotipo L2 con quelle degli altri 

isotipi già noti, L1A, L1B ed L3, è stato possibile fare un’analisi 

approfondita delle caratteristiche sequenziali specifiche per il dominio 

CL di ciascun isotipo nella specie in esame (Fig. 28). Le sequenze a 

disposizione erano in tutto 28: 15 sono di isotipo L1A, 3 di isotipo 

L1B, 6 sono attribuite all’isotipo L2 e 4 all’isotipo L3.  

Le percentuali di omologia di sequenza amminoacidica tra gli 

isotipi sono riportate nella tabella V. 

Le sequenze sono state allineate con il programma ClustalX 1.8 

ed è stato possibile distinguere le regioni C e quelle V; tutti i cloni, ad 

eccezione del 5141 ed L180, codificano il dominio VL solo 

parzialmente. In figura 28 è riportato l’allineamento multiplo delle 

sequenze amminoacidiche dedotte dedotte dei cloni isolati mediante 

PCR e relativi ai tre isotipi di CL di T. bernacchii. 
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Figura 28. Allineamento multiplo delle sequenze amminoacidiche dedotte dei 

cloni isolati mediante PCR e relativi ai tre isotipi di catene leggere di T. bernacchii. 
In grassetto sono state evidenziate le posizioni conservate mentre con colori 
diversi sono state evidenziate le posizioni specifiche per ciascun isotipo. In grigio 
sono stati evidenziati gli ipotetici siti di fosforilazione. Con le lettere A, B, C, D, E, F 
e G, sono indicati i foglietti. Il segno “·” indica un residuo identico a quello della 
prima linea di ciascun isotipo, mentre “-” indica una posizione mancante. 
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Tabella V. Percentuali medie di omologia di sequenza amminoacidica di ciascun 

isotipo di catena leggera con gli altri isotipi. 

L1A L1B L2 L3  

91.7 57.9 37.2 34.0 L1A 

 95.7 34.6 38.1 L1B 

  94.7 33.4 L2 

   95.2 L3 

       

Sono state identificate 22 posizioni conservate nel dominio 

costante di tutti gli isotipi mentre nel domino costante dell’isotipo L3 è 

stata osservata una inserzione all’estremità amminico terminale di 

uno o due residui aggiuntivi a quello degli isotipi L2 o L1, 

rispettivamente. 

Le sequenze sono state analizzate con il programma NetPhos 

2.0 ed è stato possibile individuare le ipotetiche posizioni di 

fosforilazione. Le serine che presentavano uno score superiore al 99 

% sono state considerate siti di fosforilazione altamente probabili. 

Non è stato invece ottenuto uno score ugualmente elevato per alcun 

residuo di tirosina o treonina.  

In particolare, una stringa di serine lungo dai 3 ai 10 residui è 

stato osservato sia per l’isotipo L1 che L2, dalla posizione 48 alla 57.  

Tutte le serine costituenti la stringa di serine dell’isotipo L1 

potrebbero essere codificate dall'inserzione di un DNA microsatellite, 

che consiste in una ripetizione in tandem di triplette AGC. È stato 

notato infatti che questi codoni sono molto frequenti (40%) nelle 

ripetizioni di piccole sequenze (short sequence repeats, SSR) negli 

esoni di geni dei vertebrati (Li YC et al., 2004). L’isotipo L3 mostra 

una stringa simile di cinque residui di serine dalla posizione 75 alla 

79, tutte codificate dal codone AGC.  
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Non sono state osservate delle posizioni ipotetiche di N-

glicosilazione ad eccezione del clone L320 che mostra un sito nella 

regione FR2 del dominio variabile. 

In base all’allineamento, fatto con ClustalX 1.8, è stato costruito 

un albero filogenetico (Fig. 29) relativo al solo dominio CL che 

mostra l’esistenza di quattro cladi, ciascuno contenente le sequenze 

di un singolo isotipo. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 29. Albero filogenetico delle regioni costanti delle catene leggere 
della specie T. bernacchii. 

 

I valori di bootstrap relativi alla divergenza di ciascun isotipo 

sono elevati e confermano un’elevata differenza tra le sequenze. 
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Per determinare il grado di variabilità amminoacidica per 

ciascuna posizione in tutte le sequenze ottenute, è stato utilizzato il 

metodo dell’entropia di Shannon (Fig. 30). 

 

 
Figura 30. Istogramma dell’entropia di Shannon. In ascisse le posizioni sono 

distinte in base all’appartenenza al dominio variabile VL e costante CL. All’interno 
del dominio variabile sono indicate le CDR.  
 

 

L’istogramma riportato in figura mostra sull’asse delle ordinate 

l’entropia (H), cioè il grado di variabilità amminoacidica, definito 

dall’algoritmo di Shannon, mentre sull’asse delle ascisse è riportata 

la posizione del residuo amminoacidico. Con questo metodo di 

analisi risulta che le regioni CDR2 e CDR3 sono le più variabili. 

L'istogramma presenta un picco con un valore di entropia pari a 2.5, 

corrispondente alla CDR2; valori alti di entropia si riscontrano anche 

in corrispondenza di due picchi relativi alle CDR3 che risultano 

essere pari a 3.0 e 2.62. 

Appare evidente che la variabilità amminoacidica non è limitata 

alla regione variabile, ma anche alla regione costante delle catene L; 

tale variabilità è dovuta sia alle differenze tra gli isotipi che  a quelle 

all’interno di ciascun isotipo. 
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3A.3. Confronto con gli isotipi delle altre specie 

 

Per chiarire le relazioni esistenti tra gli isotipi di catena L di T. 

bernacchii e quelli degli altri teleostei, è stato effettuato un 

allineamento con Clustal X 1.8 distinguendo così quattro gruppi di 

sequenze (Fig. 31)  

Quattordici posizioni della regione CL sono in condivisione con 

le sequenze della regione CL di tutti i teleostei. In 7 posizioni ( 40, 

45, 52, 76, 95, 96 e 102) le sequenze del gruppo 1A e 1B mostrano 

lo stesso residuo, assente nelle sequenze degli altri gruppi. 
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Figura 31. Allineamento del dominio costante delle catene leggere di diversi 

teleostei. Le sequenze incluse nell'allineamento sono state distinte in quattro 
gruppi in relazione all’isotipo di appartenenza. Con le lettere A, B, C, D, E, F e G, 

sono indicati i  strand. Il segno “.” indica un residuo identico a quello della prima 

linea di ciascun isotipo mentre “-” indica una posizione mancante.  
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Un albero filogenetico relativo al dominio CL della specie in esame 

e a quello delle altre specie di teleostei, evidenzia come effettivamente 

ciascun isotipo di T. bernacchii ricada all’interno del clade dello stesso 

isotipo descritto nelle altre specie di teleostei (Fig. 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Albero filogenetico delle regioni costanti delle catene leggere 
della specie T. bernacchii e di altre specie di teleostei: Tetraodon nigroviridis, 
Cyprinus carpio, Danio rerio, Paralichtys olivaceus, Anarhichas minor, Salmo salar, 
Oncorhynchus mykiss, Siniperca chuatsi, Seriola quinqueradiata, Gasterosteus 
aculeatus, Pagrus major, Epinephelus coioides, Gadus morhua, Dincentrarchus 
labrax, Ictalurus punctatus, Carassius auratus, Fugu rubripes, Pseudosciaena 
crocea. 
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3A.4. Modelli molecolari relativi agli isotipi del 
dominio costante della catena L 

 

Per ciascun isotipo L1A, L1B, L2 ed L3 di T. bernacchii sono 

stati costruiti modelli molecolari del dominio CL allo scopo di 

valutarne la conservazione strutturale, scegliendo una sequenza 

rappresentativa per ciascun isotipo (Fig. 33). 

 

 

 

Figura 33. Modelli molecolari degli isotipi di catena leggera, L1A (in alto a 
sinistra), L1B (in alto a destra), L2 (in basso a sinistra) ed L3 (in basso a destra), 
con relativo orientamento del dominio CL (in rosso per L1A, verde per L1B,in blu 
per L2 e arancio per L3) rispetto al CH1 (bianco). 

 
I modelli ottenuti sono stati analizzati e il tipo di appaiamento tra 

i domini CH1-CL risulta essere molto simile e compatto. È stata 

misurata la distanza fra gli atomi di zolfo delle cisteine coinvolte nel 

ponte disolfurico interdominio nei diversi isotipi e si è notato che tale 

valore oscilla tra 18,5 e 19,6 Å. L'orientamento reciproco dei domini 
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CH1 e CL è stato calcolato misurando gli angoli fra gli assi principali 

dei due domini nei 4 modelli; i valori trovati sono molto simili nei 

diversi isotipi (circa 120°). Le dimensioni dei dimeri sono molto simili, 

essi sono tutti inseribili all'interno di una box (43 Å × 42 Å × 27 Å) ma 

differiscono per la carica elettrostatica del sistema che è 0, −2, −1, 

−3 rispettivamente per gli isotipi L1A, L1B, L2, e L3. 

Anche la distribuzione di carica appare diversa fra gli isotipi 

(Fig. 34). 

 
Figura 34. Distribuzione di carica superficiale dei modelli di isotipi di catena 

leggera. In rosso sono mostrate le cariche negative, in blu quelle positive mentre in 
bianco le cariche neutre. Per ogni dominio CH è mostrato solo lo scheletro 
carbossilico.  
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Il valore dell'RMSD per gli atomi di C fra i vari modelli del 

dominio CL sovrapposti variano tra 1.32 e 1.65 Å (TabellaVI). 

 
Tabella VI. RMSD espressa in Å degli atomi di C fra i modelli dei diversi 

isotipi di catene leggere.  
 L1B 

 

L2 
 

L3 
 

L1A 1.32 1.54 1.53 

L1B  1.40 1.62 

L2   1.65 

  

In contrasto con i bassi valori di RMSD ottenuti, è stato 

osservato che le posizioni degli scheletri carbossilici sono molto 

divergenti in numerosi loop: in particolare il loop che connette gli 

strand D ed E è molto esposto al solvente nel dominio CL di L1A. 

Infine, è stato osservato che gli ipotetici siti di glicosilazione sono tutti 

distribuiti in tre regioni precise (Fig. 35).  

 

Figura 35. Sovrapposizione dei modelli molecolari dei domini costanti delle 
sequenze L218 (isotipo L1A, in rosso), L219 (isotipo L1B, in blu), L440 ( isotipo L2, 
in verde), 5141 (isotipo L3, in arancio). I residui di serina, che presumibilmente 
sono fosforilati, sono evidenziati con delle sfere. Sono state indicate le estremità N- 
e C- terminale del loop che connette gli strand D ed E. 
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3B. Studio delle interazioni del dominio 
transmembrana delle Ig di Chionodraco 
hamatus  

 

La regione transmembrana (IgTM) della catena pesante delle 

Ig di C. hamatus è stata studiata avvalendosi di metodi 

computazionali al fine di comprendere il tipo di interazioni coinvolte 

nell’associazione del dimero all’interno della membrana cellulare. 

 

 

3B.1. Costruzione dei modelli e studio di 
dinamica molecolare dell’elica transmembrana delle Ig 
 

Un modello molecolare della regione transmembrana (TM) 

delle Ig di C. hamatus, corrispondente alla sequenza 

NMGSTAITFILLFLITLLFSIGTTAFKVK era già stato costruito durante 

lo svolgimento della tesi sperimentale utilizzando come stampo l’elica 

H del centro di reazione fotosintentico di R. sphaeroides (identità di 

sequenza 33%). Il modello consiste in un’elica estesa, vicina 

all’idealità, in cui i residui amminoacidici Thr5, Phe9, Leu12, Thr16, 

Phe19 e Thr24 si trovano sulla stessa faccia dell’elica e sono esposti 

al solvente. Prima di studiare l’associazione è stata valutata la 

stabilità di una singola elica attraverso simulazioni di MD in POPC 

per 50 ns. durante tutta la simulazione, la struttura del modello viene 

conservata e rimane prossima all’idealità, come si evince dall’analisi 

della struttura secondaria, del raggio di girazione del raggio dell’elica 

e dal numero totale dei legami idrogeno in funzione del tempo. La 

deviazione quadratica media (RMSD, root mean square deviation) 

del modello risultante dopo la simulazione verso il modello di 

partenza è costante e di circa 2 Å. La regione centrale idrofobica 
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(residui 9-19) dell’-elica è completamente immersa nel doppio strato 

lipidico mentre le estremità cariche (residui 1-4 e 27-29) sono 

ancorate all’interfaccia polare acqua-lipidi.  

 

 

3B.2. Associazione elica-elica delle IgTM e loro 
stabilità  
 

Per poter studiare la formazione spontanea di un omodimero 

parallelo delle IgTM, sono state costruite e studiate mediante MD in 

POPC quattro configurazioni, che differiscono per la posizione 

relativa delle due eliche. I risultati ottenuti sono stati confrontati con i 

dati di simulazioni condotte in acqua ottenuti durante la mia tesi 

sperimentale. 

Sono state condotte otto simulazioni nel doppio strato lipidico 

POPC (da 15 a 50 ns per simulazione, per un totale di oltre 150 ns) e 

tutte mostrano la formazione di un omodimero stabile. Questo 

risultato non sorprende dal momento che le aggregazioni spontanee 

elica-elica sono state già osservate in simulazioni dell’ordine di 

nanosecondi (Mottamal M et al., 2006; Vereshaga YA et al., 2007) 

mostrando così che le configurazioni di partenza non sono così 

lontane da quelle all’equilibrio. I dati ottenuti dalle simulazioni in 

POPC sono stati confrontati con quelli di dieci simulazioni in acqua 

condotte durante la tesi sperimentale, delle quali quattro non 

producono un appaiamento parallelo delle due eliche. In alcuni casi, 

in acqua, le strutture risultanti erano caratterizzate da un 

impacchettamento antiparallelo delle due eliche (in due casi), le due 

eliche rimanevano separate (in un caso) o le eliche interagivano in 

maniera irregolare (in un caso). Nella figura 36 sono mostrati sei 

modelli rappresentativi ottenuti dalle simulazioni in POPC (A e B) e 
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sei modelli ottenuti dalle simulazioni in acqua (C e D); nella 

sovrapposizione un'elica è mantenuta fissa nella stessa posizione 

per ciascuna struttura. I valori di RMSD dei residui amminoacidici 

presenti nella regione all’interfaccia delle due eliche (residui 12-19 

delle due catene) fra i diversi modelli ottenuti dalle simulazioni in 

POPC cadono nell’intervallo tra 0,4 e 3.3 Å. Questi risultati indicano 

che le interfacce che stabilizzano l’omodimero ottenuto dalle 

simulazioni in POPC sono simili tra loro (Fig. 36A e B). Questa 

somiglianza suggerisce che i modelli ottenuti possono essere una 

rappresentazione plausibile dell’associazione delle IgTM nel BCR.  

Gli omodimeri ottenuti in acqua, invece, presentano una 

grande variabilità strutturale (Fig. 36C e D). Le eliche interagiscono 

attraverso facce diverse; in alcuni casi si osserva una marcata 

distorsione della struttura dell’elica. L’RMSD dei residui 12-19 delle 

due catene di queste strutture copre un intervallo che varia tra 2.1 a 

5.0 Å. 

Le interazioni responsabili dell’associazione delle eliche in 

ambiente lipidico sono prevalentemente di tipo idrofobico: durante la 

simulazione la superficie totale accessibile al solvente dei residui 

idrofobici diminuisce rapidamente (da un valore medio di 1100 Å2 a 

950 Å2) mentre l’area accessibile al solvente dei residui idrofilici 

rimane praticamente immutata a circa 900 Å2. L’evoluzione nel 

tempo degli elementi di struttura secondaria, il raggio di girazione dei 

C e il numero di legami idrogeno di ciascuna elica individualmente 

mostrano che i monomeri conservano la loro struttura durante 

l’associazione elica-elica, ad eccezione delle regioni terminali. Il 

passo per residuo delle eliche varia tra 1,32 e 1,61 ed in alcuni casi è 

prossimo al valore ideale di 1,5.  

 

 



 81 

 

 

 

 
 

Figura 36. Confronto strutturale fra gli omodimeri IgTM ottenuti mediante 
simulazioni in ambienti diversi. Le sei strutture rappresentative ottenute dalla 
simulazione in POPC sono mostrate nei riquadri A e B mentre le sei strutture 
ottenute mediante simulazione in acqua sono mostrate nei riquadri C e D.  

 

I residui coinvolti nell’interazione elica-elica si trovano 

all’interfaccia e sono stati identificati: la regione interfacciale non 

presenta legami idrogeno intermolecolare ma le due eliche 

interagiscono attraverso interazioni di van der Waals (Fig. 36A–C) fra 

gli stessi residui Phe9, Leu12, Phe13, Leu14, Leu17 e Phe19 delle 

due catene. 



 82 

 

Figura 37. I residui amminoacidici determinanti nella struttura e nella stabilità 
degli omodimeri IgTM in modelli rappresentativi ottenuti mediante simulazione in 
POPC. 

 

Sebbene le distanze intermolecolari medie fra questi residui 

chiave cambino durante le simulazioni, sono stati identificati I contatti 

che portano all’associazione delle IgTM. Le interazioni 

intermolecolari più conservate si formano tra le catene laterali dei 

residui Phe13 e Leu12 (Fig. 35A e B), inoltre è stata osservata 

un’occasionale interazione – tra le due Phe19 dal momento che i 

due anelli aromatici sono paralleli ad una distanza di 4,3 Å (Burley 

SK and Petsko GA, 1986). Altre interazioni osservate spesso 

coinvolgono le catene laterali dei residui Leu12, Phe13, e Leu14 con 

Phe9 (Fig. 35C). Infine i residui Phe9–Phe9, Leu17–Phe19 e Phe13–

Leu14 possono trovarsi a stretto contatto.  
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Nei modelli finali degli omodimeri le estremità N- e C- terminale 

sono esposte al solvente. All’estremità C-terminale Lys27 e Lys29 

delle due catene interagiscono con gli atomi di ossigeno delle teste 

polari delle molecole di POPC sulla superficie del doppio strato 

lipidico, consentendo così l’ancoraggio del dimero alla membrana. Si 

è notato infatti durante le simulazione che questi residui sono liberi di 

muoversi ma sono costantemente sulla faccia esterna del doppio 

strato lipidico.  

 

 

3B.3. Confronto della regione TM delle Ig di 
Chionodraco hamatus con quella di altre specie di 
vertebrati 

Per verificare se il tipo di interazione responsabile 

dell'associazione dei dimeri delle IgTM di C. hamatus fosse una 

caratteristica peculiare dei teleostei antartici, lo studio di tale regione 

è stato esteso a isotipi diversi di Ig appartenenti a tutte le classi di 

vertebrati  

Analisi delle sequenze amminoacidiche 

 
Sono state analizzate le sequenze amminoacidiche della forma 

di membrana delle IgH di diversi isotipi di numerose specie di 

vertebrati (Tabella S2 in appendice). Utilizzando metodi 

computazionali sono state predette la regione extracellulare 

prossimale alla membrana (EMPD), quella che attraversa la 

membrana (TM) e la regione citoplasmatica di ciascuna sequenza 

amminoacidica dedotta. La regione EMPD è estremamente variabile: 

la sua lunghezza varia nell'intervallo di 9-39 residui amminoacidici (il 

valore medio è 20,6). La composizione amminoacidica di ciascuna 
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regione mostra un alto contenuto di residui carichi negativamente 

(Glu + Asp 31,7%) nell'EMPD. La regione TM presenta un alto 

contenuto di Phe (14,9%) e di Ser+Thr (28,5%), un basso contenuto 

di residui con piccola catena laterale e l'assenza di cariche negative. 

La coda citoplasmatica, infine, mostra un alto contenuto di residui 

carichi positivamente (Lys 21,0%) (Tabella VII).  

Tabella VII. Percentuale di composizione amminoacidica delle diverse 
regioni delle IgH, specifiche per la forma di membrane nelle 68 sequenze del 
dataset. 
 

  Total EMPD TMD Cyt 

Ala  5.4  5.4  6.5  2.5 

Arg  1.2  0.9  0.1  4.8 

Asn  2.8  5.0  1.0  2.5 

Asp  5.1 13.0 -  3.0 

Cys  1.8  3.2  1.3 - 

Gln  2.4  4.0  0.1  6.2 

Glu  7.4 18.7 -  2.2 

Gly  4.4  6.6  2.3  4.8 

His  0.6  1.1 -  1.3 

Ile  7.2  4.3 10.1  6.1 

Leu 12.5 10.1 17.8  4.3 

Lys  4.3  1.2  0.1  21.0 

Met  2.0  2.1  1.5  2.9 

Phe  8.2  2.8 14.9  3.0 

Pro  2.0  3.0  0.4  4.6 

Ser  8.2  6.3 10.6  6.1 

Thr 10.3  3.8 17.9  5.4 

Trp  2.1  1.0  2.9  2.4 

Tyr  3.2  2.3  4.1  3.0 

Val  8.4  6.0  8.3 13.9 

 

Per determinare se la composizione delle IgTM sia una 

caratteristica comune delle eliche transmembrana, è stata misurata 
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la frequenza dei vari amminoacidi in 236 segmenti dell'elica 

transmembrana di proteine comprese nel PDBTM dataset (vedi 

Metodi) (Tabella VIII).  

Tabella VIII. Confronto fra la composizione amminoacidica delle IgTM e 
quella di 236 catene di α-eliche TM incluse nel PDBTM dataset. 

 IgTM PDBTM 

Ala 6.5 11.4 

Arg 0.1 3.1 

Asn 1.0 2.2 

Asp – 1.9 

Cys 1.3 1.1 

Gln 0.1 2.5 

Glu – 3.3 

Gly 2.3 7.1 

His – 1.4 

Ile 10.1 9.6 

Leu 17.8 14.7 

Lys 0.1 2.9 

Met 1.5 3.3 

Phe 14.9 7.2 

Pro 0.4 2.3 

Ser 10.6 4.8 

Thr 17.9 5.5 

Trp 2.9 2.4 

Tyr 4.1 3.4 

Val 8.3 9.9 
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In un campione di 24.886 residui di eliche transmembrana è 

stato trovato il 10,3% di Ser+Thr, i residui carichi negativamente 

sono il 5,2% mentre quelli carichi positivamente sono il 6,0%, i 

residui con piccole catene laterali (Gly+Ala) sono il 18,5% infine il 

contributo di Phe è del 7,2%. Il confronto fra le sequenze dell'IgTM e 

la tendenza generale conferma che le IgTM posseggono una 

composizione di sequenza unica.  

Una caratteristica importante delle sequenze IgTM è l'assenza 

di residui carichi positivamente che sono comuni nella maggioranza 

dei recettori immunologici e interagiscono, tramite ponti salini, con i 

dimeri atti al signaling (Call ME and Wucherpfennig KW, 2007). 

Questo dato suggerisce l'idea che le eliche IgTM si associno al 

dimero transducente Igα–Igβ in un modo diverso. La conservazione 

dei residui nell'allineamento delle sequenze IgTM è stata analizzata 

con il metodo dell'entropia di Shannon (Fig. 38). 
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Figura 38. Grafico dell'entropia di Shannon (H) dell'allineamento di 
sequenze. amminoacidiche del dataset di IgTM. 

I valori più alti di entropia sono stati trovati in 12 posizioni delle 

regioni N- e C- terminale. In particolare sono stati identificati otto 

residui altamente conservati o il cui carattere è conservato tra le 

diverse specie (FXXLFLXS/TXXYSXXXT); tale motivo è visualizzato 

mediante il tool WebLogo utilizzato per l'analisi della variabilità delle 

posizioni (Fig. 39). 

Figura 39. Posizioni conservate nell'allineamento di 68 sequenze di IgTM del 

dataset rappresentate mediante il tool WebLogo.  
 

Per stabilire se tale motivo conservato ha un significato 

biologico per le molecole Ig, è stata valutata la sua frequenza nel 

dataset PDBTM e non è stato mai trovato. 
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Analisi strutturale 

 

Per costruire modelli per omologia di omodimeri IgTM, sono 

state selezionate 7 sequenze TM diverse comprendenti 29 residui 

amminoacidici, con valori di identità di sequenza tra il 37% e l'89% 

(Fig. 40). 

 

 

 

 

Figura 40. Allineamento e percentuale di identità di sequenza fra le regioni 

IgTM studiate in MD. 

I modelli sono stati studiati mediante MD per un tempo totale  di 

simulazione di circa 305 ns. Le simulazioni mostrano la formazione di 

omodimeri molto compatti (Fig. 41 e tabella IX). 
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Figura 41. Confronto strutturale fra gli omodimeri IgTM ottenuti mediante 

simulazioni in POPC. (A) Visione frontale, (B) visione dall'alto. 
Tabella IX. Parametri strutturali risultanti dalle simulazioni MD delle regioni 

TM di diversi isotipi di Ig. 

 

Lunghezza 

media 

dell'elica 

(Å) 

Raggio 

medio 

dell'elica 

Passo medio 

dell'elica (Å) 

Raggio di 

girazione 

per residuo 

(Å) 

Media del 

n° di legami 

idrogeno 

IgM 

 M. musculus 
18.9 ± 0.4 2.61 ± 0.04 1.53 ±0.03 14.2 ±0.2 33.7 

IgM 

 I. punctatus 
11.9 ± 0.4 2.57 ± 0.03 1.52 ± 0.03 13.0 ± 0.1 33.3 

IgM P. waltl 22.0 ± 0.7 2.7 ± 0.1 1.37 ± 0.05 11.8 ± 0.4 33.9 

IgM  

A. platyrhynchos 
28.3 ± 0.5 2.64 ± 0.04 1.57 ± 0.03 13.9 ± 0.1 33.1 

IgG2A  

M. musculus 
25.7 ± 0.4 2.44 ± 0.04 1.55 ± 0.02 13.0 ± 0.1 35.6 

IgNAR  

G. cyrratum 
21.4 ± 0.3 2.43 ± 0.01 1.49 ± 0.02 13.3 ± 0.1 39.4 
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Lunghezza 

media 

dell'elica 

(Å) 

Raggio 

medio 

dell'elica 

Passo medio 

dell'elica (Å) 

Raggio di 

girazione 

per residuo 

(Å) 

Media del 

n° di legami 

idrogeno 

IgY  

A. carolinensis 
31.9 ± 0.3 2.44 ± 0.03 1.52 ± 0.01 14.8 ± 0.1 38.5 

 

I valori calcolati di RMSD per le strutture dei dimeri sono in un 

intervallo tra 1,5-2,7 Å, ad indicare che le strutture delle IgTM sono 

molto simili in specie diverse. 

Sono stati studiati i principi fisici coinvolti nella formazione del 

dimero e sono stati identificati i contatti specifici che portano 

all'associazione delle due catene. Le catene laterali di un'elica sono 

complementari alle cavità dell'altra elica, permettendo un 

impacchettamento molto stretto (valori di Sc tra 0,61 e 0,86) 

stabilizzato prevalentemente da interazioni intermolecolari tra gli 

anelli aromatici di due residui di Phe9 e Phe13 delle due catene (Fig. 

42). 
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Figura 42. Le interazioni che determinano la formazione e la stabilità degli 
omodimeri IgTM in un modello rappresentativo ottenuto mediante simulazioni in 
POPC. Le interazioni specifiche sono prevalentemente mediate da una perfetta 
complementarietà di superficie delle due eliche. 

 Questo è in accordo con il ben noto ruolo centrale dell'π-

stacking nei processi di auto-assemblaggio osservati in chimica e 

biochimica (McGaughey G et al., 1998; Gazit E, 2002). Le interazioni 

osservate tra i residui di fenilalanina sono in contrasto con l'idea 

generale che catene laterali più piccole ottimizzino 

l'impacchettamento elica-elica (Jiang S and Vakser IA, 2004). Per 

stabilire il potenziale significato biologico della presenza di un motivo 

FXXXF nelle α-eliche transmembrana, è stata ricercata la sua 

frequenza all'interno del Database di proteine transmembrana ed è 

stato notato che non è statisticamente rappresentativa. Questo 

risultato è in accordo con le analisi statistiche condotte da Senes e 

collaboratori (Senes A et al., 2000). 

Negli omodimeri IgTM è stata trovata inoltre la presenza di 

legami idrogeno tra le catene laterali di Ser/Thr16, Ser20 di una 

catena e i corrispondenti residui dell'altra catena. Durante la 

simulazione, le catene laterali dei residui di serina adottano 

prevalentemente la conformazione g+ (χ1= 240–360°). Ciò 
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suggerisce che le interazioni π–π tra i residui di fenilalanina 

potrebbero essere la forza che guida l'associazione, mentre i residui 

di serina e treonina forniscono assistenza all'associazione formando 

legami idrogeno intercatena. 

Nella regione citoplasmatica, all'estremità C-terminale dell'elica, 

due catene laterali di Lys27 e Lys29 sono coinvolte in un'interazione 

favorevole con gli atomi di ossigeno delle molecole di POPC sulla 

superficie del doppio strato lipidico. 

Nel complesso i risultati delle simulazioni e delle analisi 

statistiche delle eliche transmembrana suggeriscono che 

l'associazione elica-elica delle IgTM dipendono dalle interazioni 

sequenza-specifiche che coinvolgono un motivo inusuale, 

FXXXFXXS/TXXXS. Questo motivo, mai identificato prima, sembra 

essere una sequenza che promuove l'associazione elica-elica in 

regioni transmembrana. 
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3C. Studio dello splicing atipico delle Ig di 
membrana di Chionodraco hamatus 

 
3C.1. Confronto della sequenza della catena 

pesante delle Ig dei teleostei 
 

 Nel 2007 nel corso del mio lavoro di tesi di laurea 

sperimentale ho sequenziato la forma secreta e di membrana della 

catena pesante delle Ig di C. hamatus e dal loro confronto è risultato 

che la forma di membrana è mancante degli ultimi due domini 

costanti. Per verificare se il dato ottenuto fosse specifico per il gene 

dell’individuo utilizzato nell’esperimento, il trascritto codificante mIgM 

è stato sequenziato in campioni di milza di 8 individui diversi di C. 

hamatus ed i risultati ottenuti, a prescindere da limitate variazioni 

nucleotidiche attribuibili a polimorfismo allelico, indicavano la 

mancanza dei due domini. Per verificare se tale perdita fosse una 

specificità della specie o fosse comune anche in altre specie 

antartiche, è stato fatto un allineamento con altre 13 sequenze di 

cDNA di Ig di membrana di teleosti antartici e non antartici (Fig. 43). 

Sui domini condivisi di tale allineamento è stato costruito un 

albero filogenetico che mostra come tutte le specie che non 

presentano l'esone CH3 nella forma di membrana appartengono allo 

stesso clade (Fig. 44). 
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Figura 43. Allineamento delle sequenze amminoacidi che codificanti la forma 

di membrana della catena pesante delle Ig di 13 specie di Nototenioidei antartici e 
non antartici. 
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Figura 44. Albero filogenetico costruito con il metodo Neighbor-Joining 

mostra le distanze tra le sequenze di Ig nell'allineamento di figura 43. Nel riquadro 
sono comprese le specie che presentano una forma di membrana della catena 
pesante mancante dell'esone CH3 

 

È stato interessante notare che all'assenza del terzo esone 

costante è associata la presenza di un braccio spaziatore 

extracellulare insolitamente lungo. Tale regione è composta da 

sequenze di 13 residui amminoacidici, ripetuti in numero variabile fra 

le specie da 1 a 4, la cui composizione è abbastanza conservata tra 

le specie. La composizione amminoacidica rivela un'abbondanza 

relativa di residui carichi negativamente (acido aspartico e acido 

glutammico sono il 23,7%). I residui di cisteina e prolina sono 

rispettivamente il 6,2 e 4,2 % del totale.  

La sequenze dei 39 nucleotidi codificanti le ripetizioni di 13 

residui amminoacidici mostrano un alto grado di conservazione (Fig. 

45). 
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Figura 45. In alto: Allineamento delle sequenze di 39 nt. Le lettere (A-D) 

identificano la ripetizione da 39 nt in ciascuna specie dove A indica quella 
all'estremità C-terminale. Gli asterischi indicano le posizioni conservate. In basso: 
confronto della conservazione nella sequenze dell'allineamento, rappresentato dal 
tool WebLogo 
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3C.2. Espressione di un peptide ricombinante 
comprendente le regioni CH2 e EMPD delle Ig di 

Chionodraco hamatus 
 

La presenza di un braccio spaziatore extracellulare più lungo, 

osservato nelle Ig di C. hamatus, potrebbe avere un ruolo strutturale 

importante. Per comprendere la funzione di tale EMPD è stato 

espresso un frammento ricombinante della mIgM di C. hamatus 

comprendente il secondo esone costante, CH2, e la regione 

extracellulare prossimale alla membrana (EMPD). La regione di 

cDNA codificante il frammento proteico di interesse è stata 

amplificata mediante PCR utilizzando come stampo il clone S7, 

contenente l’intera sequenza della catena pesante delle mIg. I 

primers oligonucleotidici utilizzati sono stati CH2Rec (complementare 

ad una sequenza al 5’ del dominio CH2) e VerdeRec 

(complementare alla sequenza al 3’ dell’EMPD), in entrambe è stata 

sostituita una base presente nello stampo per poter inserire una 

tripletta di inizio ed un codone di stop. Dopo aver purificato il 

frammento dal gel d’agarosio, è stata condotta una reazione per 

convertirne le estremità in una forma blunt e fosforilata. Il frammento 

ottenuto è stato poi clonato all'interno del vettore di espressione 

pETBlue-1 trasformando il ceppo di cellule NovaBlue Singles 

Competent Cells per poter verificare il costrutto. Il frammento, 

comprendente 497 nt, è stato sequenziato e tradotto (Fig. 46). È 

stato predetto il peso molecolare della proteina codificata che risulta 

essere pari a 17.966 Da. Per l'espressione inducibile con IPTG del 

gene, è stato necessario trasformare il plasmide ricombinante 

stabilizzato nelle cellule NovaBlue nel ceppo Tuner(DE3)pLacI. Sono 

state condotte colture cellulari e indotte con IPTG 0,1mM per una 

notte a +4°C. Le cellule recuperate dopo l'induzione sono state 
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separate dal terreno di coltura e separate in due frazioni: l'estratto 

cellulare e la frazione insolubile contenente i detriti cellulari e i corpi 

di inclusione. Per verificare l'effettiva espressione del peptide 

ricombinante, sono stati caricati su SDS-PAGE al 15% i seguenti 

campioni: coltura cellulare, cellule, estratto cellulare e frazione 

insolubile della coltura indotta con IPTG e della coltura non indotta 

utilizzata come controllo negativo. È stata ritrovata una banda di 

proteine, il cui peso era di oltre i 15 kDa, molto abbondante presente 

nella coltura, nelle cellule e nella frazione insolubile indotte con 

IPTG. 

 

atggagggtgtcttcgtaatgccagtggtggtttatagagatccaactcttaaagtgtta 

 M  E  G  V  F  V  M  P  V  V  V  Y  R  D  P  T  L  K  V  L  

gcctccacttcctctgaagaaagtgagtctcacttctcctgcttggccactgatttttca 

 A  S  T  S  S  E  E  S  E  S  H  F  S  C  L  A  T  D  F  S  

cctgacacatatgagttcaaatggctgacaaacaatcaagaaatcacaaccaaaatccac 

 P  D  T  Y  E  F  K  W  L  T  N  N  Q  E  I  T  T  K  I  H  

gaaatgaaaactcgttctgtggaaagaaaggacgagaatggaacttcactgtacagcgca 

 E  M  K  T  R  S  V  E  R  K  D  E  N  G  T  S  L  Y  S  A  

gcaagtttcctcacgatgaattccagtgacccgactttgaagatctcagtcacatgtctg 

 A  S  F  L  T  M  N  S  S  D  P  T  L  K  I  S  V  T  C  L  

tttgatgggaaaggggataaagctatcgtgaatgacacgctcatcacaaagacatgtcca 

 F  D  G  K  G  D  K  A  I  V  N  D  T  L  I  T  K  T  C  P 

atatgtcccgacaaacttggtgtcctttgtccatgccacacatgtgatgacaaagttggt 

 I  C  P  D  K  L  G  V  L  C  P  C  H  T  C  D  D  K  V  G  

gcccatcgtccatgccacatacatgatgactccaaccaaacggacattgacaagaaggta 

 A  H  R  P  C  H  I  H  D  D  S  N  Q  T  D  I  D  K  K  V   

gaaggataagacatggg   

 E  G  -         

Figura 46. La sequenza nucleotidica (in minuscolo) e la sequenza 
amminoacidica dedotta.(in maiuscolo) dei domini CH2 (in verde) e EMPD (in 
giallo). In rosso è mostrata la tripletta di stop. 
 

Per rivelare l'effettiva presenza del frammento ricombinante in tali 

frazioni, è stato ripetuto l'SDS-PAGE ed il gel è stato trasferito su 

filtro di nitrocellulosa per effettuare un immunoblotting. L'anticorpo 

primario usato è un anticorpo anti-catena pesante delle Ig di C. 

hamatus, prodotto nel laboratorio stesso. È stata osservata la 

presenza di una banda molto intensa alla stessa altezza nelle 

coltura, nelle cellule e nella frazione insolubile della coltura indotta 

con IPTG (Fig. 45). Tale risultato, oltre a confermare l'avvenuta 
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espressione, permette anche di localizzare la presenza del peptide 

ricombinante all'interno della frazione insolubile. 

 

 

Figura 47. Immunoblotting delle frazioni cellulari delle colture indotte e non 
indotte con IPTG effettuato con un anticorpo primario anti-catena pesante delle Ig 
di C. hamatus. Sono stati caricati nell'ordine: 1) e 2) terreno di coltura  della coltura 
indotta e non indotta; 3) e 4) cellule della coltura indotta e non indotta; 5) e 6) 
frazione solubile delle colture indotta e non indotta; 7) e 8) frazione insolubile della 
coltura indotta e non indotta; 9) Ig purificate da bile di C. hamatus utilizzate come 
controllo positivo.  
 

 

3C.3. Analisi della regione genomica compresa 
tra gli esoni CH2 e TM in Chionodraco hamatus  

 

Determinazione della sequenza 

 

L’analisi genomica è stata condotta allo scopo di chiarire lo 

splicing atipico osservato nei teleostei antartici. A tale scopo è stato 

amplificato il frammento genomico comprendente gli esoni CH2 e TM 

in C. hamatus utilizzando primers appropriati. Per confrontarlo con 

quello di altre specie che non mostrano lo stesso tipo di processing è 

stato amplificato il frammento genomico relativo alla stessa regione 

del Nototenioideo non antartico, B. diacanthus. I prodotti amplificati 

per PCR mostrano altezze diverse (Fig. 48): quello ottenuto dal DNA 

di B. diacanthus è lungo circa 2.000 bp mentre quello ottenuto con il 
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DNA di C. hamatus è di circa 4.500 bp. Entrambe i prodotti sono stati 

clonati, sequenziati e analizzati (Numeri di accesso in banca dati 

rispettivamente EU884292 e EU925137). 

 

 

 

Figura 48. Esperimenti di PCR usando come primer senso una sequenza 
oligonucleotidica riproducente una sequenza nell'esone CH2 di C. hamatus e come 
antisenso una sequenza nell'esone TM della stessa specie. I prodotti amplificati 
mediante PCR da DNA genomico sono stati caricati nel seguente ordine: B. 
diacanthus (linea 1) e C. hamatus (linea 2). La conferma che tali prodotti 
appartengano al locus delle IgH è stata ottenuta mediante ibridazione con una 
sonda marcata specifica per IgH di C. hamatus. La mobilità dei marcatori è indicata 
a sinistra. 

 
Le sequenze relative alla regione genomica CH2-TM in C. 

hamatus e in B. diacanthus sono riportate in appendice 

rispettivamente come sequenza A1 e sequenza A2. 

I risultati ottenuti sono mostrati schematicamente in Figura 49. 

Nel caso di B. diacanthus, il frammento da 2.022 nt presenta 

un'organizzazione genica simile a quella osservata in altre specie di 

teleostei (Fig. 49A). Per C. hamatus è stato ottenuto un frammento 

da 4.563nt (Fig. 49B) la cui sequenza presenta rispetto a quella di B. 

diacanthus un’inserzione. Da un’analisi più approfondita risulta che in 

C. hamatus il segnale di poliadenilazione specifico per la forma 

secreta (vedi sequenza A1 in appendice) segue al 3’ una sequenza 

non codificante di 1.348nt comprendente il segnale di adenilazione e 

l'esone RB; l'esone RB di 39 nt; un introne di 371 nt fra gli esoni RB 
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ed RA; l'esone RA di 39 nt; un  introne tra l'esone RA e l'esone TM1 

di 1.066 nt ed infine una porzione dell'esone TM1.  

 

 

 

Figura 49. Confronto delle sequenze genomiche di B. diacanthus e C. 
hamatus comprese fra la fine dell’esone codificante l’esone CH2 e l’esone 
codificante la regione transmembrana. Gli esoni utilizzati nel trascritto maturo sono 
in grigio. La regione presente in C. hamatus ma non in B. diacanthus, e 
contenente i piccoli esoni addizionali R1 e R2, è in rosso. Le linee in basso 
uniscono gli esoni presenti nel trascritto maturo. Le frecce indicano la 
localizzazione dell’inserzione. 

 

Una successiva analisi del frammento da 4.563 nt ha rivelato 

che l'esone RA e l'esone RB sono inclusi in due grandi sequenze 

ripetute, da 411 nt ciascuna, chiamate APS2 e APS3 la cui sequenza 

è molto simile alla sequenza antiparallela di una regione a monte 

nello stesso locus che inizia nell'introne CH2-CH3 e termina 

nell'introne CH3-CH4. Più a monte è presente una terza regione di 

1.043 nt, chiamata APS1, identificata come antiparallela di una 

sequenza che comprende l'introne CH2-CH3 ed il 3' UTR (Regione 

S); all'interno della regione APS1 è presente una sequenza non 

codificante di 39 nt (RC) molto simile ad RA ed RB. Infine, sono state 

identificate due sequenze da 555 nt ciascuna, chiamate 
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rispettivamente m ed n, che presentano un'identità di sequenza pari 

al 99,6%. La figura 50 schematizza la situazione descritta. 

 

Figura 50. Schema della regione genomica di C. hamatus compresa tra la 
fine dell’esone codificante il dominio CH2 e l’esone codificante la regione 
transmembrana. Gli esoni utilizzati nel trascritto maturo sono in grigio. L’inserzione 
contenente R1 e R2, è in rosso. Le linee blu in basso uniscono gli esoni presenti 
nel trascritto maturo. Le regioni in giallo all’interno dell’inserzione (APS0, APS1 e 
APS2) sono antiparallele rispetto alla regione in azzurro; le frecce in basso 
indicano la loro sovrapposizione. 

 
 
3C.4. Analisi comparativa delle sequenze 
antiparallele e delle relative controparti 

 

Il confronto tra le sequenze nucleotidiche delle regioni APS0, 

APS1, APS2 e la rispettiva regione inversa complementare ha 

mostrato un elevato grado di identità con percentuali di identità 

comprese tra l’89,8 e il 96,9%.  

Un'analisi filogenetica rivela che le regioni APS1 e APS2 sono 

molto più simili tra loro che ad APS0 (Fig. 51). 
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Figura 51. In alto è riportata la percentuale di identità nucleotidica fra le 
regioni APS0, APS1, APS2 e la rispettiva controparte inversa complementare nel 
dominio CH3 (la regione S). In basso è mostrato l'albero delle distanze relative che 
ne descrive le relazioni. 

 

L'acquisizione di siti donatori ed accettori di splicing nelle 

sequenze inverse complementari comporta l'inclusione nel trascritto 

maturo di sequenze ripetute R1 ed R2 codificanti 13 residui 

amminoacidici. Sono stati analizzati i siti di splicing, il branch site, il 

tratto polipirimidinico e le ipotetiche regioni che interagiscono con i 

componenti dello spliceosoma U1, U5, e U2 presenti nelle regioni  

APS0, APS1, e APS2. Le sequenze canoniche di splicing sono 

presenti in tutte le regioni APS ma soltanto i due esoni R2 ed R1 

sono stati ritrovati nel trascritto maturo, pertanto codificati nella 

proteina mentre l'esone R0, la sequenza omologa presente in APS1, 

è assente.  

Basandosi sul confronto con la rispettiva controparte, sono stati 

identificate numerose sostituzioni nelle regioni R2, R1 ed R0 in C. 

hamatus (Fig. 51). La sequenza R0, che non viene inclusa nel 

trascritto maturo, mostra una sola sostituzione rispetto alla sua 
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controparte nella regione S mentre le sequenze R1 ed R2, che sono 

usate come esoni addizionali, mostrano rispettivamente 8 e 12 

sostituzioni (Fig. 52). Diciannove delle venti sostituzioni in R1 ed R2 

interessano la prima e/o la seconda posizione nel codone e risultano 

non sinonime. È interessante, inoltre, notare che 5 delle 20 

sostituzioni introducono un codone codificante una cisteina, 

suggerendo una preferenza per questo residuo amminoacidico nella 

proteina sintetizzata. 

 

S     GAC AAA CGT GGT GCC CTT TAT CCA TTC TTC ATA CGT GAT 

R0    GAC AAA CTT GGT GCC CTT TAT CCA TTC TTC ATA CGT GAT 

R1    GAC AAA CTT GGT GTC CTT TGT CCA TGC CAC ACA TGT GAT 

R2    GAC AAA GTT GGT GTC CAT CGT CCA TGC CAC ATC ACT GAT 

 
Figura 52. Allineamento di R0, R1, R2 con la sequenza inversa 

complementare della controparte nella regione S. Le 21 basi, che in R0, R1, R2 
differiscono da quelle nella stessa posizione nella regione S, sono mostrate in 
grassetto. I codoni di R1 ed R2 sono ombreggiati alternatamente; in queste regioni 
19/20 sostituzioni interessano la prima e/o la seconda posizione del codone. Le 
basi che introducono un codone codificante cisteina sono in corsivo. 

 

Per verificare che la presenza di regioni invertite e ripetute 

all'interno del locus genico delle Ig non fosse una peculiarità della 

specie in esame ma una caratteristica comune alle specie antartiche, 

è stata sequenziata la regione genomica compresa tra gli esoni CH2-

TM di un altro teleosteo antartico, Cygnodraco mawsoni. In tale 

specie è stata osservata la presenza di ben 4 regioni aventi un'alta 

omologia con la regione APS1, contenenti gli esoni da 39 nt 

codificanti per le ripetizioni da 13 residui amminoacidici dell'EMPD, 

ed una regione analoga ad APS0. La sequenza genomica ottenuta è 

mostrata in Appendice come sequenza A9. Anche in questo caso è 

presente una sequenza di 39 nt nella regione analoga ad APS0 che 

contiene gli stessi siti possibili di splicing delle sequenze da 39 nt 

nelle altre 4 regioni ma non è espressa.  
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Questi risultati suggeriscono che l'inserzione di sequenze 

ripetute e invertite nel locus delle Ig dei teleostei antartici è una 

caratteristica comune e una possibile conseguenza dell'adattamento 

al freddo. 

 

 

3C.5. Studi sui frammenti di RNA 
complementari ad una porzione del locus delle 
Ig in Chionodraco hamatus e Bovicthus 
diacanthus 

 

Sintesi di frammenti di RNA 

 

Per comprendere se l'inserzione di circa 2.000 nucleotidi nel 

locus della catena pesante delle Ig di C. hamatus fosse coinvolto 

nello splicing atipico per la forma di membrana delle 

immunoglobuline, è stato sintetizzato un frammento di RNA 

riproducente la sequenza genomica comprendente la regione CH2-

TM. Il frammento genomico è stato clonato in un vettore plasmidico 

contenente un sito di legame per la RNA polimerasi T7 e la 

trascrizione è stata condotta usando come enzima una RNA 

polimerasi T7. Il frammento ottenuto comprendeva 4.564 nt, il peso 

predetto con un tool disponibile in rete era di 1.548 kDa, la 

composizione in GC è di 39,1%, la concentrazione per mole di 

molecola di RNA era di 0.147 M mentre la concentrazione calcolata 

per mole di nucleotide era di 0.671 mM. 

Un analogo protocollo è stato usato per sintetizzare un 

frammento di RNA riproducente parte del locus delle Ig della specie 

non antartica B. diacanthus, con l'obiettivo di comprendere le 

differenze a livello trascrizionale fra i due tipi di processing. Il 
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frammento comprendeva 2.073 nt, il suo peso molecolare predetto 

era di 597,8 kDa, la composizione in GC è di 35,6%, la 

concentrazione per mole di RNA era di 34.4 M mentre quella per 

mole di nucleotide era di 71.3 mM. 

Le sequenze delle due specie sono mostrate rispettivamente 

in appendice come sequenze A3 e A4. 

È stato inoltre sintetizzato un frammento di RNA riproducente 

la regione genomica di C. hamatus comprendente l'esone CH2 e 

l'esone CH4, per utilizzarlo come elemento di riferimento nelle 

successive misure. La sua sequenza è mostrata in appendice in 

sequenza A5, dove sono evidenziati in grassetto le regioni 

complementari ai primers oligonucleotidici utilizzati. Tale frammento 

comprendeva 1.142 nt, il suo peso molecolare predetto era di 329,26 

kDa, la composizione in GC è di 40,9%, la concentrazione per 

molecola era di 1,242 M mentre quella calcolata per mole di 

nucleotide era di 1,42 mM. 

 

 

 3C.5.1. Predizione di struttura secondaria 

 

Per determinare se vincoli strutturali possono essere coinvolti 

nella perdita dell'esone CH3 e del putativo esone RC nel trascritto 

maturo delle Ig di C. hamatus sono stati effettuati studi di predizione 

di struttura. La struttura secondaria delle molecole di RNA a diverse 

temperature è stata predetta utilizzando il tool computazionale mfold 

(Zuker M et al., 2003). Le temperature di analisi sono 0°C e 25°C. A 

bassa temperatura, più prossima a quella fisiologica per le specie 

antartiche, la struttura a più bassa energia predetta per la molecola 

di RNA di C. hamatus presenta una regione a doppio filamento molto 



 107 

estesa stabilizzata da un contributo di energia libera pari a -3.830 

kcal/mole (Fig. 53). La struttura a doppia elica coinvolge la fine 

dell'esone CH2 e la fine dell'esone CH4 su un filamento e la regione 

APS0 sull'altro, per un totale di 1.980 nucleotidi coinvolti (vedi 

sequenza A6 in appendice). I nucleotidi impegnati nel doppio 

filamento sono 154 ÷ 1.144 e 1.804 ÷ 2.796 mentre il loop fra i due 

filamenti è composto da 658 nt. Il contributo di energia libera 

calcolato per la sola regione a doppio filamento è di -2.49 kcal/mole, 

più del 65% dell'energia totale. La sequenza del primo filamento 

include il sito accettore di splicing dell'esone CH3 e della sequenza 

R0, che in questo modo non sono disponibili ad un eventuale legame 

dei componenti del complesso dello spliceosoma. Questo 

impedimento strutturale potrebbe essere il motivo per il quale la 

forma di membrana delle immunoglobuline è mancante dell'esone 

CH3 e il possibile esone R0 non è espresso. 
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Figura 53. La struttura ad energia più bassa predetta per l'RNA di C. 
hamatus a 0 °C con il programma mfold. La presenza di una regione a doppio 

filamento molto estesa è evidente.  
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A temperature più alte, il risultato della predizione di struttura 

secondaria mostra la possibilità che il frammento di RNA di C. 

hamatus può presentarsi in due diverse conformazioni, legate alla 

capacità delle regioni APS1 e APS2 di formare una struttura a doppio 

filamento con la sua controparte nella regione CH3 (Fig. 54 e Fig. 

55). La prima conformazione risultante dalla predizione a 25°C 

presenta una struttura a doppio filamento in cui la sequenza 

impegnata nel primo filamento coinvolge gli stessi nucleotidi del 

primo filamento della struttura a bassa temperatura, mentre il 

secondo filamento coinvolge una parte della regione APS0 e l'intera 

regione APS1 (vedi sequenza A7 in appendice). Il numero di 

nucleotidi coinvolti è lo stesso, 990 nt per filamento, e sono 154 ÷ 

1144 su un filamento e 1.804 ÷ 2.554 e 2.965 ÷ 3.203 sull'altro. Il 

loop ha la stessa lunghezza di quello della struttura predetta a bassa 

temperatura ma in questa conformazione è presente un bulge al 

centro del secondo filamento composto da 409 nt (2.555 ÷ 2.964). Il 

contributo di energia libera calcolato per questa struttura è di -2.357 

kcal/mol. 

La seconda conformazione predetta ad alta temperatura mostra 

anch'essa una struttura a doppio filamento che coinvolge 1.880 nt, i 

nucleotidi 154 ÷ 1.144 su un filamento e 1.804 ÷ 2.554 e 3.361 ÷ 

3.617 sull'altro (vedi sequenza A8 in appendice). In questo caso il 

secondo filamento coinvolge la prima parte della regione APS0 e 

l'intera regione APS2. La lunghezza del loop tra i due filamenti è la 

stessa (658 nt) mentre il bulge è più grande e comprende 805 nt. Il 

contributo di energia libera calcolato è di -2443 kcal/mole. 

La presenza del bulge nelle due conformazioni a 25°C le 

rende meno stabili (la diminuzione di energia è di circa -1.473 

kcal/mole) e pertanto termodinamicamente sfavorite.  
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Figura 54. La prima delle due conformazione predette per il frammento di 
RNA di C. hamatus a 25 °C. La struttura a doppio filamento è presente anche a 
temperature alte ed è visibile un bulge al centro del secondo filamento. 
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Figura 55. La seconda delle due conformazione predette per il frammento di 
RNA di C. hamatus a 25 °C. La struttura a doppio filamento è presente anche a 
temperature alte ed è visibile un bulge al centro del secondo filamento. 
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Per la specie non Antartica, B. diacanthus, le conformazioni 

predette ad alta e bassa temperatura sono meno strutturate: non 

sono evidenti strutture a doppio filamento molto estese né a bassa 

né ad alta temperatura a causa dell'assenza di regioni di sequenze 

inverse complementari. La struttura del frammento di RNA sembra 

essere globulare e il contributo di energia associato a questa 

conformazione è di soli -1.073 kcal/mole (Fig. 56).  

   

Figura 56. Predizione di struttura secondaria condotta sulla sequenza di 
RNA di B. diacanthus corrispondente alla regione genomica tra gli esoni CH2 e 
TM. È evidente l'assenza di strutture a doppio filamento esteso.  
 

È stata inoltre predetta la struttura del frammento di RNA di C. 

hamatus comprendente gli esoni CH2-CH4: si suppone che tale 

regioni non si strutturi a doppio filamento ed è preso come 

riferimento di una struttura a singolo filamento. La predizione mostra 

l'assenza del doppio filamento sia a basse che alte temperature ed il 

contributo di energia libera è molto più basso di quello delle 
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conformazioni di C. hamatus e B. diacanthus (-604,35 kcal/mole a 

0°C)(Fig. 57). 

 
Figura 57. Predizione di struttura del frammento di RNA di C. hamatus 

compresa tra gli esoni CH2-CH4 condotta a 0 °C. L'RNA è meno strutturato ed è 
assente una struttura a doppio filamento esteso. 

 
 

3C.5.2. Dicroismo Circolare 
 
Il Dicroismo Circolare (CD) è una tecnica spettroscopica 

comunemente usata per la caratterizzazione in soluzione di proteine 

ed acidi nucleici. È una tecnica in grado di fornire informazioni per 

una data struttura secondaria di peptidi, proteine ed acidi nucleici. È 

particolarmente utile per monitorare i cambiamenti strutturali in 

seguito a variazioni delle condizioni ambientali come temperatura, 

forza ionica e pH. 

Gli spettri CD per le varie specie in esame sono stati registrati 

a diverse temperature (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C), 
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in un intervallo fra 220-320 nm, per poter seguire eventuali 

cambiamenti conformazionali causati dall'aumento della temperatura. 

Le misure di CD sono state condotte prima sul frammento di 

RNA di C. hamatus riproducente la regione genomica compresa tra 

gli esoni CH2-CH4. La sovrapposizione degli spettri è mostrata in 

figura 58. Lo spettro registrato a 0 °C presenta 3 picchi: uno molto 

intenso e positivo a 268 nm, uno positivo a 226 nm ed uno negativo 

a 236 nm.  

 

Figura 58. Sovrapposizione degli spettri CD del frammento di RNA di C. 
hamatus riproducente la regione genomica compresa tra gli esoni CH2-CH4 a 
differenti temperature. 

 

A temperature maggiori, il massimo dell'intensità del picco 

positivo si sposta in una regione a lunghezze d'onda maggiori (fino a 

274 nm) e la sua intensità diminuisce notevolmente, mentre i picchi a 

236 e 226 nm scompaiono progressivamente. Seguendo 

l'andamento dell'intensità a 268 nm in funzione della temperatura 

non è stato possibile identificare una temperatura di fusione del 

sistema (Fig. 59). A 108 °C è presente un unico picco a 274 nm che 
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può essere usato come riferimento per una struttura a singolo 

filamento. 

 

Figura 59. Curva termica che rappresenta l'andamento dell'intensità del 
segnale dicroico a 267 nm a in funzione dell'aumento della temperatura del 
frammento di RNA di C. hamatus riproducente la regione genomica CH2-CH4. 

 

Le stesse misure sono state condotte sul campione di RNA di 

C. hamatus corrispondente alla regione genomica di interesse. Lo 

spettro a più bassa temperatura mostra un picco molto intenso a 267 

nm ed altri tre picchi meno intensi, due negativi a 210 nm e 238 nm 

ed uno positivo a 226 nm (Fig. 60).  
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Figura 60. Spettro CD dell'RNA di C. hamatus a 0 °C. È evidente un picco 
positivo molto intenso a 267 nm, due picchi negativi rispettivamente a 210 e 238 
nm ed un picco positivo meno intenso a 238 nm. 

 

In seguito all'aumento della temperatura la lunghezza d'onda 

del massimo del picco più intenso si sposta verso valori maggiori (da 

267 nm a 0°C fino a 275 nm a 108°C). Ciò potrebbe essere 

imputabile alla perdita del contributo di doppio filamento alla struttura 

della molecola (Fig. 61). 

Figura 61. Sovrapposizione degli spettri CD del frammento di RNA di C. 
hamatus corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni CH2-TM. Il 
massimo dell'intensità del picco positivo più intenso si sposta in regioni dello 
spettro a lunghezza d'onda maggiori, da 226 nm a 0 °C 275 nm a 108 °C. I due 
picchi a 238 e 226 nm scompaiono a temperature maggiori.  
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La denaturazione termica è stata seguita registrando l’intensità 

del segnale a 267 nm in funzione dell’aumento della temperature in 

un intervallo fra 0 e 108 °C (Fig. 62). La curva non presenta un 

andamento sigmoidale, pertanto non è possibile identificare una 

temperatura di fusione, temperatura alla quale metà delle molecole di 

RNA sono denaturate. Ciò suggerisce che il processo di 

denaturazione potrebbe essere un processo non cooperativo e che 

la perdita di struttura secondaria interessera soltanto le estremità 

della molecola e non la struttura a doppio filamento. La 

sovrapposizione degli spettri a tutte le temperature analizzate è 

mostrato in figura 61. 

                        
 Figura 62. Denaturazione termica del frammento di RNA di C. hamatus 
corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni CH2-TM. 
L'andamento della curva non è sigmoidale pertanto non è stato possibile 
identificare una temperatura di denaturazione. 
 

Lo spettro CD registrato a 0 °C sul frammento di RNA di B 

diacanthus riproducente la regione genomica di interesse mostra 

quattro picchi: un picco positivo molto intenso a 267 nm, un picco 

positivo meno intenso a 223 nm e due picchi negativi rispettivamente 

a 237 nm e 211 nm.  
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Figura 63. Sovrapposizione degli spettri CD registrati sul frammento di 
RNA di B. diacanthus corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni 
CH2-TM a diverse temperature.  

 

All'aumentare della temperatura la lunghezza d'onda del 

massimo del picco positivo più intenso si sposta verso valori 

maggiori e l'intensità del picco diminuisce. L'intensità del picco a 237 

nm aumenta con la temperatura mentre l'intensità del picco a 211 nm 

diminuisce (Fig. 63).  

Confrontando lo spettro a 108 °C dell’RNA di C. hamatus 

riproducente la regione genomica CH2-TM con quello riproducente la 

regione genomica CH2-CH4 si osserva che in entrambe i casi i picchi 

meno intensi scompaiono ad alte temperature (Fig. 63). È 

interessante notare che l’intensità del picco a 275 nm riproducente la 

regione genomica CH2-TM è notevolmente maggiore di quello 

riproducente la regione CH2-CH4, ad indicare un maggior grado di 

strutturazione di tale molecola anche a temperature così elevate. 
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Figura 64. Sovrapposizione degli spettri CD registrati a 108 °C per l’RNA di 
C. hamatus corrispondente alla regione genomica CH2-TM (in verde) e CH2-CH4 
(in blu). 

 
 

3C.5.3. Microscopia a forza atomica 
 

Allo scopo di verificare l'attendibilità delle predizioni di struttura 

secondaria sui frammenti di RNA sintetizzati sono stati condotti studi 

su tali molecole mediante microscopia a forza atomica (AFM), una 

tecnica sperimentale che permette di ottenere immagini di superfici 

con risoluzione di pochi nanometri.  

Le analisi mediante AFM sul frammento di RNA di C. hamatus 

corrispondente alla regione genomica tra gli esoni CH2 e TM sono 

state effettuate in due condizioni diverse: in un primo caso la 

soluzione contenente l'RNA è stata riscaldata per 5 min a 90°C e poi 

bloccata in ghiaccio. Le immagini ottenute al microscopio relative a 

questo campione mostrano la presenza di molecole con una struttura 

filamentosa molto estesa che è assumibile ad una regione a doppio 

filamento di RNA alle cui estremità sono presenti due regioni 

globulari di diversa grandezza (Fig. 65). Sono state misurate 30 

molecole e la lunghezza media della regione a doppio filamento è 
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risultata essere 244 ± 16 nm. È stato mostrato in letteratura (Arnott 

JN et al., 1973) che il passo per base nell'elica A (la classica struttura 

dell'RNA a doppio filamento) è di 0,29 ± 0.03 nm, pertanto il numero 

di nucleotidi coinvolti nelle strutture osservate al microscopio risulta 

essere 841 per filamento. Tale risultato è compatibile con quello 

predetto dal tool computazionale mfold secondo il quale il numero di 

nucleotidi a doppio filamento coinvolti sono di 990 per filamento.  

 

 
Figura 65. Immagine al microscopio a forza atomica di una molecola di RNA 

di C. hamatus corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni CH2 e 
TM. La molecola è stata depositata sulla superficie di mica dopo un trattamento a 
95 °C per 5 min seguito da un'incubazione in ghiaccio. L'oggetto di forma globulare 
presente nell'immagine è una contaminazione proteica. 

 

Il secondo tipo di trattamento previsto per il frammento di RNA 

di C. hamatus comportava un riscaldamento a 95 °C per 5' e un lento 

raffreddamento fino al raggiungimento della temperatura ambiente. 

In tal caso erano attese strutture compatibili con le previsioni di 
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struttura condotte a 25 °C. Le immagini al microscopio mostrano la 

presenza di molecole aventi due regioni a doppio filamento interrotte 

da un bulge, alle cui estremità sono presenti regioni globulari (Fig. 

66). Le misure condotte su 10 molecole di RNA mostrano una 

regione complessiva a doppio filamento di 238 ± 13 nm per un totale 

di 821 nucleotidi impegnati nella struttura a doppio filamento. 

Figura 66. Immagine al microscopio a forza atomica di molecole di RNA di 
C. hamatus corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni CH2 e 
TM. Prima della deposizione, il campione è stato riscaldato a 95 °C per 5' e 
successivamente raffreddato molto lentamente fino alla temperatura ambiente.  
 

Con lo stesso approccio di microscopia è stato studiato il 

frammento di RNA di B. diacanthus riproducente la regione 

genomica compresa tra gli esoni CH2 e TM. In questo caso le 

immagini ottenute alla microscopia a forza atomica mostrano 

molecole quasi completamente globulari, in cui le regioni a doppio 

filamento sono difficili da distinguere (Fig. 67). Tale struttura è 

compatibile con la previsione condotta con il metodo computazionale 
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secondo il quale non sarebbero presenti regioni a doppio filamento 

esteso. 

Figura 67. Immagine al microscopio a forza atomica di molecole di RNA di B. 
diacanthus corrispondente alla regione genomica compresa tra gli esoni CH2 e 
TM. Dall'immagine è possibile notare l'assenza di strutture con un doppio filamento 
esteso mentre le molecole mostrano tutte una struttura di tipo globulare. 
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4. CONCLUSIONE E DISCUSSIONE 
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La molecola che è stata oggetto di studio del mio Dottorato di 

Ricerca in Scienze Chimiche è l'Immunoglobulina di teleostei 

antartici. È stata prestata attenzione ad entrambe le catene, leggera 

e pesante, delle Ig di più specie di Nototenioidei.  

La scelta di studiare molecole appartenenti a specie antartiche 

diverse ha permesso di generalizzare i risultati e l’analisi di specie 

ancestrali attualmente viventi in mari non antartici hanno indicato che 

i risultati sono relazionabili all’evoluzione adattativa. 

Il mio lavoro si è inserito all'interno di linee di ricerca già 

avviate ed ha contribuito a concludere progetti precedenti; tali lavori 

infatti sono stati oggetto di pubblicazioni su riviste scientifiche 

internazionali.  

Il lavoro sulle catene leggere delle Ig di T. bernacchii ha 

permesso di identificare caratteristiche della struttura primaria che 

sembrano essere una conseguenza dell'adattamento al freddo di tale 

molecola: l'elevato numero di siti di fosforilazione e glicosilazione 

sembra essere una possibile soluzione al problema della bassa 

solubilità delle proteine a temperature prossime allo zero. L’analisi 

comparata di tutte le sequenze di catene leggere di teleostei ha 

permesso di identificare quando nell’evoluzione delle specie, si è 

verificata la distinzione dell’isotipo L1 in due sottoisotipi, uno dei quali 

contenente un’inserzione di un microsatellite. 

L'analisi della regione TM delle Ig delle specie antartiche e di 

specie appartenenti a classi di vertebrati diverse ha permesso di 

conseguire risultati molto interessanti. Infatti, è stato possibile 

identificare in tale regione un motivo universale conservato in tutti gli 

isotipi di catene pesanti di tutte le classi di vertebrati; tale motivo è 

caratteristico per la molecola Ig ed è statisticamente assente nei tratti 

in -elica di tutte le altre proteine di membrana. Gli studi di MD 
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hanno suggerito la funzione di alcuni residui di tale motivo indicando 

che l'interazione tra due residui di fenilalanina sia la forza trainante 

dell'associazione delle catene pesanti delle Ig all'interno della 

membrana cellulare. Questo tipo di associazione non è stato 

descritto in altre proteine di membrana e potrebbe essere coinvolto 

nel complesso meccanismo di trasduzione che coinvolge il BCR. I 

risultati conseguiti potrebbero essere ampliati mediante ulteriori studi 

di MD della regione TM: a tale scopo potrebbe essere utile studiare 

l'associazione dell'Ig con l'eterodimero trasducente Ig-Ig in 

ambienti lipidici più simili a quello fisiologico, quali potrebbero essere 

doppi strati lipidici con composizione simile a quella del lipid raft, il 

microdominio di membrana in cui il BCR esplica la sua funzione. 

I risultati più recenti riguardano lo splicing atipico del trascritto 

primario codificante la forma di membrana delle Ig. L’analisi 

genomica del locus codificante la catena pesante di C. hamatus ha 

svelato una struttura del tutto particolare. La presenza 

contemporanea di una regione nucleotidica e della sua antiparallela 

ripetuta un numero variabile di volte a seconda della specie, sembra 

essere una caratteristica unica dei teleostei antartici. Tale 

caratteristica è la causa del meccanismo di processamento del 

trascritto primario che abbiamo evidenziato. L’analisi chimico-fisica di 

un RNA sintetico corrispondente alla regione del trascritto primario 

interessata allo splicing, ci ha permesso di individuare nella struttura 

secondaria a doppia elica  dell’RNA, la causa del meccanismo di 

processamento atipico. Tali studi potrebbero proseguire 

caratterizzando l'RNA nucleare estratto da cellule di rene cefalico di 

C. hamatus mediante ulteriori metodi chimico-fisici mirati ad 

evidenziarne la stabilità, come la calorimetria differenziale a 

scansione. Questo potrebbe costituire una nuova evidenza del ruolo 

giocato dalla temperatura nello stabilizzare la struttura dell’RNA e di 
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conseguenza modulare le funzioni cellulari. Infine la purificazione del 

peptide ricombinante potrebbe aprire la strada a caratterizzazioni 

strutturali che spiegherebbero le conseguenze dello splicing atipico a 

livello di struttura della proteina. 

La mia ricerca ha dimostrato la validità di usare approcci 

differenziati allo studio di una molecola: sono stati usati metodi di 

biochimica e biologia molecolare; sono state condotte 

caratterizzazioni chimico-fisiche ed utilizzati approcci computazionali 

sia per l’analisi delle sequenze nucleotidiche ed amminoacidiche che 

per le elaborazioni strutturali. L'obiettivo era quello di identificare 

specificità, relazionabili all’adattamento evolutivo non solo a livello 

proteico ma anche a livello genomico e trascrizionale.  

Questi risultati hanno confermato nozioni già consolidate che 

riguardano l'aumento di solubilità delle proteine di organismi adattati 

alle basse temperature, aumento della flessibilità tra i domini che le 

compongono; inoltre hanno anche evidenziato specificità della 

struttura del gene e dei meccanismi in cui è coinvolto.  

  

 

 

.
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TGTTTGAGGGGAAAGGGGAAAAAGCTATCGTGAATAAAACGCTCATCACA   50 

AAGATATGTCCAATATGTCCCGgtcccggtaaatgactactttatcttta  100 

aaaattgtatacaaagagttcaattttcatgtttttgcagccatctctgt  150 

ttaataattcttcactgtctcctcatttaaagatggcacagattgtcctg  200 

tagcagatgcggatgtacatatcatcgaaccctcaatggaggacatgtta  250 

ttacaccacaaaggaacggtatcttgtcaagtcacggttaacaacccatc  300 

tctggataagatttcgtgggagaccgtgactggaaatgcaatagatggtg  350 

ctgacccaattaccaaccttaaggaccgtaagggagtatttgttgctgaa  400 

cttaccatcacgtatgaagaatggataaagggcaccacgtttgtctgcaa  450 

ggtggaacataaagattggatggagccacttaaaaaatcctaccaaagga  500 

ttaatggtaagaatctatggagcaattgttcaaaacctgttttcaattcc  550 

tcttgtcatgccatcaaacacgtgttatctttttgtgtattatgtagcag  600 

ggattttcttctttagttcttctatctgtggccagagccctaattgttct  650 

ctaatgcttgcaggaggaacgactcagcgtccatcagtgtttatgctacc  700 

tcccctagaacatactaaaaaagacacggtgaccctgacttgcttagtga  750 

aagacttctacccgaagtatgtgtttgtggcttggctcgttgatgatctg  800 

gaatcaggcttacaatacaacaccacaagccctatagaaaaccagggatc  850 

ctattctgcttatggccagttaactctcagccttgaacagtggaacgaca  900 

atgacactgtgtatagctgtgttgtttaccatgagtctatggtcaaaaca  950 

ggaactaaagccattgtcagatccattgggcacagaacatttgaaagaac 1000 

caacctggtcaacctcaacatgaacatccccgatacgtgcaaggcccaca 1050 

attagatgtgattctgtgtcactgtgtcttcggctgtttgttgtttaatg 1100 

tttgtgcttgttatatcacattgtgtttgtcgttttaatgcagattcaaa 1150 

ataaaaaaaatctctttgcaactcagttgttgtatgtcgcatgctgttta 1200 

tgtctttattattcaatattagtttgatctccatgtttatcatactttaa 1250 

gtgtagagtcacagtgctcccctaatgcaacacacattaggttaagccat 1300 

ccgtgtgttaagcagtgattaaaatagatcaaatttaacaacatcacctc 1350 

acaaaatctaatgaagaaaatctatttgtttattgttttttgtatacata 1400 

gtattaccattgtttgtgtgacttgtctttgtctacgtgtgtttctacta 1450 

ctgggtcttgcagcccgacataagacaaatagttattcacggccaaattc 1500 

cagctctatggtcaaataatgaattgactgattcacaagccaggtcatgg 1550 

cacataaaggggtctttcaaaagcaattcaagatcattgtaggatgactt 1600 

taattatcataatcaattttagtgggacctttagcccagccttttacact 1650 

tacaataatgcatacagttacattatttaaatttgtagttaaacttggat 1700 

tgactgccattgatttaccgtagtttcacactgacctgaggttattaagc 1750 

gtgggggagggaagtgattatgatatggtaatcatctcatgagctatatt 1800 

gcatctgcattaaaacgacaaacacaatgtgatataacaagcacaaacat 1850 

taaacaacaaacagccgaagacacagtgacacagaatcacatctaattgt 1900 

gggccttgcacgtatccgggatgttcatgttgaggttgaccaggttggtt 1950 

ctttcaaatgttctgtgcccaatggatctgacaatggctttagttcctgt 2000 

tttgaccatagactcatggtaaacaacacagctatacacagtgtcattgt 2050 

cgttccactgttcaaggctgagagttaactggccataagcagaataggat 2100 

ccctggttttctatagggcttgtggtgttgtattgtaagcctgattcctg 2150 

atcatcaacaagccaagccacaaacacatacttcgggtagaagtctttta 2200 

ctaagcaagtcagggtcaccatttcttttttagtatgttctaggggaggt 2250 

agcataaacactgatggacgctgagtcgttcctcctgcaagcattagaga 2300 

acaattagggctctggccacagatagacgaactaaagaagaaaatccctg 2350 

ctacataatacacaaaaaaataacacgtgtttgatggcatgacaagagga 2400 

attgaaaacatgttttgagcaattgctccatagattcttaccattaattc 2450 

tttggtagggtcttgtaagtggctccatccaatctttatgttccaccttg 2500 

cagacaaacttggtgccctttatccattcttcatacgtgatggtaagttc 2550 

agcattaaatactcccgtaaggtcctcaaggttggtaattgggtcagcac 2600 

caagtattggatttccagtctcggtctcccacgaaatcttatccagagat 2650 

agtttgttaaccttgacttgacaatataccgttcctgtgtggtgtaataa 2700 

catgccctccattgagggtttgatgatatgtacatctgcatctgctacag 2750 

gacaatctgtgccgccttttttaaatgaggacacagtgaagaattatcct 2800 

acgagtgttttgtattgttttacgtcatgtaggagagtttttcagtctta 2850 

ccattaatcctttggtaggatcttgtaagtggtgtcatctaatctttatg 2900 

ttccaccttgcagACAAACTTGGTGTCCTTTGTCCATGCCACACATGTGA 2950 
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TGgtaagttcagcatcaaatactcccttacggcccttaaggttggtaatt 3000 

gggtcagcaccaagtattggatttccagtctcggtctcccacaaaatctt 3050 

atccagagatatttgttaaccttgacttgacaatatacctttcctttgtg 3100 

gtgtaataacatgtcctccattgagggtttgatgatatgtacatccacat 3150 

ctgctacaggacaatctgtgccgccttttttaaatgaggacacagtgaag 3200 

aattatcttactagtgttttgtattgtttttacgtcatgtaggagagttt 3250 

ttcagtcttaccattaatcctttggtaggatcttgtaagtggtgtcatct 3300 

aatctttatgttccaccttgcagACAAAGTTGGTGCCCATCGTCCATGCC 3350 

ACATACATGATGgtaagttcagcatcaaatactcccttacggcccttaag 3400 

gttggtaattgggtcagcaccaagtattggatttccagtctcggtctccc 3450 

acaaaatcttatccagagatagtttgttaaccttgacttgacaatatacc 3500 

gttcctgtgtggtgtaataacatgtcctccattgagggtttgatgatatg 3550 

tacatccacatctgctacaggacaatctgtgccgccttttttaaatgagg 3600 

acacagtgaagaattatcttactagtgttttgtattgtttttacgtcatg 3650 

taggagagtttttcag.tctgtggcttctgatctggtttcattttctcgt 3700 

gttttacatttgtttcatgtcctgtctattttgtatgtattcatgctata 3750 

tttttatacagttgttgatgttcagcactttgttcaactctgttgttttt 3800 

aaatgtgctatagaaataaaatggattggatactttaagtgtagagtcac 3850 

agtgctctcctaatgcaacacacattaggttaagccatccgtgtgttaag 3900 

cagtgattaaaatagatcaaatttaacaacatcacctcacaaaatctaat 3950 

gaagaaaatctatttgtttattgttttttgtatacatagtattaccattg 4000 

tttgtgtgacttgtctttgtctacgtgtgtttctactactgggtcttgca 4050 

gcccgacataagacaaatagttattcacggccaaattccagctctatggt 4100 

caaataatgaattgactgattcacaagccaggtcatggcacataaagggg 4150 

tctttcaaaagcaattcaagatcattgtaggatgactttaattatcataa 4200 

tcaattttagtgggacctttagcccagccttttacacttacaataatgca 4250 

tacagttacattatttaaatttgtagttaaacttggattgactgccattg 4300 

atttactgtagtttcacactgacctgaggttattaagcgtgggggaggga 4350 

agtgattatgatatggtaatcatctcatgagctactgttttaaagctggg 4400 

tttgtcaggcattaattgaatcatttctgtacatccagACTCCAACCAAA 4450 

CGGACATTGACAAGAAGGTAGAAGGATATGACATGGGATACACAGAGGTA 4500 

GAAGAAGATAACATGGGAAGCACAGCCATCACCTTCATCCTTCTCTTCCT 4550 

CATCACTCTGCTGT 

 

 

Sequenza A1. La regione genomica compresa tra gli esoni CH2 e TM in C. 
hamatus. In giallo sono mostrate le sequenze APS0, APS1 e APS2, in blu è 
evidenziata la sequenza S, corrispondente all'inverso complementare della 
sequenza APS0. In maiuscolo è mostrata la sequenza codificante la forma di 
membrana delle Ig: la fine dell'esone CH2 e gli esoni R1, R2 e TM. 
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TGTCTGTTTGAGGGGAAAGGTAAAAGCGGTCCAACAAACAAGTCATCATC   50 

TGTGACTCACAAACCTTTGGATCCAACgtgtgagtaaattgttacttttt  100 

cattaaaaatggtgtgttgatgtaatttaaattctcatggtttttgcagc  150 

catttatgttcaatcattttgaatgaattcctcactcaacagATGTCCAA  200 

GGATGTCCTGAAGCAGATGTAGAGGTAACTATCATAGCACCCTCAACGGG  250 

GAGCATGCTCTTACACAAAAAAGGAACAGTAACGTGTGAGGTCAAGGTAC  300 

GCAAATCACATGTTCAGAAGATTTCGTGGGAGACTAAGAATGGACTGTCA  350 

ATAGTTGGTGCCGAGCCAATTGAACCCGTTAAAGGACATACAGGCGTATT  400 

TCGCGCTCTACTTCCCATCACGTATGACGAATGGAGCCTGGGAACAGAGT  450 

TCCTCTGCATTCTTGAAAATAAAGATTGGATTGTACCACTTAAGAAAACA  500 

TACAAAAGGCCTATCGgtaagaaaactatttgtccgttcctgtgtttaat  550 

tcctattcatgccatcaaacataatttgagtgttaattctaaagtgtatt  600 

ttgtagcatatattttctactgtgggactgtacttttaaatgtggcagga  650 

gccctaattgtcctctcatgcttgcaggaggacacactcagcgtccttcc  700 

gtgtttatgttacctccactagaacaaactagaaaagaaatggtgaccct  750 

gacttgctatgtgaaagacttccaccctcatgaggtttttgtggcttggc  800 

ttgttgatgatgaagaagcagactcaacatacaagttccataccacaaac  850 

cctgtagaaagccatggatcctattctgcttatggccagttatctctcag  900 

ccttgaccagtggaaaaacgctgacactgtgtacagctgtgtagtttacc  950 

acgagtccgtggttaacacaaccaaagctattgtcaggtccatcggccac 1000 

agaacatttgaaaaaatcaacctggtcaacctcaacatccctgatacgtg 1050 

caaagcccagtagatgttcttgtatgtcacgtgtcttctgccgtttgttg 1100 

tttaatgtttgttgcttgtgatatgacattgtgttgtcttttaatgcaga 1150 

ttcaaaatcaaaaataaaaaaaaaaaagccctttgcaactctgttgatgt 1200 

atgtcgcatgctgttcatgtctttattaaccaatattttgagctccatgt 1250 

ttgccataagtgtagtcacagtgctatcctaatgcaacacaaattaggtg 1300 

catctatcagtatgtttgagttttaaagcacagtgaatagaacaatatat 1350 

caaatttcaatatcatattgtactcattagaataacacaaacaaccagca 1400 

gactatctttatgccacaattgaatgaaaataatcctatttgttcattgt 1450 

tatttgtagacagtgcattaacattgtttgtgtggcttgtctttgtgtac 1500 

ctgtgtttccactactggctcttgcaccccccataaaggaagaaaaacat 1550 

tccagctctaatgtctcccagtcaaattatgaatatattgacaagccaag 1600 

tcatgcatgccacactaataaaggggtctttaaaaaagcaattcaggatc 1650 

actgtaggaaaactttaaaatcaacacaatcaattttagaaggacattca 1700 

aaactattagcttaggcctcatggtacactgataacaacgtaataagtaa 1750 

cattgcatatgccagactgttcttttaatttgtagttgtcttttttatac 1800 

atggattgactgaccaattagatagactctgacctttgaggttataaaat 1850 

aagttacactactacaggaattgaatatgttgtctcatgagctactgctt 1900 

aaagccgggtttgtctcaagtattaactgaatattaattgtacagTAGAT 1950 

GAAGAATACTACCATTGGAACAGTTCCACGGAGGCAGAAGAAGATAACAT 2000 

GGGAATCACAGCAATCACCTTCATCCTTCTCTTCCTAATCACTCTGCTGT 2050 

TCACCATTGGAACCACTGCTTTC 

 

Sequenza A2. La sequenza genomica compresa tra gli esoni CH2 e TM in 
B. diacanthus. La sequenza codificante la forma di membrana delle Ig è riportata in 
maiuscolo: la fine dell'esone CH2 e gli esoni CH3 e TM.  
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UGUUUGAGGGGAAAGGGGAAAAAGCUAUCGUGAAUAAAACGCUCAUCACA   50 

AAGAUAUGUCCAAUAUGUCCCGgucccgguaaaugacuacuuuaucuuua  100 

aaaauuguauacaaagaguucaauuuucauguuuuugcagccaucucugu  150 

uuaauaauucuucacugucuccucauuuaaagauggcacagauuguccug  200 

uagcagaugcggauguacauaucaucgaacccucaauggaggacauguua  250 

uuacaccacaaaggaacgguaucuugucaagucacgguuaacaacccauc  300 

ucuggauaagauuucgugggagaccgugacuggaaaugcaauagauggug  350 

cugacccaauuaccaaccuuaaggaccguaagggaguauuuguugcugaa  400 

cuuaccaucacguaugaagaauggauaaagggcaccacguuugucugcaa  450 

gguggaacauaaagauuggauggagccacuuaaaaaauccuaccaaagga  500 

uuaaugguaagaaucuauggagcaauuguucaaaaccuguuuucaauucc  550 

ucuugucaugccaucaaacacguguuaucuuuuuguguauuauguagcag  600 

ggauuuucuucuuuaguucuucuaucuguggccagagcccuaauuguucu  650 

cuaaugcuugcaggaggaacgacucagcguccaucaguguuuaugcuacc  700 

uccccuagaacauacuaaaaaagacacggugacccugacuugcuuaguga  750 

aagacuucuacccgaaguauguguuuguggcuuggcucguugaugaucug  800 

gaaucaggcuuacaauacaacaccacaagcccuauagaaaaccagggauc  850 

cuauucugcuuauggccaguuaacucucagccuugaacaguggaacgaca  900 

augacacuguguauagcuguguuguuuaccaugagucuauggucaaaaca  950 

ggaacuaaagccauugucagauccauugggcacagaacauuugaaagaac 1000 

caaccuggucaaccucaacaugaacauccccgauacgugcaaggcccaca 1050 

auuagaugugauucugugucacugugucuucggcuguuuguuguuuaaug 1100 

uuugugcuuguuauaucacauuguguuugucguuuuaaugcagauucaaa 1150 

auaaaaaaaaucucuuugcaacucaguuguuguaugucgcaugcuguuua 1200 

ugucuuuauuauucaauauuaguuugaucuccauguuuaucauacuuuaa 1250 

guguagagucacagugcuccccuaaugcaacacacauuagguuaagccau 1300 

ccguguguuaagcagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccuc 1350 

acaaaaucuaaugaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacaua 1400 

guauuaccauuguuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacua 1450 

cugggucuugcagcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuc 1500 

cagcucuauggucaaauaaugaauugacugauucacaagccaggucaugg 1550 

cacauaaaggggucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuu 1600 

uaauuaucauaaucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacu 1650 

uacaauaaugcauacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggau 1700 

ugacugccauugauuuaccguaguuucacacugaccugagguuauuaagc 1750 

gugggggagggaagugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuauauu 1800 

gcaucugcauuaaaacgacaaacacaaugugauauaacaagcacaaacau 1850 

uaaacaacaaacagccgaagacacagugacacagaaucacaucuaauugu 1900 

gggccuugcacguauccgggauguucauguugagguugaccagguugguu 1950 

cuuucaaauguucugugcccaauggaucugacaauggcuuuaguuccugu 2000 

uuugaccauagacucaugguaaacaacacagcuauacacagugucauugu 2050 

cguuccacuguucaaggcugagaguuaacuggccauaagcagaauaggau 2100 

cccugguuuucuauagggcuugugguguuguauuguaagccugauuccug 2150 

aucaucaacaagccaagccacaaacacauacuucggguagaagucuuuua 2200 

cuaagcaagucagggucaccauuucuuuuuuaguauguucuaggggaggu 2250 

agcauaaacacugauggacgcugagucguuccuccugcaagcauuagaga 2300 

acaauuagggcucuggccacagauagacgaacuaaagaagaaaaucccug 2350 

cuacauaauacacaaaaaaauaacacguguuugauggcaugacaagagga 2400 

auugaaaacauguuuugagcaauugcuccauagauucuuaccauuaauuc 2450 

uuugguagggucuuguaaguggcuccauccaaucuuuauguuccaccuug 2500 

cagacaaacuuggugcccuuuauccauucuucauacgugaugguaaguuc 2550 

agcauuaaauacucccguaagguccucaagguugguaauugggucagcac 2600 

caaguauuggauuuccagucucggucucccacgaaaucuuauccagagau 2650 

aguuuguuaaccuugacuugacaauauaccguuccugugugguguaauaa 2700 

caugcccuccauugaggguuugaugauauguacaucugcaucugcuacag 2750 

gacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaagaauuauccu 2800 

acgaguguuuuguauuguuuuacgucauguaggagaguuuuucagucuua 2850 

ccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucuaaucuuuaug 2900 

uuccaccuugcagACAAACUUGGUGUCCUUUGUCCAUGCCACACAUGUGA 2950 

UGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaagguugguaauu 3000 
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gggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucucccacaaaaucuu 3050 

auccagagauauuuguuaaccuugacuugacaauauaccuuuccuuugug 3100 

guguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauauguacauccacau 3150 

cugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaag 3200 

aauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucauguaggagaguuu 3250 

uucagucuuaccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucu 3300 

aaucuuuauguuccaccuugcagACAAAGUUGGUGCCCAUCGUCCAUGCC 3350 

ACAUACAUGAUGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaag 3400 

guugguaauugggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucuccc 3450 

acaaaaucuuauccagagauaguuuguuaaccuugacuugacaauauacc 3500 

guuccugugugguguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauaug 3550 

uacauccacaucugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugagg 3600 

acacagugaagaauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucaug 3650 

uaggagaguuuuucag.ucuguggcuucugaucugguuucauuuucucgu 3700 

guuuuacauuuguuucauguccugucuauuuuguauguauucaugcuaua 3750 

uuuuuauacaguuguugauguucagcacuuuguucaacucuguuguuuuu 3800 

aaaugugcuauagaaauaaaauggauuggauacuuuaaguguagagucac 3850 

agugcucuccuaaugcaacacacauuagguuaagccauccguguguuaag 3900 

cagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccucacaaaaucuaau 3950 

gaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacauaguauuaccauug 4000 

uuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacuacugggucuugca 4050 

gcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuccagcucuauggu 4100 

caaauaaugaauugacugauucacaagccaggucauggcacauaaagggg 4150 

ucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuuuaauuaucauaa 4200 

ucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacuuacaauaaugca 4250 

uacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggauugacugccauug 4300 

auuuacuguaguuucacacugaccugagguuauuaagcgugggggaggga 4350 

agugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuacuguuuuaaagcuggg 4400 

uuugucaggcauuaauugaaucauuucuguacauccagACUCCAACCAAA 4450 

CGGACAUUGACAAGAAGGUAGAAGGAUAUGACAUGGGAUACACAGAGGUA 4500 

GAAGAAGAUAACAUGGGAAGCACAGCCAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCU 4550 

CAUCACUCUGCUGU 

 

Sequenza A3. Il frammento di RNA riproducente la regione genomica di 
interesse in C. hamatus comprendente gli esoni CH2 e TM. Le sequenze 
evidenziate in verde sono quelle codificanti per la forma di membrana delle IgM. Le 
sequenze in grassetto sono complementari a quelle dei primers utilizzati per 
amplificare il frammento di RNA comprendente la regione CH2-CH4 e che viene 
usato come riferimento per struttura a singolo filamento. 
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UGUCUGUUUGAGGGGAAAGGUAAAAGCGGUCCAACAAACAAGUCAUCAUC   50 

UGUGACUCACAAACCUUUGGAUCCAACgugugaguaaauuguuacuuuuu  100 

cauuaaaaaugguguguugauguaauuuaaauucucaugguuuuugcagc  150 

cauuuauguucaaucauuuugaaugaauuccucacucaacagAUGUCCAA  200 

GGAUGUCCUGAAGCAGAUGUAGAGGUAACUAUCAUAGCACCCUCAACGGG  250 

GAGCAUGCUCUUACACAAAAAAGGAACAGUAACGUGUGAGGUCAAGGUAC  300 

GCAAAUCACAUGUUCAGAAGAUUUCGUGGGAGACUAAGAAUGGACUGUCA  350 

AUAGUUGGUGCCGAGCCAAUUGAACCCGUUAAAGGACAUACAGGCGUAUU  400 

UCGCGCUCUACUUCCCAUCACGUAUGACGAAUGGAGCCUGGGAACAGAGU  450 

UCCUCUGCAUUCUUGAAAAUAAAGAUUGGAUUGUACCACUUAAGAAAACA  500 

UACAAAAGGCCUAUCGguaagaaaacuauuuguccguuccuguguuuaau  550 

uccuauucaugccaucaaacauaauuugaguguuaauucuaaaguguauu  600 

uuguagcauauauuuucuacugugggacuguacuuuuaaauguggcagga  650 

gcccuaauuguccucucaugcuugcaggaggacacacucagcguccuucc  700 

guguuuauguuaccuccacuagaacaaacuagaaaagaaauggugacccu  750 

gacuugcuaugugaaagacuuccacccucaugagguuuuuguggcuuggc  800 

uuguugaugaugaagaagcagacucaacauacaaguuccauaccacaaac  850 

ccuguagaaagccauggauccuauucugcuuauggccaguuaucucucag  900 

ccuugaccaguggaaaaacgcugacacuguguacagcuguguaguuuacc  950 

acgaguccgugguuaacacaaccaaagcuauugucagguccaucggccac 1000 

agaacauuugaaaaaaucaaccuggucaaccucaacaucccugauacgug 1050 

caaagcccaguagauguucuuguaugucacgugucuucugccguuuguug 1100 

uuuaauguuuguugcuugugauaugacauuguguugucuuuuaaugcaga 1150 

uucaaaaucaaaaauaaaaaaaaaaaagcccuuugcaacucuguugaugu 1200 

augucgcaugcuguucaugucuuuauuaaccaauauuuugagcuccaugu 1250 

uugccauaaguguagucacagugcuauccuaaugcaacacaaauuaggug 1300 

caucuaucaguauguuugaguuuuaaagcacagugaauagaacaauauau 1350 

caaauuucaauaucauauuguacucauuagaauaacacaaacaaccagca 1400 

gacuaucuuuaugccacaauugaaugaaaauaauccuauuuguucauugu 1450 

uauuuguagacagugcauuaacauuguuuguguggcuugucuuuguguac 1500 

cuguguuuccacuacuggcucuugcaccccccauaaaggaagaaaaacau 1550 

uccagcucuaaugucucccagucaaauuaugaauauauugacaagccaag 1600 

ucaugcaugccacacuaauaaaggggucuuuaaaaaagcaauucaggauc 1650 

acuguaggaaaacuuuaaaaucaacacaaucaauuuuagaaggacauuca 1700 

aaacuauuagcuuaggccucaugguacacugauaacaacguaauaaguaa 1750 

cauugcauaugccagacuguucuuuuaauuuguaguugucuuuuuuauac 1800 

auggauugacugaccaauuagauagacucugaccuuugagguuauaaaau 1850 

aaguuacacuacuacaggaauugaauauguugucucaugagcuacugcuu 1900 

aaagccggguuugucucaaguauuaacugaauauuaauuguacagUAGAU 1950 

GAAGAAUACUACCAUUGGAACAGUUCCACGGAGGCAGAAGAAGAUAACAU 2000 

GGGAAUCACAGCAAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCUAAUCACUCUGCUGU 2050 

UCACCAUUGGAACCACUGCUUUC 

 
Sequenza A4. Il frammento di RNA riproducente la regione genomica in B. 

diacanthus comprendente gli esoni CH2 e TM. Le sequenze evidenziate in verde 
sono quelle codificanti la forma di membrana delle IgM. 
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UGUCUGUUUGAGGGGAAAGGUAAAAGCGGUCCAACAAACAAGUCAUCAUC   50 

UGUGACUCACAAACCUUUGGAUCCAACgugugaguaaauuguuacuuuuu  100 

cauuaaaaaugguguguugauguaauuuaaauucucaugguuuuugcagc  150 

cauuuauguucaaucauuuugaaugaauuccucacucaacagAUGUCCAA  200 

GGAUGUCCUGAAGCAGAUGUAGAGGUAACUAUCAUAGCACCCUCAACGGG  250 

GAGCAUGCUCUUACACAAAAAAGGAACAGUAACGUGUGAGGUCAAGGUAC  300 

GCAAAUCACAUGUUCAGAAGAUUUCGUGGGAGACUAAGAAUGGACUGUCA  350 

AUAGUUGGUGCCGAGCCAAUUGAACCCGUUAAAGGACAUACAGGCGUAUU  400 

UCGCGCUCUACUUCCCAUCACGUAUGACGAAUGGAGCCUGGGAACAGAGU  450 

UCCUCUGCAUUCUUGAAAAUAAAGAUUGGAUUGUACCACUUAAGAAAACA  500 

UACAAAAGGCCUAUCGguaagaaaacuauuuguccguuccuguguuuaau  550 

uccuauucaugccaucaaacauaauuugaguguuaauucuaaaguguauu  600 

uuguagcauauauuuucuacugugggacuguacuuuuaaauguggcagga  650 

gcccuaauuguccucucaugcuugcaggaggacacacucagcguccuucc  700 

guguuuauguuaccuccacuagaacaaacuagaaaagaaauggugacccu  750 

gacuugcuaugugaaagacuuccacccucaugagguuuuuguggcuuggc  800 

uuguugaugaugaagaagcagacucaacauacaaguuccauaccacaaac  850 

ccuguagaaagccauggauccuauucugcuuauggccaguuaucucucag  900 

ccuugaccaguggaaaaacgcugacacuguguacagcuguguaguuuacc  950 

acgaguccgugguuaacacaaccaaagcuauugucagguccaucggccac 1000 

agaacauuugaaaaaaucaaccuggucaaccucaacaucccugauacgug 1050 

caaagcccaguagauguucuuguaugucacgugucuucugccguuuguug 1100 

uuuaauguuuguugcuugugauaugacauuguguugucuuuuaaugcaga 1150 

uucaaaaucaaaaauaaaaaaaaaaaagcccuuugcaacucuguugaugu 1200 

augucgcaugcuguucaugucuuuauuaaccaauauuuugagcuccaugu 1250 

uugccauaaguguagucacagugcuauccuaaugcaacacaaauuaggug 1300 

caucuaucaguauguuugaguuuuaaagcacagugaauagaacaauauau 1350 

caaauuucaauaucauauuguacucauuagaauaacacaaacaaccagca 1400 

gacuaucuuuaugccacaauugaaugaaaauaauccuauuuguucauugu 1450 

uauuuguagacagugcauuaacauuguuuguguggcuugucuuuguguac 1500 

cuguguuuccacuacuggcucuugcaccccccauaaaggaagaaaaacau 1550 

uccagcucuaaugucucccagucaaauuaugaauauauugacaagccaag 1600 

ucaugcaugccacacuaauaaaggggucuuuaaaaaagcaauucaggauc 1650 

acuguaggaaaacuuuaaaaucaacacaaucaauuuuagaaggacauuca 1700 

aaacuauuagcuuaggccucaugguacacugauaacaacguaauaaguaa 1750 

cauugcauaugccagacuguucuuuuaauuuguaguugucuuuuuuauac 1800 

auggauugacugaccaauuagauagacucugaccuuugagguuauaaaau 1850 

aaguuacacuacuacaggaauugaauauguugucucaugagcuacugcuu 1900 

aaagccggguuugucucaaguauuaacugaauauuaauuguacagUAGAU 1950 

GAAGAAUACUACCAUUGGAACAGUUCCACGGAGGCAGAAGAAGAUAACAU 2000 

GGGAAUCACAGCAAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCUAAUCACUCUGCUGU 2050 

UCACCAUUGGAACCACUGCUUUC 

 

Sequenza A5. Il frammento di RNA riproducente la regione genomica in B. 
diacanthus comprendente gli esoni CH2 e TM. Le sequenze evidenziate in verde 
sono quelle codificanti la forma di membrana delle IgM. 

 



UGUUUGAGGGGAAAGGGGAAAAAGCUAUCGUGAAUAAAACGCUCAUCACA   50 

AAGAUAUGUCCAAUAUGUCCCGgucccgguaaaugacuacuuuaucuuua  100 

aaaauuguauacaaagaguucaauuuucauguuuuugcagccaucucugu  150 

uuaauaauucuucacugucuccucauuuaaagauggcacagauuguccug  200 

uagcagaugcggauguacauaucaucgaacccucaauggaggacauguua  250 

uuacaccacaaaggaacgguaucuugucaagucacgguuaacaacccauc  300 

ucuggauaagauuucgugggagaccgugacuggaaaugcaauagauggug  350 

cugacccaauuaccaaccuuaaggaccguaagggaguauuuguugcugaa  400 

cuuaccaucacguaugaagaauggauaaagggcaccacguuugucugcaa  450 

gguggaacauaaagauuggauggagccacuuaaaaaauccuaccaaagga  500 

uuaaugguaagaaucuauggagcaauuguucaaaaccuguuuucaauucc  550 

ucuugucaugccaucaaacacguguuaucuuuuuguguauuauguagcag  600 

ggauuuucuucuuuaguucuucuaucuguggccagagcccuaauuguucu  650 

cuaaugcuugcaggaggaacgacucagcguccaucaguguuuaugcuacc  700 

uccccuagaacauacuaaaaaagacacggugacccugacuugcuuaguga  750 

aagacuucuacccgaaguauguguuuguggcuuggcucguugaugaucug  800 

gaaucaggcuuacaauacaacaccacaagcccuauagaaaaccagggauc  850 

cuauucugcuuauggccaguuaacucucagccuugaacaguggaacgaca  900 

augacacuguguauagcuguguuguuuaccaugagucuauggucaaaaca  950 

ggaacuaaagccauugucagauccauugggcacagaacauuugaaagaac 1000 

caaccuggucaaccucaacaugaacauccccgauacgugcaaggcccaca 1050 

auuagaugugauucugugucacugugucuucggcuguuuguuguuuaaug 1100 

uuugugcuuguuauaucacauuguguuugucguuuuaaugcagauucaaa 1150 

auaaaaaaaaucucuuugcaacucaguuguuguaugucgcaugcuguuua 1200 

ugucuuuauuauucaauauuaguuugaucuccauguuuaucauacuuuaa 1250 

guguagagucacagugcuccccuaaugcaacacacauuagguuaagccau 1300 

ccguguguuaagcagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccuc 1350 

acaaaaucuaaugaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacaua 1400 

guauuaccauuguuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacua 1450 

cugggucuugcagcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuc 1500 

cagcucuauggucaaauaaugaauugacugauucacaagccaggucaugg 1550 

cacauaaaggggucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuu 1600 

uaauuaucauaaucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacu 1650 

uacaauaaugcauacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggau 1700 

ugacugccauugauuuaccguaguuucacacugaccugagguuauuaagc 1750 

gugggggagggaagugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuauauu 1800 

gcaucugcauuaaaacgacaaacacaaugugauauaacaagcacaaacau 1850 

uaaacaacaaacagccgaagacacagugacacagaaucacaucuaauugu 1900 

gggccuugcacguauccgggauguucauguugagguugaccagguugguu 1950 

cuuucaaauguucugugcccaauggaucugacaauggcuuuaguuccugu 2000 

uuugaccauagacucaugguaaacaacacagcuauacacagugucauugu 2050 

cguuccacuguucaaggcugagaguuaacuggccauaagcagaauaggau 2100 

cccugguuuucuauagggcuugugguguuguauuguaagccugauuccug 2150 

aucaucaacaagccaagccacaaacacauacuucggguagaagucuuuua 2200 

cuaagcaagucagggucaccauuucuuuuuuaguauguucuaggggaggu 2250 

agcauaaacacugauggacgcugagucguuccuccugcaagcauuagaga 2300 

acaauuagggcucuggccacagauagacgaacuaaagaagaaaaucccug 2350 

cuacauaauacacaaaaaaauaacacguguuugauggcaugacaagagga 2400 

auugaaaacauguuuugagcaauugcuccauagauucuuaccauuaauuc 2450 

uuugguagggucuuguaaguggcuccauccaaucuuuauguuccaccuug 2500 

cagacaaacuuggugcccuuuauccauucuucauacgugaugguaaguuc 2550 

agcauuaaauacucccguaagguccucaagguugguaauugggucagcac 2600 

caaguauuggauuuccagucucggucucccacgaaaucuuauccagagau 2650 

aguuuguuaaccuugacuugacaauauaccguuccugugugguguaauaa 2700 

caugcccuccauugaggguuugaugauauguacaucugcaucugcuacag 2750 

gacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaagaauuauccu 2800 

acgaguguuuuguauuguuuuacgucauguaggagaguuuuucagucuua 2850 

ccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucuaaucuuuaug 2900 

uuccaccuugcagACAAACUUGGUGUCCUUUGUCCAUGCCACACAUGUGA 2950 

UGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaagguugguaauu 3000 
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gggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucucccacaaaaucuu 3050 

auccagagauauuuguuaaccuugacuugacaauauaccuuuccuuugug 3100 

guguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauauguacauccacau 3150 

cugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaag 3200 

aauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucauguaggagaguuu 3250 

uucagucuuaccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucu 3300 

aaucuuuauguuccaccuugcagACAAAGUUGGUGCCCAUCGUCCAUGCC 3350 

ACAUACAUGAUGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaag 3400 

guugguaauugggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucuccc 3450 

acaaaaucuuauccagagauaguuuguuaaccuugacuugacaauauacc 3500 

guuccugugugguguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauaug 3550 

uacauccacaucugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugagg 3600 

acacagugaagaauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucaug 3650 

uaggagaguuuuucagnucuguggcuucugaucugguuucauuuucucgu 3700 

guuuuacauuuguuucauguccugucuauuuuguauguauucaugcuaua 3750 

uuuuuauacaguuguugauguucagcacuuuguucaacucuguuguuuuu 3800 

aaaugugcuauagaaauaaaauggauuggauacuuuaaguguagagucac 3850 

agugcucuccuaaugcaacacacauuagguuaagccauccguguguuaag 3900 

cagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccucacaaaaucuaau 3950 

gaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacauaguauuaccauug 4000 

uuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacuacugggucuugca 4050 

gcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuccagcucuauggu 4100 

caaauaaugaauugacugauucacaagccaggucauggcacauaaagggg 4150 

ucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuuuaauuaucauaa 4200 

ucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacuuacaauaaugca 4250 

uacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggauugacugccauug 4300 

auuuacuguaguuucacacugaccugagguuauuaagcgugggggaggga 4350 

agugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuacuguuuuaaagcuggg 4400 

uuugucaggcauuaauugaaucauuucuguacauccagACUCCAACCAAA 4450 

CGGACAUUGACAAGAAGGUAGAAGGAUAUGACAUGGGAUACACAGAGGUA 4500 

GAAGAAGAUAACAUGGGAAGCACAGCCAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCU 4550 

CAUCACUCUGCUGU 

 

Sequenza A6. La sequenza del frammento di RNA di C. hamatus in cui sono 
evidenziate le due regioni inverse complementari che formano una struttura a doppio 
filamento predetto a 0°C: la regione S nel primo filamento e la regione APS0 nel secondo 
filamento. 
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UGUUUGAGGGGAAAGGGGAAAAAGCUAUCGUGAAUAAAACGCUCAUCACA   50 

AAGAUAUGUCCAAUAUGUCCCGgucccgguaaaugacuacuuuaucuuua  100 

aaaauuguauacaaagaguucaauuuucauguuuuugcagccaucucugu  150 

uuaauaauucuucacugucuccucauuuaaagauggcacagauuguccug  200 

uagcagaugcggauguacauaucaucgaacccucaauggaggacauguua  250 

uuacaccacaaaggaacgguaucuugucaagucacgguuaacaacccauc  300 

ucuggauaagauuucgugggagaccgugacuggaaaugcaauagauggug  350 

cugacccaauuaccaaccuuaaggaccguaagggaguauuuguugcugaa  400 

cuuaccaucacguaugaagaauggauaaagggcaccacguuugucugcaa  450 

gguggaacauaaagauuggauggagccacuuaaaaaauccuaccaaagga  500 

uuaaugguaagaaucuauggagcaauuguucaaaaccuguuuucaauucc  550 

ucuugucaugccaucaaacacguguuaucuuuuuguguauuauguagcag  600 

ggauuuucuucuuuaguucuucuaucuguggccagagcccuaauuguucu  650 

cuaaugcuugcaggaggaacgacucagcguccaucaguguuuaugcuacc  700 

uccccuagaacauacuaaaaaagacacggugacccugacuugcuuaguga  750 

aagacuucuacccgaaguauguguuuguggcuuggcucguugaugaucug  800 

gaaucaggcuuacaauacaacaccacaagcccuauagaaaaccagggauc  850 

cuauucugcuuauggccaguuaacucucagccuugaacaguggaacgaca  900 

augacacuguguauagcuguguuguuuaccaugagucuauggucaaaaca  950 

ggaacuaaagccauugucagauccauugggcacagaacauuugaaagaac 1000 

caaccuggucaaccucaacaugaacauccccgauacgugcaaggcccaca 1050 

auuagaugugauucugugucacugugucuucggcuguuuguuguuuaaug 1100 

uuugugcuuguuauaucacauuguguuugucguuuuaaugcagauucaaa 1150 

auaaaaaaaaucucuuugcaacucaguuguuguaugucgcaugcuguuua 1200 

ugucuuuauuauucaauauuaguuugaucuccauguuuaucauacuuuaa 1250 

guguagagucacagugcuccccuaaugcaacacacauuagguuaagccau 1300 

ccguguguuaagcagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccuc 1350 

acaaaaucuaaugaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacaua 1400 

guauuaccauuguuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacua 1450 

cugggucuugcagcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuc 1500 

cagcucuauggucaaauaaugaauugacugauucacaagccaggucaugg 1550 

cacauaaaggggucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuu 1600 

uaauuaucauaaucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacu 1650 

uacaauaaugcauacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggau 1700 

ugacugccauugauuuaccguaguuucacacugaccugagguuauuaagc 1750 

gugggggagggaagugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuauauu 1800 

gcaucugcauuaaaacgacaaacacaaugugauauaacaagcacaaacau 1850 

uaaacaacaaacagccgaagacacagugacacagaaucacaucuaauugu 1900 

gggccuugcacguauccgggauguucauguugagguugaccagguugguu 1950 

cuuucaaauguucugugcccaauggaucugacaauggcuuuaguuccugu 2000 

uuugaccauagacucaugguaaacaacacagcuauacacagugucauugu 2050 

cguuccacuguucaaggcugagaguuaacuggccauaagcagaauaggau 2100 

cccugguuuucuauagggcuugugguguuguauuguaagccugauuccug 2150 

aucaucaacaagccaagccacaaacacauacuucggguagaagucuuuua 2200 

cuaagcaagucagggucaccauuucuuuuuuaguauguucuaggggaggu 2250 

agcauaaacacugauggacgcugagucguuccuccugcaagcauuagaga 2300 

acaauuagggcucuggccacagauagacgaacuaaagaagaaaaucccug 2350 

cuacauaauacacaaaaaaauaacacguguuugauggcaugacaagagga 2400 

auugaaaacauguuuugagcaauugcuccauagauucuuaccauuaauuc 2450 

uuugguagggucuuguaaguggcuccauccaaucuuuauguuccaccuug 2500 

cagacaaacuuggugcccuuuauccauucuucauacgugaugguaaguuc 2550 

agcauuaaauacucccguaagguccucaagguugguaauugggucagcac 2600 

caaguauuggauuuccagucucggucucccacgaaaucuuauccagagau 2650 

aguuuguuaaccuugacuugacaauauaccguuccugugugguguaauaa 2700 

caugcccuccauugaggguuugaugauauguacaucugcaucugcuacag 2750 

gacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaagaauuauccu 2800 

acgaguguuuuguauuguuuuacgucauguaggagaguuuuucagucuua 2850 

ccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucuaaucuuuaug 2900 

uuccaccuugcagACAAACUUGGUGUCCUUUGUCCAUGCCACACAUGUGA 2950 

UGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaagguugguaauu 3000 
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gggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucucccacaaaaucuu 3050 

auccagagauauuuguuaaccuugacuugacaauauaccuuuccuuugug 3100 

guguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauauguacauccacau 3150 

cugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaag 3200 

aauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucauguaggagaguuu 3250 

uucagucuuaccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucu 3300 

aaucuuuauguuccaccuugcagACAAAGUUGGUGCCCAUCGUCCAUGCC 3350 

ACAUACAUGAUGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaag 3400 

guugguaauugggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucuccc 3450 

acaaaaucuuauccagagauaguuuguuaaccuugacuugacaauauacc 3500 

guuccugugugguguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauaug 3550 

uacauccacaucugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugagg 3600 

acacagugaagaauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucaug 3650 

uaggagaguuuuucagnucuguggcuucugaucugguuucauuuucucgu 3700 

guuuuacauuuguuucauguccugucuauuuuguauguauucaugcuaua 3750 

uuuuuauacaguuguugauguucagcacuuuguucaacucuguuguuuuu 3800 

aaaugugcuauagaaauaaaauggauuggauacuuuaaguguagagucac 3850 

agugcucuccuaaugcaacacacauuagguuaagccauccguguguuaag 3900 

cagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccucacaaaaucuaau 3950 

gaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacauaguauuaccauug 4000 

uuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacuacugggucuugca 4050 

gcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuccagcucuauggu 4100 

caaauaaugaauugacugauucacaagccaggucauggcacauaaagggg 4150 

ucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuuuaauuaucauaa 4200 

ucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacuuacaauaaugca 4250 

uacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggauugacugccauug 4300 

auuuacuguaguuucacacugaccugagguuauuaagcgugggggaggga 4350 

agugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuacuguuuuaaagcuggg 4400 

uuugucaggcauuaauugaaucauuucuguacauccagACUCCAACCAAA 4450 

CGGACAUUGACAAGAAGGUAGAAGGAUAUGACAUGGGAUACACAGAGGUA 4500 

GAAGAAGAUAACAUGGGAAGCACAGCCAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCU 4550 

CAUCACUCUGCUGU 

 

 

Sequenza A7. Il frammento di RNA di C. hamatus in cui sono evidenziate le due 
regioni inverse complementari che formano una struttura a doppio filamento nella prima 
conformazione predetta a 25°C: la regione S sul primo filamento e la prima parte della 
regione APS0 e l'intera regione APS1 sull'altro filamento. 
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UGUUUGAGGGGAAAGGGGAAAAAGCUAUCGUGAAUAAAACGCUCAUCACA   50 

AAGAUAUGUCCAAUAUGUCCCGgucccgguaaaugacuacuuuaucuuua  100 

aaaauuguauacaaagaguucaauuuucauguuuuugcagccaucucugu  150 

uuaauaauucuucacugucuccucauuuaaagauggcacagauuguccug  200 

uagcagaugcggauguacauaucaucgaacccucaauggaggacauguua  250 

uuacaccacaaaggaacgguaucuugucaagucacgguuaacaacccauc  300 

ucuggauaagauuucgugggagaccgugacuggaaaugcaauagauggug  350 

cugacccaauuaccaaccuuaaggaccguaagggaguauuuguugcugaa  400 

cuuaccaucacguaugaagaauggauaaagggcaccacguuugucugcaa  450 

gguggaacauaaagauuggauggagccacuuaaaaaauccuaccaaagga  500 

uuaaugguaagaaucuauggagcaauuguucaaaaccuguuuucaauucc  550 

ucuugucaugccaucaaacacguguuaucuuuuuguguauuauguagcag  600 

ggauuuucuucuuuaguucuucuaucuguggccagagcccuaauuguucu  650 

cuaaugcuugcaggaggaacgacucagcguccaucaguguuuaugcuacc  700 

uccccuagaacauacuaaaaaagacacggugacccugacuugcuuaguga  750 

aagacuucuacccgaaguauguguuuguggcuuggcucguugaugaucug  800 

gaaucaggcuuacaauacaacaccacaagcccuauagaaaaccagggauc  850 

cuauucugcuuauggccaguuaacucucagccuugaacaguggaacgaca  900 

augacacuguguauagcuguguuguuuaccaugagucuauggucaaaaca  950 

ggaacuaaagccauugucagauccauugggcacagaacauuugaaagaac 1000 

caaccuggucaaccucaacaugaacauccccgauacgugcaaggcccaca 1050 

auuagaugugauucugugucacugugucuucggcuguuuguuguuuaaug 1100 

uuugugcuuguuauaucacauuguguuugucguuuuaaugcagauucaaa 1150 

auaaaaaaaaucucuuugcaacucaguuguuguaugucgcaugcuguuua 1200 

ugucuuuauuauucaauauuaguuugaucuccauguuuaucauacuuuaa 1250 

guguagagucacagugcuccccuaaugcaacacacauuagguuaagccau 1300 

ccguguguuaagcagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccuc 1350 

acaaaaucuaaugaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacaua 1400 

guauuaccauuguuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacua 1450 

cugggucuugcagcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuc 1500 

cagcucuauggucaaauaaugaauugacugauucacaagccaggucaugg 1550 

cacauaaaggggucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuu 1600 

uaauuaucauaaucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacu 1650 

uacaauaaugcauacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggau 1700 

ugacugccauugauuuaccguaguuucacacugaccugagguuauuaagc 1750 

gugggggagggaagugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuauauu 1800 

gcaucugcauuaaaacgacaaacacaaugugauauaacaagcacaaacau 1850 

uaaacaacaaacagccgaagacacagugacacagaaucacaucuaauugu 1900 

gggccuugcacguauccgggauguucauguugagguugaccagguugguu 1950 

cuuucaaauguucugugcccaauggaucugacaauggcuuuaguuccugu 2000 

uuugaccauagacucaugguaaacaacacagcuauacacagugucauugu 2050 

cguuccacuguucaaggcugagaguuaacuggccauaagcagaauaggau 2100 

cccugguuuucuauagggcuugugguguuguauuguaagccugauuccug 2150 

aucaucaacaagccaagccacaaacacauacuucggguagaagucuuuua 2200 

cuaagcaagucagggucaccauuucuuuuuuaguauguucuaggggaggu 2250 

agcauaaacacugauggacgcugagucguuccuccugcaagcauuagaga 2300 

acaauuagggcucuggccacagauagacgaacuaaagaagaaaaucccug 2350 

cuacauaauacacaaaaaaauaacacguguuugauggcaugacaagagga 2400 

auugaaaacauguuuugagcaauugcuccauagauucuuaccauuaauuc 2450 

uuugguagggucuuguaaguggcuccauccaaucuuuauguuccaccuug 2500 

cagacaaacuuggugcccuuuauccauucuucauacgugaugguaaguuc 2550 

agcauuaaauacucccguaagguccucaagguugguaauugggucagcac 2600 

caaguauuggauuuccagucucggucucccacgaaaucuuauccagagau 2650 

aguuuguuaaccuugacuugacaauauaccguuccugugugguguaauaa 2700 

caugcccuccauugaggguuugaugauauguacaucugcaucugcuacag 2750 

gacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaagaauuauccu 2800 

acgaguguuuuguauuguuuuacgucauguaggagaguuuuucagucuua 2850 

ccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucuaaucuuuaug 2900 

uuccaccuugcagACAAACUUGGUGUCCUUUGUCCAUGCCACACAUGUGA 2950 

UGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaagguugguaauu 3000 
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gggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucucccacaaaaucuu 3050 

auccagagauauuuguuaaccuugacuugacaauauaccuuuccuuugug 3100 

guguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauauguacauccacau 3150 

cugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugaggacacagugaag 3200 

aauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucauguaggagaguuu 3250 

uucagucuuaccauuaauccuuugguaggaucuuguaaguggugucaucu 3300 

aaucuuuauguuccaccuugcagACAAAGUUGGUGCCCAUCGUCCAUGCC 3350 

ACAUACAUGAUGguaaguucagcaucaaauacucccuuacggcccuuaag 3400 

guugguaauugggucagcaccaaguauuggauuuccagucucggucuccc 3450 

acaaaaucuuauccagagauaguuuguuaaccuugacuugacaauauacc 3500 

guuccugugugguguaauaacauguccuccauugaggguuugaugauaug 3550 

uacauccacaucugcuacaggacaaucugugccgccuuuuuuaaaugagg 3600 

acacagugaagaauuaucuuacuaguguuuuguauuguuuuuacgucaug 3650 

uaggagaguuuuucagnucuguggcuucugaucugguuucauuuucucgu 3700 

guuuuacauuuguuucauguccugucuauuuuguauguauucaugcuaua 3750 

uuuuuauacaguuguugauguucagcacuuuguucaacucuguuguuuuu 3800 

aaaugugcuauagaaauaaaauggauuggauacuuuaaguguagagucac 3850 

agugcucuccuaaugcaacacacauuagguuaagccauccguguguuaag 3900 

cagugauuaaaauagaucaaauuuaacaacaucaccucacaaaaucuaau 3950 

gaagaaaaucuauuuguuuauuguuuuuuguauacauaguauuaccauug 4000 

uuugugugacuugucuuugucuacguguguuucuacuacugggucuugca 4050 

gcccgacauaagacaaauaguuauucacggccaaauuccagcucuauggu 4100 

caaauaaugaauugacugauucacaagccaggucauggcacauaaagggg 4150 

ucuuucaaaagcaauucaagaucauuguaggaugacuuuaauuaucauaa 4200 

ucaauuuuagugggaccuuuagcccagccuuuuacacuuacaauaaugca 4250 

uacaguuacauuauuuaaauuuguaguuaaacuuggauugacugccauug 4300 

auuuacuguaguuucacacugaccugagguuauuaagcgugggggaggga 4350 

agugauuaugauaugguaaucaucucaugagcuacuguuuuaaagcuggg 4400 

uuugucaggcauuaauugaaucauuucuguacauccagACUCCAACCAAA 4450 

CGGACAUUGACAAGAAGGUAGAAGGAUAUGACAUGGGAUACACAGAGGUA 4500 

GAAGAAGAUAACAUGGGAAGCACAGCCAUCACCUUCAUCCUUCUCUUCCU 4550 

CAUCACUCUGCUGU 

 
Sequenza A8. Il frammento di RNA di C. hamatus in cui sono evidenziate le due 

regioni inverse complementari che formano una struttura a doppio filamento predetto 
nella seconda conformazione a 25°C: la regione S nel primo filamento e la prima parte 
della regione APS0 e la regione APS2 nel secondo filamento. 
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TGTTTGAGGGGAAAGGGGAAAAAGGTCCAAGTACCTTGAATAGAACGATC   50 

ATCACAAAGATATGTGAAGGACCCACTCCCGgtaaatgactactttatct  100 

ttcaaaattgtatacaaagagttcaattttcatgtttttgcagccatctc  150 

tgtttaataattcttcactgtctccttttaaagATGGCATAGGTTGTCAT  200 

GAAGCAGATGCGGATGTACATATCATCGAACCCTCAATGGAGGACATGTT  250 

ATTACACCACGAAGGAACAGTATTGTGTTCAGTCAAGATTAACAAAGCAT  300 

CTGTGTATAAGATTTCGTGGCAGACCAAGGCTGGAAATCCAATACTTGGT  350 

GCTGAACCAATTACCGGCCATAAGGAACATATGGAGGTATTTAATGCTGA  400 

ACTTACCATCACGTATGAAGAATGGATAAAGGGTACCACGTTTGTCTGCA  450 

AGGTGGAACAGAAAGATTGGATAGAGGCAGTTACAAAATCCTACCAAAGG  500 

ATTAATGgtaagaatctatggagcaattgttcaaaacctgttttcaattc  550 

ctctttgtcatgccatcaaacataatgagtgttatttgtttgtgtattat  600 

gtagcagggattttcttctttagttcttctatctgtggccagagccctaa  650 

ttgttctctctaatgcttgcagGAGGAACGACTCAGCGTCCATCAGTGTT  700 

TATGCTACCTCCCCTAGAACATACTAAAAAAGACACGGTGACCCTGACTT  750 

GCTTAGTGAAAGACTTCTACCCGAAGTATGTGTTTGTGGCTTGGCTTGTT  800 

GATGATCTGGAATCACGCTTACACTACAACACCACAAGCCCTATAGAAAA  850 

TGAGGGATCCTATTCTGCTTATGGCCAGTTAACTCTCAGCACTGAAAAGT  900 

GGAACGACAATGACACTGTGTATAGCTGTGTTGTTTACCATGAGTCTATG  950 

GTCAAAACAGGAACTAAAGCCATTGTCAGATCCATTGGGCACAGAACATT 1000 

TGAAAGAACCAACCTGGTCAACCTCAACATGAACATCCCCGATACGTGCA 1050 

AGGCTACCTGCAATTAgatgtgattctgtgtcactgtgtcttcggctgtt 1100 

tgttgtttaatgtgtgtgcttgttatatcacattgtgtttgtcgttttaa 1150 

tgcagattcaaaataaaaaaaaagctctttgcaactcagttgttgtatgt 1200 

cgcatgctgtttatgtctttattatttaatattagtttgatctccatgtt 1250 

tatcatactttaagtgtagtgtcacagtgctctcctaatgcaacagacat 1300 

taggttaagccatccgtgattaaaatagatcaaatttaacaacatcacct 1350 

cacaaaatctaatgaagaacatctatttgtttattgttttttgtatacat 1400 

agtattaccgttgtttgtgtgacttgtctttgtgtatgtgtgtttctact 1450 

accgggtcttgcagcccgacataagacaaatagttattcacggccacact 1500 

ccagctctatggtcgaataatgaattgactgattcacaagccaggtcatg 1550 

acacataaaggggtctttcaaaagcaattcaagatcattgtaggatgact 1600 

ttaattatcataatcaattttagtgggacctttagcccagccttttacac 1650 

ttacaataatgtatagttacattatttttaatttgtagttaaacttggat 1700 

tgtctgacattgatttgctgtagtttcacactgacctgaggttattaaga 1750 

gtgagggagggaagtgattatgatatggtaaccatctcatgagctatttt 1800 

gaatctgcattaaaacgacaaacacaatgtaatataacaagcagaaacat 1850 

taaacaacaaacagccgaagacacagtgacacagaatcacatctaattgc 1900 

agggagccttgcacgtatcggggatgttcatgttgaggttgaccaggttg 1950 

gttctttcaaatgttctgtgcccaatggatctgacaatggctttagttcc 2000 

tgttttgaccgtagactcatggtaaacaacacagctatacacagtgtcat 2050 

tgtcgttccactgttcagtgctgagagttaactggccataagcagaatag 2100 

gatccctggttttctatagggcttgtggtgttgtagtgtaagcctgattc 2150 

ctgatcatcaacaagccaagccacaaaaacatacttcgggtagaagtctt 2200 

tcactaagcaagtcagggtcaccatttcttttttagtatgttctagggga 2250 

ggtagcataaacactgatggacgctgagtcgttcctcctgcaagcattag 2300 

agaacaattagggctctggccacagatagaagaactaaagaagaaaatcc 2350 

ctgctacataatacacaaacaaataacatgtgtttgatggcatgacaaga 2400 

ggaattgaaaacatgttttgaacaattgctccatagattcttaccattaa 2450 

tcctttggtagggtcttgtaagtggctccgtccaatctttatgttccacc 2500 

ttgcagacaaacttggtgccctttatccattcttcatacgtgatggtaag 2550 

ttcagcatgaaatactcccttatggcccttaaggttggtaattgggtcgg 2600 

caccaagtattggatttccagtctcggtctcccacgaaatcttttccaga 2650 

gatgttttgttaaccttgacttgacaatataccgttcctttgtggtgtaa 2700 

taacatgtcctccattgagggtttgatgatatgtacatccgcatctgcta 2750 

caggacaatctgtgcccccttttttaaatgaggagacagtgaagaattat 2800 

cctactaggttttgtattgtttttacgtcatgtaggagagtttttcagtc 2850 

ttaccattaatcctttggtaggatcttgtaagtggtgtcatctaatcttt 2900 

atgttcaaccttgcagACAAACGTGGTGCCCTTCCTCCATGCCACAAACG 2950 

TGATGgtaagttcagcatgaaatactcccttacggcccttaaggttggta 3000 
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attgggtcggcaccaagtattggatttccaatctcggtctcccacgaaat 3050 

ctaatccagagatgttttgttaaccttgacttgacaatataccgttcctt 3100 

tgtggtgtaataacatgtcctccattgagggtttgatgatatgtacatcc 3150 

gcatctgctacaggacaatctgtgccccccttttttaaatgaggacacag 3200 

tgaataattatcttactagtgttttgtattgtttttacgtcatgtaggag 3250 

agtttttcagtcttaccattaatcctttggtaggatcttgtaagtggtgt 3300 

catctaatctttatgttcaaccttgcagACAAACCTGGTGCCCTTTATGC 3350 

ATTCTTCATACGTGATGgtaagttcagcatgaaatactcccttacggccc 3400 

ttaaggttggtaattgggtcggcaccaagtatttgatttccaatctcggt 3450 

ctcccacgaaatcttttccagagatgttttgttaaccttgacttgacaat 3500 

ataccgttactttgtggtgtaataacatgtcctccattgagggtttgatg 3550 

atatgtacatccgcatctgctacaggacaatctgtgcccccttttttaaa 3600 

tgaggacacagtgaataattatcttactagtgttttgtattgtttttacg 3650 

tcatgtaggagagtttttcagtcttaccattaatcctttggtaggatctt 3700 

gtaagtggtgtcatctaatctttatgttcaaccttgcagACAAACGTGGT 3750 

GCCCTTCCTCCATGCCACAAACGTGATGgtaagttcagcatgaaatactc 3800 

ccttacggcccttaaggttggtaattgggtcggcaccaagtattggattt 3850 

ccagtctcggtctcccacgaaatcttttccagagatgttttgttaacctt 3900 

gacttgacaatataccgttcctttgtggtgtaataacatgtcctccattg 3950 

agggtttgatgatatgtacatccgcatctgctacaggacaatctgtgccc 4000 

ccttttttaaatgaggagacagtgaagaattatcttactagtgttttgta 4050 

ttgtttttacgtcatgtaggagagtttttcagtcttaccattaatccttt 4100 

ggtaggatcttgtaagtggtgtcatctaatctttatgttcaaccttgcag 4150 

ACAAACGTGGTGCCCTTCCTCCATGCCACAAACGTGATGgtaagttcagc 4200 

atgaaatactcccttacggcccttaaggttggtaattgggtcggcaccaa 4250 

gtattggatttccaatctcggtctcccacgaaatctaatccagagatgtt 4300 

ttgttaaccttgacttgacaatataccgttcctttgtggtgtaataacat 4350 

gtcctccattgagggtttgatgatatgtacatccgcatctgctacaggac 4400 

aatctgtgccgccttttttaaatgaggacacagtgaagaattatattact 4450 

agtgttttgtattgtttttacgtcatgtaggagagttttcagtctgtggc 4500 

ttctgatctggtttcatttctcgtgttttacatttgtttcatgtcctgtt 4550 

tatttgtatgtattcatgctatatttttatacagttgttgatgtacagca 4600 

ctttgttcaactctgttgtttttaaatgtgctatagaaataaaaatgatt 4650 

ggatactttaagtgtagagtcacagtgctctctaatgcaacacacattag 4700 

gttaagccatccgtgtgttaagcagtgattaaaatagatcaaatttaaca 4750 

acatcacctcacaaaatctaatgaagaaaatctatttgtttattgttttt 4800 

tgtatacatagtattaccgttgtttgtgtgacttgtctttgtgtatgtgt 4850 

gtttctactactgggtcttgcagcccgacataagacaaatagttattcat 4900 

ggccacactccagctctatggtcgaataatgaattgactgattcacaagc 4950 

caggtcatgacacataaaggggtctttcaaaagcaattcaagatcattgt 5000 

aggatgactttaattatcataatcaattttagtgggacctttagcccagc 5050 

cttttacacttacaataatgtatagttacattatttaaatttgtagttaa 5100 

acttggattgactgacattgatttgctgtagtttcacactgacctgaggt 5150 

tattaagagtgagggagggaagtgattgtgatatggtaaccatctcatga 5200 

gatactgttttaaagctgggtttgtctcaggcattaactgaatcatttct 5250 

gtacatccagACTCCAACCAAACGGACATTGACAAGAAGGTAGAAGGATA 5300 

TAACATGGGATGCACAGAAGAAGATAACATGGGAAGCACAGCGGTAGAAG 5350 

AAGATAACATGGGAAGCACAGCCATCACCTTCATCCTTCTCTTCCTCATC 5400 

ACTCTGCTGTTCGCCATTGGAACCACTGCTTTC 

 

Sequenza A9. Regione genomica di C. mawsoni comprendente la fine dell’esone 
CH2 e l’esone TM. In vede gli esoni CH2, CH3, CH4, R1, R2, R3, R4 e TM. In giallo le 
regioni ripetute.  
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Sequenza N° ACCESSO  

Trematomus newnesi immunoglobulin mu heavy chain membrane 
form mRNA, partial cds. 553 bp linear mRNA  

FJ685522.1 

Trematomus pennellii membrane-bound immunoglobulin M heavy 
chain mRNA, partial cds. 234 bp linear mRNA  

FJ652069.1  

Gobionotothen gibberifrons immunoglobulin M heavy chain gene, 
exons CH2, CH3, CH4 and partial cds 

FJ628417.1 

Chionodraco rastrospinosus immunoglobulin M heavy chain gene, 
exons CH2, CH3 and partial cds 258 bp linear DNA 

FJ628416.1  

Trematomus pennellii immunoglobulin M heavy chain gene, exons 
CH2, CH3 and partial cds. 268 bp linear DNA  

FJ623171.1 

Trematomus hansoni immunoglobulin M heavy chain gene, exons 
CH2, CH3 and partial cds 211 bp linear DNA  

FJ623170.1 

Trematomus newnesi immunoglobulin M heavy chain gene, exons 
CH2, CH3 and partial cds 297 bp linear DNA  

FJ623169.1  

Cygnodraco mawsoni immunoglobulin M heavy chain gene, exons 
CH2, CH3 and partial cds 660 bp linear DNA  

FJ623168.1  

Gymnodraco acuticeps immunoglobulin M heavy chain gene, 
exons CH2, CH3 and partial cds 279 bp linear DNA  

FJ623167.1  

Trematomus loennbergii membrane-bound immunoglobulin M 
heavy chain mRNA, partial cds 626 bp linear mRNA  

FJ623166.1  

Dissostichus mawsoni immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,461 bp linear mRNA  

EU488726.1 

Gymnodraco acuticeps immunoglobulin mu heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,494 bp linear mRNA  

EU340099.1  

Eleginops maclovinus immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,311 bp linear mRNA  

EU221319.1  

Cygnodraco mawsoni immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,510 bp linear mRNA  

EU232636.1  

Pagetopsis macropterus immunoglobulin mu heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,342 bp linear mRNA  

EU195861.1  

Trematomus bernacchii clone TS nonfunctional immunoglobulin 
light chain isotype 1 mRNA, partial sequence 587 bp linear mRNA  

EF114791.1 

Trematomus bernacchii clone 4932 immunoglobulin light chain 
isotype L2 (IgL) mRNA, partial cds 566 bp linear mRNA  

DQ842622.1 

Trematomus bernacchii immunoglobulin M heavy chain gene, 
exons, and partial cds, alternatively spliced 1,962 bp linear DNA  

EU884293.1  
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Bovichtus diacanthus immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,491 bp linear mRNA  

EU884292.1 

Chionodraco hamatus immunoglobulin heavy chain gene, partial 
sequence 
4,567 bp linear DNA  

EU925137.1  

Chionodraco hamatus immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,476 bp linear mRNA  

EU192078.2  

Chionodraco hamatus immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 318 bp linear mRNA  

EU192079.1 

Bovichtus diacanthus immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form precursor, mRNA, partial cds 1,561 bp linear mRNA  

EU240584.3  

Trematomus bernacchii clone 180 immunoglobulin light chain 
isotype L1A mRNA, complete cds 743 bp linear mRNA  

EF421439.1 

Trematomus bernacchii clone 450 immunoglobulin light chain 
isotype 2 mRNA, partial cds 481 bp linear mRNA  

EF421438.1 

Trematomus bernacchii clone 440 immunoglobulin light chain 
isotype L2 mRNA, partial cds 487 bp linear mRNA  

EF421437.1 

Trematomus bernacchii clone 47 immunoglobulin light chain 
isotype L2 mRNA, partial cds 487 bp linear mRNA  

EF421436.1 

Trematomus bernacchii clone 110 immunoglobulin light chain 
isotype 1A mRNA, partial cds 384 bp linear mRNA  

EF421435.1 

Trematomus bernacchii clone L480 immunoglobulin light chain 
isotype 2 mRNA, partial cds 487 bp linear mRNA  

EF114790.1  

Trematomus bernacchii clone L470 immunoglobulin light chain 
isotype 2 mRNA, partial cds 487 bp linear mRNA  

EF114789.1  

Trematomus bernacchii clone L46 immunoglobulin light chain 
isotype 1 mRNA, partial cds 587 bp linear mRNA  

EF114788.1  

Trematomus bernacchii clone L44 immunoglobulin light chain 
isotype 1 mRNA, partial cds 583 bp linear mRNA  

EF114787.1  

Trematomus bernacchii clone L43 immunoglobulin light chain 
isotype 1 mRNA, partial cds 582 bp linear mRNA  

EF114786.1  

Trematomus bernacchii clone L420 immunoglobulin light chain 
isotype 2 mRNA, partial cds 487 bp linear mRNA  

EF114785.1  

Trematomus bernacchii clone L42 immunoglobulin light chain 
isotype L1A mRNA, partial cds 592 bp linear mRNA  

EF114784.1 

Trematomus bernacchii clone 3P immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 450 bp linear mRNA  

DQ842635.1 

Trematomus bernacchii clone 4P immunoglobulin light chain DQ842634.1 
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isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 432 bp linear mRNA  

Trematomus bernacchii clone 2P immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 435 bp linear mRNA  

DQ842633.1  

Trematomus bernacchii clone 14 immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 407 bp linear mRNA  

DQ842632.1 

Trematomus bernacchii clone 218 immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 419 bp linear mRNA  

DQ842631.1 

Trematomus bernacchii clone L12 immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 419 bp linear mRNA  

DQ842630.1  

Trematomus bernacchii clone 5P immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 435 bp linear mRNA  

DQ842629.1  

Trematomus bernacchii clone L11 immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 398 bp linear mRNA  

DQ842628.1  

Trematomus bernacchii clone 1B11 immunoglobulin light chain 
isotype L1 (IgL) mRNA, partial cds 708 bp linear mRNA  

DQ842627.1 

Trematomus bernacchii clone 5141 immunoglobulin light chain 
isotype L3 (IgL) mRNA, complete cds 977 bp linear mRNA  

DQ842626.1 

Trematomus bernacchii clone 320 immunoglobulin light chain 
isotype L3 (IgL) mRNA, partial cds 402 bp linear mRNA  

DQ842625.1  

Trematomus bernacchii clone 323 immunoglobulin light chain 
isotype L3 (IgL) mRNA, partial cds 402 bp linear mRNA  

DQ842624.1  

Trematomus bernacchii clone 329 immunoglobulin light chain 
isotype L3 (IgL) mRNA, partial cds 405 bp linear mRNA  

DQ842623.1  

Trematomus bernacchii clone 216 immunoglobulin light chain 
isotype L2 (IgL) mRNA, partial cds 392 bp linear mRNA  

DQ842621.1 

Trematomus bernacchii clone 219 immunoglobulin light chain 
isotype L2 (IgL) mRNA, partial cds 392 bp linear mRNA  

DQ842620.1  

Dissostichus mawsoni immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 532 bp linear mRNA  

EU240586.1  

Gymnodraco acuticeps immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 374 bp linear mRNA  

EU240585.1  

Eleginops maclovinus immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 705 bp linear mRNA  

EU221318.1 

Cygnodraco mawsoni immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 381 bp linear mRNA  

EU232635.1  

Gobionotothen gibberifrons clone 1044 immunoglobulin M heavy 
chain membrane-bound form mRNA, partial cds 348 bp linear 
mRNA  

EU232634.1  
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Gobionotothen gibberifrons clone G3 immunoglobulin M heavy 
chain secreted form mRNA, partial cds 1,371 bp linear mRNA  

EU232633.1  

Histiodraco velifer immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 390 bp linear mRNA  

EU200778.1 

Pogonophryne scotti immunoglobulin M heavy chain membrane-
bound form mRNA, partial cds 384 bp linear mRNA  

EU192081.1  

Pogonophryne scotti immunoglobulin M heavy chain secreted form 
mRNA, partial cds 1,331 bp linear mRNA  

EU192080.1  

Champsocephalus esox immunoglobulin M heavy chain 
membrane-bound form mRNA, partial cds 308 bp linear mRNA  

EU192077.1  

Champsocephalus esox immunoglobulin M heavy chain secreted 
form mRNA, partial cds 1,339 bp linear mRNA  

EU192076.1  

Histiodraco velifer immunoglobulin mu heavy chain secreted form 
mRNA, partial cds 1,359 bp linear mRNA  

EU195863.1  

Pagetopsis macropterus immunoglobulin mu heavy chain 
membrane-bound form mRNA, partial cds 270 bp linear mRNA  

EU195862.1  

Chaenocephalus aceratus clone Chm membrane bound 
immunoglobulin heavy chain mRNA, partial cds 312 bp linear 
mRNA  

EU161632.1 

 

Tabella S1. Elenco delle sequenze nucleotidiche da me ottenute durante il 
dottorato di ricerca e relativo numero di accesso in banca dati.  
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Chondrichthyes 
Gynglimostoma cirratum IgW AY524278 

IgNAR AY612428 
Heterodontus francisci IgM9 X07785 
Leucoraja erinacea IgM M29678 

Osteichthyes 

Acipenser baerii IgM AJ245364 
Amia calva IgM X82070 
Anarhichas minor IgM AF138958 
Chionodraco hamatus IgM EU192079 
Cyprinus carpio IgM AB004106 
Danio rerio IgM AF281479 

IgZ/T AY643750 
Gadus morhua IgM X58871 

IgD AF155199 
Hippoglossus hippoglossus IgD AY077849 
Ictalurus punctatus IgM X52617 

IgD AF363448 
Oncorhynchus mykiss IgM1 X65263 
Paralichthys olivaceus IgM AB109029 

IgD AB052658 
Protopterus aethiopicus IgM AF437735 
Salmo salar IgM1 Y12391 

IgD1 AF278717 
Takifugu rubripes IgT/Z AB201355 

Amphibia 

Pleurodeles waltl IgM AM419754 
IgP AM410552 

Xenopus laevis IgM X90768 
IgY   sp. X90767 
IgX   sp. X90766 

Xenopus tropicalis IgD DQ387453 
IgF DQ350887 

Reptilia 
Anolis carolinensis IgY EF690360 

Eublepharis macularius 
IgM EU287911 
IgD EU306881 
IgA DQ523197 

Aves Anas platyrhynchos 
IgM AJ314754 
IgY X78357 
IgA AF324491 

Mammalia 

Ailuropoda melanoleuca IgM AY818393 
Bos taurus IgM U63637 
Camelus dromedarius IgM AB091834 

IgG2 AJ131945 
Canis lupus IgM EF563150 
Equus caballus IgM AY631941 

Homo sapiens 

IgM X14940 
IgD K02881 
IgG1 X52847 
IgG2 AB006776 
IgG4 AL928742 
IgE X63693 
IgA1 M60193 

Macaca mulatta IgM AF046784 
Monodelphis domestica IgM FJ972692 

Mus musculus 

IgM J00444 
IgD J00450 
IgG1 J00454 
IgG2a J00471 
IgG3 X00915 
IgE X03624 
IgA K00691 

Oryctolagus cuniculus IgM K01357 
Ovis aries IgM L04260 
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Rattus norvegicus 

IgM AABR03049259 
IgD AABR03049259 
IgG2b AABR03048905 
IgE K02901 
IgA AABR03049801 

Sus scrofa IgM U50148 

Tursiops truncatus IgM AJ320193 

 
Tabella S2. Elenco delle sequenze amminoacidiche scelte per costruire il dataset 

di IgTM e relativo numero di accesso. 
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