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SEZIONE 1
RISULTATI SCIENTIFICI

INTRODUZIONE
GASG6 (Growth Arrest Specific 6)

E’ una proteina secreta di 76 KDa codificata dayene di 2556 nucleotidi clonato nell’'uomo nel 1993
ma studiato in fibroblasti murini fin dal 1988.slilo nome deriva dal fatto che la sua espressistega
inizialmente riscontrata soltanto in cellule ind&% (Schneider et al., 1988).

La sua struttura cristallografica non & ancoraastatnpletamente determinata, ma studi ultrastalitur
suggeriscono per la proteina Gas6 un’impostazion#imodulare, con un dominio N-terminale
carbossiglutammico, una regione centrale caratiaiazda sequenze ripetute EGF (Epidermal Growth
Factor)-like e una regione C-terminale globulard8&HSex Hormone Binding Globuline)-like.

Con il passare degli anni, lo studio di Gas6 iate ben oltre i fibroblasti murini. Infatti 'espssione
proteica, o anche soltanto la presenza dellmRNsgtaé riscontrata in molti altri tessuti sia mugia

umani. Tabellal

TOPO UOMO

Cuore

Polmone

Epitelio gastrico

Polmone

SNC
VSMCs

Rene Epitelio intestinale
mMRNA P
SNC Midollo osseo
Cellule del Sertoli Cellule endoteliali
Cellule del Leydig
Cheratinociti
HUVECs
Cellule endoteliali
) VSMCs
Cellule del Sertoli Endoteli
ndotelio
PROTEINA Cellule del Leydig e
Piastrine

Tessuto ematopoietico
fibroblasti

Tabella 1 Panorama sull’espressione del’mRNA e della pnat€sas6 (Avanzi et al., 1998; Avanzi et al., 1999;et
al., 1999; Manfioletti et al., 1993; Mark et al994; Melaragno et al., 1998; Nakano et al., 199B0@nel et al., 1999;
Prieto et al., 1999)



L’azione di Gas6 e possibile soltanto se sono ptekevitamina K, che media la carbossilaziondasul

porzione N-terminale, e il calcio (Manfioletti dt,al993) ed € mediata dai recettori Axl, Tyro3 erM

che hanno diversa affinita per il proprio liganttoparticolare Mer & presente in cellule mononuelea

del sangue periferico e midollare, nei monocitiretinee neoplastiche a cellule B e T (Graham gt al

1994).

Le funzioni di Gasé6 fin'ora evidenziate sono:

antiapoptotico:il fatto che questa proteina fosse espressa dgutanfase di quiescenza della
cellula, ha fato inizialmente supporre che il suolo potesse essere legato alla regolazione
della proliferazione e/o della sopravvivenza celli(Schenider et al., 1978). E stato dimostrato
che Gas@n vitro induce la proliferazione e promuove la sopravvigedi fibroblasti murini
della linea NIH-3T3 (Goruppi et al., 1996) e |i prgge dall’apoptosi indotta dalla deprivazione
di siero o dall'aggiunta di TNk- (Bellosta et al., 1997). Inoltre aumenta la pro&@one
indotta da trombina, angiotensina Il, acido lisfdtisico, promuove la sopravvivenza e
favorisce la chemiotassi in cellule muscolari lis@sali (Fridell et al., 1998; Nakano et al.,
1997), ed infine induce la proliferazione e proegill’apoptosi le cellule di Schwafin et

al., 1996). Gas6 non ha alcun effetto sulla crasgitla sopravvivenza di fibroblasti umani,
cellule endoteliali e stromali, e precursori emapici umani (Avanzi et al., 1997). Protegge
dall'apoptosi le cellule HUVEC umane (Human Umbalivein Endotelial Cells)n vitro, sia
deprivate dei fattori di crescita sia pretrattat@ @ NF. Tale effetto & evocato con I'aggiunta
di Gas6 esogeno direttamente alle piastre di @ltlar produzione autocrina, infatti, non e
sufficiente a determinare tale effetto e in ambeidaasi, le cellule sono bloccate in fase G1
(Melaragno et al., 1998).

mediatore dell'aggregazione tra cellule& stata evidenziata I'abilita del recettore murino
analogo di Axl, denominato Ark, di mediare I'aggaempne cellulare grazie ad un legame
omofilico/omotipico(Bellosta et al., 1995). Successivamente, e staoddrato che anche in
una linea cellulare megacariocitica umana, deno@iM7, in seguito a transfezione con Axl
(MO7-Axl), si formano aggregati di discrete dimemwsj cosa che non succede con le cellule
parentali. Cio fa supporre che questo fenomenonwdiato dall’interazione tra le diverse
molecole di recettori Axl presenti sulla superficelulare (Avanzi et al., 1998). A supporto di
questa interpretazione c’'é anche l'osservazione ldsposizione delle M07-Axl al Gas6

determina la riduzione degli aggregati (Avanzi let #998). L'ipotesi che linterazione Gas6-



Axl potesse avere un ruolo nei complessi meccangsmiregolano I'adesione cellulare é stata
confermata anche da studi volti ad indagare il cudél sistema Gas6-Axl nellinterazione
polimorfonucleati (PMN)-cellule endoteliali: & stadimostrato che Gas6 inibisce I'adesione dei
PMN all’endotelio attivato dal fattore di attivamne piastrinica (PAF), dalla trombina,
dall'interleuchina B (IL-1 B), dal fattore di necrosi tumorate{TNF-0), e dal forbolo 12-
miristilato 13-acetato (PMA). Di contro non influenl’adesione dei PMN all’endotelio inattivo
o stimolato da n-formil-metionil-leucil-fenilalaran(FMLP) e da interleuchina-8 (IL-8) (Avanzi
et al., 1998). Gas6 e quindi una molecola antiadasie agisce prevalentemente sull’endotelio.
regolatore del processo angiogeneticGas6 inibisce la tubuligenesi, la migrazione e lo
«sprouting» delle cellule endoteliali VEGF-mediatasaggi su matrigel a varie concentrazioni
con effetto massimo a 100-200 ng/ml. Inoltre Gasbisce la neoangiogenesi VEGF-mediata
nel modello sperimentale dell’embrione di pollo (igahio et al., 2005) e quella VEGF ma non
FGF mediata nel modello di matrigel plugs.

induttore della proliferazione mesangial&as6 induce un aumento della proliferazione delle
cellule mesangiali attraverso il legame con il ecettore Axl espresso sulla superficie
cellulare dei glomerulin vitro (Yanagita et al., 2001). Questo ruolo della praeidas6 sulla
progressione del danno glomerulare, &€ stato comferranche in vivo in un modello di
glomerulonefrite nel topo, in cui si é verificatioecla proliferazione delle cellule glomerulari, la
glomerulosclerosi e la deposizione di fibrinogere glomeruli erano ridotte dall’assenza di
Gasf(Yanagita et al., 2002).

regolatore del processo di emosta$it questo senso, pare abbiano un ruolo preminiente
recettori Axl e Tyro3/Rse. La proteina Gas6 intemé nell'aggregazione piastrinica e nella
formazione del trombo. Infatti, inattivazione degene Gas6 nel topo knock-out (G4s6
previene la trombosi venosa e la tromboembolia pobme rappresentando un fattore protettivo
dall'induzione della tromboembolia da infusione adillagene/epinefrina, fatale nei topi wild
type. Tale effetto protettivo € riproducibile nepb wild type mediante la somministrazione di
anticorpo anti-Gas6. Tale fenomeno e stato confiermache nei topi knock-out per i recettori
tirosin-chinasici di Gas6, infatti, la mancanzatuliti i recettori o anche di uno solo di essi
comporta i medesimi effetti protettivi descrittirgénattivazione del ligando. L’emostasi di tali
animali tuttavia non € compromessa, non sono sititi osservati sanguinamenti spontanei
nei topi Gas6 -/-. La proteina Gas6 sembrerebbedgumtervenire nella stabilizzazione e non
nella formazione del trombo piastrinico rappresedta probabilmente un segnale di



amplificazione dell’aggregazione piastrinigagelillo-Sherrer et al., 2001; Angelillo-Sherrer
et al., 2005).

GASG6 E INFIAMMAZIONE

Un altro campo in cui la proteina Gas6 e stataigtac I'inflammazione. Sono stati creati topi kkoc
out per ognuno dei singoli recettori oltre ad uplarmutante (TAM) ed € stato possibile osservara u
notevole discrepanza, rispetto al non mutato, detante Mer. | topi con questo genotipo sono
caratterizzati da retinite pigmentosa e cecita (DA%t al., 2000; Gal et al., 2000) aumentata bditai
all'LPS e conseguente shock endotossico, e unaaitaclearance delle cellule apoptotiche (Camenish
et al., 1999; Cohen et al., 2002; Scott et al., 1208’ stato inoltre dimostrato che una mutazioeé d
gene per il recettore umano Mer e associata adumme@to di incidenza di retinite pigmentosa
nell’'uomo(Thompson et al., 2002).

Tuttavia il disordine piu drammatico riguarda i itG@\M ed e a carico del sistema immunita(lio et

al., 2001). Alla nascita questi animali presentargani linfatici periferici di normale peso e miaue

le linee cellulari linfoidi e mieloidi non sono dixse da quelle dei topi wild. Anche se milza edinddi
iniziano a crescere gia dalla quarta settimanatalj guesti raggiungono dimensioni abnormi all’ncei
intorno al sesto mese, entro un anno la milza ol@i TAM e dieci volte quella dei topi wild e la
linfoadenopatia &€ pronunciata e diffusa. Ciascuapbtie recettori della famiglia contribuisce a tale
fenomeno, ma & Mer quello che ha un peso magdiaret al., 2001). Una caratteristica classica dei
topi TAM, & quella della proliferazione aberrants kihfociti T e B, con un rapporto T/B e CDEDS’
aumentato(Lu et al., 2001). L'elevato numero defiolciti conduce al superamento della capacita del
compartimento rappresentato dagli organi linfatieriferici, e quindi esita nell'invasione tissutalee

si manifesta con la presenza di queste cellulespok® in tutti gli organ(iLu et al., 2001). Inoltre, i
linfociti, come tutte le cellule del sistema immtamio, sono in continua fase di attivazione come
dimostrato dall’elevata espressione di marcatdiadesposta acuta e cronica. L’attivazione cositit

del sistema immunitario e la degenerazione di diverssuti non immunitari conduce allo sviluppo
dell'ampio spettro delle manifestazioni autoimmdai topi TAM, le quali sono sovrapponibili alle piu
comuni malattie autoimmunitarie del’'uomo: artnimatoide, lupus eritematoso sistemico, sindrome
di Sjogren e pemfigo volgare (Lu et al., 2001; Lemdt al., 2003)Anche se i linfociti, in questi
mutanti, sono iperattivi, iperproliferanti e vanm@oformare colonie nei tessuti non linfatici, non

esprimono i recettori Tiro 3, Axl e Mer, che somwece espressi caratteristicamente da monociti,



macrofagi e cellule dendritich.emke et al., 2003).Sono due le caratteristiche fondamentali
dell'azione che i recettori Tyro 3, Axl e Mer es&ano sui monociti-macrofagi ad essere alla badle de
manifestazioni disimmunitarie dei mutanti TAM. Lérpa e rappresentata dal fatto che questi recgttori
quando attivati, sembrano essere in grado di mibattivazione dei monociti-macrofagi susseguente
ad uno stimoloLa seconda caratteristica fondamentale che comggewa formare il quadro clinico dei
mutanti, & rappresentata dall’alterazione dell@#gsi e viene riscontrata principalmente nei mtita
Mer.

I meccanismo di trasduzione del segnale attravdrgpale lo stato di attivazione dei monociti-
macrofagi pud essere alterato dal legame tra Gapéopri recettori € tuttora oggetto di studio.cime
modo questi recettori agiscano sulla fisiologiameakrofago, non € completamente chiarito. Parél che
processo non si inserisca completamente all'iniziana risposta immunitaria. Cioe, l'attivaziond de
recettori dovrebbe essere un evento successivattaitizione a cui i monociti-macrofagi vanno
incontro all’inizio di una risposta. C'e poi la misilita che i livelli dei ligandi siano regolatni
funzione dello stato di attivazione dei macrofagisono quindi incrementati dopo l'inizio di una
risposta immune (Lemke et al., 2003).

Recenti studi hanno ulteriormente approfondito dceanismo tramite cui la mancanza di uno o piu
recettori di Gas6 possa determinare I'attivaziorsenofagica. Recentemente e stato dimostrato che le
cellule apoptotiche inibiscono la produzione diockiine proinflammatorie da parte delle cellule
dendritiche tramite l'attivazione di Mer. Mer quirattiverebbe il sistema PISK/AKT determinando in
ultimo l'inibizione dell'lKK (chinasi di 1kB), inikendo la liberazione di NFkB dal complesso con IkB e
quindi inibendone la sua traslocazione nel nuctBoanseguente attivazione di trascrizione di geni

citochine proinflammatorie tra cui il TN&-(Sen et al., 2006).

MONOCITI-MACROFAGI

I monociti sono cellule di 2Qm di diametro, presentano un grosso nucleo eccention aspetto a
ferro di cavallo allesame microscopico. Permangaino circolo per 1-3 giorni costituendo
nellindividuo sano il 2-10% dei leucociti circolane quindi extravasano nei tessuti dove si
trasformano in macrofagi tessutali. Si localizzaweb tessuto connettivale, nei linfonodi, nellazail
nel midollo osseo, nel peritoneo, nella sinovid,pu#mone (macrofagi alveolari), nel fegato (cedlali
Kuppfer), nell'osso (osteoclasti) e nel SNC (midiag



Nel loro insieme, queste cellule prendono la demazione di MPS (mononuclear phagocytic system)
o sistema fagocitico mononucleare. | monociti pnés@o una serie di recettori responsabili della lor
attivazione. Questi sono recettori per: lectina robeca; frammento Fc di IgG e IgE; fattori
complementari (recettori CR1 per C3b); lipopolisaade batterico (LPS) e le molecole di adesione.

I monociti-macrofagi sono efficaci cellule fagocltie ed essendo cellule non terminali in grado di
proliferare possono garantire la loro persistenebansede del focolaio flogistico (anche cronico).
Alcuni vengono eliminati, nel corso del processtammatorio, per I'azione citotossica di sostanze
liberate dai macrofagi stessi o prodotte da battela altre cellule. La rimozione dei macrofagadihe

del processo infiamatorio avviene quasi sempreapeptosi da ridotta produzione di fattori di crésci
(GFW, growth factor withdrawal).

| macrofagi naturalmente intervengono come modrulatiella flogosi rilasciando le citochine
immunoregolatrici. Inoltre i macrofagi sono cellypeesentanti I'antigene (APC) sulle molecole del
complesso maggiore di istocompatibilita (MCH) dasde Il intervenendo quindi nel riconoscimento
della noxa e nella conseguente attivazione detragtimmunitario. Inoltre tutti i fagociti (monoeiti
macrofagi, e granulociti polimorfonucleati neuthdfisono in grado di riconoscere componenti
batteriche opsonizzate attraverso i propri recefter il complemento e i propri recettori Fc (Frastk
al., 1991).

Quindi i monociti-macrofagi costituiscono la priménea di difesa all'invasione microbica
rappresentando le cellule principali nella risp@sthatteri (Moore et al., 1976) e integrandosi ool
molteplici in ogni processo flogistico.

Il riconoscimento di LPS da parte di queste celluieesca una cascata di eventi che porta alla
produzione e allo stoccaggio intracellulare dicatlidell’ossigeno e di altri agenti microbicidipmche
alla secrezione di diversi mediatori infammatdriave (tra questi per primi spiccano il TNE¥IL-6

e I'lL-1) (Hiemstra et al., 1993; Mayer et al., 19Roitt, 1994). Queste citochine non sono espresse
costitutivamente dai fagociti mononucleati, infaitiloro mRNA sono trascritti solo durante
I'attivazione e i loro livelli massimi sono risceabili circa 40 minuti dopo l'insulto (Grewe et ,al.
1994; Luster et al., 1994). Si evince quindi cineeicrofagi rappresentano la cellula fondamentalie del
difesa di prima linea, rispondendo alla presenzanderobi o di loro componenti con lo scopo di
eradicare l'infezione eliminando I'agente infet&rtagocitosi e lisi), e di evitare quindi la digfone
dei microbi o dei loro componenti in altri tesslificcisione dei microrganismi fagocitati avvienerp
azione dei radicali dell'ossigeno e di altri agentcrobicidi (Bautista et al., 1991; Meyer et 41994),
che sono le ultime sostanze prodotte nel fenomefi@itivazione. Ad alte concentrazioni di attivato



pero tali molecole vengono riversate nei tessutindggiandoli. Tra queste si ricorda l'ossido ndric
(NO), che una volta secreto viene presto convedd#onitrato a nitrito, e che oltre alla sua azione
(benefica) microbicida, causa vasodilatazione endamdoteliale (Wang et al., 1998).

Nel 1990 e stato individuato il recettore respoilsabell’attivazione dei monociti-macrofagi in
presenza di LPS: CD 14, prima conosciuto solo cameecettore monocita-specifico (Vreugdenhil et
al., 2001). Tuttavia la struttura di questo regett® la mancanza di un dominio intracellulare capic
produrre un segnale intracellulare ha fatto sumgpbipotesi di altri recettori coinvolti. Questi 80 la
famiglia dei Toll-like receptors (TLR) (Poltorak &it, 1998).

Pare che un importante ruolo nell’interazione CILPS sia anche attribuibile alle Lipopolysaccharide
Binding Protein (LBP). E’ stato evidenziato “in eivche il LPS e per la maggior parte complessato a
proteine LBP (Ramadori et al., 1990; Tobias etl#8186). LBP &€ compresa nelle proteine di fase acuta
e la sua produzione da parte di fegato, polmome,ereuore € indotta da IL-6 e IL-1 (Ramadori et al
1990, Grube et al., 1994, Wan et al., 1995). llliveostitutivi di LBP nel siero sono bassi (1-15
png/ml), ma aumentano molto nella fase acuta deléimfmazione; negli esseri umani dopo trauma o
sepsi, i livelli di picco si riscontrano in secomulderza giornata dall’evento (Schumann et al. 9} 99

sito specifico di legame tra LBP e il lipide A (cpomente del’LPS) risulta nel tratto N-terminaleg t

gli aminoacidi 91 e 108, attraverso le cariche fpasidei residui di lisina e arginina (Lamping ét a
1996; Pereira et al., 1996), la parte C-terminakeece media il legame tra CD14 e LPS affinché
quest’ultimo sia riconosciuto dai monociti-macrafagne inneschi quindi I' attivazione (Han et al.,
1994; Theofan et al., 1994). Inoltre LBP catalizkzdegame tra LPS e CD 14 aumentando cosi
I'attivazione dei monociti-macrofagi da 100 a 18@Me (Wang et al., 1998), e portando ad un marcato
aumento della produzione di TNFe NO da parte degli stessi (Corradin et al., 199®)terazione tra

LPS e CD 14, e la mediazione di LBP sono mostrella frigura 1.
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Figura 1. La figura illustra il legame di LPS con CD14 entediazione di LBP sui

macrofagi. Viene inoltre mostrata l'interazione ttRS e cellule endoteliali LBP-

dipendente.

Il ruolo di CD 14 si conferma determinante in egpenti condotti su topi transfettati con il gene pe
CD 14 umano, che si sono dimostrati piu sensibilnaulto da LPS, rispetto ai ceppi “wild”(Ferreet

al., 1993). Inoltre in alcuni studi condotti su mintrattati con LPS, previa somministrazione di
anticorpi anti-CD 14, si riscontra che gli animahe hanno ricevuto gli anticorpi sono protetti
dall'ipotensione, il danno d’organo e la secreziahel NF-u indotti da LPS (Leturcq et al., 1996).
Tuttavia pare che CD 14 abbia un importanza mimetke infezioni da Gram-positivi in vivo (Haziot
et al., 1999). Il legame tra LPS e CD 14 non caumsattivazione cellulare immediata, e stata osdarva
una latenza di 15-30 minuti dal legame LPS/CD 14 s¢crezione di TNlk-(Lichtman et al., 1998).
Un intervallo temporale simile & compatibile con processo intercorrente lento, come
l'internalizzazione. Questa ipotesi sembra sia eonata da studi nei quali il blocco
dell'internalizzazione o della fusione dell’endosoii accompagna all'inibizione della risposta LPS-
indotta (Pollack et al., 1997; Poussin et al., 98&nché i meccanismi non siano completamente
chiariti, pare che LPS in forma monomerica siapoasto al complesso di Golgi, e questo sarebbe
indispensabile per I'attivazione, e LPS in formatipalata o aggregata sia invece portato ai lisosom
senza attivare la cellula (Ferrero et al., 1990).

Siccome CD 14 é un recettore glicosilfosfatidilimol®-correlato, privo di un tratto transmembrana,
come precedentemente descritto necessita di unecolal accessoria per la trasduzione del segnale

(Poltorak et al., 1998, Stefanova et al., 1991)e<Pa ipotesi € stata confermata utilizzando tipi



differenti di anticorpi anti-CD 14, i quali blocodm o meno il legame tra LPS e recettore, risultavan
comunque inibenti I'attivazione macrofagica LPSdttd (Gegner et al., 1995). Il recettore accessorio
stato identificato come un membro della famiglid tR.

Fino ad ora sono stati identificati recettori Tiite da TLR1 a TLR10, e sembrano tutti coinvolti
nell’attivazione dei monociti-macrofagi e di congegza coinvolti nel processo infiammatorio. Questi
ed altri recettori rientrano nella superfamigligRTlcosi chiamata in quanto comprende molecole che
presentano un’impressionante somiglianza con Tell/receptor domain (TIR). Possono poi essere
identificati tre gruppi all'interno della superfagtin: 1) immunoglobulin domain subgrouphe
comprende IL-1RI e IL-18R; 2leucine-rich-repeat subgrouphe comprende il TLRs; 3daptor
sugroupche include la proteina MyD88, componente essénper la mediazione del segnale di TLR2
e TLR4 (Bowie e O’Neill, 2000). L'attivazione deianociti-macrofagi appare comunque dipendente
da CD 14 (quella delle cellule endoteliali ed dteinvece, da sCD14). Inoltre, piu recentemesité
scoperto che LPS e macrofago interagiscono pritmavatso CD 14, e successivamente con i TLR.
Non e ancora del tutto chiara la cascata del segnahlle dei TLR attivata dal legame con LPS. Si e
visto che LPS attiva TRL4 e media la produzionecithchine infiammatorie, quali IL-6 e TN&;
tramite una via mediata dalle proteine TRAF, TRAKIK e IKK che fosforila IKB liberando e
permettendo la migrazione nel nucleo del fattorérascrizione NKB (Miggin et al., 2006).E’stata
per0 studiata un’altra via, forse attivata da TLRfAediata da AKT e GSHKB proteina che
funzionerebbe a switch, attivando inizialmentexBFcon produzione di citochine inflammatorie, e piu
tardivamente CREB e AP1, con produzione di citoghanti infammatorie, quali IL-10, a scopo di

regolare la risposta immunitaria (Martin et al.080Pengal et al., 2006).

LINEA CELLULARE U-937

La linea cellulare U937 € derivata da cellule nastithe estratte dall’essudato pleurico di un paeje

di 37 anni, affetto da linfoma istiocitico nel 197 orfologicamente queste cellule presentano una
forma tondeggiante con piccole sporgenze citopléish@ Il diametro medio e di 12,5um (range 8,1-
16,9 um). Fissate e colorate, le cellule mostrammoderata quantita di citoplasma (similitudina co

I linfociti prima della blastizzazione) contenemptiecoli granuli eosinofili e alcuni vacuoli. Il nleo ha
forma variabile e occasionalmente € possibile easeruno o due grandi nucleoli. La cromatina e

spesso grossolanamente granulare (Sundstrom asgbN;jl1976).



L’origine istocitaria della linea cellulare &€ confeata dalla capacita delle cellule U937 di produrre
lisozimi, di svolgere attivita esterasica e anchkadassente produzione di immunoglobuline. Ladine
cellulare U937 si duplica “in vitro” mantenendo udistribuzione a singola cellula, anche se nelle
colture esiste una tendenza a formare piccoli aggireellulari che pero si risolvono facilmente per
semplice agitazione. La cinetica di crescita (comédoppiamento cellulare) e in funzione della
concentrazione del siero fetale bovino (comunemesdto nelle colture cellulari) che mostra un valor
ottimale intorno al 10%.

Le U-937 sono cellule ampiamente studiate in latten, e sono state oggetto di numerosi studi di
differenziazione. Tutti confermano che le celluledesta linea siano potenzialmente differenziadbili
macrofagi. | differenzianti piu utilizzati e piufefaci per ottenere tale differenziazione sonoitiac
retinoico e il PMA (forbolo 12-miristato 13-acetatd PMA somministrato nel terreno di coltura el
U-937 determina un blocco proliferativo delle séegsinduce I'espressione di antigeni monocitari
specifici (Leu-M2, Leu-M3, HLADr) e di recettori duperficie (FCR, C3bR) (Minta e Panbrun, 1985).
Inoltre € in grado di rendere le cellule capacictiemiotassi, fagocitosi e reazioni citotossiche
anticorpo-mediate (Minta e Panbrun, 1985). Dopttamaento con PMA, acido retinoico o IiFNe U-
937 si dimostrano fenotipicamente macrofagi (Gealle Sonemberg, 1999) ed esprimono le stesse
competenze inflammatorie (compresa la produzioranitine superossido) dei macrofagi matiloyce

e Steer, 1992).

La linea cellulare U937 e comunemente utilizzatialatgoratori di ricerca come modello sperimentale
di studio dei monociti-macrofagi umani. Questo 8dedo da diversi studi che confermano la presenza
in questa linea dei principali antigeni di supedicespresse nei macrofagi, quando sono

opportunamente differenziate.

CIDP
(CHRONIC INFLAMMATORY DEMYELINATING POLYNEUROPATHY)

La polineuropatia demielinizzante infiammatoria réoa classica e caratterizzata da debolezza
simmetrica in entrambi muscoli prossimali e distalé aumenta progressivamente per piu di due mesi.
La condizione é caratterizzata da danni sensiiilessi tendinei assenti o diminuiti, un elevaiteello
proteico nel liquido cerebrospinale con aspettittlfsiologici di demielinizzazione e quadro
istologico di demielinizzazione periferica con ltrto inflammatorio nei campioni biopsiati (Kollet

al., 2005).



Il decorso puo essere a poussee 0 cronico e pedgreguesto ultimo é piu comune nei adulti giovani
In tutte queste definizioni, la diagnosi € basatagpalmente sulle caratteristiche cliniche e sull
studio elettrofisiologico; I'esecuzione della vamibne del liquido cerebrospinale e la biopsiangelo

pOSSono essere necessari per confermare la diagnosi

Patogenesi della CIDP

Una rete normale, ben bilanciata di cellule immumopetenti e fattori solubili regolano il sistema
immunitario nel compartimento tissutale locale dervi periferici, sostenendo la sua integrita. La
mancanza delle risposte immunitarie contro gli anotigeni € la chiave per il mantenimento di
selftolerance. Nella polineuropatia demielinizzamgammatoria cronica, la self-tolerance non viene
pil mantenuta, e cellule T e cellule B autoreattleequali fanno parte del repertorio immunologico
normale, si attivano, causando il caratteristiconda organo-specifico delle malattie autoimmuni
(Quattrini et al., 2003). Il concetto del mimetistmolecolare puo avere una pertinenza particolare. |
mimetismo molecolare si riferisce ad un processanale I'ospite genera una risposta immunitaria ad
un fattore stimolante, piu frequentemente un osgani infettivo che condivide epitopi con i tessuti
dell'ospite. Soltanto in casi rari, nelle CIDP, pale risposta sono stati identificati specificrsagli in
modo convincente. Anche se la CIDP avviene rarageek contesto delle neoplasie, un associazione
con il melanoma é di grande interesse, visto cheelanoma e le cellule di Schwann condividono degli
antigeni perché entrambi derivano dai tessuti dgksta neuronale. Tuttavia, I'ipotesi del mimetism
molecolare non puo spiegare l'intero spettro imnmatologico e laboratoristico di questa complessa
malattia. Sulla base dei dati recenti, la CIDP sen¥ssere una malattia organo-specifica, immuno-
mediata che nasce da una interazione sinergida tigposta immunitaria cellulo-mediata ed umorale

diretta contro autoantigeni del nervo periferico mompletamente caratterizzati.

EPATOPATIA CRONICA HCV/HBV CORRELATA

Con il termine di fibrosi epatica si intende l'acaulo di tessuto di tipo “cicatriziale” nell’ambitdel
fegato, che si puo osservare in quasi tutte leiz@md di danno cronico al fegato. Il fegato, coal&i
tessuti, € composto da cellule parenchimali, cledgewio la maggior parte delle funzioni alle quali e
deputato il tessuto. Oltre a queste cellule ne gwesenti altre, definite non parenchimali, cheoson

responsabili dell’afflusso di sangue, costituendasi sanguigni, della difesa dell’organo da agenti



infettivi, e di funzioni di sostegno. Il tessutoagigco, come altri tessuti, e infatti tenuto insiedeeuna
struttura costituita da cellule non parenchimadifinita “matrice extracellulare”. La matrice siveotra

le varie cellule e ne permette in maniera ottinghlescambi di informazioni ed é critica per le fiora
dell'organo. Nel fegato normale la matrice e rapprgata per lo piu da una trama delicata che ail@on
gli epatociti e li separa dai vasi sanguigni petereto gli scambi. In corso di fibrosi la matricd de
fegato cambia le sue caratteristiche in manieréitgtima e quantitativa. Infatti, aumentano

le componenti fibrillari che formano dei tralci ratterso la struttura del tessuto. Inoltre la quanti
totale di matrice aumenta notevolmente a scapitdtdi componenti cellulari del tessuto.

Queste alterazioni pregiudicano in maniera taloeversibile le funzioni del fegato.

Il danno epatico pud essere prodotto da molti fiatta cui anche l'infezione da virus HCV e, taliml

da confezione con HBV. In seguito all'infezione pinmo luogo il fegato diviene sede di
infammazione, perché dal sangue giungeranno gldiiahchi per neutralizzare I'agente che ha
scatenato il danno. L’inflammazione & quindi ungesso necessario per la corretta guarigione del
tessuto e non deve essere visto necessariamente worfattore negativo. A questo punto si ha una
modificazione della matrice extracellulare da pake “miofibroblasti”, cellule non parenchimali che
colmano i vuoti lasciati dalle cellule distruttencouova matrice. Questo evento &€ necessario non sol
per impedire il “collasso” meccanico del tessut@ anche per stabilire I'ambiente piu idoneo alla
rigenerazione delle cellule nobili. Una volta clagénte che ha causato il danno sia stato newtaatiz

o che la sua azione tossica si sia esaurita, | passessivi sono rappresentati dalla rigenerazitstie
cellule parenchimali, gli epatociti, che ripopolaihdessuto riportandolo alla sua struttura e fongi
originarie, e dal ritorno della matrice alle sueatteristiche normali.

Le cose cambiano qualora il danno al tessuto refiasuto” ovvero limitato nel tempo, ma si tratti d
un danno cronico, evento piuttosto frequente iro adisinfezione da HCV. In questo caso infatti la
corretta coordinazione delle varie fasi del procesk guarigione viene persa e si avra la
contemporanea presenza di morte cellulare, infiamiona deposizione di matrice e tentativo di
rigenerazione delle cellule parenchimali. Questadcone permane nel tempo poiché I'elemento che
causa il danno non scompare, senza consentireauredta guarigione della ferita. In questo contesto
la matrice extracellulare non viene riassorbita,amatinua ad accumularsi nel tempo determinando |l
presupposto per lo sviluppo di fibrosi. Inoltreentativi di rigenerazione delle cellule nobili amg®no

in un ambiente non idoneo, e conducono allo svibugipnoduli che comportano, nel corso degli anni,

un rischio di trasformazione neoplastica dandoiei@l tumore primitivo del fegato.



SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo del nostro studio € quello di approfondireiolo della proteina Gas6 nel controllo della
funzione macrofagica. A tale scopo abbiamo adotiatsistema in vitro utilizzando la linea cellulare
U937, e ne abbiamo testato la risposta misurandsetaezione di citochine, dopo aver creato le
condizioni di un insulto inflammatorio attraverseso dei LPS.

Le basi razionali del lavoro si basano sulle cogrsidioni che seguono.

| topi knockout per i recettori Tyro3, Mer e Axlikyppano dopo 4 settimane marcata splenomegalia e
linfoadenopatia con iperplasia linfoide. Tutte lassi linfocitarie sono coivolte ma in prevalenza i
CD4+. Inoltre se si inoculano i linfociti del tofpieplo mutato in un topo normale singenico non tapi
nulla, mentre se avviene il contrario i linfociars proliferano in modo incontrollato nella milzald
topo Knockout. | topi knockout per i recettori itrel sviluppano quadri di autoimmunita tipo vaseulit
con sindromi AR, LSE, Sjogren like con ANA, ENA (AnDS DNA), ab antifosfolipidi, con
manifestazioni trombotico/emorragiche cerebralittdvia i linfociti non esprimono ne i tre recettori
ne il Gas6. La linea monocito-macrofagica al cardr&sprime in modo specifico i tre recettori. |
macrofagi dei topi triplomutati non sono in graddagjocitare le cellule apoptotiche ma sono iperatt

e producono alti livelli di TNFe.

Studi su linee cellulari hanno inoltre dimostrabe dVler € essenziale nell'inibizione della secregidn
TNF-a in cellule dendritiche da parte di cellule apojtoe. Inoltre Axl sembrerebbe essere indotto da
IFN-0 e la sua attivazione sarebbe parte fondamentdlfeitdezione della secrezione di TNE-in

macrofagi da parte di IFN-

L’iperattivazione del sistema linfoide sembrerelleterminata dalla inappropriata attivazione o dalla
mancata inibizione delle cellule monocito-macroéag. Quindi il sistema recettoriale del Gas6 (in
particolare Mer) sembrerebbe essere essenziakenegiblazione della risposta immunitaria linfogaar
tramite le cellule monocito-macrofagiche, che a#rao questo sistema spegnerebbero la risposta

immunitaria specifica cellulo-mediata.

Con il presente studio ci proponiamo di verificags e in che misura, la proteina Gas6 sia in gdado
modulare l'infiammazione, attraverso un modellovitio in cui una linea cellulare a differenziazione
macrofagica viene stimolata con LPS e trattata @as6. L’entita della risposta infammatoria viene

misurata attraverso la produzione di citochineamfimatorie. Inoltre valuteremo quale dei recettori é



principalmente responsabile dell’effetto e I'evattusecrezione di Gas6 conseguente alla stimokazion
dei macrofagi. Studieremo poi il segnale attivaitabe del recettore per Gas6 coinvolto e le maaali
con cui esso sara eventualmente in grado di ieflsul segnale attivato da LPS. | risultati verrapob
verificati su monociti isolati da prelievo di samgitero.

Infine la proteina Gas 6 verra analizzata come atare di infiammazione in casistiche di pazienti

affetti da patologie su base infiammatoria.



MATERIALI E METODI

COLTURE CELLULARI

Materiali

R/
0‘0

X3

*

3

*

3

*

°

Linea cellulare U 937 (Linfoma istiocitico umand$undstrom and Nilsson, 1976) (Banca
cellulare ICLC - Istituto Nazionale per la Ricesid Cancro — Genova).

Terreno di coltura RPMI 1640 (Roswell Park Memotiadtitute) (Sigma Aldrich — St. Louis,
MO, USA) con l'aggiunta di FBS (Foetal Bovine Sejua 10%, 2 gr/L di NaHC®
(bicarbonato di sodio) e L-Glutamina 2 mM (terreheoltura standard).

Fiasche per colture cellulari da 75TWAKI — Giappone).

Trypan blue (GsH24NsO1484Nay. Peso molecolare: 960 g/mol)

Camera di Burker (0,0025 nfprofondita 0,100 mm) (FORTUNA- Germania)

Metodo

Le U937 sono seminate in fiasche da 7% ¢Rv5) in 10 ml di terreno standard. Le cellule geno

amplificate ogni 3 gg. Ad ogni passaggio vengonmisate 3500000 cellule in 10 ml di terreno in

fiasche T75 previa conta in camera di burker erotiotvitalita cellulare con trypan-blue.

DIFFERENZIAZIONE E STIMOLAZIONE

Materiali

*.
°

LPS (lipopolisaccaride) batterico 1 mg/ml conceritbae soluzione madre (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, USA)

PMA (forbolo 12-miristato 13-acetato) 1mg/ml soluzeé madre (Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, MO, USA)

DMSO, dimetilsolfossido, (Sigma-Aldrich Corporatjdst. Louis, MO, USA).

Acido trans-retinoico, ATRA, (Sigma-Aldrich Corpdi@n, St. Louis, MO, USA), soluzione

madre 5 mM.



% Piastre per colture cellulari a 12 pozzetti (Wed. 22mm (IWAKI-Giappone)
% Terreno di coltura RPMI 1640 (Roswell Park Memoliadtitute(Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, MO, USA) con l'aggiunta di FBS (Foetad\Bne Serum) al 10%, 2 gr/L di NaHGO

(bicarbonato di sodio) e L-Glutamina 2 mM.

*.
°

LPS (lipopolisaccaride) batterico, soluzione madlreg/ml (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, MO, USA))

Metodo

In esperimenti preliminari &€ stata messa a punfwdaedura di differenziazione delle cellule U-387
monociti/macrofagi. Basandoci sui dati disponilliletteratura abbiamo deciso di confrontare due
sostanze differenzianti, vale a dire ATRA e PMA.dadlule che hanno ricevuto queste sostanze sono
state a loro volta messe a confronto con celluleodirollo (senza differenziante). In breve in dsre
esperimenti preliminari 1*10cellule sono state seminate in ogni pozzetto dipiastra da 12 wells in

1 ml di terreno standard. Quindi in diversi espern preliminari e in opportuna sequenza logica ad
ogni pozzetto é stato aggiunto PMA alle concentraizdi 5 e 50 ng/ml, ATRA alla concentrazione
finale IuM, DMSO 1%. Dopo 3 0 5 gg e stato aggiunto LPS edlacentrazione finale di 5, 50 e 500
ng/ml (sono stati utilizzati valori di concentraze crescenti di LPS allo scopo di ottenere la
concentrazione ottimale di stimolo e di mettere wetp cosi il controllo positivo in vista degli
esperimenti successivi). Dopo 8 ore dallo stimakng valutata la differenziazione alla valutazione
visiva al microscopio ottico, viene inoltre racaooik surnatante, centrifugato per 10 minuti a 1460

a 4°C, quindi congelato a -807 attesa di essere utilizzato per il dosaggioTdéF-o (vedi relativo

paragrafo).

ESPERIMENTI DI MODULAZIONE DELLA SECREZIONE DI CITOCHINE CON LA
PROTEINA Gas6

Materiali

% rh-Gas6 (recombinant human Growth Arrest Specifiotggn 6), soluzione madre alla

concentrazione di 2,6 mg/ml. (Amgen inc-Califorridmno del Dott. B. Varnum)



% LPS (lipopolisaccaride) batterico, soluzione matineg/ml (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, MO, USA))
% Anticorpo policlonale goat anti-Ax| (porzione N-teinale extracellulare) purificato per affinita,

soluzione madre 0,2 mg/ml in PBS (R&D Systems, Mapolis, USA).

7
°

Anticorpo policlonale goat anti-Mer (porzione exiHdulare N-terminale) purificato per

affinita, soluzione madre 0,2 mg/ml in PBS-sodimlagSanta Cruz Biotechnology, CA, USA).

*.
°

PMA (forbolo 12-miristato 13-acetato) soluzione meadmg/ml. (Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, MO, USA))

Piastre per colture cellulari a 24 pozzetti (Wad.d6mm) (IWAKI-Giappone)

Terreno di coltura RPMI 1640 (Roswell Park Memotiadtitute) (Sigma Aldrich — St. Louis,

MO, USA) addizionato con 2 gr/L di NaHG@bicarbonato di sodio) e L-Glutamina 2 mM in
presenza (terreno standard) o in assenza di Fdetale Serum (FBS) al 10%.

RIPA Buffer: Nonidet P-40 1%, Sodio deossicolats?®d, Sodio Dodecilsolfato 0,1%, PBS 1X
fino a volume. All'uso aggiungo 10 pl/ml PMSF 10 /imdy 1 pl/ml Aprotinina 10 mg/ml, 1

X3

*

X3

*

X3

*

ul/ml Sodio ortovanadato 1 M, 2 pl/ml Sodio fluayur
+ Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart, Belgn)

Metodo

In breve 50000 cellule U-937 per gli esperimentidati al dosaggio del TNE-e 150000 cellule per
gli esperimenti dedicati al dosaggio di altre dito@ sono state seminate in ogni pozzetto di uastia

da 24 wells in 500ul di terreno standard. Quindi ad ogni pozzetto &ostaggiunto PMA alla
concentrazione di 5 ng/ml e le piastre sono posténpincubatore alla temperatura di 37°C con O
= 5 % per 4 giorni per ottenere opportuna differ@zipne. Quindi, il terreno standard viene sodbtui
con RPMI 1640 + 2 gr/L di NaHC{e L-Glutamina 2 mM, + PMA 5ng/ml senza siero edédule
vengono riposte ancora in incubatore per 24 orascrso tale periodo i pozzetti sono stati stimolat
in duplicato, in esperimenti differenti con varientbinazioni di LPS 5ng/ml, Gas6 200 ng/ml, ab anti-
Mer 1, 10ug/ml, ab anti Axl 1, 1Qug/ml, ad esclusione dei controlli negativi. Quihelipiastre sono
nuovamente riposte in incubatore. Il contenutopdeizetti viene poi raccolto ad intervalli diver3j 6,

12, 24, 48h), centrifugato a 14000 rpm a 4%& 10 minuti, ed il surnatante viene aliquotato e
congelato a -80°C. Le cellule invece verrannodtatton RIPA buffer per ottenere lisati cellulatiali

oppure verranno trattate con I'apposito kit al fdiettenere separatamente le frazioni citoplasraagi



nucleare. Gli esperimenti sopra descritti sona satuti almeno 5 volte (eseguiti in quintuplioate
ciascuna condizione sperimentale e stata eseduina in duplicato. Alcuni esperimenti sono stati

eseguiti anche in terreno standard in presenz88i10%.

ISOLAMENTO E COLTURA DI MONOCITI

Materiali

3

*

Prelievo di sangue intero (circa 50 ml) raccolteiimato

7
°

Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare, Uppsala, Snede

*.
°

Soluzione fisiologica: Sodio Cloruro 0,9% per inoiree endovenosa (Baxter, Roma, Italy)

*.
°

StemSep Cell Separation: kit per I'isolamento dinowti per selezione negativa (StemCell

Technologies, Grenoble, France)

Metodo

Si effettua un prelievo sterile e si diluisce ilngae in soluzione fisiologica in rapporto 1:2. Si
preparano le provette con il ficoll calcolando ¢hepporto finale con il sangue deve essere 3li10.
sangue va colato delicatamente sopra il ficollefetolo scorrere lungo la parete della provetta.

Si centrifuga a temperatura ambiente a 2000 rpn8@eninuti eliminando la decelerazione. Ottenuta
in questo modo la stratificazione contro gradiesiteelimina il surnatante che contiene plasma e
piastrine (colore giallo limpido) e si raccogliatello opaco che si pone all'interfaccia tra ilnratante
giallo e il liquido inferiore, lasciando sul fondo pellet rosso composto da globuli rossi e graoitilo

Il liquido bianco viene ulteriormente diluito coolszione fisiologica e centrifugato per 10 minuti a
1300 rpm.

Il pellet ottenuto viene poi trattato secondo bacollo fornito con il kit che prevede l'isolamendei
monociti per selezione negativa. Questo signifiva it pellet verra trattato con un cocktail di aotpi
coniugati con sferette magnetiche. Tramite il pgg&a attraverso una colonna magnetica, tutte le
cellule riconosciute dai suddetti anticorpi verrantrattenute, mentre i monociti passeranno
liberamente e potranno essere ritrovati nelle draiziraccolte dalla colonna. In questo modo la

popolazione ottenuta non risulta attivata dallasdegorocedura di isolamento.



I monociti cosi isolati vengono piastrati per 7 rgioin terreno contenente siero, poi per 24 ore in
terreno senza siero e quindi stimolati con LPS Bnh@ Gas6 200 ng/ml per 3, 6, 24 e 48 ore. |
surnatanti verranno quindi raccolti, centrifugatl4000 rpm a 4°@er 10 minuti, ed il surnatante

viene aliquotato e congelato a -80°C.

DOSAGGIO DI GAS6

Materiali

Sistema E.L.I.S.A sandwich per dosaggio di Gas6smaspunto e valicato presso il nostro laboratorio

(Alciato et al., 2007. In press):

X3

*

Piastre per test E.L.I.S.A (Nunc maxi sorp, NunSA)Y da 96 pozzetti

3

*

Anticorpo primario policlonale purificato per affia goat anti-Gas6é (R&D Systems,

Minneapolis, USA)., soluzione madre 0,1 mg/ml.

¢ Anticorpo biotinilato purificato per affinitd goadnti-Gasé (R&D Systems, Minneapolis,
USA)., soluzione madre 50 ng/ml.

% rh-Gas6 standard soluzione madre gg0iml in PBS-BSA 0.1%. (Amgen, CA, USA, dono dott.
B. Varnum)

< Albumina bovina (BSA) in polvere, (Sigma-Aldrich oration, St. Louis, MO, USA).

s Complesso Streptavidina-HRP (Menarini Diagnostigrize)

%+ TMB soluzione (Sigma-Aldrich Corporation, St. LoulO, USA).

s PBS [20 x] (Phosphate Buffer Saline) (32 gr dpNRO,.2H,0O + 6 gr di NaHPO,.2H,0 + 164

gr di NaCl in 900 ml di acqua distillata, pH agdate a 6,8-6,9 con HCl o NaOH, quindi

portato ad 1 litro con acqua distillata ottenend@H tra 7,2 e 7,4)

*.
°

Soluzione di bloccaggio/incubazione: Albumina bavaterica (BSA) 2.5% in PBS-Tween.
Soluzione di lavaggio PBS TWEEN 20 (PBS [1 x] +33%©di TWEEN 20)
Acido solforico 1,8 M (Sigma-Aldrich Corporationt. &ouis, MO, USA.)

e

*

*,
°

Metodo

In esperimenti preliminari abbiamo stabilito le centrazioni degli anticorpi per avere un buon

rapporto tra sensibilitd, specificita e backgrouyadticorpo primario 350 ng/ml in PBS; anticorpo



biotinilato 15 ng/ml). Al fine di ridurre il piu Esibile il background abbiamo determinato inolae |
diluizione migliore e la matrice piu adatta in diluire i campioni. In breve I'anticorpo primaricene
incubato overnight a temperatura ambiente alla@atnazione di 350 ng/ml in PBS. | pozzetti vengono
saturati con soluzione di bloccaggio per 2 orarhgioni e la curva standard, preparata con le sgigue
concentrazioni: 2 - 1,33 - 0,88 — 0,60 — 0,40 6 6;9,18 — 0 ng/ml (fattore di diluizione fisso },5
vengono caricati sulla piastra e incubati per 2aotemperatura ambiente su agitatore a 300 rpnmeVie
quindi aggiunto I'anticorpo biotinilato diluito isoluzione di incubazione. Il complesso streptawdin
perossidasi viene diluito fino a 400 ng/ml in sadune di incubazione e lasciato in piastra a tentpesa
ambiente per 15 minuti. Infine viene aggiunto TMBr pgni pozzetto per 30 minuti a temperatura
ambiente. La reazione immuno-enzimatica viene lalacctramite acido solforico 1.8 M e le
concentrazioni vengono determinate per confrontogiostandard (interpolazione tramite regressione
logistica a 4 parametri) dopo lettura delle assmzbaa 450 nm, con lettura di riferimento a 570 nm.
Tutte le incubazioni avvengono in un volume di @lOper pozzetto fuorché per la reazione di
bloccaggio in albumina (20Ql per pozzetto). Inoltre dopo ogni incubazione zpeiti vengono
svuotati, lavati per 5 volte con soluzione di lagiage asciugati per aspirazione.

DOSAGGIO DELLE CITOCHINE

Materiali

% Kit E.L.I.S.A per dosaggio di IL-6 e TNE&-(Saquin® Amsterdam-Olanda) contenente:
0 Piastre per test E.L.1.S.A (Nunc maxi sorp, Nun8A)Y da 96 pozzetti

Anticorpo primario anti-TNFe (Saquin® Amsterdam-Olanda)

Anticorpo biotilato anti TNFe (Saquin® Amsterdam-Olanda)

Anticorpo primario anti-IL-6 (Saquin® Amsterdam-Qbz)

Anticorpo biotinilato anti-IL-6 (Saquin® Amsterda@fanda)

TNF-o standard liofilizzato (2900 pg/ml) (Saquin® Amstam-Olanda)

IL-6 standard (4500 pg/ml) (Saquin® Amsterdam-Oknd

Bloccante (Saquin® Amsterdam-Olanda)

Streptavidina poli-HRP coniugata (Saquin® Amsterdalanda)

o 0O 0O O o o o o o

Buffer di diluizione (Saquin® Amsterdam-Olanda)



o TMB in DMSO (30 mg di 3,53, 5'-tetrametilbenzidingTMB) in 5 ml di
dimetilsolfossido (DMSO)

% Buffer substrato per TMB (15 gr di sodio-acetataltato (CHCOONa.3HO) in 800 ml di
acqua distillata con pH aggiustato a 5,5 con aeiktico, quindi portato ad 1 litro con acqua
distillata)

* Perossido di idrogeno ¢8,) al 3%

s PBS [20 x] (Phosphate Buffer Saline) (32 gr dpNRO,.2H,0 + 6 gr di NaHPO,.2H,0 + 164

gr di NaCl in 900 ml di acqua distillata, pH agdate a 6,8-6,9 con HCI o NaOH, quindi

portato ad 1 litro con acqua distillata ottenend@H tra 7,2 e 7,4)

PBS TWEEN 20 (PBS [1 x] + 0,005% di TWEEN 20)

Acido solforico 1,8 M (Sigma-Aldrich Corporationt. &ouis, MO, USA.)

Kit Bio-Plex Human Cytokine Panel (BioRad, USA)

7 7
° °

7
°

Metodo

Il dosaggio delle citochine (TN&-e IL-6) e stato eseguito mediante metodo E.L.l.&Azyme-linked
immunosorbent assay) sandwich. La procedura e esaguita seguendo le istruzioni del produttore. Il
metodo prevede il legame di un anticorpo primaitiguale si lega al polistirene della piastra dopo
incubazione overnigth. Attraverso il lavaggio dezpetti con PBS-TWEEN, si rimuove I'anticorpo
primario in eccesso. Prima di caricare gli standard¢ampioni da analizzare e necessario caricdtie t

I pozzetti con un bloccante (mix di proteine) & groteine vanno ad occupare i siti di legame lidet
polistirene, in modo da saturare la piastra. Cagitbchina da dosare puo resistere al lavaggio sl
riconosciuta dal proprio anticorpo primario, e rfwa possibilita di legare il polistirene. Il terztes
prevede la preparazione dei campioni e della cstaadard. | campioni si preparano per diluizioae, |
quale avra un rapporto campione/buffer di diluizan funzione dell'intensita di colorazione attelsa;
nostra esperienza ci ha portato a diluire i campiestinati all'analisi del TNF:a 1:5 0 1:10, mentre
se si dosa IL-6 sono diluiti a 1:2. La curva staddaene costruita attraverso diluizioni successioa

un fattore di diluizione fisso in modo da ottenett valori noti. Quindi si caricano i pozzetti ctn
curva standard (sempre in duplicato) e con i campio duplicato o in triplicato) e si mantiene in
incubazione a temperatura ambiente per un ora.uBtddle termine si lava nuovamente con PBS
TWEEN e si caricano tutti i pozzetti con l'anticorpiotinilato. Questo riconosce la citochina da

dosare e resiste al lavaggio solo se questa enpegsgoe solo se e stata trattenuta dal legame con



I'anticorpo primario. Si lascia incubare per un areemperatura ambiente e si lava con PBS TWEEN.
Quindi si caricano tutti i pozzetti con streptawiai coniugata a HRP (horseradish perioxidase-
perossidasi di rafano) la quale lega la biotinaiwgeta all’anticorpo biotinilato, si lascia incubgper

30 minuti a temperatura ambiente e si lava con PBEEN. A questo punto si caricano tutti i pozzetti
con TMB che in presenza di perossidasi coniugdsasaileptavidina viene ossidato dando alla piastra
un colore blu-azzurro. Terminato lo sviluppo siicamo tutti i pozzetti con acido solforico 1,8 Vhza
lavare. Tale operazione determina il viraggio docazione dal blu al giallo e blocca la reaziona. L
piastra € pronta per la lettura attraverso lo spietobmetro (lunghezze d’'onda a 450 e 570 nm). Il
metodo del calcolo delle concentrazioni della ditoa analizzata e di tipo comparativo, I'intensita
della colorazione dei pozzetti viene confrontata qaelli degli standard, di cui i valori sono ndta
costruzione matematica della curva viene effettusteaverso il metodo di regressione 4PL (4
parameters logistic regression).

Le restanti citochine (IL{3, IL-10, IL-12, IL-13) sono state dosate tramite mptodo standardizzato
che permette di verificare la concentrazione di gudigeni contemporaneamente. Il metodo prevede
I'utilizzo di microsfere di polistirene coniugatert I'anticorpo primario. || campione viene trattaton

mix di microsfere coniugate con Ab diversi e cias@nticorpo lega il proprio antigene specifico.
Vengono poi aggiunti anticorpi secondari fluoreatirciascuno specifico per un dato antigene. Una
sorgente laser a 635 nm (rosso) determina I'emmssil fluorescenza delle sfere (diversa per ogii se
mentre una sorgente laser a 532 nm (verde) detarfi@missione di fluorescenza della ficoeritrina
coniugata agli anticorpi. Infine si effettuerad@lcolo della concentrazione di ciascuna citochiaeite

I'utilizzo di un apposito algoritmo computerizzato.

DOSAGGIO DI PHOSPHO-AXI

Materiali

% Piastre per test E.L.I.S.A (Nunc maxi sorp, NunSA) da 96 pozzetti
% Kit E.L.I.LS.A per dosaggio di Human Phospho-Axl (R&Systems, Minneapolis, USA)
contenente:
0 Phospho-Ax| Capture Antibody
0 Anti-Phospho-Tyrosine-HRP Detection Antibody
0 Phospho-AxI Control



% PBS: 137 mM NacCl, 2.7 mM KClI, 8.1 mM B&aPQ,, 1.5 mM KHPO,, pH 7.2 - 7.4.

% Wash Buffer: 0.05% Tween_20in PBS,pH 7.2-7.4

« Block Buffer: 1% BSA*, 0.05% Nahin PBS, pH 7.2 - 7.4.

% IC Diluent 12: 1% NP-40, 20 mM Tris (pH 8.0), 13MnNaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 1
mM sodio orthovanadato.

% IC Diluent 14: 20 mM Tris, 137 mM NacCl, 0.05% Twe2®, 0.1% BSA, pH 7.2 - 7.4.

+ Substrate Solution: mix 1:1 di Color Reagent A @) e Color Reagent B
(Tetramethylbenzidine)

% Stop Solution: 2 N B0,

Metodo

Si parte diluendo ilCapture Antibodyfino ad una concentrazione di 8@/ml in PBS ed
aliguotandone 100l per ogni pozzetto di una piastra da 96 pozzBtipo incubazionevernighta
temperatura ambiente la piastra viene lavata 5eveltbloccata con Block Buffer per 2 ore a
temperatura ambiente.

Dopo un ulteriore lavaggio, i campioni opportunateetiluiti e gli standard vengono aliquotati in
piastra ed incubati per 2 ore a temperatura andieippena prima dell’'uso viene preparato il
Detection Antibodyche viene lasciato in piastra per 2 ore a temperatumbiente evitando
I'esposizione diretta alla luce. Infine si aggiungdlOO pul per pozzetto diSubstrate Solutiom
dopo 20 minuti si blocca la reazione immunoenzio@ation acido solforico. Il colore blu che si era
sviluppato nelle piastre virera a giallo e la |etdelle assorbanze a 450 nm e 570 nm, seguita da
interpolazione con gli standard tramite metodo efjressione 4PL (four parameters logistic

regression), permettera di risalire alla concemrazdi proteina fosforilata.

IMMUNOBLOT (WESTERN BLOT) PER p-MER

Materiali

%+ TBS (tris buffered saline) soluzione madre 10xsTiM pH 7.5, 9% NacCl

< Beta-mercaptoetanolo (Fluka, Germania).



% Anticorpo policlonale rabbit anti fosfo-Mer (p-MERrificato per affinita, soluzione madre
0,67 mg/ml in PBS (Abcam, UK).

% Anticorpi policlonali rabbit anti Akt e anti fosfakt purificati per affinitd (Cell Signaling
Technology, Boston, USA)

¢+ Anticorpi policlonali rabbit anti GSK{3 fosfo- GSK-B, NFKB e goat anti Mer purificati per

affinita, soluzioni madre 0,2 mg/ml (Santa CruztBahnology, Santa Cruz, USA)
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Anticorpo secondario policlonale chicken anti-rablgG-HRP, soluzione madre 0,4 mg/ml
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)

*.
°

Anticorpo secondario policlonale rabbit anti-gog&tHRP, soluzione madre 0,4 mg/ml (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)

Stacking gel: 1 ml stacking buffer pH 6,8 (0,5M sk + SDS 0,4%), 0,670 ml acrilammide

30%, porto a 4 ml con acqua deionizzata, 40 ul P8monio persolfato) e 4 ul TEMED

% Separating gel: 3 ml acrilammide 30%, 2,5 ml sepagabuffer pH 8,8 (1.5M TrisCl + 0,4%
SDS), porto a 10 ml con acqua demonizzata, 1@ APS e 1Qul di TEMED

% Laemli buffer: 15,1 g Tris base, 72 g Glicina, SI3S. Porto a 1 litro con &

% Loading buffer: 25ml 4x TrisCl/SDS pH 6.8 (StadkiBuffer), 20 ml glicerolo, 4g SDS, 1 mg

Bromofenolblu. Porto a 100 ml con acqua demonizeaggiungo 598-mercaptoetanolo.

3

*

< Transfer buffer: 9,1 g Tris, 43,25 g Glicina. Dissoin 2 litri di acqua demonizzata. Aggiungo
600 ml metanolo. Aggiusto il pH a 8.3/8.4. Port® l&ri con dHO

¢+ Soluzione bloccante e/o di incubazione (AlbuminaiB%BS-Tween).

¢+ Soluzione di lavaggio: TBS 1X, Tween 20 0.05%

« Membrana di nitrocellulosa (Bio-Rad, USA).

¢ Ro0sso0 ponceau soluzione.

% Soluzione di sviluppo per chemiluminescenza (Sigxithich Corporation, St. Louis, MO,
USA.).

+ Camera di corsa e trasferimento (Bio-Rad, USA).

% Lettore chemiluminescenza (Bio-Rad, USA).

Metodo

Ogni campione viene diluito 1:2 in loading buffarimdi portato a 96°C per 5. Quindi i campioni

vengono caricati sul gel di poliacrilamide oppogdnrente preparato. Si esegue corsa elettroforetica



con il sistema SDS-PAGE in Laemli buffer per 2 BG&a70 mA. Quindi il gel viene opportunamente
posizionato aderente alla membrana di nitrocellulsiene assemblato un sistema di trasferimento in
Transfer buffer. Il trasferimento viene eseguitouim apposito apparato overnight a 4°C (14V). La
nitrocellulosa viene colorata con rosso ponceauvpkrtare I'avvenuto trasferimento quindi bloccata
con BSA 5% in TBS tween per 2 ore su agitatoren@isi esegue incubazione con anticorpo primario
in soluzione di incubazione (BSA 5% in TBS Tweea) f ora in agitatore. Si eseguono 3 lavaggi con
TBS-Tween e si incuba la membrana con anticorporsrio in BSA 5% in TBS-Tween per 45
minuti in agitazione. Si eseguono nuovamente 3dgva&on soluzione di lavaggio e si lascia la
membrana in TBS. A questo punto la membrana vieogbiata in soluzione di sviluppo ed esposta nel

sistema di lettura per chemiluminescenza per teampabili in base al segnale rilevato.

EMSA (electrophoretic mobility shift assay)

Materiali

*.
°

Buffer di corsa: Tris-borate-EDTA (TBE) soluzionedre 10X, soluzione di lavoro 0,5X
Gel di acrilammide al 5%: 4,1 ml acrilammide (4@ckylamide:bis); 19,25 ml acqua
demonizzata; 1,25 ml TBE 10X; 0,075 ml TEMED; O,0LARS 25%

% Poly(dI-dC): sequenze casuali per saturare i sleaghme (Promega Italia srl, Milano, Italy)
% Binding buffer:20% glycerol, 5mM MgCI2, 2.5mM EDTA, 2.5mM DTT, 25M NacCl,
50mM Tris 7.5, 0.25mg/ml poly(dI-dC)

+«+ Sonda: utilizzata tal quale o marcata con fosfadiaattivo tramite la chinasi poly T4 (Primm,

R/
°

Milano, Italy; Promega lItalia srl, Milano, Italy)
% Soluzione di stabilizzazione: etanolo 20%, acidetiao 10%
+ Camera di corsa (Bio-Rad, USA).
Essicatore

e

*

« Lastre

Metodo

Dopo aver preparato e colato il gel nell’apposfipaaecchiatura, lo si lascia polimerizzare overnggh
4°C. Il giorno seguente si esegue una precors@@erinuti a 150V caricando soltanto TBE 0,5X. In



seguito vengono preparati tutti i campioni condada marcata oltre ad uno pretrattato con la sonda
non marcata, che utilizzero come controllo. | campcaricati sul gel vengono lasciati correre per 2
ore a 4°C a 200V, dopodiche il gel viene fatto@ssie sopra ad uno strato di carta bibula, copirto
pellicola trasparente per 45 minuti. In seguitcdeta, a cui sara rimasto attaccato il gel essice@ne
messa in una scatola portalastre al di sotto diastea che rimarra impressionata in corrispondeleta
fondo del gel, dove sara la sonda non legata, ednnpunto ove la sonda ha interagito con la pmate

di interesse, in questo caso il fattore di trasone NKB.



RISULTATI

Gasé6 influenza la produzione di citochine nella ga cellulare U937

Dopo aver verificato che la linea cellulare U933, mbi utilizzata in questo studio come modello
monocito-macrofagico, non secerne la proteina Gasprima né dopo il differenziamento da noi
indotto, siamo partiti con esperimenti preliminaoiti a verificare le condizioni sperimentali ottatn

In primo luogo abbiamo determinato il tipo di dif@ziante, la sua concentrazione e la concentrazion
di LPS. Ne emerge che il PMA é in grado di differiane piu efficacemente le U937 rispetto all’ acido
retinoico in termini di secrezione di TNFE-e che questo effetto non dipende dalla concentraz
dell'LPS (Tabella 2).

LPS [ng/ml]

10 | 50 | 100 500
Nessun differenziante| 0 0 0 0

Ac. Retinoico IuM 36 |39 |54 |74

PMA 5 ng/ml 386| 344 | 368| 364

Tipo di differenziante

Tabella 2. Valori di concentrazione di TNE- misurati su

surnatante di U-937 a 6 ore espressi in pg/ml.

In ulteriori esperimenti abbiamo osservato risuldialoghi anche con concentrazioni di LPS inferior
(5 ng/ml). Questa e la concentrazione poi adoftatatti gli esperimenti. Abbiamo infine scelto la
concentrazione di PMA piu efficace: la trasformage evidente per le cellule trattate con PMA e la
differenza rispetto al controllo e netta; non an@anvece sostanziali differenze tra quelle tratin
PMA a 5 e 50 ng/ml, pertanto per limitarne la togaiabbiamo scelto la concentrazione di 5 ng/ml.
Infine abbiamo determinato la concentrazione digimag efficacia della proteina Gas6 che é risultata
200 ng/ml. Le cellule, dopo 24 ore di incubazionddrreno senza siero, vengono stimolate seguendo
le condizioni sopra descritte e i surnatanti vermgaccolti dopo 3, 6, 12, 24 e, dove necessaricha@n
48 ore. Il dosaggio delle citochine ci ha rivelatbbe, se non vi sono variazioni statisticamente
significative per IL-12 ed IL-13, lo stesso norpab dire per TNF, IL-6, IL-13 ed IL-10.

Gasb6 riduce la concentrazione di TMFel surnatante delle cellule U-937 del 47%, raggando
I'effetto maggiore a 6 e 12 ore, mentre a 24 a#dtto viene mantenuto solo parzialmente. Per guan

riguarda la secrezione di IL-6, Gas6 esercita dettef inibitorio che a 6 ore inizia a evidenziarsi,



massimo a 24 ore (riduzione del 60%) e viene asicu48 ore. Anche la produzione di IB-Yiene
inibita dal trattamento delle cellule con Gas6 0plercinetica di rilascio di questa citochina ailtista

pit lenta quindi I'effetto massimo, che noi vediamal8 ore con una riduzione del 35%, potrebbe
essere ancora piu evidente a tempi piu lunghi. icaiche viene indotta dal trattamento con Gasé6 ¢ la
citochina anti-infammatoria IL-10, per la qualeffetto massimo e riscontrabile a 24 ore con ungic

di concentrazione del 46%. (Figure 2 e 3)
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Figura 2. Cinetica di produzione delle citochine TNFHL-6, IL-1f3, IL-10 dopo stimolazione con LPS 5 ng/ml

(curve rosse) ed effetto del trattamento con Ga&86rg/ml (curve blu).
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Figura 3. Variazione percentuale indotta dal trattamento@as6 200 ng/ml su TNE&{Fig 3A), IL-6(Fig
3B), IL-1B(Fig 3C), IL-10(Fig 3D).

Conferma dei risultati su monociti isolati da sanguntero

| risultati esposti hanno trovato conferma su mdnaolati da sangue intero. In particolare & atat

misurata la concentrazione di TNFa 3, 6 e 24 ore dopo lo stimolo con LPS 5 ng/@ks6 200 ng/ml.

Risulta evidente come la cellula isolata non riessapravvivere in terreno senza siero per pitodhp

ore quindi e risultato possibile effettuare unautetione attendibile soltanto sui surnatanti pratiev

dopo 3 ore. In questo caso la concentrazione di-g@NBulta ridotta del 52%. (Figura 4).

Ogni risultato riportato viene ottenuto dalla medi@ameno 3 esperimenti.



TNF-a in monociti isolati
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Figura 4. Riduzione della concentrazione di TNHRndotta dal trattamento di monociti isolati cong.P

5ng/ml pit Gas6 200 ng/ml rispetto al trattamenmo solo LPS.

L’effetto di Gas6 e mediato dal recettore Mer

In considerazione del fatto che Gas6 e ligandealrdcettori tirosina chinasi e che almeno duesdi e
sono espressi dai monociti (Axl e Mer) (Neubauenlet 1994; Neubauer et al., 1997; Lu e Lemke
2001), abbiamo valutato tramite quale recettore6Gasse grado di ridurre la secrezione di IL-6 dopo
stimolo con LPS (5 ng/ml).

Nella figura 5 € riportata la variazione percergudélla concentrazione di IL-6 a 24 ore rispetto al
controllo positivo (100%). Risulta evidente cheffetto esercitato da Gas6 sull'inibizione della
secrezione di IL-6 si mantiene invariato in presendell'anticorpo anti-AxI mentre viene
completamente abolito in presenza di anticopo Mdeti- alle concentrazioni di 1 e 1Qg/ml.
Parallelamente abbiamo verificato che gli anticamti-Mer e anti-Axl non determinassero attivazione
aspecifica delle cellule U-937 e conseguente viar&z di secrezione di IL-6 rispetto al controllo

negativo. Ogni risultato riportato viene ottenusdla media di ameno 3 esperimenti.



Gasb6 inibisce II-6 tramite il recettore Mer

Lps + Gas6 + anti AXl ig/ml | L

Lps + Gas6 + anti Axl 1Qg/ml _

Lps + Gas6 + anti Mer dg/ml | .
Lps + Gas6 + anti Mer 10g/m | o

Lps + Gas6
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Variazione % [IL-6] rispetto a C+

Figura 5. La figura riporta le variazioni percentuali (aseis della secrezione di IL-6 rispetto al controllo
positivo di ciascuno dei 3 esperimenti eseguitil’Bleo LPS + Gas6 in presenza di anticorpo arti-A
ug/ml e 10ug/ml, di anticorpo anti-Mer 1 e 1@y/ml. LPS viene impiegato alla concentrazione dj/bn,

Gas6 alla concentrazione di 200 ng/ml.

Il risultato € stato verificato analizzando lisagilulari tramite immunoblotting alla ricerca dekettore
Mer fosforilato, cioe nella sua forma attivata. &i@tamente abbiamo analizzato gli stessi lisatnite

un metodo E.L.I.S.A. appositamente creato per aileva presenza del recettore Axl nella sua forma
attiva fosforilata. Mentre non e stato possibil@enziare la presenza di fosfo-AxI nei nostri liskter
risulta essere presente e fosforilato. La cineticdosforilazione prevede un’attivazione basale a 5
minuti dallo stimolo con Gas6 200 ng/ml, paragoleahliquella del controllo negativo non trattatoa un
fosforilazione piu evidente a 15 minuti dal trateno per poi arrivare ad un picco di attivaziong&0Oa

minuti, che persiste anche a 60 minuti dopo ittaraento (Figura 6).

C- 5 15’ 30’ 60’ C+ Figura 6. Cinetica di

attivazione del recettore Mer
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Mer — — I — | —— — tramite immunoblotting
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Come ulteriore verifica di questo dato abbiamotafégo esperimenti di immunoblotting con anticorpo

anti-Akt, proteina inclusa nel segnale attivato@as6/Mer (Guttridge et al.,2002), su lisati cellula



trattati con gli stessi anticorpi inibitori dei egtori Axl e Mer usati in precedenza. E’ possibikgare
come il trattamento con il solo Gas6 provochi uarémento nei livelli di fosforilazione di Akt. La
banda ottenuta per il solo Gas6 e paragonabilejuetie ottenute con anticorpo anti-Ax| sia in prese
che in assenza di Gas6 mentre trattando con amticanti-Mer l'intensitad delle bande risulta
paragonabile ai livelli del controllo negativo. Pegrificare che il sistema fosse affidabile abbiamo
utilizzato anche un inibitore di Akt, la wortmanainche infatti abbatte completamente il segnale.
(Figura 7). E’ stato possibile riscontrare la presedi Mer, seppur in percentuale molto bassa,eanch

analizzando lisati di cellule U937 non differeneianentre Axl non € stati rilevato.

Figura 7. Livelli di induzione
della proteina Akt in presenza

a-Mer a-Ax Wort di anticorpi che vanno ad

C- a-Mer as Gas a-Axl Wort

G Gas Gas inibire in maniera specifica i
N 4 recettori Axl e Mer e confronto
Phospho-Akt . .
con wortmannina, inibitore di
Akt T ey TEmr S oy T — Akt. L’anticorpo anti-Mer

provoca un calo di
fosforilazione della proteina
Akt.

Studio del segnale

Sulla base dei risultati ottenuti in precedenza, miettono in luce una variazione di concentrazgae

di citochine pro- che anti-infiammatorie nel suarde di cellule U937 dopo trattamento con Gasé,
abbiamo ritenuto opportuno verificare su estratbptasmatici quale sia il meccanismo molecolare
alla base dell’effetto evidenziato. Abbiamo analizzi livelli di fosforilazione di alcune proteine
chiave della cascata del segnale dei TLR, in gididoontrollare la produzione di TNér-ed IL-6,
come di IL-10. In primo luogo abbiamo analizzatoclaetica di fosforilazione della proteina Akt
(Pengal et al., 2006) la quale sembra risentiréeffetto del trattamento con Gas6 a tempi molto
brevi, con un picco di fosforilazione a 5-15 minutbnostante il segnale non sia particolarmente

intenso (Figura 8).
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In secondo luogo abbiamo voluto verificare lo s@itéosforilazione della proteina GSR3ritenuta una
componente fondamentale per lo switch della pramheicitochinica da pro- ad anti-inflammatoria
(Martin et al., 2005). In questo caso bisogna tnaesente che la proteina risulta attiva se non
fosforilata, mentre, se fosforilata da chinasi antepviene inattivata. In presenza di solo Gas6aved

una cinetica di fosforilazione con un picco trabid i 30 minuti mentre confrontando casi non ttatta
trattati con solo LPS, con solo Gas6 e con LPS s6Gantemporaneamente, notiamo come la nostra

proteina, anche in presenza di LPS, sia in gradaudnentare il livello di fosforilazione di GSK,
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Figura 10. Confronto de
livelli di fosforilazione
della proteina GSKB in
presenza ed assenza di L
5 ng/ml e Gas6 200 ng/t
(pannello in alto) e relativ
controllo GSK® GSK3
non fosforilato (pannello i

basso)




Infine abbiamo testato lo stato di fosforilazion&dunzionalita del fattore di trascrizione kB, che

si trova a valle della cascata del segnale, traesigerimenti di immunoblotting e parallelamente
tramite EMSA. L’analisi e stata fatta in entramiiaisi su estratti nucleari e i due metodi confemmnan
il risultato ottenuto: la stimolazione con LPS fmdfa, attivandolo, il fattore di trascrizione cped
traslocare nel nucleo e legare il DNA adempiend® @lopria funzione; I'aggiunta di Gas6 provoca
un evidente calo di NB fosforilato nel nucleo, compatibilmente con uituzione della produzione

di TNF-a ed IL-6 (Hu et al., 2007) (Figura 11).
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Analisi di una casistica di pazienti affetti da palbgie neurologiche su base inflammatoria

87 pazienti sono stati suddivisi in diversi gruppbase alla loro diagnosi come illustrato nellaetéa
3.

Diagnosi Numerosita gruppo

Accertamenti neurologici negativi 9
Patologie non inflammatorie/non autoimmuni| 31

Stroke 14
Cefalea 8
Epilessia 3

SLA 6




Patologie inflammatorie/autoimmuni a7
SM/ICIS 11
GBS 15
CIDP 8
Altre Polineuropatie 13
Totale 87

Tabella 3 Pazienti inclusi nello studio con la reciprocanarosita per patologia

E stata quindi valutata la concentrazione medi@adi6 nel liquor come riportato nella tabella 4

Diagnosi Numerosita dei gruppi| [Gas6] (ng/ml)
media +/- dev. st.
Normali 9 (10,3%) 6,3 +/-1,8
Stroke 14 (16,1%) 6,6 +/- 2,2
Cefalea 8 (9,2%) 5,8 +/- 2,8
Epilessia 3 (3,4%) 41+/-1,1
SLA™ 6 (6,9%) 8,4 +/-2,4
sM™ 11 (12,6%) 52 +/-1,5
GB™ 15 (17,3%) 7.2 +-2,6
CIDP™ 8 (9,2%) 10,8 +/- 2,5
Altre Polineuropatie | 13 (15,0%) 7.4 +/-1,5
Totale 87 (100%) 6,9+/- 2,6

Tabella 4 Numerosita dei pazienti per ciascun gruppo coloreamedio della concentrazione della proteina Gas6
rispettiva deviazione standard.

Concentrazione della proteina Gas6 nel liquor oefahidiano

Sclerosi laterale amiotrofica

Sclerosi multipla o CIS (Clinically Isolated Syndre)

Sindrome di Guillain Barré

" Polineuropatia infiammatoria cronica demilienizzant



******

Polineuropatie inflammatorie demielinizzanti nospndenti ai criteri di GBS o CIDP

Abbiamo considerato come valore di riferimento [@enormalita la concentrazione di Gas6 ottenuta
nel liquor di pazienti con accertamenti neurologiegativi. Il valore medio della concentrazione di
Gas6 misurato nel liquor di tali soggetti e:
[GAS6]=6,3 +/- 1,8 ng/ml
Come si evidenzia dalla tabella 11 Gasé6 risultater@@re un valore pressoché invariato nelle patelogi
non infiammatorie/non autoimmuni. Infatti se vadumio la varianza dei valori medi di Gas6 dei
soggetti con patologie non inflammatorie /non aatouni con il metodo parametrico ANOVA non si
evidenzia una differenza statisticamente signifieaper quanto riguarda il valore di concentrazidne
Gasb6 nel liquor tra queste patologie.
Risultati del Test ANOVA: gdl = 4; F =2,144;> 0,1
Di conseguenza abbiamo considerato i pazienti colggie non infiammatorie come un gruppo
omogeneo per le successive analisi statistiche.
Quindi abbiamo confrontato i valori di Gas6 neiwsemti gruppi:

* Normali (9 pazienti)

» Patologie non infammatorie (31 pazienti)

* GBS (15 pazienti)

» CIDP (8 pazienti)

» Altre polineuropatie (13 pazienti)

e SM/CIS (11 pazienti)
Dall’analisi della varianza condotta risulta chevalori medi di Gas6 di questi gruppi sono
significativamente differenti:

- Varianza non parametrica (Test di Kruskal-Wallig < 0,002
- Test ANOVA: gdl = 5; F = 6,7 < 0,0001

Abbiamo quindi confrontato le medie dei valori datbncentrazione del Gas6 dei gruppi analizzati con
Test Post Hoc di Tuckey per identificare le diffeze esatte tra i valori medi.
E risultato che i pazienti affetti da CIDP presewtaalori di Gas6 nel liquor significativamente pil

elevati rispetto a tutti gli altri gruppi (p<0.09)abella 5.



Diagnosi Normali Pat.Non.inf. GBS CIDP Altre Pnp SM
(media:6,3) (media:6,5) (media:7,2)(media:10,8) (media:7,4) (media:5,2)

Normali / N.S. N.S. p<0,002  N.S. N.S.
Pat.non.inf. N.S. / N.S. p<0,004  N.S. N.S.

GBS~ N.S. N.S. / p<0,025  N.S. N.S.
CIDP™ p<0,002  p<0,004 p<0,025  / p<0,041  p<0,0002
AltrePnp™ N.S. N.S. N.S. p<0,041  / N.S.

sSM™ N.S. N.S. N.S. p<0,0002 N.S. /

Tabella 5 Confronto del valore di Gas6 tra i vari gruppnclest Post Hoc di Tuckey
Patologie non inflammatorie
Sindrome di Guillain Barre
Polineuropatia inflammatoria cronica demilienizzaat
Polineuropatie non rispondenti ai criteri di GBEDP
***** Sclerosi multipla o CIS (Clinically Isolated Syndre)
NS = non significativo
Non emergono invece differenze nel confronto traltee diagnosi. E interessante segnalare come la
GBS, le altre polineuropatie e la SM hanno valariGés6 sovrapponibili ai soggetti normali e ai

soggetti con malattie non infammatorie/autoimmiweidasi figura 12).
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Allo scopo di determinare I'esattezza della diffez@ della concentrazione media di Gas6 nei soggetti
con CIDP rispetto alle altre diagnosi abbiamo adeisito come potenziali confondenti le seguenti
variabili (Tabella 5):

1. Proteine liquorali total

2. Eta

L'analisi della varianza ha evidenziato che le redélle proteine totali liquorali e delle eta sono
diverse nei vari gruppi (p<0.001).
Quindi attraverso il Test Post Hoc di Tuckey ablmaronfrontato i valori medi delle proteine totaili d

ciascun gruppo, come evidenziato nella tabella 6.

Diagnosi Normali Pat.non.inf GBS CIDP Altre Pnp  SM

(media32,3) (media38,5) (medial01,6) (mediall5,2) (media81,3) (media50,4)

Normali / NS p=0,05 p<0,02 NS NS

Pat.non.inf.” NS / p<0,013 p<0,04 NS NS

GBS~ p=0,05 p<0,013  / NS NS NS
CIDP™ p<0,02 p<0,04 NS / NS NS

AltrePnp”™” NS NS NS NS / NS
SM™ NS NS NS NS NS /

Tabella 6 Confronto tramite Test Post Hoc di Tuckey debvidlelle proteine liquorali nei vari gruppi coneiati.
" Patologie non infiammatorie
Sindrome di Guillain Barré
Polineuropatia inflammatoria cronica demilienizzaat
Polineuropatie non rispondenti ai criteri di GBEW®P

Sclerosi multipla o CIS (Clinically Isolated Syndme)
NS = non significativo

Come risulta dalla tabella 6 i valori medi dellancentrazione delle proteine totali liquorali sona p

elevati nelle CIDP e nella GBS rispetto ai soggattimali o con patologie non inflammatorie (p<0,05)



Non emerge invece nessuna differenza tra la coraonbe liquorale proteica nei pazienti con CIDP,
GBS o altre polineuropatie (valori medi rispettivarte 101, 115 e 81 mg/dl).

I medesimo confronto é stato condotto per la \dled'eta” (tabella ).

Diagnosi Normali Pat.non.inf.

GBS

CIDP

Altre Pnp SM

(media:35,2) (media:53,1) (media:51,6) (media:67,1) (media:60) (media:37,5)

Normali / NS
Pat.non.inf. NS /
GBS~ NS NS

CIDP™ p<0,0013 NS

*

AltrePnp™” p<0,013 NS

*kkkk

SM NS NS

NS
NS
/

NS
NS
NS

p<0,0013
NS

NS

/

NS
p<0,003

p<0,013
NS

NS

NS

/
p<0,013

NS

NS

NS
p<0,003
p<0,013

Tabella 7. Confronto tramite Test Post Hoc di Tuckey detBereei vari gruppi considerati.

Patologie non infiammatorie

Sindrome di Guillain Barre

Polineuropatia inflammatoria cronica demilienizzaat

Polineuropatie non rispondenti ai criteri di GBE®P

*****

NS = non significativo

Sclerosi multipla o CIS (Clinically Isolated Syndme)

Risulta evidente che i pazienti affetti da CIDP a ditre polineuropatie

inflammatorie sono

significativamente piu anziani rispetto ai soggetin accertamenti neurologici negativi e affettiSM.

Non emerge invece una differenza di eta statis#cdensignificativa tra i pazienti con CIDP, con GBS

o affetti da altre polineuropatie, seppure il grogwn CIDP presenti etd media piu alta rispetto agl

altri gruppi.

Allo scopo di confermare che i valori di Gas6 nglibr non sono influenzati dalla concentraziondedel

proteine liquorali e dall’'eta dei pazienti, abbiamibettuato, attraverso una regressione lineara, un

correlazione fra i valori di Gas6 con ciascunaaledriabili considerate.

Nella Figura 13 le concentrazioni di Gas6 (Y) seoaelate all’Eta (X) considerando tutti i pazienti



Gas6 ng/ml
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Figura 13: Correlazione fra etd e Gas6 in tutti i pazieotisiderati. Gas6é = 0,0€Eta + 4,0; R= 0,15 p < 0,0002. Tale

correlazione é statisticamente significativa.

Tuttavia in considerazione del fatto che i pazieoth malattie infiammatorie sono anche in media piu
anziani, per escludere questo confondimento, albieonrelato la concentrazione di Gas6 con l'eta
solo nei pazienti normali e affetti da patologiennofiammatorie. Come evidente nella figura 14etal

relazione non €& piu statisticamente significativa.
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Figura 14. Correlazione fra eta e Gas6 nei pazienti noredilin quelli con patologie non infiammatorie. Coénevidente
non c’é relazione tra Gas6 ed Eta nei soggettiaffaiti da malattie infiammatorie. Gas6 = 0;@a + 5,1; R= 0,05 p >
0,13

La stessa relazione e stata valutata per le peotetali liquorali di tutti i pazienti. (Figura 15)
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Figura 15: Correlazione fra proteine totali liquorali (X)&as6(Y) in tutti i pazienti.
Gas6 = 0,013Eta + 6,1; R= 0,08 p < 0,008. La correlazione & statisticamente sigaiiva.

Tuttavia nuovamente tale relazione scompare sersiderano i soggetti normali o affetti da patodogi

non inflammatorie (Figura 16):
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Figura 16: Correlazione fra proteine totali liquorali e Gag@i pazienti normali ed in quelli con patologienno
infiammatorie. Gas6 = - 0,0JEta + 6,8; R=0,007 p>0,9

Ad ulteriore conferma che I'elevazione di Gas6 p&zienti con CIDP non e dovuta né alle proteine
totali liquorali ne all'etad, abbiamo ripetuto I'disd della varianza con metodo multivariato
(MANOVA) considerando le proteine totali liquoradil'eta come covariate sia singolarmente sia in
combinazione. L’analisi multivariata (MANOVA) pervalori medi di Gas6 nei vari gruppi di studio
corretta per le proteine totali e I'eta ha confaonana varianza della concentrazione di Gas6
statisticamente significativa.

MANOVA GASE6 (corretto per proteine ed Eta): gdl == 3,0;p < 0,02



Infine abbiamo confrontato i valori di Gas6 coirggr I'eta e per le proteine liquorali nei varugpi
utilizzando il test post hoc di Tuckey. (Tabella 8)

Diagnosi Normali Pat.non.inf. GB CIDP Altre Pnp SM
(media:6,3) (media:6,5) (media:7,2)(media:10,8) (media:7,4) (media:5,2)

Normali / N.S. N.S. p<0,002 N.S. N.S.
Pat.non.inf. N.S. / N.S. p<0,003 N.S. N.S.
GBS~ N.S. N.S. / p<0,02 N.S. N.S.
CIDP™ p<0,002  p<0,003 p<0,02 / p<0,03 p<0,0002
AltrePnp” N.S. N.S. N.S. p<0,03 / N.S.
sM™ N.S. N.S. N.S. p<0,0002  N.S. /

Tabella 8 Correlazione dei valori di Gas6 corretti perd’'et per le proteine liquorali nei diversi grupgiraterso il Test
Post Hoc di Tuckey.
" Patologie non infiammatorie
Sindrome di Guillain Barré
Polineuropatia inflammatoria cronica demilienizzaat

Polineuropatie non rispondenti ai criteri di GBE®P

*****

Sclerosi multipla o CIS (Clinically Isolated Syndme)

NS = non significativo

Tali analisi conferma la differenza della conceritvee di Gas6 nei pazienti con CIDP rispetto aetutt
le restanti diagnosi. (Sainaghi et al., 2008)

Concentrazione plasmatica di Gas6 in pazienti cqragtopatia cronica

E’ stata analizzata la concentrazione plasmatitia geoteina Gas6 in pazienti affetti da epatopatia
cronica. Il valore di concentrazione medio di Gasb plasma e risultato di 38,4 ng/ml (DS 19,75),
circa doppio rispetto alla popolazione generale;unGas6 circolante ha un valore di concentrazione
fisiologico di 20 ng/ml.(Tabella 9 e Figura 17)



Parametro Gas6 (ng/ml p
Eta

<60 aa 34,0:14,3 <0.10
>60 aa 42,%23,5

Sesso

M 35,0t16,2 ns
F 40,9:21,8
Genotipo Virale

HCV-1 35/A#17,7 ns
Altri genotipi 32,0t9,1

Carica virale

<800.000 Ul 36,213,1 ns
>800.000 UlI 32,3t11,6

Tabella 9presenta la valutazione del dosaggio di Gas@ynmibne di una selezione di variabili demografiehdiniche.
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Figura 17 presenta il valore di concentrazione plasmatic&Gds6 in funzione della severita di malattia epatiella

popolazione studiata.

by

Tramite ANOVA a due vie, si & dimostrato che lasgreza di cirrosi € correlata con elevate
concentrazioni di Gas6 (p <0,0001), mentre I'eta gmca un ruolo determinante nella sua produzione

(p=0,07). Per quanto riguarda l'interazione tralle variabili, non si influenzano a vicenda (p=0,06



Inoltre la misurazione della concentrazione plagtaati Gas6 non si € rivelata un fattore predit{pev
I'evoluzione della patologia in epatocarcinoma (Fayl18).
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Figura 18 mostra il confronto tra valore di concentrazioneGais6 e presenza di HCC nel solo sottogruppo diept
cirrotici.



DISCUSSIONE

La proteina Gas6 € riconosciuta da tre recettasitna chinasi Axl (Varnum et al., 1995 e Stitaét
1995), Tyro 3 (Godowski et al., 1995 e Chen et ¥97) e Mer (Graham et al., 1994; Chen et al.,
1997). Le funzioni di tale proteina non sono délaulefinite, tuttavia pare essere coinvolta inedsv
processi, quali il controllo dell’apoptosi (Bellas¢t al., 1997), la regolazione dell’emostasi (Attige
Sherrer et al., 2001; Angelillo-Sherrer et al., 20@ dell’angiogenesi (Gallicchio et al., 2005).
Recentemente sono emerse alcune evidenze sperimégiardo ad un potenziale ruolo di tale
proteina nel processo inflammatorio. Tale ipotesivé dal riscontro dell’espressione dei suoi recet
tirosina chinasi su cellule del sistema immunitaovero sui monociti-macrofagi (Lu e Lemke, 2001;
Lemke e Lu, 2003). Inoltre in recenti studi di kkouat per i recettori del Gas6, i topi mutati esim
marcate alterazioni immunitarie. Queste vanno eleVata suscettibilita allo shock endotossico dopo
inoculo di LPS, con aumentata produzione di citoehproinflammatorie (in particolare di TNE; a
manifestazioni autoimmunitarie croniche (Lu e LemRO01; Lemke e Lu, 2003). Si € osservato,
infatti, che nei topi mutati i linfociti, sono igamoliferanti e iperattivi come dimostrato dall’ebda
espressione di marcatori della risposta acutaga@®e 69, IFNy, FAS, IL-2 receptor) e cronica (ad es.
CD44). Inoltre, linfociti normali trasferiti dai po wild ai topi mutati sviluppano le medesime
alterazioni, mentre linfociti trasferiti dai topiutati ai topi wild non portano nessuna consegu@eza
questi ultimi. In considerazione del fatto chenifdiciti non esprimono né il Gas6 né i suoi recetter
stato proposto che le alterazioni dei linfocitideso determinate dall'alterazione di altri sisteti.
emerso infatti che i monociti-macrofagi di tali tapantengono uno stato di attivazione costitutva,
presentano fagocitosi inefficace. Inoltre i macgbfattenuti da topi mutati, quando stimolati conS,P
esprimono livelli inusualmente alti di nuclear ac(NF)-kB, e i topi sono ipersensibili allo shock
endotossico, al danno tissutale e alla morte dasugicco di TNFe. LPS-indotto (Camenish et al.,
1999; Cohen et al., 2002; Scott et al., 2001; Luemke, 2001; Lemke e Lu, 2003). | markers di
attivazione dei monociti-macrofagi, inclusa I'esggiene di MHC classe Il e B7 co-receptors di
superficie, sono espressi costitutivamente sulleleedei topi mutati, che producono anche liveill
elevati di citochine inflammatorie (comprese TNIe-1L-12). Questi stessi macrofagi non sono inoltre
in grado di fagocitare timociti apoptotici in studivitro (Lu e Lemke, 2001; Lemke e Lu, 2003).
L’attivazione costitutiva del sistema immunitaricepente in questi topi, inoltre, conduce allo yplo

di manifestazioni autoimmuni, le quali sono sov@mpili ad alcuni quadri di malattie
autoimmunitarie dell’'uomo: artrite reumatoide, lsperitematoso sistemico, sindrome di Sjogren e



pemfigo volgare. Inoltre le femmine dei topi mutasiultavano piu colpite rispetto ai maschi, come e
descritto per le malattie autoimmuni umane. Talinifestazioni sono accompagnate da titoli
anticorpali sierici elevati, diretti contro un’amlpgamma di autoantigeni quali dsDNA, collagene e
fosfolipidi di membran@Lu e Lemke, 2001; Lemke e Lu, 2003).

Infine i topi knockout per i recettori del Gas6 ggatano danni tissutali, quali retinite pigmentosa,
infertilita per degenerazione delle cellule germijnaerdita neuronale e iperplasia linfoide. E’
interessante notare che nonostante tali topi guilgpretinite pigmentosa, sia la proteina Gas6i sia
propri recettori non sono espressi dai fotorecigttoa sono invece presenti sull’epitelio fagocitico
pigmentato della retingu et al, 1999). Tale evidenza supporta l'ipotese il sistema Gas6-recettori
sia importante nella funzione delle cellule fagobié, mantenendo un controllo sullomeostasi di
alcuni tessuti, essenziale per il loro correttazfanamento.

Ne consegue che le manifestazioni patologichepai #utoimmunitario espresse dai topi knockout,
possano essere la conseguenza di una aberrazimrierfale del sistema monocito-macrofagico, con
conseguente alterazione di un potenziale effattoodtrollo (e non solo di attivazione) da parte di
queste cellule sullimmunita cellulo-mediata.

Ulteriori studi hanno approfondito il meccanismantite cui la mancanza di uno o piu recettori di6sas
possa determinare [attivazione macrofagica. Rereahte € stato dimostrato che le cellule
apoptotiche inibiscono la produzione di citochimeipfiammatorie da parte delle cellule dendritiche
tramite l'attivazione di Mer. Mer quindi attiverebll sistema PI3K/AKT determinando in ultimo
I'inibizione dell'lKK (chinasi di IkB), inibendo ldiberazione di NFkB dal complesso con IkB e quindi
inibendone la sua traslocazione nel nucleo con egprente attivazione di trascrizione di geni di
citochine proinflammatorie tra cui il TN&-(Sen et al., 2006).

Un altro studio ha invece evidenziato come I'espie®e di Axl sia aumentata dalla stimolazione di
monociti isolati con IFNx e che il recettore Axl attivato determinerebbepiessione di Twist, un
fattore di trascrizione che inibisce la trascriaah TNFe (Sharif et al., 2006).

Alla luce di queste premesse si puo ipotizzareiclegame della proteina Gas6 con i propri recéettor
possa interferire direttamente con I'attivazioné mdenociti-macrofagi riducendone la sensibiliteoall
stimolo proinfiammatorio, oppure attivando un ségnaibitorio che interferisca con l'attivita degli
stessi, una volta attivati, regolandone la rispoAtraverso questa funzione Gas6 potrebbe espeimer

un ruolo importante nel controllo dell’omeostasi sistema immunitario.



Lo scopo del nostro studio e stato quindi quellovetificare un eventuale effetto modulatorio della
proteina Gas6 sulla attivazione e secrezione dckihe da parte di monociti-macrofagi.

Per tale obiettivo abbiamo adottato un sistemaliua cellulare in vitro, utilizzando la linea kéare
neoplastica a differenziazione monocitaria U937nee abbiamo testato la risposta misurando la
secrezione di TNF, IL-6, IL-1B ed IL-10 dopo aver creato le condizioni di un itsinfiammatorio

attraverso la stimolazione con LPS.

Il modello da noi proposto prevede infatti la difeziazione e lo stimolo di cellule U-937, una &ne
cellulare neoplastica umana di origine istiocitariali cellule presentano un blocco maturativo
pertanto, non completando la differenziazione amteeimente, quando stimolate non sono in grado di
rispondere allo stimolo con LPS, cioé non produccitmchine. Questo € concorde con quanto emerge
dai nostri esperimenti preliminari, nei quali Idlgle che non hanno ricevuto differenziante nonrtan
mostrato secrezione di TNE-

Pertanto abbiamo indotto la differenziazione di ¢allule mediante opportune sostanze differenziant
quali il PMA e l'acido transretinoico. Le celluldve hanno ricevuto differenziante, dopo 5 giorni di
incubazione hanno dimostrato un fenotipo macrotagi@spetto morfologico macrofagico
all'osservazione in microscopia ottica, ed ades@liespiastre di coltura) e pronta produzione diFFN

a dopo stimolo con LPS. Le cellule differenziate dom sono state stimolate (controllo negativo) non
hanno mai prodotto citochine. Il differenziante iicace, nei nostri esperimenti, si € dimostriato
PMA.

Tutti questi risultati sono in linea con i numerdati presenti in letteratura, confermando I'atibilida

di questo modello sperimentale. E’ stato ampiamditestrato infatti, che tali cellule con opportuna
differenziazione esprimono marcatori di superfi@e presentano caratteristiche morfologiche e
funzionali di tipo macrofagico, rendendo quest&dircellulare, previa opportuna differenziazione, un
modello adeguato per lo studio della funzione deacmofagi (Grolleau e Sonemberg, 1999; Joyce e
Steer, 1992; Minta e Panbrun, 1985).

Dai risultati da noi ottenuti, la proteina Gas6uid significativamente la secrezione di due potenti
citochine proinfiammatorie ovvero TNk-e IL-6, oltre ad IL-B, e aumenta la secrezione di una
citochina anti- inflammatoria quale 1L-10.

Gas6 riduce la secrezione di TNFprecocemente con effetto massimo tra le 6 e ler@2con una

riduzione massima del 47% a 12 ore, venendo a pegticacia alle 24 ore. Per quanto riguarda IL-6



I'effetto di Gas6, pur iniziando a manifestarsi ar@, € massimo a 24 ore con una riduzione del 60%
mentre scompare a 48 ore dalla stimolazione. Atraon I'effetto di riduzione sulla produzione di-I

1B € massimo (-35%) proprio a 48 ore.

Si parla invece di un innalzamento della concerdraz nei surnatanti per quanto riguarda IL-10, la

guale risente maggiormente dell’effetto del Ga2d are (+46%).

| risultati ottenuti sono in accordo con i modsiierimentali di topi KO per i recettori del Gasécin
'assenza di questi determinerebbe il venir menardisistema deputato al controllo dell’attivazione
macrofagica. Tali animali infatti sviluppano shodckndotossico letale e manifestazione di
iperattivazione cronica del sistema immunitario aatoimmunita (Lemke e Lu, 2003).

Risulta invece interessante analizzare quale sssteroettoriale sia coinvolto nell’espletare I'effet
sopra descritto. Sulla base dei risultati nel mostrodello sperimentale in presenza di anticorpi
bloccanti i recettori Axl e Mer possiamo affermahe I'effetto biologico mediato da Gas6 nelle dellu
U-937 sembrerebbe dipendente da Mer. Non possiatiadere a priori un effetto mediato in parte
anche dal recettore Tyro3, da noi non valutatdawd non vi sono evidenze in letteratura sulla
espressione di tale recettore nei monociti ne tasuh fenotipo significativo di alterata funzione
macrofagica nei topi knock out solo per questottere che invece presentano gravissime disfunzioni
neurologiche (Lemke e Lu, 2003); pertanto I'evelgwione di tale recettore, anche se non escladibi
a priori, pare piuttosto improbabile.

| nostri risultati sono stati inoltre ottenuti inggiando un anticorpo anti-Axl e un anticorpo antirMe
commerciali, diretti esclusivamente contro la comgde extracellulare dei rispettivi recettori e
precedentemente testati in altri studi analoghalin tipi cellulari (piastrine) allo scopo di vdare
quale recettore fosse coinvolto nella funzionedgala di Gas6; in tali studi € stato dimostrato ghe
anticorpi non hanno un effetto stimolatorio diregto recettori, dato in accordo con i nostri riatiltn

cui la somministrazione di questi anticorpi nondarce alterazioni nella secrezione di IL-6 nelle F9

in coltura (Angelillo-Sherrer et al., 2005).

Inoltre la dimostrazione che Mer risulta esserddidigato a 15 minuti dopo la stimolazione con Gas6
200 ng/ml e si mantenga fino a 60 minuti € provaridre che la stimolazione con Gas6 nelle cellule
U-937 determini l'attivazione di Mer, dato suppootaanche dall’assenza di Axl nella sua forma
fosforilata e dalla presenza del recettore Mer fagfiorilato e non di Axl anche nelle cellule non

differenziate, seppur in percentuale minima (data shown). Cido avvalora pertanto l'ipotesi che



I'effetto biologico di Gas6 sulle U-937 sia completente abolito dalla presenza di anticorpo inibente
I'attivazione di Mer.

L’ipotesi che il sistema Gas6-Mer sia importantdlaneegolazione della secrezione di citochine da
parte dei macrofagi trova importanti riscontri @tératura. E stato infatti postulato che il remettVier
fosse il piu importante dal punto di vista funzitenper quanto riguarda le cellule monocitarie. tinia
manifestazioni autoimmuni descritte nei topi knagkper i tre recettori di Gas6 si ottenevano, in
buona parte, con la sola delezione di Mer. Anchiéfeaotipo dei topi TAM risultava comunque avere
le alterazioni piu gravi dal punto di vista immuamio (Lu e Lemke, 2001; Lemke e Lu, 2003). Ino&re
stato recentemente dimostrato che le cellule apop& che legano e attivano Mer tramite residui di
fosfatidilserina presenti sulla membrana (fenomeénftip-flop), inibiscono la secrezione di TNg-n
cellule dendritiche tramite Mer e una cascata ghatazione intracellulare attivata in conseguerza c
viene ad interferire con la traslocazione di NFk8 mucleo mediata dal sistema LPS/TLR. In
particolare il segnale di Mer attiverebbe PI3K/AKfe inibirebbe l'attivazione della IKK (chinasi di
IkB) deputata alla liberazione di NFkB da un corsptedi proteine inibitorie (IkB). In considerazione
del fatto che la migrazione di NFKB nel nucleo 8igtema principale tramite cui si esplica il ségna
attivatorio di LPS/TLR, in pratica il segnale di Msembrerebbe inibire direttamente il sistema di
trascrizione di mRNA di TNFEx mediato dal TLR (Sen et al., 2006).

La via di segnale sopra descritta per il recetddes nelle cellule dendritiche potrebbe avvenirehenc
nel nostro sistema sperimentale, in quanto laziobe del TNFet avviene tra le 6 e le 12 ore, periodo
in cui la crescita della produzione di questa titoa € massima. Percio tale effetto pare
potenzialmente mediato da un’inibizione direttd dttivazione del monocita.

In apparente contrasto con tale interpretazioreeilvfatto che I'inibizione della secrezione di TN é
soltanto parziale. Cio potrebbe essere dovutottd te I'espressione recettoriale di Mer sia bassa
queste cellule e possa forse essere aumentatantpoore di attivazione del macrofago o in pregsenz
di altri stimoli (citochine immunomodulanti). Unteh ipotesi potrebbe essere rappresentata dal fatto
che Gas6/Mer potrebbero inibire solo la componetteattivazione del macrofago mediata da
LPS/TLR; infatti LPS attiva molti altri sistemi rettoriali che quindi agirebbero svincolati da tale
inibizione (Poltorak et al., 1998).

Invece il dato che Gas6, tramite Mer, inibisca éxrezione di IL-6 non trova altri riscontri in
letteratura (fatta eccezione per il riscontro iattw per i topi KO per Mer). Pertanto si possone fa
soltanto supposizioni sulla via di traduzione iogéltulare attivata dal legame Gas6/Mer. Naturalment

valgono, estensivamente, le ipotesi principali folate per l'inibizione della secrezione di TN



quanto il sistema LPS/TLR/NFkB e descritto attivateche nella secrezione di IL-6. Pertanto I'effetto
inibitorio di Gas6 su IL6 potrebbe avvenire seconugccanismi teorici analoghi a quelli del TNF-
Infatti il ritardo con cui l'inibizione di IL-6 aviene rispetto al TNF € solo apparente in quanfeki®

di Gasé si viene a manifestare nel momento inasecrezione di IL-6 € in maggior crescita ovveao t

le 6 e le 24 ore come capita per il THE-semplicemente la cinetica di secrezione di ik{6iu lenta
rispetto al TNFet (Mosser, 2003).

Per porre chiarezza abbiamo ritenuto opportunctaadu livelli di fosforilazione di proteine a valldei
TLR in assenza ed in presenza di Gas6. Martin.ethahno dimostrato che in monociti isolati da
prelievo di sangue periferico stimolati con LPSiabio la fosforilazione di GSH8mediata dall'asse
PI3K-Akt e che lattivazione della via, e la congegte produzione di citochine pro- ed anti-
infammatorie, non e specifica di un solo TLR. Hanmmoltre visto che GSK3 influisce
sull’associazione di NEB e CREB, fattori di trascrizione che regolano et$ivamente la produzione

di citochine pro- ed anti-inflammatorie, con CBRhe questa associazione & necessaria affinché esse
siano attive all'interno del nucleo nel legare NB ed indurre la trascrizione.

| nostri risultati concordano con i dati pubblicatisono inoltre volti a capire il ruolo di Gas6 nel
contesto descritto. In particolare Gas6 influisaeliselli di Akt e GSK33: un aumento del livello di
fosforilazione della prima provoca una maggiorefdokzione, con conseguente inibizione, della
seconda. Poiché questa svolge un ruolo fondamemédie regolazione della risposta immunitaria, in
quanto la sua inibizione provocherebbe lo switchpde- ad anti-inflammatoria impedendo una
cronicizzazione, il fatto che Gasb6 la inibisca danm ruolo anti-infimmatorio per la nostra proteid
conferma di cio ci sarebbe il fatto che i livelii NFkB, fattore di trascrizione di TNE-ed IL-6,
all'interno del nucleo nella sua forma attiva rtauinferiore nei campioni trattati con LPS e Gas6
rispetto al solo trattamento con LPS. Abbiamo meolimostrato che la concentrazione di IL-10 nei
surnatanti di cellule trattate con Gas6 € piu dgevespetto ai trattati con solo LPS. Questo dato &
un’ulteriore prova dell’azione anti-infiammatoribecGas6 avrebbe e trova una spiegazione ancora una
volta nel lavoro sopra citato. Come gia detto Mueti al. hanno dimostrato un duplice ruolo per GSK3
la sua inibizione se da un lato inibiscek¥B; dall’altro andrebbe a favorire il legame di CREEBP e
quindi permetterebbe un suo legame al DNA con quege attivazione della trascrizione del gene
codificante per IL-10. Anche se fin’ora non abbiarsultati che possano confermare questo dato, e
plausibile pensare che Gas6, inibendo GSK, vadavarife la trascrizione di IL-10, dato che

confermerebbe ulteriormente la sua attivita arftammatoria.



Il ruolo di Gas6 nei processi patologici di attiva®e macrofagica con liberazione di TNFsembra
essere inoltre confermato dai dati emersi in uro akécente studio clinico, in cui sono stati risicat
valori plasmatici aumentati di Gas6 in pazientietiff da sepsi severa (Borgel et al.) associati a
elevazione dei valori di TNE-rispetto a pazienti con altri tipi di insufficiemanultiorgano con Gas6
intorno a 100 ng/ml. Questi valori di concentragosono in linea con le concentrazioni che noi
abbiamo dimostrato essere efficaci nell'inibireskecrezione di TN e di IL-6 tramite il recettore
Mer. Il significato di questo aumento del Gas6 amote potrebbe essere interpretato come un
fenomeno di tipo compensatorio, ovvero un tentatlivauto inibizione della liberazione di TNE-e

cio rafforza la possibilita che la proteina esénait effetto modulatorio sulla risposta immunitaréal

abbia un significato anti-inflammatorio.

Ci siamo proposti inoltre di valutare I'espressiatedla proteina Gas6 nel liquor umano. Per questo
motivo abbiamo dosato la concentrazione di taldemma mediante metodo ELISA in soggetti con
accertamenti neurologici negativi.

Abbiamo riscontrato che la proteina Gas6 & dosaleildiquido cefalorachidiano alla concentrazione d

6.3 ng/ml. Tale concentrazione risulta stabileswgjgetti normali con range di variabilita moltoatih.

[GAS6]=6,3 +/- 1,8 ng/ml

Quindi Gas6 e espresso nel liquor cefalorachidianano. Tale dato € originale, quindi non puo essere
confrontato con altri riscontri in letteratura.

Inoltre il valore di concentrazione misurato € petsatamente piu elevato di quello che ci saremmo
attesi sulla base della distribuzione liquoraldedaltre proteine.

Prendendo a riferimento I'albumina che ha un pesteoolare di 69 kDa, molto vicino a quello della
proteina di Gas6 (75kDa), che non e sintetizzate&SN&E ma la cui concentrazione liquorale dipende
soltanto dalla ultrafiltrazione dei plessi corigd@otremmo supporre, che entrambe dovrebbero
attraversare la barriera ematoencefalica nellosstesodo. Essendo la concentrazione dell'albumina
liuorale nelluomo di 0.066-0.442 g/l e quella piaatica di 35-55 g/l il rapporto tra albumina
liquorale e plasmatica risulta di 1/100-1/500.

Ci saremmo aspettati anche per la proteina Gasénuife valore. In realta il valore medio plasmatico
della proteina Gas6 nei soggetti normali risulta siadi pubblicati e da nostri dati in corso di



pubblicazione (Alciato et al., 2008; Balogh et &005) di 18-19 ng/ml. Pertanto il rapporto tra la
concentrazione media liquorale nei sani (6,3 ngérduella plasmatica (18-19 ng/ml) della proteina d
Gasb6 é di circa 1/3, ovvero decisamente superigreeho atteso.

Considerando pertanto che la barriera ematoencafalscarsamente permeabile alle proteine (Francini
e Losano, 1993) e la quota proteica liquorale dernvparte da ultrafiltrazione del plasma, da toakp
attivo o sintesi intratecale (Daisenhammer et @52 Monaco 2004; Francini e Losano, 1993) e
considerando che la quota di ultrafiltazione atteea il Gas6 sulla base del comportamento
dell'albumina e di circa 1/100 — 1/500, possiamotigzareche la proteina Gas6 sia sintetizzata nel
SNC o abbia un trasportatore attivo specifico. afgsi che Gas6 sia sintetizzata in sede intratezale
concorde con i dati di letteratura che evidenziaméespressione del mRNA di Gas6 nel tessuto
cerebrale di ratti e topi adulti e la funzione dad6 come fattore di sopravvivenza per diversi tipi
neuronali e gliali (Prieto et al., 1999; Funakosthal., 2002; Li., et al., 1996).

E possibile quindi che Gas6 abbia un ruolo nel rrearege il trofismo di alcuni tessuti encefalici
nell’'uomo anche in condizioni di assenza di pat@agurologiche.

Abbiamo quindi confrontato i valori della concerzicne della proteina Gas6 nei vari soggetti affiti
varie patologie neurologiche sia non infiammatoiiStroke, SLA, Cefalea, Epilessia) sia
inflammatorie/autoimmuni (GBS, CIDP, altre polinepatie infiammatorie autoimmuni, SM/CIS)
riscontrando che i valori rimanevano pressochériatiae sovrapponibili ai soggetti normali sia nei
pazienti affetti da patologie neurologiche nonanimatorie sia infiammatorie eccetto che nei soggett
affetti da CIDP.

Infatti nei soggetti con CIDP il valore della cont@zione della proteina Gas6 era significativament
piu elevato ([Gas6]= 10,8 +/- 2,5 ng/dl).

Abbiamo valutato se I'elevazione dei valori di Gas& soggetti con CIDP fosse da imputare ad
eventuali fattori confondenti quali la concentramalelle proteine totali liquorali o I'eta.

Infatti la concentrazione della proteina Gas6 fiiee essere influenzata dalla variazione della
concentrazione delle proteine totali liquorali pEsempio per alterazione della permeabilitd della
barriera ematoencefalica.

E noto, inoltre, che il valore degli analiti liqudirvaria nel corso degli anni, in particolare sserva un
moderato aumento della quota proteica (Daisenhanehal., 2005). Pertanto risulta importante
escludere che l'elevazione dei valori di Gas6 rogjgetti affetti da CIDP sia da imputare a questa

causa, essendo tali soggetti in media, seppurigaifisativamente, piu anziani.



Dall’analisi statistica eseguita emerge che Gasb @oinfluenzato dalla concentrazione proteica
liquorale. Infatti per prima cosa non esiste unffeBnza statisticamente significativa tra la
concentrazione delle proteine liquorali tra i sdggsfetti da CIDP e GBS; pertanto pur essendo@ u
concentrazione delle proteine liquorali molto etava pressoché identica in queste due malattie, la
concentrazione liquorale della proteina Gas6 edewaevata nei pazienti con CIDP e sostanzialmente
normale nella GBS. In secondo luogo non abbiamodeswiato alcuna correlazione tra la
concentrazione di Gasb6 e le proteine totali ligliangpatologie non inflammatorie (vedasi figura)16
Sulla base di queste evidenze sperimentali posscamcludere che la variazione della concentrazione
della proteina Gas6 nei soggetti con CIDP non é&uamizata dalla concentrazione delle proteine
liquorali e pertanto non sembrerebbe dipendere rda wariazione di permeabilita della membrana
ematoencefalica.

Sulla base dei nostri risultati, inoltre, possianomcludere con buona sicurezza che la concentmzion
di Gas6 non e influenzata in modo determinantéedall Cio risulta dal fatto che non abbiamo rilevat
una differenza statisticamente significativa peesia variabile tra pazienti con CIDP e GBS o altre
polineuropatie inflammatorie. Inoltre la correlazotra la concentrazione di Gas6 ed eta non e
statisticamente significativa considerando i saggebrmali e quelli affetti da patologie non
inflammatorie. Va certamente considerato che nabgo dei pazienti affetti da CIDP si € riscontrato
un eta media (67,1+/- 16,4 anni) maggiore rispagi altri gruppi. Cio & presumibilmente dovuto al
fatto che l'incidenza di tale patologia & di norpia frequente nei soggetti ad un eta piu avanzata.
Possiamo quindi concludere che sia I'eta sia lacentmazione delle proteine totali liquorali non gon
responsabili dell’elevazione della concentrazion@&ak6 nel liquor dei soggetti con CIDP.

In considerazione di quanto affermato sopra rigoaith bassa probabilita che i risultati otteniding
influenzati da fattori confondenti, analizzeremadngiii i nostri risultati riguardo alla variazione Iide
concentrazione liquorale della proteina Gas6 nellée patologie neurologiche esaminate.

Come descritto nei risultati abbiamo riscontrata woncentrazione liquorale della proteina Gas6
elevato solo nei pazienti affetti da CIDP.

Un’ ipotesi riguardo alla rilevazione di elevawdili di Gas6 nei pazienti con CIDP riguarda un suo
possibile coinvolgimento diretto nella patogenesdigtocesso inflammatorio.

Recentemente sono infatti emerse alcune eviderem@rgmtali riguardo ad un potenziale ruolo della
proteina Gas6 nei processi inflammatori autoimmuBas6 e risultato infatti inibire I'homing
leucocitario in particolare dei granulociti doparsilo endoteliale (Avanzi et al., 1998). Inoltrence
detto in precedenza, i recenti studi su topi knatkeer i recettori hanno mostrato che gli animali



presentano iperattivazione linfocitaria, titoli\d# di autoanticorpi circolanti, manifestaziorpdiLES,
Sjogren, AR e manifestazioni vasculitiche cutaneeleSNC (Lu e Lemke, 2001). Quindi da tali studi
e dai nostri risultati emergerebbe un ruolo inibidalella proteina Gas6 sull’attivazione macrofagic
particolare con controllo della secrezione di difioe proinfliammatorie come Tnf-alfa e IL-6.

Infine abbiamo dimostrato che le concentrazioniGdis6é nella popolazione affetta da epatopatia
cronica studiata sono nettamente piu elevate ts@triferimento nella popolazione generale e che
valori riscontrati crescono al crescere della s&veti malattia epatica cosi che in caso di cirgsi
rilevano concentrazioni significativamente piu e@vrispetto alle forme caratterizzate da modesta o
minima fibrosi.

Inoltre nella popolazione in studio non abbiamewdto differenze significative delle concentrazidni
Gasb6 in rapporto a una serie di variabili demoghafie cliniche, ad eccezione dell’eta: i valorilalel
proteina sono infatti risultati piu elevati nei pE#i con etd maggiore. Lo sviluppo di cirrosi fiethe

un periodo di decadi per instaurarsi ed e influenzia diverse variabili. Quindi nei soggetti di eta
avanzata € piu frequente il riscontro di evoluzi@ireotica, in quanto si presuppone un periodo di
epatopatia piu lungo rispetto ai soggetti con efariore, che possono essere invece considerati a
rischio di sviluppo di cirrosi in futuro. Questdenpretazione & confermata dalla analisi a due vie.
Infine tra i soggetti affetti da cirrosi le conceattioni piu alte sono state riscontrate nei casuinsono

gia presenti complicanze, riferibili a ipertensiqraatale (ascite)

Si puo dunque affermare che i risultati del dosagigl Gas6 nel sangue di pazienti con epatopatia
cronica hanno documentato chiaramente come, alrgulvg della malattia epatica, quando cioe la
massa di epatociti nel fegato ovviamente cala,olacentrazione di Gas6 nel sangue aumenta. Lo
sviluppo di epatocarcinoma non ne determina urriatee aumento, indicando che, probabilmente, non
vi & produzione di tipo paraneoplastico di questagina e che la concentrazione di Gas6é non puo
essere un utile marcatore sierologico dell’epatmnama.

Nello studio presentato da Ladfil et al., Gas6 sendgssere implicato nei processi di sopravvivenza
delle cellule stellate: i nostri dati sono dunquecioncordanza con quelli sperimentali, se questi
vengono interpretati alla luce del fatto che inscodi danno cronico le cellule stellate sono ampiam
implicate nei processi di riparazione e rigenenagiodel parenchima. Quindi, un’aumentata
concentrazione di Gas6 nei pazienti con un elegetdo di malattia fibrotica potrebbe essere mislira
elevata attivita delle cellule stellate, il che gmrta 'aumentata deposizione di ECM. Dunque un

fattore promuovente I'evoluzione fibrotica.



Del resto l'elevata concentrazione di Gas6 € coij@tanche con uno stato inflammatorio,
condizione che caratterizza I'inizio e la progreasi della patologia epatica in senso fibrotico & po
cirrotico.

Non essendo ancora del tutto chiari i meccanismcldarance del Gas6 circolante, si potrebbe
obbiettare che i valori di Gas6 possono essereedegiati a riduzione dei processi di degradaziode e
eliminazione proteica. A questo proposito, il dagageseguito simultaneamente sia su sangue
periferico sia su sangue delle vene sovraepatieh@dstrato in quest'ultimo maggiori concentrazioni
ematiche. Possiamo pertanto affermare che I'effegtto del passaggio di sangue attraverso il fegato
I'arricchimento di Gas6, non il contrario. Gli esipegenti in vitro danno supporto all'ipotesi chedhs6
rilevato nel sangue periferico di pazienti cirroiit concentrazione aumentata rispetto al riferitnen
normale, e con un gradiente a decrescere tra saafjue dalle vene sovraepatiche e vene periferiche
possa, in buona misura, derivare dalle celluldageelInfatti cido che certamente aumenta al prageed
della malattia epatica € la quantita di celluldate attivate.

In conclusione in questo lavoro abbiamo dimostidte la proteina Gasé6 inibisce la liberazione di
citochine pro-inflammatorie e favorisce la tradungadi citochine anti-infiammatorie da parte di una
linea cellulare neoplastica umana a differenziazioracrofagica attraverso l'attivazione del recettor
tirosina chinasi Mer, risultato che trova conferamche su monociti isolati da prelievi di sangue
periferico. Abbiamo inoltre dimostrato che I'effettiscontrato € dovuto all’attivazione del recedtor
Mer con conseguente inibizione della proteina ahi@BK3P tramite Akt e con conseguente inibizione
del fattore di trascrizione NdB.

Inoltre abbiamo dimostrato che la proteina Gaséesgnte nel liquor cefalorachidiano umano con una
concentrazione di 6,3 ng/ml. Il rapporto della camtcazione liquorale di Gas6 rispetto a quella
plasmatica e inaspettatamente elevato rispettaedesimo rapporto delle altre proteine, in parti@la
dell'albumina. Fatto compatibile con una produziarteatecale di Gasé.

La concentrazione della proteina Gasé6 liquorale @anfluenzata ne dalle proteine totali liquoradi n
dall’eta dei pazienti.

Gas6 aumenta nelle patologie infiammatorie demidanti croniche (CIDP). Si pud quindi ipotizzare
che Gas6 abbia un ruolo nella demielinizzazioneniceo periferica sia come molecola implicata
nell'inflammazione cronica autoimmuni, sia comedeg coinvolto nei processi di remielinzzazione.
Infine i nostri risultati suggeriscono che la pinte Gas6 possa essere un indicatore di progressione

fibrotica. L'utilita clinica di tale determinazionaotrebbe essere valutata in paragone a deterromazi



invasive (biopsia epatica) e non invasive (elastamepatica) della fibrosi.. Non vi e evidenzajene,

che Gas6 svolga uno specifico ruolo nella epatauagenesi.
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Relatore: Prof. Agata Budkowska

Institut Pasteur, Unité Hépacivirus

Paris

“Ruolo dei papillomavirus umani nello sviluppo demori del distretto genitale”
Relatore: Prof. Santo Landolfo

Cattedra di Microbiologia

Universita degli Studi di Torino

“Dinamica dell'infezione da HPV ed epidemiologid dancro alla cervice uterina: implicazione pesti@tegie di
vaccinazione”

Relatore: Dott. Jacopo Baussano

SCDU Epidemiologia dei Tumori, Facolta di Medicen&hirurgia



Universita degli Studi del Piemonte Orientale “Ai0fadro”

“La ricerca farmacologica: dal laboratorio allanatia”
Relatore: Dott. Domenico Valle

Medical Division Eli Lilly

Sesto Fiorentino —FI-

“Sistema degli endocannabinoidi: nuovo target teusipo per I'obesita e le sue complicanze carditatnaiche”
Relatore: Prof. Uberto Pagotto

Endocrinologia

Universita degli Studi di Bologna



CORSI FREQUENTATI

Primo anno
Corso di inglese tenuto dal Prof. Irving-Bell

Secondo anno
Corso di statistica tenuto dal Prof. Magnani

Terzo anno

Corso BioRad “gPCR Solutions: incontri con la PCEaRTime
Centro per le Biotecnologie Molecolari

Aula Aristotele

Torino

Corso Applera “Real Time PCR”
Universita degli studi del Piemonte Orientale “Ao®adro”
Novara

Corso ANBI “Rna interference: metodi e applicazidel silenziamento genico”
Dipartimento di Biotecnologie e Bioscienze

Universita di Milano Bicocca

Milano

CONGRESSI FREQUENTATI(elenco completo: denominazione congresso, setks), da
Primo anno

“L'influenza aviaria”
Organizzatore: dott. Ferri Marco
Presso Albergo lItalia, Novara

2 Febbraio 2006

“AIDS: il silenzio continua”
Organizzazione: Health Data, Torino
Chairman Dott. Giovanni Rizzo
Direttore Scientifico Prof. Di Perri
Presso Auditorium BPN, Novara

4 Ottobre 2005

Secondo anno

“Annual European Congress of Rheumatology”

Barcellona 13-16 Giugno 2007

Terzo anno

“Nanotechnology and bioimaging: novel approachetiagnosis and drug delivery”
Presso Dipartimento di Scienze Mediche,

Universita del Piemonte Orientale “A.Avogadro”

“Congresso Nazionale della societa Italiana di @aslogia”
Napoli 6/9 ottobre 2008 (Partecipero)



COMUNICAZIONI A CONGRESSI ( elenco completo: autori, titolo, denominazione gesgo, sede, data)
A) Comunicazioni presentate personalmente (orali dgds

Sainaghi P.P, Alciato F., Sola D., Castello L.,danasco L., Avanzi G.C. Gas6 modulates cytokinegetien in U-937
(human monocyte-like cell line) with an anti-inflamatory effect. Ann rheum dis. 2007 July. 66 Suppl50
Annual European Congress of Rheumatology, Barcell@16 Giugno 2007

B) Altre comunicazioni

Sainaghi P.P., Collimedaglia L., Alciato F., LedviéA., Puta E. Naldi P., Castello L., Monaco F., AzaG.C. Elevation
of Gas6 protein concentration in cerebrospinatfifi patients with chronic inflammatory demyelimatipolyneuropathy
(CIDP). Eur J Neurol. 2007 Aug. 14 Suppl 1:126

Congress of the European Federation of Neurolo@oaleties, Brussels 25-28 Agosto 2007

Sainaghi P.P., Alciato F., Carnieletto S., Masdaktt, Sola D., Castello L., Inglese E., Bellomo, @vanzi G.C.
Measurment of Gas6 protein in patient with acuspaiéa. Eur Resp J. 2007 Sept. 30 Suppl 51:51s
17th European Respiratory Society Annual Congr@tx;colma 15-19 Settembre 2007

Marconi C., Minisini R., Sainaghi P., Fabris L.aReosi L., Mossio E., Alciato F., Toniutto P., SnarC., Avanzi G., Pirisi
M. Gasb is produced by human stellate cells andldsma levels reflect the severita of cirrhosig} Dv Dis. 2008 Feb.
Vol 40:A8 AISF, Roma, 20-22 Febbraio 2008

Marconi C, Minisini R, Sainaghi PP, Franzosi L, ldlo F, Fabris C, Toniutto P, Avanzi GC, Pirisi Bas6 is
constitutively produced by human stellate cells ésglasma concentration reflects cirrhosis pregi@n. J Hepatol. 2008
Apr Suppl 2 Vol 48, EASL, Milano, 23-27 Aprile 2008

Sainaghi PPCollimedaglia L, Alciato F, Leone MA, Naldi P, Mooa F, Avanzi GC. Cerebrospinal fluid (CSF) cytoléne
chemokines and growth factors in Guillain Barreldrpme (GBS) versus Chronic Inflammatory Demyelirgat
Polyneuropathy (CIDP)."BInternational Congress on Autoimmunity, Porto, t8epber 10-14, 2008

Sensi M., Castellano G., Catani M., De Santis Gciato F., Nicolini G., Avanzi GC., Canevari S.,massetti A., Anichini
A. Expression of the receptor tyrosine kinase Axd és ligand, Gas6, in human melanoma. 50° cosgraazionale della
societa italiana di cancerologia, Napoli, 6-9 oteoB008

ARTICOLI SCIENTIFICI PUBBLICATI NEL CORSO DEL DOTTO RATO (elenco completo)

Alciato F, Sainaghi PP, Castello L, Bergamascoadrnizletto S, Avanzi GC. Development and validatiban ELISA
method for detection of growth arrest specific &8B) protein in human plasma. J Immunoassay Immueoc
2008;29(2):167-80.

Sainaghi PP, Collimedaglia L, Alciato F, Leone MAJta E, Naldi P, Castello L, Monaco F, Avanzi G&vation of Gas6
protein concentration in cerebrospinal fluid ofipats with chronic inflammatory demyelinating potymopathy (CIDP).J
Neurol Sci. 2008 Jun 15;269(1-2):138-42. Epub 2068 14.

Sainaghi PP, Alciato F, Carnieletto S, Castell®&rgamasco L, Sola D, Bongo AS, Inglese E, Polgsavgnzi GC. Gas6
evaluation in patients with acute dyspnea due $pected pulmonary embolism. Respiratory Medicimedtato con
revisione)






