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INTRODUZIONE

Aspetti generali dell’autoimmunita.

Una delle caratteristiche del sistema immunitari@ €apacita di discriminare tra antigesalf e
non-self,facendo in modo che si sviluppi una risposta imitamia solo contro sostanze estranee
allorganismo e favorendo la tolleranza verso dfitigeni autologhi (fenomeno noto come
tolleranza al self

La tolleranza akelf inizia durante lo sviluppo linfocitario quando riepursori dei linfociti B e T
subiscono, rispettivamente nel midollo osseo etined, un rigoroso processo di selezione clonale
con cui si eliminano non solo i linfociti che naerscono a riarrangiare in modo produttivo i geni
dei recettori per I'antigenes¢lezione positiyama anche quelli che riarrangiano un recettore
autoreattivo (slezione negativa)Negli anni '60 si riteneva che la selezione riegatliminasse
tutti i linfociti autoreattivi e che le malattie tmimmuni fossero I'inevitabile conseguenza di arror
in questo processo di delezione. In realta i mdsoandi tolleranza centrale non sono sufficienti
per eliminare tutti i linfociti potenzialmente awmattivi dal momento che non tutti gli antigeni
autologhi sono rappresentati a livello degli ordarioidi centrali. A partire dalla fine degli aniv0
sono state ottenute numerose evidenze sperimeaigalfatto che linfociti autoreattivi maturi
circolanti sono normalmente presenti nei soggatti sormali. Poiché la presenza di queste cellule
non porta inevitabilmente allo sviluppo di manigegbni autoimmuni, la loro attivita deve essere
regolata attraverso meccanismi tollerogenici attiviperiferia, come l'anergia e la delezione
periferica.

Inoltre, a livello periferico, cellule debolmentatareattive possono essere regolate negativamente
attraverso l'azione di citochine Th2 non infiammetoprodotte da linfociti T differenziati
(immunomodulazioneoppure attraverso I'azione di linfociti T regaldt capaci di esercitare una
immunosoppressione dominante nei confronti deoditif autoreattivi.

Un meccanismo di controllo dell’autoimmunita é,lirey rappresentato dalla naturale tendenza delle
risposte immunitarie ad auto-limitarsi. Quando élude del sistema immunitario si attivano si ha
'espressione di geni coinvolti nella proliferazeore nelle funzioni effettrici dei linfociti, ma
contemporaneamente si induce anche 'espressiargedieche determinano I'apoptosi della gran
parte dei linfociti attivati, fenomeno noto comspégnimento della risposta immunitdti®uesto
processo € essenziale per garantire protezioneoméionti dell’autoimmunita: se i linfociti non

vanno in apoptosi dopo che gli antigawin-selfsono stati eliminati, c’e il rischio che riconosoa



per errore antigerself. Tuttavia una piccola porzione di essi non muorepernane come cellule

memoria, importanti nelle successive stimolaziapdrte dello stesso antigene.

| sistemi di tolleranza akelf che normalmente proteggono ciascun individuo ld#ociti
potenzialmente autoreattivi, possono in certi ¢alire. Questi fallimenti portano allo sviluppo di
una risposta inappropriata del sistema immunitaxemtro tessutiself fenomeno chiamato
autoimmunita.

| fattori che possono determinare il passaggio da potenziale autoreattivita alla malattia
autoimmune sono molteplici, ed includono gli agentettivi, spesso di tipo virale, i fattori
ambientali, il sesso e la perdita delle celluleotatprie.

Le infezioni possono scatenare la malattia attsvetari meccanismi. La presenza, negli agenti
infettivi, di antigeni simili ad antigeniself (fenomeno del “mimetismo molecolare”), puo
determinare una “cross-reazione” contreealfda parte della risposta anti-agente infettivo dope
quest’ultimo é stato eliminato. Inoltre l'infeziopeido danneggiare i tessuti causando la liberazione
di antigeni normalmente sequestrati, che non soacstati visti dal sistema immunitario e che sono
quindi erroneamente riconosciuti come remif Infine il processo inflammatorio cronico locale
innescato dall'infezione nel tessuto, determinadpeione di citochine e I'attivazione delle APC
aumentandone la capacita di presentare gli antigelei capacita costimolatorie; la presenza di
guesto ambiente ipereattivo potra permettere Vatibne di linfociti T autoreattivi che non si
sarebbero mai attivati in un contesto immunnolagieate a riposo.

Anche i fattori ambientali contribuiscono allo sipbo delle malattie autoimmuni anche se spesso il
fattore ambientale scatenante resta ignoto. Inolmieche il sesso femminile &€ un fattore
predisponente lo sviluppo di malattie autoimmunstato dimostrato che la produzione massiva di
estrogeni nella donna altera alcune funzioni d€otiti B. Infine, anche alterazioni nel numero e
nella funzionalita dei linfociti T regolatori CD&D25' contribuiscono all’autoimmunita.

Un difetto dell’apoptosi puo favorire una rispoatgoimmune in differenti modi. In primo luogo le
cellule apoptotiche esprimono in membrana autoantignusuali per una cellula normale, e |l
rallentamento della morte cellulare rende questigani self piu esposti nel tempo. Oppure
alterazioni del processo apoptotico possono scaefenomeni necrotici che, a differenza
dell'apoptosi, determinano la comparsa di reaziofammatorie che favoriscono la presentazione

di antigeni autologhi al sistema immunitario.

Le malattie autoimmuni colpiscono il 5-10% dellgoptazione dei paesi occidentali. Dal punto di

vista clinico le malattie autoimmuni possono esskvese in due grandi categorie: quelle organo-



specifiche e quelle sistemiche. Nella malattie @wtouni organo-specifiche, la risposta
immunitaria,caratterizzata dalla presenza di autoanpi o linfociti-T-effettori, € diretta controru
antigene bersaglio espresso selettivamente da o osgano, per cui le manifestazioni della
malattia sono in gran parte limitate ad esso, cpereesempio nel diabete mellito di tipol, nella
sclerosi multipla (SM) e nella tiroidite di Hashitoo Nelle malattie autoimmuni sistemiche la
risposta € diretta contro antigeni bersaglio esprgsiquitariamente e coinvolge quindi piu organi e
tessuti, come ad esempio nella sindrome autoimriinfoproliferativa (il cui acronimo € APLS) e
nel lupus eritematoso (LES).

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogeoetie malattie autoimmuni possono essere
mediate da anticorpi oppure da cellule. Le primengeendono malattie come le emocitopenie
autoimmuni, causate da autoanticorpi contro van ti cellule del sangue, oppure il lupus
eritematoso sistemico, causato dalla deposizioneaim tessuti di immunocomplessi formati
principalmente da anticorpi contro complessi DN#ois 0 RNA-ribonucleoproteine e i rispettivi
autoantigeni. Fanno parte di questa categoria aaldome malattie autoimmuni organo-specifiche
causate da autoanticorpi capaci di esercitare tinitatagonista o antagonista sull'organo bersaglio
ad esempio nel morbo di Graves-Basedow anticorpiracettore del TSH causano iperfunzione
tiroidea, mentre nella miastenia grave anticorpitim il recettore dell’acetilcolina inibiscono la
trasmissione dell’impulso neuromuscolare. Le migatdutoimmuni cellulo-mediate sono una
categoria in continua crescita e sono mediate ipatmente da linfociti T helper di tipo 1 (Thl),
caratterizzati dalla produzione delle citochineimiiammatorie IL-2, IFN e Linfotossina, e da
linfociti T citotossici (Tc). Esempi di questo tigh malattie autoimmuni sono il diabete mellito di
tipo 1 oppure la sclerosi multipla in cui i linfticThl e Tc aggrediscono rispettivamente le celfule
del pancreas e la mielina del sistema nervosoaenin queste malattie si osserva spesso anche la
produzione di autoanticorpi, che sono considertdii marcatori dello sviluppo della malattia, ma
guesti sarebbero conseguenza del fenomencegdiétipe spreading@ avrebbero un modesto ruolo
patogenetico.

L’autoimmunita presenta una eziologia multifattteian cui diversi fattori genetici associati a
fattori scatenanti (eta, sesso, background geneéisposizione a fattori infettivi e ambientali)

concorrono ad aumentare la suscettibilita dellaattialstessél].



La sclerosi multipla (SM).

Epidemiologia

La SM e una malattia inflammatoria cronica del sistaraavoso centrale (SNC). Se si escludono i
traumi, € la causa piu frequentemente di disahil@arologica nei giovani adulti. E’ piu frequente
nel sesso femminile, e il rapporto femmine/masduiasda 1,9 a 3,1. L'esordio e raro prima
dell'adolescenza situandosi in genere fra i 2@%® anni, con un picco d’incidenza per eta intorno a
30 anni.

E’ diffusa in tutto il mondo, ma numerosi studi @gmiologici hanno evidenziato una
disomogeneita nella sua distribuzione geografica.

Si possono individuare zone ad alto rischio, casitdi prevalenza uguali o superiori a 30 casi di
SM definita per 100000 abitanti, comprendenti glbAJ settentrionali, il Canada meridionale,
I'Europa centro-settentrionale, I’Australia sudemtale e la Nuova Zelanda; zone a medio rischio,
con tassi compresi tra 5-25/100000, comprendetirbpa mediterranea, gli USA meridionale la
popolazione bianca del Sud Africa;ed infine,zonbagaso rischio, con tassi inferiori a 5/100000
comprendenti Asia, Africa, gli stati settentrionddil Sud America e i Carabi. In Italia la prevakenz
e di 20/100.000 con un numero totale di paziemiab di circa 50.000, con la piu alta prevalenza
in Sicilia e Sardegna.

La causa della SM non é ancora stata chiarita ergligtudi suggeriscono si tratti di una malattia
multifattoriale che dipende da fattori ambientgénetici, immunologici.

Il decorso della SM presenta caratteristiche vdriaa imprevedibili. Si distinguono tre tipi
fondamentali di SM in relazione al decorso delldatti:

a) nel 85% circa dei casi la malattia si presenf@raeede per “poussée”. In questa forma
definita a “ricadute e remissioni’RR) vi sono recidive imprevedibili durante le quali
appaiono nuovi sintomi oppure i sintomi gia preseahiventano piu severi. | sintomi
neurologici, che sono la controparte clinica deiof@eni inflammatori che portano alla
rottura della barriera emato-encefalica e alla mone di nuove lesioni, sono seguiti da
una remissione completa o parziale che pud duras manche anni. Dopo un periodo
variabile dall’esordio, in genere 5-20 anni, neflaggior parte dei casi il decorso diventa
progressivo, con 0 senza ricadute sovrapposte,iguwahdo la forma “secondaria
progressiva” (SP).

b) SP. questa variante della SM viene considerata comesacondo stadio della malattia,
poiché si presenta nella maggior parte dei pazanmi SM RR. Si osservano attacchi acuti

isolati ma la regressione, in questo caso, nomeplaia e tra un attacco e l'altro l'invalidita



progredisce. Con il tempo il numero di attacchitasuriduce mentre il grado di invalidita
aumenta progressivamente.

c) In circa il 10% dei casi, la malattia mostraagtumulo progressivo di sintomi neurologici
irreversibili definendo la forma “progressiva prin@d (PP), dovuta a meccanismi
immunopatologici parzialmente distirjf].Mancano gli episodici attacchi acuti, cosi come
le remissioni. Solo occasionalmente si assiste@pimiglioramenti transitori.

Accanto a queste forme ne troviamo altre due: dam#&obenigna e la forma progressivo-recidivante.
La prima e caratterizzata da un recupero complefm dino o due recidive e non causa deficit
permanenti. La diagnosi di una sclerosi di tipoitpen € molto difficile e puo avvenire solo dopo
10-15 anni dall’esordio dei primi sintomi; questarrha € associata a sintomi meno severi
generalmente legati ad una alterazione della sétésibnentre la forma progressivo-recidivante
caratterizzata da un decorso progressivo fin dalitgo, con recidive seguite 0 meno da recupero.
Gli intervalli tra una ricaduta e l'altra sono dtedzzati da una continua progressione della
malattia, a differenza di una forma recidivantediteante dove l'intervallo che intercorre tra due

ricadute & privo di progressione.

Fattori immunologici

Un insieme di dati clinici e sperimentali suppoddiipotesi che si tratti di una malattia a genesi
autoimmune. In particolare, questa ipotesi si fosulée seguenti osservazioni: a) nel contesto delle
lesioni demielinizzanti sono presenti cellule infi@matorie[3;4]; b) la suscettibilita alla malattia &
legata a geni importanti per il controllo dellapasta immunitarid5]; c) il decorso della malattia
puo essere modificato da terapie immunomodul@nfi]; d) si riscontrano alterazioni immunitarie
quali la presenza di anticorpi oligoclonali neluay [8]. Una delle indicazioni piu attendibili in
favore di questa ipotesi e costituita dalle an@agiiniche e neuropatologiche con I'encefalomielite
autoimmune sperimentale (acronimo inglese, EAE). L'EAE viene indotta attivamente,
immunizzando I'animale suscettibile con proteindadmielina, oppure passivamente attraverso |l
trasferimento adottivo di linfociti T encefalito1gespecifici per tali protein¢l0;11]. E’ mediata
dai linfociti T CD4+ reattivi verso un epitopo damante della proteina basica della mielina (MBP)
nell’ambito del complesso maggiore di istocompétédi classe II.

Si pensa che queste cellule appartengano alla ampok linfocitaria Thl, caratterizzata dalla
secrezione delle citochine proinfiammatorie IL2NHr, TNF-u. Infatti, si ottiene un beneficio
terapeutico in molti modelli animali di EAE blocainla via di trasduzione mediata dal ThFe

polarizzando le cellule verso un fenotipo Th2.



Nonostante cio, recenti studi hanno dimostrato c6¢BAE e la SM non siano un esempio di
univoca risposta Th-mediata ma che il meccanisnt@ lahse sia piu complesso. Infatti topi
knockout per IFNy o per TNFe sviluppano comunque una EAE anche se con unattbsita e
severita diverse dai toiild-type[12;13]. Inoltre, un’altra citochina a cui € stato impotan ruolo
nelle sviluppo di questa malattia € IL-17. Nel 198ftti fu osservata la presenza di elevati livell
di tale molecola nel sangue e nel liquido cerebrade di pazienti SM. Recentemente sono stati
pubblicati studi che dimostrano I'associazione koa sviluppo di placche demielinizzanti e
'accumulo di Th17 nel SNC e periferico; inoltrezpenti RR presentano elevati livelli détinoic
acid-related orphan nuclear hormone recepto(RIORC), noto fattore di trascrizione associato al
differenziamento in senso Thl7.

Nelluomo i risultati, ottenuti dall’analisi moletare della risposta T contro la MBP, hanno
evidenziato che numerose porzioni della proteim siconosciute, nell’ambito di diverse molecole
del complesso maggiore di istocompatibilita, datemici famiglie del TCR. Tali risultati, che
discordano da quanto osservato nella EAE in cuisl@osta immune € diretta contro un epitopo
immunodominante, probabilmente sono dovuti allaf@rda differenza genetica tra i roditori di
laboratorio (ceppiinbred”) e 'uomo (speciéoutbred”).

Gli interventi sperimentali di terapia immunologioalluomo si sono focalizzati sul blocco dei
cloni T CD4+ diretti contro le proteine della mredi, sulla polarizzazione verso un fenotipo Th2 o
sul blocco della traduzione del segnale via TNFe<pa strategie molto efficienti nel classico
modello EAE, non sono altrettanto valide nell'uoemb a volte peggiorano il corso della malattia.
[14;15].

Anche i meccanismi umorali dellimmunita sembrargsere coinvolti nel danno neuronale. Nei
pazienti con SM sono state documentate risposteoapali nei confronti della MBP, della
glicoproteina associata alla mielina (MAG), delleotgina proteo lipidica (PLP) e deliB
cristallina[16]. E’ corretto ricordare che, ogni iniziale rispodt linfociti T verso un autoantigene,
puo scatenare successivamente una risposta pitsificata contro altri autoantigeni, un fenomeno
noto come‘epitope sprading’.

L’importanza di una risposta umorale e indicatdadaresenza di immunoglobuline oligoclonali
presenti nel liquor in piu del 90% dei casi di SMr mon rappresentando una specificita di questa
malattia dal momento che si possono trovare inerallre patologie inflammatorie del SNC come

anche infettive o autoimmuni.



Patogenesi

E’ universalmente accettato che il sistema immuioitavolga un ruolo chiave nella patogenesi
della sclerosi multipla. Le prime evidenze indicawa linfociti T CD4+ come mediatori chiave
nella patogenesi della malattia, grazie a studdotthsul modello animale murino (EAE)7]. E’
opinione comune che gli eventi iniziali dell’attaiane dei linfociti T avvengano in periferia dove i
linfociti T incontrerebbero uno specifico autoaetig presentato da molecole del MHC-II in
presenza di segnali costimolatori come B7-1 e B3ulle cellule presentanti I'antigene. Queste
cellule autoreattive potrebbero essere presemtelid periferico come linfociti “quiescenti”, seaz
manifestare il proprio potenziale autoaggressivao lStimolo esterno, quale una malattia infettiva,
potrebbe attivare questi linfociti.

Affinché possa iniziare una risposta immunitarieale a livello del SNC, i linfociti T circolanti
attivati in periferia devono attraversare la bawriematoencefalica.

Il processo di diapedesi attraverso questa stajttimplica una complessa interazione tra a)
molecole di adesione, b) chemochine, c) proteagiado di alterare la membrana basale, la matrice
extracellulare e di degradare la miel[d8].

Nella fase successiva, i macrofagi e la microglea@no un ruolo chiave. Questi elementi agiscono
come APCa livello locale, perpetuando la demielinizzazidnenunomediata attraverso: a) la
fagocitosi, b) il rilascio di citochine, c) I'attazione di proteasi, d) il rilascio di mediatoritas. La
reazione infiammatoria percio aggredisce la mielmalivello del SNC producendo prima
demielinizzazione e poi danno assonale, che indaceeficit neurologico irreversibile.

Dati recenti dimostrano un importante ruolo defdeiti CD8+ [19]; esiste infatti una significativa
correlazione tra la presenza dei linfociti CD8+iledanno assonale nelle lesioni scleroti¢g@].
Resta ancora da definire come i linfociti CD8+ cimtiscano alla patogenesi della malattia. Studi
su modelli animali hanno suggerito sia un ruolo Yaediatori” sia da “soppressori”
dell'inflammazione. Nel primo caso, le cellule CD8&anneggerebbero direttamente gli assoni, a
seguito del riconoscimento degli epitopi presensatiMHC-I espressi in superficie dagli assoni
stessi o indirettamente, distruggendo le cellulgigthe presentano epitopi di classe |, lasciagldo
assoni esposti ad un’altra forma di infiammazioNel secondo caso invece, il loro ruolo di
“soppressori” si esplicherebbe nel diretto ricommgnto di molecole di classe | sulle cellule CD4+
[21]. Il contributo dei linfociti CD8+ al danno assomalotrebbe essere determinato dal rilascio di

“mediatori” chimici.



Osteopontina (OPN).

Caratteristiche strutturali e funzionali

OPN € una glicoproteina acida fosforilata a livalliodiversi residui di serina ed € implicata in
eventi fisiologici e patologici tra i quali il ringellamento osseo, l'inflammazione, il cancro,
'angiogenesi, le patologie cardiovascolari e lelatiee autoimmuni[22-25] OPN esiste come
proteina immobilizzata nellenatrice extra-cellulare, ma anche come citochirlabsle nei fluidi
biologici, dove agisce come importante componerde plocessi infammatori e della risposta
immunitaria[26;27].

Fu inizialmente identificata come la piu abbondasitdoproteina presente nel tessuto 04284

ma e stata successivamente ritrovata anche nellzemqth, nel rene, nel muscolo liscio e nei
leucaociti.

OPN eé secreta principalmente dagli osteoblastigh dateociti, dalle cellule epiteliali renali, dl
cellule del muscolo liscio, dalle cellule endotitliama e anche abbondantemente espressa dai
linfociti T e B attivati (fu identificata comd=arly T-cells Activaction- Eta-1) dai monociti-
macrofagi, dalle cellule NK e dalle cellule dendhe.

OPN e codificata da un gene polimorfimymato da 7 esoni e 6 introni e localizzato neliho sul
cromosoma 4 (4921-g25). Il suo peso molecolareaviaai 25 e 80 kDa in base alle modificazioni
post traduzionali ai quali & sottoposta, tra cutagilazione, fosforilazione e clivaggio ad opera
della trombina. In particolare, in seguito al taghroteolitico operato dalla trombina, OPN espone
la sequenza peptidica SVVYGLR importante per proveue l'adesione delle cellule che
esprimono le integrin@9 e a4. OPN subisce tagli proteolitici anche da partded®IMP, in
particolare della MMP-3 e della MMP-7. Inoltre, OPpbssiede una sequenza tripeptidica
“Arginino-Glicina-Aspartato” (RGD) a livello dellguale pud essere abbondantemente glicosilata.
OPN attraverso il dominio RGD ¢ in grado di interagon le integrine531, a8f31, avpl, avp3 e
avp5, favorendo i meccanismi di adesione di linfodite B, macrofagi, piastrine, osteoclasti, e
cellule del muscolo liscio. E stato dimostrato dhegame di OPN con l'integrina,ps media la
migrazione delle cellule endoteliali durante I'avggnes{29;30].

OPN ¢ in grado di interagire anche con diverseorsoé di CD44, in particolare con CD44.
CD44 e una proteina di membrana glicosilata cotavakll'adesione e neHomingdei linfociti.
Questa interazione media la funzione chemotatticaRN, riduce I'espressione di IL-10 e IL-4, e
favorisce la produzione di IL-131;32]. Il legame di OPN sia con CD44 sia con le integrin
polarizza i linfociti T verso una risposta T[8B3].

Sono state identificate tre isoforme di OPN chgesierano in seguitosplicing alternativo OPNa

di 945bp che codifica per la proteina intera, ORNB03bp che presenta una delezione di 14



amminoacidi nell'esone 5 e OPNc di 864bp che ptesema delezione di 28 amminoacidi
nell’esone 434;35]. Recentemente é stata identificata una forma-geHalare di OPN (iOPN) la
guale viene generata a partire da un sito di trasoe alternativo non-AUG, a valle di quello
canonico, che determina la perdita del peptide aedB6]. Il ruolo principale attribuito a IOPN e
guello di inibire la produzione di IL-27, potentahitore della produzione di IL-17, da parte delle

cellule dendritiche, favorendo quindi lo sviluppaud fenotipo Th1737].
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Figura 1. Rappresentazione schematica di OPN

Ruolo nell'inflammazione

Sebbene identificata nel 1985, il coinvolgiment®N nel processo inflammatorio e nella risposta
immunitaria e stato descritto solo negli ultimi anbiversi mediatori dell'infliammazione, come
TGF-u e IL-1, inducono la trascrizione di OPN attraverattivazione diProtein Kinase QPKC)
[38].

OPN é una molecola con un duplice ruolo, pro- ddiaflammatorio. Per cio che riguarda la sua
azione pro-infammatoria agisce come agente chamattato, favorisce I'adesione dei macrofagi e
modula la funzione di macrofagi e linfocitiiit vitro [39]. E noto che OPN & prodotta dai linfociti T
nelle prime fasi di attivazione e che recluta evatt macrofagi a livello del sito infammatorim
vivo, la somministrazione subcutanea di OPN inducehiamo locale di macrofag#O]; mentre il
legame con il recettore CD44, a livello dell’esti@mC-terminale, promuove la chemotassi e

I'attivazione dei macrofagi steqdil].



OPN e coinvolta nell'infiltrazione macrofagica efticitaria in risposta a diversi stimati vivoed é
espressa dagli istiociti nei granulomi di variaunatcome nella tubercolosi e nella sarcoidosi. Nel
topo, OPN costimola i macrofagi, attivati da LP$radurre IL-12 ed inibisce la produzione di IL-
10. In linea con quest'osservazione, tkpock-outper OPN rispondono ad infezioni normalmente
caratterizzate da una risposta di tipo Thl con mdetta produzione di IL-12 e un’aumentata
produzione di IL-1Q42;43].

OPN influenza anche la differenziazione dei linfiodi, favorendo la produzione di IFiN-e
I'espressione di CD40[44]. Recentemente é stato dimostrato che OPN indym@asdvenza dei
linfociti T attivati, attraverso la regolazione dattori di trascriziond-orkhead Box O3A(Foxo3a)

e NF«B [45;46].

Per quanto riguarda la sua azione anti-inflammatgrbco € conosciuto, ma si pensa che OPN
eserciti un effetto anti-inflammatorio inibendopieoduzione di ossido nitrico attraverso l'inibizeon
di INOS[47;48]. Inoltre, recentemente é stato dimostrato che @&bn effetto anti-infiammatorio
durante la seconda esposizione all’antigene inoodirepisodi allergicj49].

Ruolo nei tumori

OPN svolge un ruolo fondamentale anche nello spibugei tumori esercitando i suoi effetti pro-
metastatici interagendo con le integrine e con CD4uhterazione tra OPN e CD44 aumenta la
formazione di foci, l'invasione e la tumorigenesitraverso la via del segnale mediata dalla
proteina chinasi Rac. Diversi studi hanno dimostrahe OPN protegge le cellule tumorali
dall'apoptosi attivando la via di sopravvivenzdakfatidilinositolo3chinasi(PI3K)-Ak[50].

OPN ¢ iper-espressa in diversi tipi di tumore trguali tumore della mammella, della prostata,
osteosarcomi, glioblastomi e melanofBil]. Topi knock-outper il gene di OPN mostrano una
ridotta capacita di formare colonie goft agare una piu lenta comparsa del tumamevivo. I
silenziamento genico di OPN nel topo, medianteetaita dellaRNA interferenceha dimostrato
una soppressione dello sviluppo dell’adenocarcinahtalon sian vitro chein vivo[42].

Ruolo nelle malattie autoimmuni

Il ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni pud essér parte spiegato con la sua azione pro-
inflammatoria, che prevede il reclutamento di laicmel sito di infiammazione e la polarizzazione
in senso Th1. Lo studio svolto su topi transgepézi OPN (OPK(*), overesprimenti la citochina, ha
evidenziato un accumulo nella cavita peritonealerdparticolare tipo di linfociti denominati B1,

che sono stati in passato associati alla produzioaatoanticorpi e iper-gammaglobulinené].



Elevati livelli di OPN sono stati rilevati nelledioni celebrali di pazienti affetti da SM. Inoltrié,
topo knock-outper OPN sviluppa una forma piu lieve di EAE, méalsberimentale della SM, con
ricadute meno frequenti rispetto al topdld-type [54]. OPN € una citochina chiave nellEAE in
guanto ligando delle integringV/ regola l'attivita degli oligodendrociti, principatesponsabili del
processo di rimielizzazione e favorisce la formagidella mielingd55].

Nell'artrite reumatoide (AR) I'espressione di OPNekevata nei fibroblasti, nei macrofagi e nei
liquidi sinoviali, dove inibisce la produzione dssado nitrico e di prostaglandina H topo knock-

out per OPN mostra protezione dalla AR, confermandmdlo di OPN nella patogenesi della
malattia[56].

Inoltre, un possibile ruolo di OPN nello sviluppondallattie autoimmuni, potrebbe essere spiegato
dal fatto che OPN ¢ in grado di favorire lo svilogi un fenotipo Th17, coinvolto nella patogenesi
della SM, del LES e dellAR57-59]. Dati recenti di letteratura hanno dimostrato cddiN sia in
grado di favorire la produzione di IL-17, inibentlespressione di IL-27, noto inibitore di IL-17
[60].

| ruoli svolti da OPN nello sviluppo dell’autoimmitda nell’'uomo sono molteplidi6l] e lo studio
dei polimorfismi di OPN ha portato ad interessasgociazioni con alcune malattie autoimmuni.
Analisi genetiche, condotte nel nostro laboratodocarico del gene di OPN, hanno identificato
alcuni polimorfismi che formano tre aplotipi (A, & C). E stato dimostrato che i portatori degli
aplotipi B e/o C presentano un rischio 8 volte maggdi sviluppare ALPS, rispetto agli individui
omozigoti AA . Nel caso della SM e del LES i pooraidei genotipi B e/o C presentano un rischio
di sviluppare la malattia di 1.5 volte maggiorespetto ai portatori del genotipo A62;63].
L'incremento dei livelli di OPN é percio da cormedaalla frequenza del genotipo non-AA,
associato ad un aumento dell’'espressione basdbkdedcitochina. Inoltre il nostro laboratorio ha
dimostrato che i diversi aplotipi di OPN correlazun la progressione e la severita della SM; come
misura della progressione vengono correlati pazreg evolvono dalla forma RR alla SP entro i
dieci anni dall'esordio della malattia (progresgioapida) e quelli che permangono nella forma RR
oltre i 10 anni (progressione lenta); la percemtuddi soggetti che presentano una progressione
lenta della malattia si € mostrata significativateepiu elevata nei pazienti portatori del genotipo
AA, rispetto ai non-AA (85% vs 62%, p=0.03Bp].

Il genotipo AA risulta quindi essere protettivo nenfronti sia dello sviluppo dellALPS che
nell’'SM.



Ruolo nella sclerosi multipla.

L’associazione di OPN con la sclerosi multipla atatstudiata estensivamente. OPN é stata
identificata come la citochina piu abbondante prseelle lesioni SM. | livelli di trascritto di QR
nelle placche delle lesioni cerebrali di pazierth ¢<SM risultano superiori di 5 volte rispetto ai
controlli{64]. Significativamente elevati livelli della proteisaritrovano nel plasma di pazienti che
presentano la forma RR della malattia mentre illipdgasmatici di OPN nei pazienti con la forma
PP e SP sono simili a quelli dei controlli Sgg%].

Nel modello murino di EAE la somministrazione dif® a topi OPN induce ricadute ricorrenti e
un peggioramento della paralisi e dei deficits nkgici. Inoltre topi OPN-deficienti mostrano,
rispetto ai topi wild type, un decorso della maasignificativamente piu lieve, una maggiore
velocita di ripresa, assenza di ricadute spontaeng®a minore progressione nella forma/&R66].
Steinman L. e col[13] hanno dimostrato che il legame di OPN all'integradf31 previene la
traslocazione nucleare del fattore di trascrizidokkhead box O3A(FOXO3A) bloccando la
trascrizione di geni pro-apoptotici come BIM, BAKBAX; inoltre OPN aumenta la degradazione
di IkB-a con conseguente attivazione e traslocazione nectbarfattore trascrizionale NEB che
up-regola I'espressione di geni anti-apoptoticii €itbchine di tipo Thl e Th1l7. La somma degli
effetti di OPN sui fattori trascrizionale FOXO3ANF-kB porta, pertanto, alla sopravvivenza dei
linfociti T autoreattivi. Questi risultati sugget@no che OPN possa modulare I'eliminazione per
apoptosi di linfociti infiltrati e di cellule infimmatorie nelle lesioni cerebrali di SM.

OPN potrebbe avere un ruolo nel reclutamento aoditi autoreattivi verso i tessuti cerebrali
inflammati attraverso la membrana ematoencefalidatti OPN € un membro delle Sibling (small
integrin-binding ligand, N-linked glycoproteins)qgbeins[62] ed e secreta ad elevati livelli nella
matrice extracellulare perivascolare durante I'midone del’EAE. Infigura 2 € mostrato il ruolo
patogenetico di OPN nella sclerosi multipla. | ¢iciti T esprimono I'integrinax4f31 (anche nota
come VLA4), che permette loro di legare VCAM1 (walsc cell adhesion molecole 1) e
osteopontina espresse dalle cellule endotelialicaftendano le venule. | linfociti T possono quindi
andare incontro a diapedesi e attraversare la caagsitracellulare per entrare, infine, nel Sistema
Nervoso Centrale. Qui la secrezione di citochinBNCe altre molecole da parte dei linfociti T e
della APC danneggia gli oligodendrociti che produrola mielina. Inoltre plasmacellule
autoreattive possono produrre anticorpi mielinecse che danneggiano ulteriormente la guaina

mielinica.
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Figura 2 Ruolo di OPN nella patogenesi della sclerosi mlalti

Anticorpi diretti contro le catene4 o Bl possono bloccare il legame dei linfociti T umani
all’endotelio cerebrale inflammato e inibire lingenza dellEAE[63;67]. Queste evidenze
sperimentali hanno portato alla sviluppo di un @mo monoclonale umanizzato diretto contro
lintegrina a4pl (Natalizumab), attualmente in fase Il della spentazione clinica. La
somministrazione mensile del Natalizumab per unioder di almeno due anni ha mostrato
riduzione della frequenza delle recidive e delledei nei due terzi dei pazienti tratt§@8;69].
OPN e in grado di legare I'integrimaf31 solo dopo aver subito un taglio proteolitico aem@ della
Trombina, che permette la formazione di due poizZide C-terminale di uguale peso molecolare.
Il frammento N-terminale si caratterizza per I'esgmne di due siti criptici di legame per

lintegrinaa4f31.



SCOPO DEL LAVORO
Osteopontina (OPN) é una fosfoproteina di circaD@0khe agisce sia come citochina nei fluidi
corporei sia come componente della matrice extidaet; € espressa ad alti livelli nelle placche
demielinizzanti dei pazienti con Sclerosi MultigiM) e dei topi con encefalomielite autoimmune
sperimentale (EAE), il modello murino di SM. | tqivi di OPN sviluppano un quadro EAE meno
severo rispetto ai topi normali e la somministraeiadi rOPN a tali topi induce una ricaduta
immediata con succesiva evoluzione verso la formgrpssiva e la morte. Cio suggerisce un ruolo
importante di OPN nella genesi della SM e nellaest@uzione.
OPN é prodotta ad alti livelli nella matrice exe#ualare della barriera ematoencefalica: in questa
sede potrebbe giocare un ruolo nel reclutamentdirdeciti attraverso la barriera ematoencefalica,
processo garantito dalla integrindf31. Tale recettore € il bersaglio del farmaco Natafiab, un
anticorpo monoclinale umanizzato il cui utilizzo hestrato una riduzione dei sintomi e delle
lesioni cerebrali nei due terzi dei pazienti trttta
OPN é in grado di legara4f31 solo dopo aver subito un taglio proteolitico goem della
Trombina, la quale determina lo smascheramenta@isiti criptici di legame a tale integrina, nella
porzione N-terminale. Tale taglio proteolitico, attf, permette la formazione di due porzioni: I'N-
terminale che contiene due siti di legame @481 e la C-terminale che contiene un sito di legame
per un’altra proteina, CD44, coinvolta nell'inibdrie dell’apoptosi linfocitaria. Il legame di OPN
all’ a4p1 e interessante poiché questa integrina e espdas$iafociti T e gioca un ruolo cruciale
nel loro starvaso nel SNC. Infatti anticorpi diretintro le catene4 031 sono in grado di bloccare
il legame dei linfociti T all’endotelio cerebralaflammato e di inibire lo sviluppo del’lEAET7].
Poiché OPN ¢ altamente espressa nelle placche tiE/AMa livello della matrice extracellulare
perivascolare é stato suggerito che essa potrebbarg un ruolo nel reclutamento dei linfociti T
autoreattivi agendo in sinergia con VCAM-1, attiaeeil legame com41. Teoricamente questa
funzione di OPN sarebbe attribuibile al frammentteNninale generato dal taglio proteolitico della
trombina, poiché nella proteina full-length i giii legame all'integrinax41sono mascherati. Ad
0ggi, tuttavia, questa possibilita non é statastigatain vivo.
Questo lavoro si propone lo scopo di valutare dlaypatogenetico di OPN nella SM e nellEAE
attraverso lo studio funzionale dei due frammeetegati dalla Trombina. A tal fine sono state
prodotte proteine ricombinanti di OPN sia umaneaitepo: la proteina wild type, le porzioni N- e
C-terminale e la proteina intera ma mancante delditaglio della Trombina. Le proteine di topo
saranno utilizzatén vivo per studiarne il ruolo nellEAE. Quelle umane ingeverranno utilizzate
per valutarne l'effetto sui linfociti, sui monocig@ sui macrofagin vitro. Questo puo fornire

informazioni utili per la produzione di nuovi fargia garantire approcci terapeutici diversi.



MATERIALI E METODI

LINEE CELLULARI
Hela, sono cellule tumorali immortalizzate altaneestiabilizzate derivanti da un cancro della
cervice uterina. Crescono in adesione in terrendaDM.0% FBS.

CLONAGGIO DEI MUTANTI DI OPN UMANA E MURINA

| costrutti mutanti umani e murini di OPN fusi a Belle Ig sono stati generati inserendo il cDNA
corrispondente, privato della sequenza leadervetori pHYGRO-Human e pHYGRO-Mouse,
rispettivamente contenenti le sequenze CH2-CH2 dig® e il tag SV5.
| primers utilizzati sono i seguenti:

human OPN full-length

Primer forward:BssHII OPN

5" ttgGCGCGATGCCATACCAGTTAAACAGGCTGATTC 3’
Primer reverseNhel OPN

5" ctaGCTAGAATTGACCTCAGAAGATGCACTATC 3

human OPN N-ter

Primer forward:BssHII OPN

Primer reverse OPN (aal-168) Nhel

5" ctaGCTAGCQCCTCAGTCCATAAACCACAC 3

human OPN C-ter

Primer forward:OPN (aa 169-314) BssHII

5 ttgGCGCGATGCCTCAAAATCTAAGAAGTTTCGCAG 3
Primer reverseNhel OPN

mouse OPN full-length

Primer forward:BssHIl MsOPN

5" ttgGCGCGATGCCCTCCCGGTGAAAGTGACTG 3

Primer reverseNhel MsOPN

5" ctaGCTAGGSTTGACCTCAGAAGATGAACTC 3

mouse OPN N-ter

Primer forward:BssHIl MsOPN

Primer reverseMsOPN (aal7-153) Nhel

5" ctaGCTAGCQCCTCAGTCCATAAGCCAAGC 3

mouse OPN C-ter

Primer forward:MsOPN (aa 154-294) BssHII




5" ttgGCGCGATGCCTCAAAGTCTAGGAGTTTCCAGG 3

Primer reverseNhel MsOPN

Per produrre i costrutti mutati nel sito di tagliella trombina & stato necessario scomporre il cDNA
di OPN in due pezzi, sfruttando la presenza diitmwnico di restrizione in prossimita degli aa da
mutare. Sono stati disegnati due primers con @ameahto forward specifici (uno per la molecola
umana e uno per quella murina) mutati nelle triplebdificanti per gli aa desiderati. Tali primers
sono stati utilizzati in una reazione di PCR coprimers revers che appaiano al 3’ di OPN. I
pezzetto wild-type mancante €& stato ottenuto pstrizeéone enzimatica. In particolare i primers
utilizzati sono:

human OPN mut

Primer forwardOPN mut Ndd-or

5" GGAATTCCATATGATGGCCGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGACTAGCTTT AAATC
TAAGAAGTTTCGC 3

Primer reverseNhel OPN

mouse OPN mut

Primer forwardMsOPN mut EagFor

5" CCAACGGCCRAGGTGATAGCTTGGCTTATGGACTAGCTTT AAGTCTAGGAGTTTC
CAG 3

Primer reverseNhel MsOPN

Il clonaggio delle molecole mutanti nel vettore pJE e stato eseguito utilizzando, per tutti, la
stessa coppia di primers. Il primer forward appsidla sequenza kozak, mentre il primer con
orientamento revers appaia sul tag SV5 dei vaitdi GRO. Essi sono:

Primer forward:Bsiwl sense

5" acgCGTACE GCCACRATGGGCTGGAGC 3

Primer reverseAscl anti-sense

5" acgGGCGCGCAOTAAGTACTATCCAGGCCCAG 3

Ciascun amplificato é stato purificato con Exo-SARGE Healthcare) e sequenziato per escludere
la presenza di mutazioni mediante ABI PRISM 310plked Biosystems).

1-3 pg di DNA plasmidico (pcDNAS3.1 Hygro-FcHumanyitrogen, San Diego, CA) e di cDNA

codificante per OPN sono stati digeriti per 2 oi&/&C, in presenza degli enzimi di restrizione alla



concentrazione di 1-2 U di enzima /ug DNA, di tampospecifico 10x fornito dalla casa
produttrice ed acqua sterile.

| frammenti di DNA (inserti) ed il vettore, opportamente digeriti con gli enzimi di restrizione e
purificati, sono stati sottoposti alla reazione ldjazione usando I'enzima T4 DNA ligasi
(Invitrogen). La miscela di reazione € compostal2dA che si vuole clonare (inserto) e dal vettore
con un eccesso del primo rispetto al secondo (pado 3:1), la ligasi (1-2 U di T4 DNA), il
tampone 5X (fornito dalla casa produttrice delliema) ed acqua sterile.

La reazione e stata condotta a 22°C per 2 oreciBeruna delle reazioni enzimatiche realizzate era

previsto un controllo di re-ligazione del vettotese stesso, effettuata in assenza di inserto.

TRASFORMAZIONE BATTERICA ED ESTRAZIONE DEL DNA PLAS MIDICO

| prodotti della ligazione sono stati trasformati batteri competenti del ceppo E. CAM109
(Promega Corporation, Madison, USA). | batteri satati incubati insieme al DNA per 20’ in
ghiaccio, per permettere I'adesione del DNA allpstda batterica. L'ingresso del vettore nella
cellula batterica é stato indotto mediante shookit® tenendo la miscela di batteri e DNA a 42°C
per 45 secondi, e successivamente in ghiaccio’pébatteri sono stati quindi incubati per 30’ in
LB Broth a 37°C, e successivamente seminati sarterselettivo (LB-agar-ampicillina 50 pg/ml) e
lasciati crescere 12-18 ore a 37°C.

Per la preparazione dei plasmidi € stato utilizzatkit di estrazione QIAGEN Plasmid Midi
(QIAGEN) che si basa sulla lisi alcalina delle okl batteriche, cresciute in terreno selettivo
contenente ampicillina a 37°C in agitazione ped6are, seguita dall’adsorbimento del DNA su di
una resina a scambio ionico in presenza di apmtEpiondizioni di pH e di forza ionica. Le
proteine e le impurita vengono rimosse tramite dgi@ ed il DNA plasmidico purificato viene
eluito mediante variazione di pH. II DNA viene qdinconcentrato e desalificato tramite
precipitazione in isopropanolo e successivamertigperato in tampone acquoso e quantizzato allo

spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 260nmr280

PROVA DI TOSSICITA’

Cellule HeLa sono state piastrate in piastra muéil da 48 pozzetti alla concentrazione di 5kitD
200 ul di terreno DMEM 10%FBS. Il giorno successivo atgtcambiato il terreno a cui sono state
aggiunte dosi crescenti di igromicinaB. Le cells¢#o poi state incubate per 24-48-72 ore.

La concentrazione di igromicina necessaria pereaités0% di mortalitd a 48 ore di incubazione é
stata fissata a 0,5mg/ml. Tale concentrazione & $ai utilizzata per ottenere cloni trasfettati

stabilmente.



TRASFEZIONE IN CELLULE HelLa

Cellule Hela sono state coltivate in adesione qsua Petri in terreno DMEM (Gibco, New York,
Usa) addizionato di 1X Antibiotici (Penicillina, '8ptomicina, Gentamicina), 10% FBS (Fetal
Bovine Serum) e incubate a 37°C in atmosfera umatd, al 5% di CQ Il giorno prima della
trasfezione le cellule sono state piastrate allwentrazione di 4xf0

Le cellule sono state trasfettate utilizzando tedgente ionico commerciale, Lipofectamina 2000
(Invitrogen, San Diego, CA), secondo le istruzidelila casa produttrice. Dopo 4h dalla trasfezione

il terreno e stato sostituito con DMEM privo di FBS

WESTERN BLOTTING

Surnatanti di colture cellulari di HelLa, coltivaite assenza di FBS, sono stati raccolti dopo 48h
dalla trasfezione. Le cellule sono state lisateimnbuffer di lisi (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 1%
Triton, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 10% Glicerolo, 0.5mBITT) contenente inibitori di proteasi
(Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina, Phenylmethali@syl fluoride).

| campioni ottenuti sono stati caricati su gel SBYSGE all’'8% di acrilamide secondo protocollo
standard (@rrent Protocols in Molecular Biology i surnatanti sono stati caricati puri, mentre i
lisati proteici sono stati dosati mediante I'usoPdotein Assay (Bio-Rad Hercules,CA, USA), una
variante del metodo Braedford e successivamenieatiaglla quantita di 1 e @g.

| campioni sono stati quindi trasferiti su filtro witrocellulosa (Hybond-C Extra, GE Healthcare,
Piscataway, NY, USA) per 1,5h a 100V in tamponérasferimento (Tris base 3g/l, Glicina 14,4
g/l, SDS 1 g/l, Metanolo 10%). Per verificare I'@nuto trasferimento delle proteine dal gel alla
nitrocellulosa, la membrana é stata colorata coss®donceau (Sigma Aldrich) e poi lavata con
TBS (Tris base 24,2 g/l, NaCl 80 g/l pH 7,6) 1% ®we20. La nitrocellulosa é stata saturata con
una soluzione di 5% latte in polvere sciolto in FBSe quindi incubata 16 ore a 4°C con i seguenti
anticorpi: mAbo-FcHuman (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), mABSV5 (Sigma-Aldrich) e mAb
a-OPN (Upstate, New York, Usa). Successivameniérib fdi nitrocellulosa e stato incubato 1h con
anticorpo secondario coniugato ad HRP. Dopo 3 lgivalgTBS-T, il filtro e stato incubato con i
substrati specifici per chemioluminescenza (ECL Mfes Blotting Detection Reagents, GE
Healthcare), ed il segnale luminoso emesso dadlzigre e stato utilizzato per impressionare i film
da autoradiografia. Il segnale ottenuto sulle éastnpressionate rappresenta quindi le bande

proteiche riconosciute dall'anticorpo primario sfieo.



PURIFICAZIONE PROTEICA

Il mezzo di coltura contenente la proteina chimenbOPN-FcH e stato raccolto e sottoposto a
cromatografia per affinita su protein A-Sepharo&E (Healthcare). La proteina € stata eluita
mediante Glicina 0,1M pH2,7, neutralizzata con 2@8kévol di Tris Base 2M e dializzata contro
PBS 1X.

DOSAGGIO DELLA PROTEINA rhOPN-FcH

La concentrazione di OPN ricombinante presentesngiatante di cellule HelLa trasfettate con il
plasmide pUCOE + rhOPN-FcHuman, é stata determingpgegando il kit ELISA hOPN (R&D
system) seguendo il protocollo fornito dal prodreto

L’OD dei campioni € stata rilevata tramite lettattico Spectra Count con filtro a 450 nm (Bio-
Rad). Infine, e stato utilizzato il programma I-strger I'analisi dei dati e la costruzione dellavau

di regressione.

SEPARAZIONE SU GRADIENTE DI CELLULE MONONUCLEATE DA  SANGUE
PERIFERICO (PBMCs)

Per la separazione dei PBMC, é stato utilizzat@sardi donatori sani ottenuto da una sacca di
sangue concentrato (Buffy coat), proveniente datroetrasfusionale AVIS di Novara. Il sangue é
stato diluito con PBS 1X, stratificato su Ficoll{phque (Lympholyte-H, Cederlane Laboratories
Hornby, Ontario, Canada) e centrifugato a 1800 pem30 minuti.

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI A§&ibco) addizionato di 1% L-Glutammina,
Antibiotici (Penicillina, Streptamicina, Gentamiajne 10% FBS.

DOSAGGIO DELLA SECREZIONE CITOCHINICA DI INF- y DA PARTE DI PBMCs
ATTIVATI IN PRESENZA DI rhOPN-FcH

| PBMC sono stati piastrati alla concentrazionelxi®® cellule/pozzetto in 1Q0 e per indurne
I'attivazione sono stati coltivati in presenza di anticorpo monoclonale anti-CD3 (clone OKT3)
(1pg/mL), precedentemente adeso alla piastra di @thediante incubazione ON a 4°C.

Le cellule sono state stimolate o0 meno copglml di rhOPN (R&D system) o rhOPN-FcH. |
surnantanti ottenuti sono stati raccolti dopo 2ébaodtura. La secrezione citochinica e stata vaduta
mediante il kit ELISA Human IFN-gamma Cytokine (Begend, San Diego, CA,USA) seguendo |l

protocollo fornito dalla ditta.



SAGGIO DI MORTE CELLULARE

L’AICD (Activation Induced Cell Deathe stata valutata su linfociti T purificati da PBM e
attivati con 1ug/ml PHA (Sigma-Aldrich) al giorno 0. Le cellulersm state coltivate per 6 giorni in
terreno RPMI 1640 (Gibco) addizionato di 1% L-Ghataina, 1% Penicillina, Streptamicina,
Gentamicina, 10% FBS in presenza di 2U/ml di letechina (IL)-2 (Sigma-Aldrich). Al sesto
giorno di coltura 5x19 linfociti T sono stati seminati in presenza di g@/ml di anti-CD3, in
terreno RPMI 1640 + 5% FBS + 1U/ml IL-2 in presemzassenza di jug/ml di rhOPN (R&D
system) o rhOPN-FcH e coltivati per 18 ore. Leuellvive sono state contate sfruttando la loro
incapacita di incorporare il colorante Blue di Bmw. Il saggio e stato condotto in triplicato e i
risultati sono espressi come % di sopravvivenzileet cosi calcolata: (totale delle cellule vive i
ogni pozzetto del saggio/totale delle cellule vivegni rispettivo pozzetto di controllo) X 100.



RISULTATI

CLONAGGIO DELLA PROTEINA CHIMERICA rhOPN-FcH

La produzione della proteina ricombinante rhOPN-FeHprevisto I'effettuazione di due clonaggi
successivi. Il primo clonaggio, effettuato utilinzid primers specifici per il cDNA di OPNa
mancante della sequenza leader, ha permesso dem@ti&a sequenza di OPN fusa alla sequenza
codificante per il Fc delle IgG1 umane e al tag S@&esto clonaggio e stato effettuato utilizzando
il vettore hpHYGRO: un vettore ingegnerizzato chiespnta, a monte del sito di inserzione, la
sequenza kozak e la sequenza leader delle Ig. i pronsente di aumentare la traduzione del
MRNA transgenico, la seconda consente di ottereerprdteina ricombinante direttamente nel
terreno di coltura delle cellule. Allo scopo di miasizzare l'efficienza della produzione della
proteina chimerica il cDNA di fusione codificanterrhOPN-FcH é stato successivamente clonato
nel vettore pUCOE. Questo clonaggio e stato effidttutilizzando due primers che appaiano sul
vettore pHYGRO, come schematizzatdigura 3 L'utilizzo del vettore pUCOE fa si che il cDNA

chimerico sia piu facilmente integrato ed aumet@volmente i livelli di proteina ricombinanate.

Bsiwl

‘L minibody BsiWT sense
| Kozak | Leader i | nen, j hCH, [sv5 |

minibody Ascl antisense

Ascl

Figura 3. Rappresentazione della proteina di fusione d'istezecon indicato dove si appaiarmimersutilizzati per
il clonaggio nel vettore pUCOE.



PRODUZIONE DELLA PROTEINA RICOMBINANTE rhOPN-FcH

Cellule HelLa coltivate fino a un valore di conflzendell’ 80% sono state trasfettate mediante
lipofectamina con il plasmide pUCOE-OPNa-FcHumarbSV

Il surnatante di coltura e i lisati cellulari sostati caricati su di un gel di poliacrilammide e di
verificare la effettiva produzione della proteim@ombinante e la sua presenza nel terreno di eoltur
cellulare. Dopo trasferimento su membrane di néllabsa, queste sono state incubate con tre
anticorpi primari diretti verso porzioni differendiella proteina ricombinante: AlOPN, Ab a-
FcHuman ed mA-SV5. Come si puo vedere i tre anticorpi utilizazatbnoscono una banda alla
stessa altezza (circa 130 kDa) nel surnatante,rejetdme atteso, la proteina non si ritrova nei

lisati cellulari.(figura 4).
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Figura 4. Analisi dell'espressione di rhOPN-FcH @) campione 1: 100ng rhOPN R&D; 2: 400ng rhOPNa-AtH.
filtro & stato analizzato mediante anticorpo arfiMd) 3: surnatante (SN) raccolto a 48h dalla trasfezidre 5: lisati

cellulari, rispettivamente 100 e 20§ E stato usato un anticorpo diretto contro ildetle IgG coniugato ad HRP €)
6 : SN 48h; 7 e 8: 100, 2Q@ di lisati. L’anticorpo utilizzato & diretto cantil tag SV5.



Al fine di verificare la corretta struttura confaamionale di OPN nella proteina chimerica il
surnatante di coltura di cellule HelLa trasfettatst@o inoltre analizzato mediante test ELISA
specifico per OPN. Come si puo vederdigura 5 la proteina ricombinante € riconosciuta dagli
anticorpi presenti nel kit e cio indica una coaedtruttura tridimensionale della porzione di OPN
nella proteina chimerica da noi prodottasolo terreno di coltura da invece un segnalealeas

dovuto a componenti che sono riconosciuti in mangspecifica.
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Figura 5. ELISA anti OPN del surnatante di coltura contenentela proteina rhOPN-FcH. E stato testato il
surnatante di coltura di cellule Hela trasfettate @ plasmide codificante la proteina ricombinamfenteresse. |
campioni puro e diluito 1:5 superano il limite d@itdctabilita dato dalla curva dello standard, 4p§0nl; quello invece
diluito 1:10 puo essere quantizzato 3.6 ng/ml. kasita ottica misurata & sensibilmente piu eledatguella data dal
solo terreno



PRODUZIONE DI CLONI STABILI DI CELLULE HelLa

Cellule HelLa trasfettate con il plasmide pUCOE-OMdBluman-SV5 sono state messe in
selezione con igromicinaB alla concentrazione diOUs@ml per ottenere cloni trasfettati
stabilmente. La quantita di antibiotico utilizzager la selezione é stata fissata mediante un test d
tossicita effettuato sulle stesse cellule non ét#ate, ed equivale alla concentrazione capace di
determinare la morte del 50% delle cellule dopo di8toltura.

Dopo circa una settimana di incubazione nella @astino rimasti visibili foci cellulari. | cloni s@

stati prelevati e posti in piastra da 96 pozzetti @ssere espansi, sempre in terreno selettivo. La
presenza della proteina nel surnatante di coltustata verificata mediante ELISA anti-OPN. Al
fine di valutare se I'assenza di siero nel terrdnooltura inficiasse la produzione della proteina
ricombinante si € inoltre valutato la produziondaproteina da parte dei singolo cloni in presenza
e in assenza di FBS.
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Figura 6. Analisi mediante ELISA anti OPN dei surndante di cloni di cellule Hela trasfettate stabilmate con il
plasnide pUCOE-rhOPN-FcH

Come si puo vedere i cloni n.3, 5 e 8 hanno masteimaggiore produzione di proteina e sono
quindi stati scelti per la raccolta del surnata@t&a successiva purificazione proteica. Inoltre la

riduzione di proteina in assenza di siero non Btdaersi rilevante.



PURIFICAZIONE DELLA PROTEINA RICOMBINANTE E QUANTIZ ZAZIONE DEL
CAMPIONE OTTENUTO

Dati i risultati positivi circa I'espressione e peioduzione di rhOPN-FcH nei cloni di Hela, si
proceduto alla purificazione del surnatante diwaltcellulare al fine di concentrare la proteina
ricombinante e di eliminare i componenti di terréndesiderati. La purificazone é stata effetuata
mediante cromatografia per affinita su colonnardigina A sfruttando la capacita di tale proteina
batterica di legare il Fc delle Ig umane. L'eludtila colonna é stato sottoposto a dialisi ON apntr
PBS al fine di ristabilire la giusta concentraziosaina nel campione. Le diverse fasi della
purificazione sono state valutate su gel di Coomrags proteina e stata quantizzata al NanoDrop,
e la sua effettiva concentrazione é stata valu@atérontando I'intensita della banda presente $u ge

di Coomassie con una curva di BSA a concentraziote(figura 7).

Figura 7. COOMASSIE (gel di poliacrilammide colarato co@oomassie Brilliant Blue Con i numeril, 2, 3, 4
vengono indicate le lanes relative alla curva peateli BSA, rispettivamente da sinistra a destre®5-0.25ug ,
necessaria per la quantizzazione del campidiiilew through (surnatante contenente cio che ndegs alla resinalp
e7 1° e 2° lavaggio8. e9 rispettivamente 1 e 2g di rhOPN-FcH purificata e dializzata

La figura 7 mostra il Coomassie relativo alla purificazionefldw through ed il 1° lavaggio non
contengono la proteina, mentre ne compaiono traede2° lavaggio. La quantizzazione della
proteina purificata e dializzata effettuata meddaid strumento Nanodrop € confermata dal

confronto della banda data dalla proteina con faacdi BSA ed é di circa 400y/ml.



VALIDAZIONE DELL'ATTIVITA’ DELLA PROTEINA rhOPN-FcH
A gquesto punto, ottenuta la proteina purificatatato necessario verificare se effettivamente tale
molecola presentasse la stessa attivita funziatella rhOPN commerciale (R&D), comunemente

utilizzata nel nostro laboratorio per sagyvitro.

rhOPN-FcH induce la secrezione di IFN-gamma da paet di PBMC attivati

La funzionalita della proteina ricombinante rhOPbHFE stata testata mediante la valutazione della
secrezione di IFN-da parte di PBMC attivati con anticorpo anti-CE&i effetti della proteina
ricombinante da noi prodotta sono stati confrontain quelli indotti dalla proteina rhOPN
commerciale (R&D). Infigura 8 sono mostrati i livelli di secrezione di IFNvalutati mediante
ELISA sui surnatanti raccolti dopo 24h di coltutalivelli di secrezione di IFNy da parte di
PBMCs in presenza di rhOPN-FcH risultano del twberapponibili a quelli indotti in presenza

della proteina commerciale.
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Figura 8. Incremento della produzione di IFN-gamma da pdrianfociti T totali CD4+ dopo stimolazione coh®PN
1lug/ml. La produzione di IFN-nel campione non trattato & stata normalizzateD@Ps. | valori assoluti sono pari a:
non trattato, media 8.5 ng/ml +/- E.S. 2.6 ng/ntlivato con anti-CD3 e stimolato con rhOPN commedesi media
11.73 ng/ml +/- E.S. 3.55 ng/ml; attivato e traitabn rhOPN-FcH, media 11.69 ng/ml +/- E.S. 3.54nhgl valore del

p valueé stato calcolato utilizzando il test statistititcoxon marched pairs signed-ranks testp < 0.005.



rhOPN-FcH protegge dalla morte cellulare linfociti T attivati

Da precedenti studi effettuati nel nostro laboiatérnoto che OPN agisce come fattore protettivo
sulla morte cellulare di linfociti T attivati. llaggio di protezione dalla morte cellulare é stato
pertanto utilizzato per valutare la funzionalitdlalgroteina ricombinante rhOPN-FcH. Il tasso di
mortalita e stato valutato sfruttando I'incorpoam® del colorante Blu di Tripano da parte delle
cellule morte. La % di sopravvivenza e stata ott@maragonando il numero di cellule vive (non
colorate) nel campione attivato con anti-CD3 insprea assenza di rhOPN-FcH con il punto
sperimentale condotto in assenza della proteinamtiicnante. | valori ottenuti sono stati
normalizzati rispetto al campione non trattato eaganati a quelli ottenuti in presenza della
proteina commerciale rhOP®al grafico mostrato ifigura 9 si osserva che entrambe le proteine
ricombinanti proteggono dalla morte cellulare péicin loro presenza si ha un aumento
significativo di cellule vitali. L'incremento dell& di vitalita cellulare risulta essere signifieati

utilizzando entrambe le proteine ricombinanti, enaniera del tutto paragonabile.
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Figura 9. Protezione dalla morte cellulare da parte dolitf T totali CD4+ dopo stimolazione con rhOPNgIml. La
percentuale di sopravvivenza cellulare nel campimretrattato con OPN € stata normalizzata al 10D%lore del p
valueé stato calcolato utilizzando il test statistiddahn-Whitney te&t* p < 0.005.



CLONAGGIO DEI RESTANTI MUTANTI DI OPN UMANA E MURIN A

Allo scopo di studiare gli effetti del taglio delfleombina sul ruolo patogenetico di OPN nella SM
sono stati clonati i due frammenti derivanti dajli@a proteolitico di OPN (N- e C-terminale) e la
proteina intera mutata a livello dei residui R16B$169 e quindi potenzialmente non clivabile.
Inoltre sia la proteina murina wild-type, sia lalpuwla mutata che i frammenti N- e C-terminale

sono stati fusi al Fc delle IgG murine.

Tutti i costrutti ottenuti sono stati trasfettati ¢ellule HelLa e la loro espressione é stata \aluta
mediante western blotting decorato sia con antiatirptti verso OPN (mappanti nella porzione N-

o C-terminale) sia con un anti-SV5.

In figura 10A é mostrato un Western blot dei surnatanti di caltircellule HelLa trasfettate con i
costrutti umani decorato con un anticorpo specifieoun epitopo di OPN che mappa all’estremita
N-terminale. Come si pud vedere sono state rivetale le proteine ricombinanti rhOPN N-
ter+FcH e rhOPN Mut+FcH che presentano I'epitopmnmosciuto da tale anticorpo, mentre |l
segnale dato dal costrutto ricombinante che possgedo il frammento C-terminale di OPN é
paragonabile a quello dato dal surnatante di cltlircellule non trasfettate. Allo stesso modo
'anticorpo anti-OPN diretto verso un epitopo Cntérale della proteina rileva solo le proteine
chimeriche rhOPN C-ter+FcH ed rhOPN Mut+FcH, chesmdono tale epitopdigura 10B). Tutti

e tre i costrutti sono invece riconosciuti dalliantpo diretto contro il tag SV5, dando un segnale
della taglia attesdigura 10C).

Al contrario i costrutti murini sono stati riconast solo dall’anticorpo anti SV5. Tutti quanti

danno un segnale della taglia attesa, come mostréigura 10C.
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Figura 10. Western Blotting dei surnatanti di coltua di HeLa tasfettate con i plasmidi codificanti pe i mutanti

di OPN umana e murina. A)analisi dei costrutti umani mediante anticorpo ofppa un epitopo N-terminale di
OPN. B) analisi dei costrutti umarion un anticorpo diretto contro un epitopo C-teaténdi OPNC) western blotting
anti SV5 tag dei costrutti umaniD) western blotting anti SV5tag dei surnatanti di watdi cellule HelLa trasfettate
con i costrutti murini di OPN fusi al Fc delle IgGurine.



DISCUSSIONE E PROSPETTIVE FUTURE

La sclerosi multipla(SM) e una malattia inflammatoria e demielinizzadtd sistema nervoso
centrale (SNC), mediata da una risposta autoimmdengnfociti T helper proinflammatori (TH1) e
dei linfociti T citotossici (CTL) contro antigenetla guaina mielinica.

Diversi studi indicano che un ruolo nella patogerdedla malattia € giocato da OPN. Questa
proteina inoltre sembra essere implicata nelleduta neurologiche della forma RR della malattia.
OPN agisce mediante due meccanismi: 1)stimolaréssone di mediatori pro-inflammatori nelle
lesioni neurologiche e 2)inibisce I'apoptosi diftioiti T autoreattivi.

Durante l'inflammazione OPN é substrato di tagletla Trombina, che determina la formazione di
due frammenti: N- e C-terminale. Il ruolo patogéretdi tali frammenti nella SM e nel suo
modello sperimentale EAE (encefalomielite autoimmsperimentale) €, ad oggi, poco chiarito e
potrebbe essere cruciale per lo sviluppo di nuppracci terapeutici.

Al fine di studiare l'attivita dei due frammenti @PN in vivo (nel topo) ein vitro (nel topo e
nell’'uomo) sono stati preparati costrutti ricombyitiadella proteina full-lenght umana e murina, e
dei rispettivi frammenti N- e C-terminale.

Il taglio proteolitico della Trombina determinadjgosizione, nel frammento N-terminale, di due siti
criptici di legame all'integrinan431 espressa dai linfociti T. L'interazione di OPNncquesta
integrina e di particolare interesse perché powadssere importante per la migrazione dei linfociti
nel SNC. Infatti anticorpi diretti verso la catemd o 31 sono in grado di bloccare il legame dei
linfociti T autoreattivi all’endotelio inflammato efla barriera ematoencefalica e inibiscono lo
sviluppo dellEAE [67]. Il frammento C-terminale di OPN é responsabil#ideerazione con il
recettore CD44, sia nella molecola intera che iellguclivata. Entrambi questi frammenti, sia
umani che murini, sono stati clonatiframecon la sequenza codificante per il Fc delle Iglthe,

sia per la OPN umana che per quella murina, € geterato un terzo mutante corrispondente alla
proteina full-length mutata nel sito di taglio delfrombina e quindi potenzialmente incapace di
generare i due frammenti e di legare I'integis 1.

Al fine di aumentare la produzione delle molecoleombinanti, di ottimizzare la loro
farmacocinetica e di ridurne la tossicita, &€ stgiso di produrle applicando il concetto delle
immunoadesine. Queste sono proteine chimeriche mogiabulino (Ig)-simili costituite dalla
proteina di interesse fusa al frammento costaritaaegione cerniera delle Ig; esse sono disegnate
per avere una lunga emivita e proprieta simili elligudegli anticorp[70-72].

La produzione delle proteine ricombinati di OPN gravisto, per ciascuna di esse, due clonaggi

sequenziali. In primo luogo il cDNA di interesseamsante della sequenza leader, e stato inserito



nel vettore pcDNA3.1 Hygro-Fc. Questo passaggiopbanesso di clonare ciascun mutante in
frame con le catene CH2-CH3 delle IgG1 (umane oimayire con il tag SV5. Inoltre il plasmide
utilizzato presenta, a monte del sito di inserzjdaesequenza leader delle Ig e questo consente di
ottenere, dopo trasfezione, la proteina ricombmaet mezzo di coltura.

Una delle difficolta che si incontrano nella produne delle immunoadesine € quella di ottenere
rese elevate e costanti della proteina ricombindPée ovviare a tale problema é stato utilizzato il
vettore pUCOE-MB, anch’esso ingegnerizzato dal gougi lavoro del Prof. Sblattero. Questo
vettore di espressione eucariotico si basa suifmt degli elementi di espressione UCOE
(ubiquitously-acting chromatin opening eleméngs permette la produzione di piu di 10mg di
proteina ricombinante per ogni litro di surnatadiecoltura. Gli elementi UCOE sono isole CpG
non metilabili presenti nel promotore di geni hdusaping che fanno si che la cromatina intorno al
transgene integrato sia in uno stato conformazéonpkrto e quindi sia trascrizionalmente attiva.
L'utilizzo di questi elementi permette quindi di ssémizzare la trascrizione genica, e di
conseguenza la traduzione proteica, in maniergo@mtiente dalla posizione del transgene sul
cromosoma.

Come prima cosa si € deciso di procedere alla giode e alla caratterizzazione della proteina
umana full-length.

La presenza della proteina ricombinante nel sumatdi coltura di cellule HelLa trasfettate é stata
valutata mediante western blotting decorato coranticorpo specifico per OPN. La presenza del
tag SV5 ha invece permesso di valutare I'integiligl'immunoadesina. La presenza del Fc delle
lgG1 umane ha consentito una semplice purificaziorezliante cromatografia per affinita su
colonna di proteina A.

Inoltre I'analisi mediante ELISA del surnatantecditura ha permesso di verificare che la porzione
di OPN nella molecola rhOPN-FcH presenta una darrebnformazione tridimensionale. La
presenza di una OPN umana ricombinante commeraméndisponibile, e da anni utilizzata nel
nostro laboratorio in saggi vitro, ci ha permesso quindi di caratterizzare la pnateicombinante
rhOPN-FcH confrontandola con quella commercialeé \eatidare, allo stesso tempo, il nostro piano
sperimentale. Gli esperimenti di induzione di IifN-di AICD da parte di PBMCs attivati hanno
dimostrato che la proteina ricombinante da noi ptiadha un’azione del tutto paragonabile con la
OPN commerciale, e che il Fc non ne influenzaiVaé.

Pertanto, si e deciso di utilizzare la stessaegjratper produrre i mutanti di OPN. In particolare

sono stati clonati:

- il frammento N-terminale, che si estende dall’l&aal 168 ed espone la sequenza 162-

SVVYGLR-168 responsabile della interazione con tégrina a4pB1l. Tale interazione



potrebbe favorire la migrazione dei linfociti awgattivi attraverso la barriera

ematoencefalica;

- il frammento C-terminale, che si estende dall’ 8 al 314, ed e responsabile della
interazione con alcune isoforme del recettore CDW4ruolo patogenetico di questa

interazione nella SM non é chiaro. Essa potrebldiaree stimoli anti-apoptotici

- un mutante di OPN mancante del sito di taglidadiebmbina, localizzato tra gli aa R168 ed
S169 che sono stati mutati in S168 e F169. Questiante € potenzialmente incapace di

generare i due frammenti N- e C-terminale

Una identica strategia e stata inoltre usata pmrack le corrispondenti proteine murine fuse al Fc
delle 1gG di topo.

Questi costrutti sono stati sequenziali e tragiatiacellule HeLa. Il relativo surnatante di cotiue
stato analizzato mediante western blotting corcari specifici per la due meta di OPN e contro il
tag SV5. Per ciascun costrutto saranno prodotthiclti cellule Hela capaci di esprimere
stabilmente la relativa proteina chimerica. Ultarictudi dovranno essere effettuati per
caratterizzare queste molecole. In particolare wsstata la struttura conformazionale delle pretein
chimeriche prodotte mediante allestimento di sdggiSA con anticorpi specifici per i singoli
frammenti di OPN e per i costrutti murini. Inolireostrutti, umano e murino, non clivabili saranno
saggiati per la effettiva resistenza al taglio deigodella trombina.

Dopodiché i costrutti cosi prodotti e validati sara utilizzati in saggin vitro ein vivo.
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