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1. INTRODUZIONE 

1.1 IL SISTEMA IMMUNITARIO E L’APOPTOSI. 

          A. 

L’apoptosi svolge un ruolo 

fondamentale sia nello sviluppo delle 

cellule degli organi linfoidi primari, che 

nella regolazione della risposta 

immunitaria delle cellule mature. Una 

delle caratteristiche del sistema 

immunitario è la capacità di 

discriminare tra antigeni self e non-self, 

facendo in modo che si sviluppi una 

risposta immunitaria solo contro 

sostanze estranee all’organismo e 

favorendo la tolleranza verso gli 

antigeni autologhi (fenomeno noto 

come tolleranza al self). Nel caso di  

una mancata tolleranza segue una risposta immune verso i propri costituenti antigenici, dando 

origine a malattie autoimmuni. 

I processi fondamentali che richiedono una corretta morte cellulare programmata sono la 

maturazione dei linfociti B e T nel midollo osseo e nel timo, il controllo dell’attivazione e 

dello spegnimento della risposta immune e lo sviluppo di attività effettrici, come l’attività 

citotossica (Nat R. et. al.,2002). 

Lo sviluppo dei linfociti T non è regolato solo dalla proliferazione e dal differenziamento ma 

anche da una corretta apoptosi. Infatti l’attivazione dei linfociti a cellule effettrici deve essere 

antigene specifica e deve essere limitata nel tempo: dopo che l’antigene è stato eliminato, i 

linfociti devono andare incontro a morte cellulare programmata.  

Anche i timociti che compiono uno scorretto processo di riarrangiamento del TCR (T-cell 

receptor) o riconoscono antigeni self, sono eliminati per apoptosi: processo noto come 

selezione negativa.  

Lo spegnimento della risposta immunitaria è essenziale per garantire una protezione nei 

confronti dell’autoimmunità: se i linfociti non vanno in apoptosi dopo che gli antigeni non-

self sono stati eliminati, c’è il rischio che riconoscano per errore antigeni self e scatenino una 

reazione autoimmune (Peng Y. et. al.,2007). 
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L’apoptosi può essere indotta attraverso due vie principali: la via estrinseca innescata da 

specifici recettori di morte espressi sulla membrana cellulare e la via intrinseca, che agisce a 

livello del mitocondrio. I recettori di morte trasmettono segnali apoptotici grazie al legame 

con uno specifico ligando (Ashkenazi A. et. al.,1998).  

Un’altra forma di apoptosi attraverso la quale i linfociti T attivati vanno incontro a morte è 

l’AICD (Activation Induced Cell Death). 

L’AICD è coinvolta nella tolleranza periferica controllando l’espansione dei linfociti T 

stimolati attraverso la via apoptotica dipendente da Fas. In periferia i linfociti T se 

continuamente stimolati dal TCR vanno incontro a AICD, risultato dell’interazione tra il 

recettore Fas e il suo ligando.  

Mutazioni a carico di Fas o del suo ligando sono note indurre lo sviluppo di malattie 

autoimmuni nel topo e nell’uomo (Siegel RM. et. al.,2000). 

A. Rappresentazione schematica della via estrinseca e intrinseca dell’apoptosi. 

 

1.1.2 IL SISTEMA FAS/ FAS LIGANDO (FasL). 

Fas (CD95/Apo1) è una glicoproteina transmembrana di 45-48 Kd. Esso è un recettore della 

superficie cellulare, appartenente alla superfamiglia dei recettori del TNFR (tumor necrosis 

factor receptor), una vasta famiglia di recettori coinvolti nello sviluppo e nella maturazione 

dei linfociti. Una classificazione di questa famiglia individua una sottofamiglia di TNFR 

deputati alla trasmissione di segnali apoptotici e per questo chiamati recettori di morte. I 

recettori di morte comprendono, oltre a Fas, il TNFR1, il TNFR2, il recettore per la 

linfotossina, quello per il nerve growth factor (NGF), le molecole CD30, CD27, CD40 e i 

recettori di TRAIL (TNF-related- apoptosis-inducing-ligand). 

Il sistema Fas/FasL è il sistema molecolare meglio caratterizzato nello spegnimento della 

risposta immunitaria. Esso rappresenta uno dei meccanismi attraverso il quale i linfociti con 

capacità citotossiche uccidono il bersaglio: essi esprimono infatti elevati livelli di FasL che, 

interagendo con Fas espresso sulla superficie delle cellule bersaglio, innesca la morte 

cellulare programmata di quest’ultime. Inoltre i linfociti attivati esprimono elevati livelli di 

Fas e sono sottoposti alla regolazione negativa da parte di linfociti o altri tipi cellulari che 

esprimono FasL.  

Il recettore Fas è costituito da una porzione extracellulare ricca di cisteine, in grado di legare 

il suo ligando, da una regione transmembrana e da una intra-cellulare, che contiene il death 

domain (DD), che interagendo con la proteina FADD (Fas Associated Death Domain) 

trasduce il segnale di morte. Il legame di Fas con il suo ligando porta alla trimerizzazione del 

recettore inducendo la formazione del DISC (Death-Inducing Signaling Complex), costituito 
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dall’associazione tra Fas, la molecola adattatrice FADD e la pro-caspasi 8. L’attivazione della 

caspasi 8 effettrice innesca una cascata proteolitica attivatoria che coinvolge la caspasi 10. Le 

caspasi 8 e 10 attivano le caspasi esecutrici 3, 7 e 6 (Nagata S. et. al.,1997; Los M. et. al., 

2001).  

L’apoptosi può essere innescata anche attraverso la via intrinseca. Il citocromo c è la molecola 

chiave di questa via; esso viene rilasciato dal mitocondrio nel citoplasma in seguito alla 

depolarizzazione della membrana mitocondriale. Il citocromo c si lega successivamente alla 

molecola adattatrice Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1) che, legando la pro-

caspasi 9, porta alla formazione di un complesso detto apoptosoma, il quale induce 

l’attivazione della caspasi 9 (Green DR. et. al,1998; Kroemer G. et al.,1995). 

Le caspasi sono proteasi cisteina-dipendenti che attivano il loro substrato per proteolisi a 

livello di un residuo specifico di acido aspartico. La cascata delle caspasi attiva numerosi 

effettori che alla fine conducono alla morte cellulare. Tutte le caspasi sono prodotte sotto 

forma di pro-enzimi inattivi, che vengono attivati mediante l’eliminazione proteolitica della 

subunità inibitoria: l’attivazione può essere autocatalitica o mediata da un’altra caspasi 

(Kumar S. et. al.,1999). L’acquisto della sensibilità all’apoptosi da parte dei linfociti T non 

solo correla con l’espressione di Fas, ma dipende anche dalla downregulation di proteine anti-

apoptotiche come ad esempio FLIP (FLICE- inhibitory proteins). FLIP inibisce l’apoptosi 

indotta da Fas e da altri recettori di morte modulando l’attività del DISC. 

Topi knock-out per Fas o Fas ligando sviluppano disordini linfoproliferativi associati ad 

autoimmunità, suggerendo un ruolo critico della morte cellulare mediata da Fas nelle malattie 

autoimmuni (Rieux-Laucat F. et. al.,2003).  

In definitiva, l’apoptosi ha lo scopo di impedire che la risposta immunitaria, dopo 

l’eliminazione dell’antigene, si indirizzi erroneamente contro molecole self . 

 

1.2.1 LE MALATTIE AUTOIMMUNI. 

Le malattie autoimmune, fatta eccezione per la tiroidite autoimmune e l’artrite reumatoide, 

colpiscono circa il 5% della popolazione dei paesi occidentali. Sono il prodotto di 

un’attivazione dei linfociti T o B in assenza di una causa documentabile, scatenando 

autoreattività. La perdita della tolleranza al self genera risposte immuni verso i propri 

costituenti antigenici, dando origine a malattie autoimmuni.  

Una caratteristica del sistema immunitario è la capacità di regolare la risposta immunitaria; in 

particolare quando le cellule del sistema immunitario si attivano si ha l’espressione di geni 

coinvolti nella proliferazione e nelle funzioni effettrici dei linfociti, ma contemporaneamente 

si induce anche l’espressione dei geni che determinano l’apoptosi della gran parte dei 
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linfociti attivati, fenomeno noto come “spegnimento della risposta immunitaria”. Questo 

processo è essenziale per garantire protezione nei confronti dell’autoimmunità: se i linfociti 

non vanno in apoptosi dopo che gli antigeni non-self sono stati eliminati, c’è il rischio che 

riconoscano per errore antigeni self. Tuttavia una piccola porzione di essi non muore ma 

permane come cellule memoria, importanti nelle successive stimolazioni da parte dello stesso 

antigene (Tsonis IA. et. al.,2007). 

L’autoreattività in parte è fisiologica; la sfida è quella di conoscere come questa diventi un 

processi patologico e come i linfociti T e B contribuiscano alla patogenesi delle malattie 

autoimmuni. Dal momento che linfociti autoreattivi maturi circolanti sono normalmente 

presenti nei soggetti sani normali, la loro attività deve essere regolata attraverso meccanismi 

tollerogenici attivi in periferia. 

Un difetto dell’apoptosi può favorire una risposta autoimmune in differenti modi. In primo 

luogo le cellule apoptotiche esprimono in membrana autoantigeni inusuali per una cellula 

normale, e il rallentamento della morte cellulare rende questi antigeni self più esposti nel 

tempo. Oppure alterazioni del processo apoptotico possono scatenare fenomeni necrotici che, 

a differenza dell’apoptosi, determinano la comparsa di reazioni infiammatorie che 

favoriscono la presentazione di antigeni autologhi al sistema immunitario.  

In molti casi i fattori scatenanti che determinano il passaggio da una potenziale autoreattività 

alla malattia autoimmune sono anche gli agenti infettivi, spesso di tipo virale, i fattori 

ambientali, il sesso e la perdita delle cellule regolatorie.  

Le infezioni possono scatenare la malattia attraverso vari meccanismi: la presenza di antigeni 

virali simili ad antigeni self, può determinare una “cross-reazione” contro il self, oppure 

l’infezione può danneggiare i tessuti causando la liberazione di antigeni normalmente 

sequestrati, che sono erroneamente riconosciuti come non self. Questo errore della risposta 

immunitaria è considerato uno dei meccanismi alla base dello sviluppo di malattie 

autoimmuni ed è detto “mimetismo o mimicria molecolare”. Per esempio nella sindrome di 

Guillain Barrè è stata dimostrata reattività crociata degli anticorpi verso il lipopolisaccaride 

di C. jejuni e i gangliosidi umani (Kuijf ML., et. al., 2007). 

Anche i fattori ambientali contribuiscono allo sviluppo delle malattie autoimmuni anche se 

spesso il fattore ambientale scatenante resta ignoto. Inoltre, anche il sesso femminile è un 

fattore predisponente lo sviluppo di malattie autoimmuni: è stato dimostrato che la produzione 

massiva di estrogeni nella donna altera alcune funzioni dei linfociti B. Infine, anche 

alterazioni nel numero e nella funzionalità dei linfociti T regolatori CD4/CD25 positivi 

contribuiscono all’autoimmunizzazione. 
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Dal punto di vista clinico le malattie autoimmuni si dividono in sistemiche, come ad esempio 

la sindrome autoimmune linfoproliferatva e il lupus eritematoso sistemico, e organo-

specifiche, come ad esempio il diabete mellito di tipo1, la sclerosi multipla e la tiroidite di 

Hashimoto. Dal punto di vista invece del meccanismo immuno-patogenetico si distinguono in 

malattie mediate da anticorpi, che danno origine a danni tipicamente sistemici, e mediate da 

cellule, che invece determinano un danno prevalentemente organo o tessuto-specifico. 

La maggior parte delle malattie autoimmuni sono multifattoriali, ovvero sono causate dalla 

combinazione di fattori genetici e di fattori ambientali. Un’adeguata conoscenza dei geni e dei 

meccanismi funzionali coinvolti nell’autoimmunità permetterebbe di sviluppare terapie e 

piani di prevenzioni innovativi. 

 

1.2.2 LA SINDROME AUTOIMMUNE LINFOPROLIFERATIVA (ALPS). 

La sindrome autoimmune linfoproliferativa, è una malattia autoimmune dell’infanzia, 

originariamente nota come Sindrome di Canale-Smith (Canale VC et. al.,1967). 

È caratterizzata da un disordine dell’omeostasi dei linfociti causata da un difetto dell’apoptosi,  

dall’accumulo di linfociti nella milza e nei linfonodi e da espansione clonale di linfociti T 

doppi negativi (DN) CD4/CD8, TCR αβ positivi (Straus S. E. et. al.,1999; J. J. H. Bleesing et. 

al.,2001). Il nostro laboratorio ha identificato un piccolo numero di pazienti, in origine 

identificati come ALPS, che presentano tutte le condizioni cliniche dei pazienti con ALPS, 

tranne l’espansione dei linfociti T DN. Successivamente, McKusick propose di usare il 

termine DALD (Dianzani’s Autoimmune LymphoProliferative Syndrome) per indicare questi 

pazienti ed evitare confusione (McKusick VA, OMIM:%605233). 

Il tratto principale dei pazienti con ALPS è la linfoproliferazione in combinazione a 

linfoadenopatia e massiva splenomegalia. 

La diagnosi di ALPS viene eseguita in base alla presenza di linfoadenopatia non maligna, 

splenomegalia, presenza di linfociti T DN circolanti superiori all’ 1%, difetti dell’apoptosi da 

parte di linfociti attivati in vitro (Lopatin U. et, al.,2001). Spesso in aggiunta, sono 

riscontrabili altre malattie autoimmuni, una storia familiare positiva per l’ALPS e mutazioni a 

carico del gene per Fas (Campagnoli MF. et. al.,2006; Martin DA. et. al.,1999). 

L’unico trattamento farmacologico per l’ALPS è la somministrazione di corticosteroidi o altri 

immunosoppressori anche se, a lungo termine, sono molteplici gli effetti collaterali. 

Poiché l’ALPS è stata recentemente identificata non sono disponibili follow-up a lungo 

termine per valutarne la prognosi; tuttavia diversi pazienti sviluppano nel tempo tumori 

ematologici e severe malattie autoimmune (van den Berg  A. et. al.,2002). 
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Fino ad oggi sono state identificate quattro varianti dell’ALPS classificate in base al difetto 

genetico: 

ALPS Ia con mutazioni a carico del gene di Fas, 

ALPS Ib con mutazioni a carico del gene di Fas ligando, 

ALPS II con mutazioni a carico del gene di caspasi 10 o 8. 

Tuttavia ancora sono molti i casi di ALPS in cui non si conosce il difetto genetico, identificati 

come ALPS III. Recentemente è stata identificata una forma della malattia con mutazioni a 

carico del gene di N-Ras, denominata ALPS IV (Oliveira B. et. al.,2007). 

Il modello animale dell’ALPS è rappresentato dai topi MRL lpr e gld, modello murino 

dell’autoimmunità, portatori di una mutazione “loss of function” in omozigosi, 

rispettivamente nei geni di Fas e FasL. La tipica mutazione lpr è causata da un difetto di 

splicing e determina una ridotta espressione del recettore in membrana, mentre una variante 

della mutazione, la forma lprcg è una mutazione puntiforme nel Death Domain (DD) del 

recettore Fas che ne riduce l’attività. La mutazione gld è invece una mutazione puntiforme 

nel dominio C-terminale di FasL che ne riduce la capacità di interagire con Fas (Benihoud K. 

et. al.,1997). 

Sulla base di precedenti studi sulle caratteristiche immunologiche dei pazienti con ALPS, si è 

visto che essi presentano una risposta preferenziale di tipo T-helper 2 con ridotta produzione 

di IL-2 e IFN-γ e aumentati livelli di IL-4 e IL-5. A questo va aggiunto che in questi pazienti 

i livelli di IL-10 sono notevolmente aumentati rispetto a quelli di IL-12. IL-10 altera il 

bilancio Th1/Th2 svolgendo un ruolo da antagonista nello sviluppo dei Th1, favorendo 

indirettamente la linea Th2 (Renkl AC. et. al.,2005). 

Nell’ALPS esiste una grande variabilità clinica, non solo tra pazienti con mutazioni 

differenti, ma anche tra pazienti appartenenti alla medesima famiglia e con la stessa 

mutazione in Fas. Mutazioni autosomiche recessive sono state descritte in un moderato 

numero di pazienti con ALPS, nei quali entrambi gli alleli per Fas sono mutati. La forma 

della malattia associata a eterozigosi spesso è poco chiara dato che l’individuo eterozigote 

portatore della mutazione non mostra segni clinici. Infatti nell’ALPS-Ia la maggior parte dei 

pazienti è eterozigote per la mutazione di Fas, ma questo non è sufficiente per lo sviluppo 

della malattia (Jackson C. E. et. al.,1999). 

L’espressione della malattia quindi, potrebbe dipendere dal tipo e dalla gravità delle 

mutazioni e/o dalla co-presenza di più alterazioni geniche (Ramenghi U. et. al.,2000). La 

variabilità nei meccanismi di eredità fa supporre il coinvolgimento di diversi fattori 

nell’eziopatogenesi dell’ALPS. In particolare il nostro laboratorio si è focalizzato sul 

coinvolgimento di osteopontina e TIMP-1 nello sviluppo di questa malattia autoimmune. 
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1.3 OSTEOPONTINA (OPN). 

OPN è una glicoproteina acida fosforilata a livello di diversi residui di serina e implicata in 

diversi eventi fisiologici e patologici tra i quali rimodellamento osseo, infiammazione, cancro, 

angiogenesi, patologie cardivascolari e malattie autoimmuni (Denhardt DT. et. al.,2001; Ellen 

M. et. al.,2003; Mazzali M. et. al.,2002; Naldini A. et. al.,2006). Fu inizialmente identificata 

come la più abbondante sialoproteina presente nel tessuto osseo (Prince CW. et. al.,1987). 

OPN è stata isolata per la prima volta dal tessuto osseo murino, umano e bovino e 

successivamente ritrovata anche nella placenta, nel tessuto renale, nel muscolo liscio e nei 

leucociti. 

La fonte principale di OPN sono gli osteoblasti e gli osteociti ma è anche abbondantemente 

espressa dai linfociti T e B attivati, infatti fu identificata come Eta-1 (early T-cell activation), 

dai monociti-macrofagi, dalle cellule NK (natural killer) e dalle cellule dendritiche.  

OPN è codificata da un gene multiallelico, localizzato nell’uomo sul cromosoma 4q21-q25, 

formato da 7 esoni e 6 introni. Il suo peso molecolare varia tra 25 e 80 kDa, in base ai 

processi post-trascrizionali ai quali è sottoposta, tra cui glicosilazione, fosforilazione e 

clivaggio ad opera della trombina, a livello dei residui R 168 S169. In particolare in seguito al 

taglio proteolitico operato dall trombina, OPN espone la sequensa peptidica SVVYGLR, 

importante per promuovere l’adesione delle cellule che esprimono le integrine α9 e α4. OPN 

subisce tagli proteolitici anche da parte delle metalloproteasi della matrice (MMPs), in 

particolare dalla MMP-3 e MMP-7.  

Inoltre OPN possiede una sequenza tripeptidica “Arginino-Glicina-Aspartato” (RGD) a livello 

della quale può essere abbondantemente glicosilata. OPN attraverso il dominio RGD è in 

grado di interagire con le integrine, quali α5β1, α8β1, αvβ1, αvβ3 e αvβ5, favorendo 

l’aderenza di diversi tipi cellulari. Il legame con le integrine media l’adesione di linfociti B, 

piastrine, osteoclasti, cellule del muscolo liscio e l’aumentata espressione di IL-12 da parte 

dei macrofagi. È stato dimostrato che il legame di OPN con l’integrina αvβ3 media la 

migrazione di cellule endoteliali durante l’angiogenesi (Senger DR. et. al., 1996; Mitsiades N. 

et. al.,2001). 

OPN è in grado di interagire con diverse isoforme di CD44, in particolare CD44v6-7 (Denhardt 

DT. et. al.,2001;O’Regan A. et. al.,2000) favorendo la secrezione di IL-12 e inibendo la 

produzione di IL-10. Entrambi i recettori polarizzano comunque i linfociti T verso una 

risposta di tipo-1. La polarizzazione dei linfociti T helper in senso Th1 o Th2, aspetto critico 

dell’immunità cellulo-mediata, è influenzata dalla produzione di alcune citochine tra le quali 

OPN (Ashkar S. et. al.,2000). 
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È noto che OPN viene prodotta dai linfociti T nelle prime fasi di attivazione e che recluta e 

attiva i macrofagi a livello del sito infiammatorio. In vivo, la somministrazione subcutanea di 

OPN induce richiamo locale di macrofagi (Rollo EE. et al.,1996). Questo è mediato 

dall’estremità C-terminale della proteina, che si crea dopo il taglio proteolitico mediato dalla 

trombina, mentre il legame con il recettore CD44 a livello dell’estremità N-terminale 

promuove la chemotassi e l’attivazione dei macrofagi (Lin YH. et. al.,2001).  

Sono state identificati tre isoforme di OPN che si generano in seguito a splicing alternativo:    

OPNa di 945bp che codifica per la proteina intera, OPNb di 903 bp che presenta una 

delezione di 14 aminoacidi nell’esone 5 e OPNc di 864bp che presenta una delezione di 28 

aminoacidi nell’esone 4 (Young MF. et al, 1990; Giacopelli F. et. al.,2004).  

OPN esiste come proteina immomibilizzata facente parte della matrice extracellulare e come 

citochina nei fluidi biologici, agendo come importante componente dei processi infiammatori 

e della risposta immunitaria (Standal T. et. al.,2004). 

Sebbene identificata nel 1985, il suo coinvolgimento nel processo infiammatorio e nella 

risposta immunitaria è stato descritto solo negli ultimi anni. Diversi mediatori 

dell’infiammazione, come TGF-α e IL-1, inducono la trascrizione di OPN, attraverso 

l’attivazione di PKC (protein kinase C) (Denhartd DT. et. al.,2001).  

OPN è una molecola con un duplice ruolo, pro ed anti-infiammatorio. Per quello che riguarda 

la sua azione pro infiammatoria, agisce come agente chemoattrattivo, favorisce l’adesione dei 

macrofagi e modula la funzione di macrofagi e linfociti T in vitro (O’Regan A. et al.,1999). 

Nel topo, OPN costimola i macrofagi, attivati da lipopolisaccaride, a produrre IL-12 ed 

inibisce la produzione di IL-10. In linea con quest’osservazione, topi knock out per OPN 

rispondono ad infezioni, normalmente caratterizzate da una risposta di tipo Th1, con una 

ridotta produzione di IL-12 e una aumentata produzione di IL-10 (O’Regan AW et al,2000; 

Hashimoto M. et., al.,2007). 

OPN controlla la proliferazione dei linfociti T, infatti li stimola a differenziarsi, favorisce la 

produzione di INF-γ e l’espressione di CD40L, con conseguente espressione di IL-12 e 

produzione di anticorpi da parte dei linfociti B (O’Regan AW et al, 2000). Recentemente è 

stato dimostrato che OPN induce sopravvivenza dei linfociti T attivati, attraverso la 

regolazione dei fattori di trascrizione Foxo3a (forkhead box O3) e NFkB (nuclear factor-

kappa B) (Hur EM. et. al.,2007). 

Per quanto riguarda la sua azione anti-infiammatoria poco è conosciuto, ma si pensa che OPN 

eserciti un effetto anti-infiammatorio inibendo la produzione di ossido nitrico, inibendo l’ 

ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) (Guo H. et. al.,2001; Takahashi F. et. al.,2000). Inoltre 
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recentemente è stato dimostrato che OPN ha un effetto anti-infiammatorio durante la seconda 

esposizione con l’antigene, in corso di episodi allergici (Xanthou G. et. al.,2007). 

OPN svolge un ruolo fondamentale anche nello sviluppo dei tumori esercitando i suoi effetti  

pro-metastatici interagendo con le integrine e con CD44. L’interazione tra OPN e CD44 

aumenta la formazione di foci, l’invasione e la tumori genesi, attraverso la via del segnale 

mediata dalla protein chinasi Rac. Diversi studi hanno dimostrato che OPN protegge le cellule 

tumorali dall’apoptosi attivando la via di sopravvivenza di PI3 chinasi-Akt (Rangaswami H. 

et.al.,2006). 

OPN è iperespressa in diversi tipi di tumore tra i quali tumore alla mammella, alla prostata, 

osteosarcomi, glioblastomi e melanomi (Rittling SR. et. al.,2004). Topi knockout per il gene 

di OPN mostrano una ridotta capacità di formare colonie in soft agar  e una più lenta 

comparsa del tumore in vivo. Il silenziamento genico di OPN nel topo, mediante la tecnica 

dell’RNA interference, ha dimostrato una soppressione dello sviluppo di adenocarcinoma al 

colon sia in vitro che in vivo (Wai PT. et. al.,2004). 

Una sregolata espressione di OPN è legata a severe malattie autoimmuni (Agnholt, J. et. 

al.,2007) e malattie cardiovascolari (Zohar R. et. al.,2004). 

Il ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni può essere in parte spiegato con la sua azione pro-

infiammatoria, che prevede il reclutamento di leucociti nel sito di infiammazione e la 

polarizzazione in senso Th-1. Lo studio svolto su topi transgenici per OPN (OPN+/+) ha 

evidenziato un accumulo nella cavità peritoneale di un particolare tipo di linfociti denominati 

B1, che sono stati in passato associati alla produzione di autoanticorpi, 

ipergammaglobulinemia ed elevati livelli sierici di autoanticorpi (Masutani K. et al,2001). 

Ad esempio elevati livelli di OPN sono stati rilevati a livello delle lesioni celebrali in pazienti 

affetti da sclerosi multipla. Infatti il topo knock-out per OPN sviluppa una forma più lieve di 

EAE (encefalomielite autoimmune sperimentale), modello sperimentale della sclerosi 

multipla, con ricadute meno frequenti rispetto al topo wild-type (Blom, T. et. al.,2003; Hur 

EM. et. al.,2007).  

Nell’artrite reumatoide l’espressione di OPN è elevata nei fibroblasti, nei macrofagi e nei 

liquidi sinoviali, dove inibisce la produzione di ossido nitrico e di prostaglandina E2.  Il topo 

knock-out per OPN mostra protezione dall’artrite reumatoide, confermando il ruolo di OPN 

nella patogenesi della malattia (Mishima R. et. al.,2007). 

I ruoli svolti da OPN nello sviluppo di autoimmunità nell’uomo sono molteplici (L. 

Bird,2007) e lo studio dei polimorfismi di OPN ha portato ad interessanti associazioni con 

alcune malattie autoimmuni. 
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Il cDNA di OPN presenta 11 polimorfismi, 1 nell’esone VI e 10 nell’esone VII (in particolare 

2 nella regione codificante e 8 al 3’UTR). 

Analisi genetiche, condotte nel nostro laboratorio, a carico del cDNA di OPN, hanno 

identificati alcuni polimorfismi che formano tre aplotipi (A, B e C). È stato dimostrato che i 

portatori dell’aplotipo B e/o C hanno un rischio 8 volte maggiore di sviluppare ALPS, rispetto 

agli individui omozigoti AA (Chiocchetti A. et al.,2004). Nel caso di sclerosi multipla il 

genotipo non AA conferisce il rischio di sviluppare la malattia di 1.5 volte maggiore, rispetto 

al genotipo AA (Chiocchetti A. et. al.,2005). Anche due singoli polimorfismi presenti nella 

regione 3’ e 5’ UTR del gene di OPN sono coinvolti nello sviluppo della suscettibilità al lupus 

eritematosus sistemico (D’Alfonso S. et. al., 2005). 

Lo studio svolto su topi transgenici che producono elevati livelli di OPN ha evidenziato un 

accumulo nella cavità peritoneale di linfociti B1, ipergammaglobulinemia ed elevati livelli 

sierici di autoanticorpi, fenotipo che richiama il quadro autoimmune/linfoproliferativo e la 

correlazione diretta tra i livelli di OPN e l’ipergammaglobulinemia dei pazienti con ALPS. 

 

1.4. TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-1). 

La famiglia degli inibitori delle metalloproteinasi è costituita da 4 membri (TIMP 1-4), i quali 

regolano il turnover delle proteine e il rimodellamento della matrice extracellulare, formando 

 dei complessi stechiometrici reversibili 1:1 con le MMPs. In particolare TIMP-1 inibisce in 

maniera specifica le MMP-7 e 9 (Avalos BR. et. al.,1988; Visse R. et. al.,2003). 

Le MMPs sono importanti in diversi processi biologici normali, come lo sviluppo embrionale, 

l’angiogenesi e il riparo delle ferite, ma sono coinvolte anche in diversi processi patologici 

come l’infiammazione e l’autoimmunità (Goetzl EJ. et. al.,1996). TIMP-1 è stato scoperto 

circa venti anni fa come attivatore e potenziatore della linea eritroide, infatti è in grado di 

stimolate la crescita e il differenziamenti dei precursori eritroidi murini e di cellule 

leucemiche K562. Le sue proprietà di regolatore della crescita sono state in seguito dimostrate 

nei processi fibrotici (Lambert E. et. al.,2003). 

I geni che codificano per queste proteine sono localizzati sul cromosoma Xp11.1- p11.4, 

17q25, 11q12.1-13.2 e 3p25, rispettivamente. Il gene che codifica per TIMP-1, in particolare, 

è costituito da 6 esoni per un totale di 3 Kb e codifica per una proteina di 206 amminoacidi di 

circa 23 KDa (Baker AH. et. al.,2002).  

TIMP-1 è una glicoproteina che presenta un dominio N- e C- terminale (125 e 65 

amminoacidi, rispettivamente) contenete ciascuno sei residui di cisteina conservati, in grado 

di formare tre ponti di solfuro. L’estremità N-terminale presenta elevata omologia tra i quattro 



 11  

membri ed è sufficiente ad inibire le MMPs. Questa sequenza contiene dei residui in grado di 

interagire con lo ione zinco del sito attivo delle MMPs. Il dominio C terminale invece è 

importante per l’interazione proteina-proteina e il legame alle pro-MMPs, al fine di regolarne 

il processo di attivazione (Visse R. et. al.,2003). 

TIMP-1 è espresso dalle piastrine, dai monociti, dai neutrofili, dai linfociti T e B e dai 

fibroblasti; la sua espressione è stimolata da diversi agenti quali: TGFβ, IL-1β, esteri del 

forbolo, retinoidi e prostaglandina E2. (Baratelli FE. et. al.,2004). IL-10 stimola la produzione 

di TIMP-1 in particolare nei fibroblasti e nei macrofagi polmonari (Lacraz et. al.,1995). 

Non è ancora noto un recettore per TIMP-1 anche se recentemente è stata identificata, 

mediante il sisitema del doppio ibrido in lievito, una proteina in grado di interagire con TIMP-

1: CD63 (Chirco R. et. al.,2006). 

CD63 è un membro della famiglia delle tetraspannine, le quali interagiscono con diverse 

proteine quali integrine, immunoglobuline e recettori per fattori di crescita. È stato dimostrato, 

in cellule epiteliali umani, che TIMP-1 legando CD63 forma un complesso con l’integrina β1 

sulla superficie cellulare. A questo segue l’attivazione di una via di sopravvivenza che, 

coinvolgendo le chinasi Fak (Focal adesion kinase) e Src, porta alla fosforilazione della 

proteina chinasi Akt/PKB. A questi eventi segue la fosforilazione di Bad, membro pro-

apoptotico della famiglia di Bcl-2, il quale non interagendo con Bcl-2 o Bcl-XL ne permette 

l’attivazione e quindi l’inibizione dell’apoptosi. In parallelo si attivano vie della trasduzione 

del segnale che coinvolgono fattori di sopravvivenza, quali Erk1,2 (Extracellular Signal-

Regulated Kinase 1,2) e MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) (Jung KK. et. 

al.,2006). 

Uno studio recente riporta una aumentata espressione di CD63 nei linfociti T attivati ed è 

stato ipotizzato che CD63 possa funzionare da molecola co-stimolatoria e trasmettere segnali 

di sopravvivenza, quando stimolata da un anticorpo anti-CD63 (Pfistershammer K. et. 

al.,2004). 

TIMP-1 è implicato in diversi processi biologici quali rimodellamento tissutale, inibizione 

dell’angiogenesi, modificazioni morfologiche delle cellule della matrice, stimolazione della 

steroidogenesi e regolazione dell’apoptosi.  

A livello del sistema nervoso centrale (SNC), TIMP-1 svolge un ruolo neuroprotettivo grazie 

al mantenimento della barriera emato-encefalica, in particolare inibisce gli influssi di calcio 

glutammato-dipendenti, che si verificano in seguito agli insulti esocitotossici (Ogier C. et. 

al.,2005). È noto che gli stimoli pro-infiammatorie come IL-1β, TNF-α o LPS inducono 

l’espressione di questa proteina negli astrociti e nelle cellule endoteliali di topi affetti da EAE. 

(Crocker SJ.et. al.,2006). 
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È stata dimostrata l’iper-epressione di TIMP-1 nei neurinomi e nei meningiomi il quale, 

contrastando l’effetto della MMP-9, ne migliora la prognosi (Kachra Z, et. al.,1999). 

Recentemente è stato identificato il ruolo di TIMP-1 nell’infiammazione: in particolare 

controlla la proliferazione, la sopravivenza e l’apoptosi cellulare, rallentando la degradazione 

dei tessuti (Chromek M. et. al.,2004). 

Il topo knock-out per TIMP-1 è vitale anche se presenta ridotta fertilità. Inoltre mostra 

maggiore resistenza alle infezioni, un aumento della reazione infiammatoria e dell’attività del 

complemento, rispetto al fenotipo wild-type, a dimostrazione del fatto che TIMP-1 è 

necessario per attenuare la risposta infiammatoria (Jourquin J. et. al.,2005). 

TIMP-1 svolge diverse funzioni biologiche indipendenti dalla sua capacità di inibire le 

MMPs, tra le quali regolazione della proliferazione, sopravvivenza cellulare e 

differenziamento di diversi tipi cellulari. 

È nota in letteratura la proprietà anti-apoptotica di TIMP-1 indipendente dalla sua capacità di 

inibire le MMPs, influenzando sia la via intrinseca che quella estrinseca dell’apoptosi. 

TIMP-1 inibisce l’apoptosi in: cellule stellate epatiche, cellule della linea eritroide, cellule di 

linfoma di Burkitt e cellule di tumore alla mammella umane (Guedez L. et. al.2005; Guedez 

L. et. al.,1998; Li G. et. al.,1999). 

In queste ultime è stato descritto un meccanismo anti-apoptotico mediato da TIMP-1, che 

prevede l’inibizione dell’espressione di TRAIL, (tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand), sfuggendo così alla sorveglianza immunitaria (Liu X-W et. al.,2005; 

Okuyama S. et. al.,2005). Infatti è noto che TRAIL è un fattore che favorisce l’attività 

citotossica, mediata dalle cellule NK attivate e dai linfociti T, contro le cellule tumorali. 

Quindi l’inibizione dell’apoptosi mediata da TRAIL da parte di TIMP-1 gioca un ruolo 

fondamentale nell’inibizione della progressione del tumore. Sempre in questo tipo cellulare 

TIMP-1 riduce il tasso di crescita inducendo un arresto del ciclo cellulare nella fase G1, 

associato ad una downregultion della ciclina D1 e all’upregulation di p27KIP1, con 

conseguente inibizione dell’attività della chinasi associata alla ciclina (CDK) (Taube ME., et. 

al.,2006). 

È stato descritto il ruolo di TIMP-1 come fattore di crescita delle cellule di linfoma di Burkitt; 

in questo tipo di linfoma l’espressione di TIMP-1 induce l’espressione di Bcl-XL e correla con 

un’elevata produzione di IL-10, la quale funzione da agente autocrino stimolando la 

proliferazione e la produzione di immunoglobuline da parte dei linfociti B (Guedez L. et. 

al.,1998). Anche nei monociti e nei macrofagi è nota la capacità di TIMP-1 di indurre la 

produzione di IL-10. 
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In cellule di linfoma di Hodgkin/Reed-Sternberg, che producono TIMP-1, questo funziona da 

fattore di sopravvivenza. Infatti è stato dimostrato che TIMP-1 ricombinante, inibisce la 

citotossicità linfocita T mediata, contro cellule tumorali autologhe presentanti l’antigene 

(Oelmann E. et. al.,2002). 

Ancora, in cellule di carcinoma epiteliale, TIMP-1 induce l’espressione di Bcl2, noto inibitore 

della via intrinseca dell’apoptosi, in seguito ad una attivazione costitutiva di Fak. Invece nei 

linfociti B, inibisce l’apoptosi inducendo l’espressione di Bcl-XL e regolando l’espressione di 

CD40, CD77 e CD23 (Guedez L. et. al.,1998). 

É stato proposto un meccanismo che prevede la traslocazione nel nucleo di TIMP-1, il quale 

potrebbe controllare positivamente la trascrizione di geni anti-apoptotici, anche se il 

meccanismo è ancora poco chiaro (Gaudin P. et. al.,2000; Ritter LM., et. al.,1999). 

Anche se non è ancora chiaro il ruolo di TIMP-1 nell’autoimmunità, dati in letteratura hanno 

descritto il suo coinvolgimento in alcune malattie autoimmuni. 

L’iperespressione di TIMP-1 in celluleβ del pancreas ha dimostrato una significativa 

riduzione dell’apoptosi di queste cellule, indotta da ripetute dosi di streptozotocina, indicando 

che TIMP-1 può essere un potenziale target per prevenire o migliorare il diabete mellito di 

tipo 1 (Jiang H.et. al.,2007). 

È stato dimostrato inoltre, che i PBMC di pazienti affetti da LES (lupus eritematoso 

sistemico), secernono TIMP-1 e come questo gioca un ruolo importante nel ridurre 

l’infiammazione e il danno tissutale, inibendo la MMP-9, con un conseguente aumento di IL-

10 (Matache C. et. al.,2003). 

Ozenci et al hanno dimostrato un aumento dell’mRNA di TIMP-1 nei PBMC di pazienti 

affetti da sclerosi multipla il quale, contrastando l’effetto delle MMP-9 potrebbe ridurre il 

danno alla barriera emato-encefalica (Ozenci V., et. al.,1999). 

Questi dati hanno suggerito un possibile ruolo di TIMP-1 in una malattia autoimmune, come 

ad esempio l’ALPS, in quanto in questi pazienti è noto il difetto apoptotico dei linfociti, è 

riscontrata un’elevata produzione di IL-10 nel siero ed è frequente lo sviluppo di linfomi. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 14  

2. SCOPO DEL LAVORO. 

Questo lavoro valuta il coinvolgimento di osteopontina e TIMP-1 nella patogenesi dell’ALPS. 

Utilizzando un macroarray a cDNA è stata rilevata l’iperespressione dell’mRNA di OPN e  

TIMP-1, in una paziente con ALPS. Per generalizzare il dato ottenuto, sono stati valutati i 

livelli sierici di OPN e TIMP-1 in altri pazienti con ALPS e nei controlli sani. Al fine di 

spiegare gli elevati livelli di OPN sono state condotte analisi genetiche del cDNA di OPN. 

Data la concomitante elevata espressione di OPN e TIMP-1 nei pazienti con ALPS, è stata 

ricercata una correlazione diretta tra i livelli di OPN e TIMP-1 nei pazienti. 

Dal momento che non sono stati identificati polimorfismi significativi nel gene di TIMP-1, 

correlati allo sviluppo della malattia, è stato valutato se OPN ricombinante (rOPN) ne induce 

la produzione nei PBMC. In seguito è stato valutato se l’attivazione dei linfociti T, tramite 

stimolazione del TCR, in presenza di un anticorpo anti-CD3, influenzi la produzione di 

TIMP-1. 

Infine, abbiamo verificato quali popolazioni cellulari sono responsabili della produzione di 

TIMP-1, dopo stimolazione con rOPN, in particolare su monociti, cellule dendritiche e 

macrofagi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 15  

3. MATERIALI E METODI  

 

3.1 PAZIENTI. 

La diagnosi di malattia dei pazienti con ALPS si è basata sui seguenti criteri: 

citopenia di origine autoimmune che coinvolge una o più linee di cellule ematiche, 

linfoadenopatia cronica non maligna (aumento di almeno 2cm di diametro di due o più 

linfonodi) e/o splenomegalia, 

difetto di apoptosi indotta da Fas in vitro. 

I campioni di siero e di sangue sono stati prelevati dai controlli, dai pazienti e dai loro parenti, 

con il loro consenso scritto e informato. Lo studio è stato condotto secondo le linee guida 

proposte dalla commissione etica locale. 

 

3.2 SEPARAZIONE SU GRADIENTE DI CELLULE MONONUCLEATE DA 

SANGUE PERIFERICO (Ficoll). 

Per la separazione di cellule mononucleate da sangue periferico (PBMC: Perypheral Blood 

Mononuclear Cell), è stato utilizzato sangue di donatori sani ottenuto da una sacca di sangue 

concentrato (Buffy coat), proveniente dal centro trasfusionale AVIS di Novara. 

Il sangue è stato diluito con PBS, stratificato su 10 ml di Lympholyte (Cederlane Laboratories 

Hornby, Ontario, Canada) e centrifugato a 1800 rpm per 30 minuti . 

In seguito sono stati recuperati i PBMC, lavati con PBS e centrifugati una seconda volta a 

1500 rpm per 10 minuti. 

Le cellule sono state risospese in terreno RPMI 1640 (Gibco, New York, USA) addizionato di 

1% L-Glutammina, Antibiotici (Penicillina, Streptamicina, Gentamicina) e 10% FBS (Fetal 

Bovine Serum) (Gibco, New York, USA). Le cellule sono state contate mediante colorante 

Blu di Tripano. 

 

3.3 SEPARAZIONE DI MONOCITI DA PBMC. 

Per l’arricchimento della frazione monocitaria è stata sfruttata la capacità dei monociti di 

aderire alla plastica. In particolare, i PBMC ottenuti dopo separazione su gradiente di densità 

sono stati portati ad una concentrazione di 7.5x106 cellule/ml in terreno RPMI 1640 completo, 

addizionato di 10mM Hepes. 

Le cellule sono state seminate in una piastra Petri da 10 cm2 e incubata a 37°C per 2h. In 

seguito il surnatante, composto principalmente da linfociti, è stato eliminato o congelato. 

Dopo aver lavato la piastra con terreno RPMI 1640, i monociti adesi sono stati staccati  

utilizzando uno scraper. La resa media è di 5 x 106 monociti per piastra. 
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3.4 DIFFERENZIAMENTO DEI MONOCITI IN CELLULE DENDRITICHE (DC) o 

MACROFAGI (MDM). 

Per permettere il differenziamento dei monociti in DC sono state aggiunte al terreno di coltura 

le seguenti citochine: fattore stimolante la formazione di colonie di granulociti e macrofagi 

(GM-CSF) (800 U/ml, PeproTech, Londra, UK), ed interleuchina 4 (IL-4) (10 ng/ml, 

PeproTech, Londra, UK). Le citochine sono state aggiunte nel mezzo di coltura ogni due 

giorni. Per permettere il differenziamento dei monociti in macrofagi è stato aggiunto al 

terreno di coltura GM-CSF (800 U/ml, PeproTech, Londra, UK) ogni due giorni. Le cellule 

sono state coltivate per cinque giorni. 

 

3.5 ANALISI IMMUNOFENOTIPICHE. 

Per la caratterizzazione immunofenotipica, 1 x 105 cellule sono state risospese in una 

soluzione di PBS, 0.1% NaN3, 1% FBS e incubati per 30 minuti al buio, a 4°, con i seguenti 

anticorpi monoclonali (mAb) coniugati con iso-tiocianato di fluoresceina (FITC) o ficoeritrina 

(PE) anti- CD3, -TCRαβ, -CD14, -HLA-DR, -CD80, -CD86, -CD83  

(Becton Dickinson, California, USA).  

Al termine dell’incubazione, i campioni sono stati lavati con PBS, 0.1% NaN3, 1% FBS, 

centrifugati a 1500 rpm per 5min e risospesi in 1% Paraformaldeide (PFA) e conservati a 4°C. 

I campioni sono stati analizzati al citofluorimetro. 

 

3.6 SAGGI FUNZIONALI. 

Al fine di valutare la produzione di TIMP-1, 2x105 PBMC sono stati seminati in piastre da 96 

pozzetti e mantenuti in terreno di coltura per 48 ore, in presenza o meno di OPN 

ricombinanate 1µg/ml (R&D system, USA). Per indurre l’attivazione dei PBMC le cellule 

sono state coltivate in presenza o meno di un anticorpo monoclonale anti-CD3 (clone OKT3) 

(1µg/mL), precedentemente adeso alla piastra di coltura, incubando 2h a 37°C. 

Oppure 5x105  monociti, o monociti indotti a differenziare a cellule dendritiche o a macrofagi, 

sono stati seminati in piastre da 48 pozzetti e mantenuti in terreno di coltura RPMI 10% FCS e 

10 mM Hepes, con o senza OPNr (1µg /mL) (R&D system, USA), per 5 giorni.  

I surnatanti delle colture sono stati recuperati ai tempi indicati ed è stata valutata la produzione 

di TIMP-1 in ELISA. 
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3.7 MACROARRAY a cDNA. 

Due tipi di membrane per macroarray sono state acquistate da Sigma-Genosys (London, UK): 

Panorama Human Apoptosis Gene Arrays (PRAP0002) e Panorama Human Cytokine Gene 

Arrays (PRCK0002). Per la preparazione delle due sonde di cDNA, sono stati utilizzati 2µg di 

RNA totale, estratto da PBMCs tenuti in coltura per 6 giorni e retrotrascritto, secondo le 

indicazioni fornite dal kit. Le membrane sono state pre-ibridizzate per 2 ore a 650C, 

denaturate, marcate con 32P e incubate a 650C per 15 minuti. In seguito le membrane sono 

state lavate per 2 volte con 0.2X SSC (soluzione di sodio cloruro e sodio citrato)/0.1% SDS 

(sodio dodecil-solfato) a 650C per 30 minuti e analizzate al phosphoimage scanner (BioRad, 

Hecules, CA). 

 

3.8 SAGGI ELISA. 

I livelli di OPN e TIMP-1, nel siero e nei surnatanti delle colture cellulari, sono stai misurati 

mediante ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), secondo il protocollo indicato dal 

fornitore del kit (Assay Design,Stressgen e R&D system, USA). (Sensibilità del kit 0.110 

ng/mL). La densità ottica è stata misurata a 450 nm usando un lettore di piastra ottica.  

 

3.9 ANALISI STATISTICHE. 

Per quello che riguarda gli ELISA, l’approssimazione ad una distribuzione normale della 

popolazione è stata testata con la statistica della simmetria. I test impiegati per paragonare gli 

ELISA sono stati i test non parametrici Mann-Whitney o Wilcoxon. Tutti i valori assunti delle 

p avevano due code. La regressione lineare di Pearson è stata impiegata per paragonare i 

livelli di OPN e di TIMP-1. 
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4. RISULTATI.  

 

4.1 L’mRNA di TIMP-1 e OPN sono iper-espressione in una paziente con ALPS. 

Utilizzando un macroarray a cDNA è stato possibile comparare l’espressione di geni coinvolti 

nell’apoptosi o nell’attivazione cellulare, di una paziente con ALPS e del fratello sano. 

L’mRNA è stato ottenuto da linfociti T mantenuti in coltura per 6 giorni in presenza di IL-2 e 

fitoemetoagglutinina (PHA). Il cDNA ottenuto per retro-trascrizione è stato fatto ibridare su 

di una membrana di nylon che presenta il cDNA di 573 geni. L’espressione di diversi geni era 

alterata nella paziente, ma in particolare i livelli trascrizionali di TIMP-1 e OPN (Figura 1). 

Inoltre, analisi genetiche condotte sul cDNA di OPN hanno rilevato la presenza di alcuni 

polimorfismi significativamente associata alla malattia, che formano tre aplotipi (A,B, C). I 

portatori dell’aplotipo B e/o C hanno un rischio 8 volte maggiore di sviluppare l’ALPS, 

rispetto agli individui omozigoti AA (dati non mostrati). Quindi gli elevati livelli di OPN nei 

pazienti con ALPS sono determinati geneticamente. 

Questi risultati fanno supporre un possibile ruolo di OPN e TIMP-1 nell’eziopatogenesi 

dell’ALPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Autoradiografia della mambrana ibridizzata con il cDNA di una paziente con ALPS 

e del fratello sano. Sono indicati gli spots che corrispondono al cDNA di TIMP-1 (linea 

tratteggiata) e di OPN (linea a puntini). 

Fratello sano della paziente 

Paziente  con ALPS 
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4.2 TIMP-1 e OPN sono iper-espressi nel siero dei pazienti con ALPS. 

Al fine di generalizzare il dato ottenuto con il macroarray, sono stati valutati i livelli sierici   

di OPN e TIMP-1 in altri pazienti con ALPS, mediante saggi ELISA.  

I livelli di OPN sono stati misurati nel siero di 23 pazienti con ALPS e 50 controlli sani. I 

risultati dimostrano che i pazienti con ALPS mostrano dei livelli di OPN significativamente 

più elevati [mediana,286; range 37-512 ng/ml] rispetto ai controlli sani [mediana, 141; range 

45-405 ng/ml] (p<0.01) (Figura 2A). 

Invece i livelli di TIMP-1 sono stati valutati nel siero di 20 pazienti con ALPS [mediana, 132, 

range 79-294 ng/ml] e 23 controlli sani [mediana 122, range 67-175 ng/ml].  

 I risultati dimostrano che i pazienti con ALPS presentano dei livelli di TIMP-1 

significativamente più elevati rispetto ai controlli (p=0.0171) (Figura 2B).  

Inoltre, data la concomitante presenza di elevati livelli di OPN e TIMP-1 nel siero dei pazienti 

con ALPS,  è stata ricercata una correlazione tra questi due parametri. È stata identificata una 

significativa correlazione diretta (p=0.0124 r=0.56), tra i livelli sierici di OPN e TIMP-1, nei 

pazienti con ALPS (Figura 2C).  

Questi risultati dimostrano una elevata produzione di OPN e TIMP-1 nel siero dei pazienti 

con ALPS. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2A. Concentrazione sierica di OPN (ng/ml) in 50 controlli sani e 23 pazienti con ALPS. La 

linea tratteggiata rappresenta il 95° percentile, le linee in grassetto la mediana. Il valore della p è 

stato calcolato utilizzando il test statistico Mann-Whitney U. I livelli di OPN sono stati valutati in 

ELISA. 
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Figura 2B: Concentrazione sierica di TIMP-1 (ng/ml) in 20 pazienti con ALPS e in 23 controlli 

sani. Le linee in bianco rappresentano la mediana. Il valore della p è stato calcolato utilizzando 

il test statistico Mann-Whitney U. I livelli di TIMP-1 sono stati valutati in ELISA. 

 

 

Figura 2C: Correlazione tra i livelli sierici di OPN e TIMP-1 nei pazienti con ALPS. La linea 

rappresenta la miglior retta di regressione. I valori di r e p sono stati calcolati con il metodo 

di Pearson. I livelli di OPN e TIMP-1 sono stati valutati in ELISA. 

p=0.0171 
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p=0.0116 

         4.3 OPN ricombinante induce la produzione di TIMP-1 in vitro. 

Dal momento che non esistono polimorfismi significativi nel gene di TIMP-1 associati 

all’ALPS, abbiamo verificato se OPN ricombinante induca la produzione di TIMP-1 nei 

PBMC in vitro, al fine di spiegare gli elevati livelli sierici della proteina riscontrati nei 

pazienti. 

Esperimenti preliminari sono stati condotti su PBMC di donatori sani, ottenuti per 

separazione su gradiente, al fine di mettere a punto i tempi e la dose di rOPN da utilizzare per 

i nostri esperimenti (dati non mostrati). 

In base ai dati ottenuti è stato scelto di stimolare i PBMC per 48 ore con 1µg/ml di rOPN. 

Dopo il tempo indicato, i surnatanti delle colture cellulari sono stati raccolti ed è stata valutata 

la produzione di TIMP-1, mediante saggio ELISA. I risultati mostrano che il trattamento con 

rOPN induce la produzione di TIMP-1 nei PBMC (Figura 3).  

I risultati mostrano che rOPN induce la produzione di TIMP-1 in vitro. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 L’attivazione con anti-CD3 influenza la produzione di TIMP-1 nei PBMC. 

In seguito, abbiamo valutato se l’attivazione dei linfociti T, tramite stimolazione del TCR, 

potesse influenzare la produzione di TIMP-1. I PBMC sono stati attivati o meno con 1µg/ml 

di anticorpo anti-CD3 (clone OKT-3), in presenza o in assenza di 1µg/ml di rOPN per 48 ore, 

ed è stata quindi valutata la produzione di TIMP-1 mediante saggio ELISA. I risultati 

mostrano che l’attivazione con l’anticorpo anti-CD3 riduce la produzione di TIMP-1, sia in 

assenza che in presenza di rOPN (Figura 4).  
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Figura 3: Produzione di TIMP-1 da PBMC dopo stimolazione con rOPN 1µg/ml. I livelli di 

TIMP-1 sono stati valutati in ELISA dopo 48 ore di stimolazione. Il valore della p è stato 

calcolato utilizzando il test statistico di Wilcoxon. 
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p=0.013 
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4.5 rOPN influenza la produzione di TIMP-1 nei monociti , nelle cellule dendritiche e nei 

macrofagi. 

Al fine di comprendere quale tipo cellulare sia responsabile della produzione di TIMP-1, è 

stato testato l’effetto di rOPN su monociti, cellule dendritiche e macrofagi, ottenuti per 

differenziamento dai PBMC. 

I monociti sono stati trattati o meno con 1µg/ml di OPN per 5 giorni. Al tempo indicato i 

surnatanti delle colture sono stati raccolti ed è stata valutata la produzione di TIMP-1 

mediante ELISA. I risultati dimostrano che rOPN induce la produzione di TIMP-1 nei 

monociti (Figura 5A).  

In seguito è stato valutato l’effetto di OPNr su cellule dendritiche, ottenute per 

differenziamento dai monociti, in presenza di GM-CSF (800U/ml) e IL-4 (10ng/ml), le quali 

sono state trattate o meno con 1µg/ml di OPNr per 5 giorni. Quindi sono stati valutati i livelli 

di TIMP-1 mediante ELISA e i risultati dimostrano che rOPN diminuisce la produzione di 

TIMP-1 nelle cellule dendritiche (Figura 5B). 

Infine è stato testato l’effetto di OPNr su macrofagi, ottenuti per differenziamento dai 

monociti in presenza di GM-CSF (800 U/ml), i quali sono stati trattati o meno con 1µg/ml di 

rOPN per 5 giorni. 

Dopo 5 giorni di coltura i surnatanti delle colture sono stati raccolti ed è stata valutata la 

produzione di TIMP-1 mediante ELISA. I risultati ottenuti dimostrano che anche in questa 

Figura 4: Produzione di TIMP-1 da PBMC dopo stimolazione con rOPN 1µg/ml in presenza o 

meno dell’anticorpo anti-CD3, precedentemete fatto aderire alla piastra di coltura per 2h a 37°C. 

I livelli di TIMP-1 sono stati valutati in ELISA dopo 48 ore di stimolazione. Il valore della p è 

stato calcolato utilizzando il test statistico di Wilcoxon. 
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popolazione cellulare il trattamento con rOPN diminuisce la produzione di TIMP-1 (Figura 

5B). 

I risultati ottenuti dimostrano che, nelle nostre condizioni sperimentali, rOPN induce la 

produzione di TIMP-1 nei monociti mentre è inibita in cellule dendritiche e nei macrofagi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5B: Produzione di TIMP-1 da cellule dendritiche e macrofagi dopo stimolazione con 

rOPN  1µg/ml. I livelli di TIMP-1 sono stati valutati in ELISA dopo 5 giorni di coltura.  

Figura 5A: Produzione di TIMP-1 da monociti dopo stimolazione con rOPN 1 µg/ml. I livelli 

di TIMP-1 sono stati valutati in ELISA dopo 5 giorni di coltura.  
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5.DISCUSSIONE 

 

I pazienti affetti da ALPS sviluppano un quadro autoimmune caratterizzato da disordini 

dell’omeostasi dei linfociti, con accumulo di linfociti nella milza e nei linfonodi e da 

espansione clonale di linfociti T doppi negativi (DN) CD4/CD8, TCR αβ positivi e da difetti 

funzionali del sistema Fas/Fas ligando. Il nostro laboratorio ha individuato una variante 

dell’ALPS, definita DALD (Dianzani’s Autoimmune lymphoproliferative disease) che, pur 

manifestando un quadro clinico di tipo ALPS, non presenta espansione periferica di linfociti T 

DN. 

Ad oggi sono state identificate quattro varianti genetiche della malattia, che hanno permesso 

di individuare i sottotipi ALPS-Ia (mutazione di Fas), ALPS-Ib (mutazione di FasL), ALPS-II 

(mutazione di caspasi 10), ALPS-IV (mutazione di n-Ras). Esiste comunque un ampio 

numero di pazienti, identificati come ALPSIII, in cui non è noto il difetto genetico associato 

alla malattia. Inoltre la penetranza di queste mutazioni è incompleta e questo suggerisce che 

altri fattori complementari siano probabilmente coinvolti nello sviluppo della malattia.  

In particolare abbiamo posto la nostra attenzione su OPN e TIMP-1 poiché, mediante 

macroarray a cDNA, è stata identificata una paziente con ALPS, in cui i livelli trascrizionali 

di OPN e TIMP-1 sono elevati, rispetto al fratello sano.  

Al fine di valutare la generalità di tale dato, abbiamo esteso l’analisi dei livelli sierici di OPN 

e TIMP-1 in altri 19 pazienti con ALPS e in 23 controlli. I dati ottenuti dimostrano che i 

pazienti con ALPS presentano livelli sierici di TIMP-1 e OPN significativamente più elevati 

rispetto ai controlli sani. Quindi questi dati suggeriscono un possibile coinvolgimento di 

queste proteine nella patogenesi dell’ALPS. 

Gli elevati livelli sierici di OPN sembrano essere determinati geneticamente. Infatti, analisi 

genetiche del gene di OPN hanno identificato tre aplotipi (A, B e C), con frequenze 

significativamente diverse nei pazienti e nei controlli. L’aplotipo A è più frequenti nei 

controlli e gli aplotipi B e C, sono invece più frequenti nei pazienti. Gli individui portatori di 

almeno un aplotipo B o C corrono il rischio di sviluppare la malattia con una frequenza 8 

volte maggiore, rispetto agli individui omozigoti AA. Vari dati sperimentali hanno dimostrato 

che gli aplotipi B e C sono responsabili della produzione di elevati livelli sierici di OPN, i 

quali a loro volta potrebbero contribuire allo sviluppo dell’ALPS (Chiocchetti A. et. al., 

2004).  

La concomitante presenza di elevati livelli di OPN e TIMP-1 nei pazienti ci ha indotto ad 

indagare se fosse presente una correlazione tra questi due parametri. Abbiamo così 

identificato una diretta correlazione significativa tra i livelli sierici di OPN e TIMP-1 nei 
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pazienti con ALPS. Tale dato può essere spiegato con la presenza di variazioni nel gene di 

TIMP-1, che ne possano determinare gli elevati livelli sierici nei pazienti o da una relazione 

funzionale tra la produzione di OPN e TIMP-1. 

In relazione alla prima ipotesi, analisi genetiche del gene di TIMP-1, precedentemente 

effettuate, non hanno riscontrato polimorfismi associati all’ALPS. Quindi abbiamo valutato se 

la produzione di TIMP-1 fosse indotta da rOPN in vitro. 

Risultati ottenuti su PBMC di donatori sani, trattati con 1µg/ml di rOPN per 48 ore, hanno 

dimostrato un’induzione della produzione di TIMP-1.  

In seguito abbiamo valutato se l’attivazione dei PBMC, in presenza di un anticorpo anti-CD3, 

interferisca con la produzione di TIMP-1, indotta da rOPN. I dati dimostrano che i pazienti 

con ALPS quando attivano il sistema immunitario, diminuiscono la produzione di TIMP-1, 

rispetto ai soggetti normali, e questo potrebbe essere dovuto al fatto che presentano livelli di 

OPN più elevati, oppure che venga indotta la produzione di citochine che contrastano la 

produzione di TIMP-1. Tuttavia sono necessarie ulteriori indagini per spiegare meglio il 

meccanismo. 

Abbiamo poi valutato quale popolazione cellulare fosse responsabile della produzione di 

TIMP-1. A proposito, monociti, cellule dendritiche e macrofagi sono stati stimolati con rOPN. 

I risultati ottenuti ci permettono di concludere che, nelle nostre condizioni sperimentali, rOPN 

induce la produzione di TIMP-1 nei monociti, mentre negli altri tipi cellulari esaminati, rOPN 

regola negativamente i livelli di questa proteina. 

I dati ottenuti ci permettono di formulare alcune ipotesi al fine di spiegare il ruolo di TIMP-1 

nello sviluppo dell’ALPS. 

Per quanto riguarda le cellule dendritiche e i macrofagi, è possibile supporre che in seguito 

alla diminuzione di TIMP-1, segua un aumento dell’attività delle MMPs e quindi 

un’eccessiva migrazione cellulare, con una favorita presentazione di autoantigeni, 

contribuendo così allo sviluppo del quadro autoimmune. Inoltre il rilascio di MMPs da parte 

dei linfociti, favorisce la produzione di epitopi immunodominanti (Descamps FJ., et. 

al.,2003). 

Inoltre, nel nostro laboratorio è stato dimostrato che gli alti livelli di OPN e il difetto del 

sistema Fas/FasL sono due fattori tra loro indipendenti. Infatti rOPN non influenza la morte 

cellulare indotta da Fas in vitro. Quindi si può supporre che la produzione di TIMP-1 da parte 

dei monociti, contribuisca al difetto apoptotico tipico dell’ALPS. Questa ipotesi è supportata 
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dal fatto che, è noto in letteratura che TIMP-1 inibisce la morte cellulare programmata, Fas 

dipendente (Guedez L., et. al., 1998). 

 

6. PROSPETTIVE FUTURE 

 

Gli studi futuri saranno volti a comprendere il ruolo dell’attivazione, tramite stimolazione del 

TCR, ai fini della produzione di TIMP-1 e a testare l’effetto di un anticorpo neutralizzante 

anti-OPN, per confermare la produzione di TIMP-1 nelle nostre condizioni sperimentali. In 

seguito verranno svolti degli esperimenti in presenza di TIMP-1 ricombinante per valutare la 

produzione di OPN e di altre citochine coinvolte nello sviluppo dell’autoimmunità. Infine 

indagheremo l’azione anti-apoptotica di TIMP-1 MMP indipendente, descritta in letteratura, 

dato che nell’ALPS è riscontrato il difetto apoptotico dei linfociti T.  
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