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INTRODUZIONE

1. LA SEPSI.

La sepsi € una condizione morbosa il cui eventnidlg é I'ingresso nell’organismo di una
dose elevata di antigeni batterici che invadonaoilrente ematico. Questo determina
I'attivazione dei meccanismi di difesa messi inoattal sistema immunitario al fine di
rimuovere tale invasione. Da un punto di vistaicbnla sepsi € un’entita complessa, e la
necessita di un linguaggio comune per una coriat&xpretazione clinica ha portato alla
pubblicazione, nel 1992 (American College), dellefidzioni di sindrome da risposta
inflammatoria sistemica (SIRS), sepsi, sepsi gi@E) e shock settico (SSon il termine
SIRS,si definisce una condizione di risposta inflammiateistemica ad un insulto di origine
non infettiva quale un trauma, un insulto chimicaeomico. Clinicamente € definita dalla
presenza di due o piu dei seguenti criteri:

1) Temperatura orale <36 °C o0 >38°C,

2) Conta leucocitaria <40Q0/0 >120004l o presenza allo striscio di sangue perifericardi
numero maggiore del 10% di polimorfonucleati imnniatu

3) Tachipnea, ovvero una frequenza respiratoriagioag di 20 atti respiratori al minuto o
PaCO2 < 32mmHg,

4) Tachicardia, ovvero frequenza cardiaca >90 tbati minuto. Il consenso per tale
definizione non e unanime, essendo i criteri pragospo generali.

La sepsi e stata definita come la presenza delito si SIRS accompagnato pero da
un’infezione accertata o anche solo presunta, redadifficile la distinzione tra SIRS e sepsi,
quindi & necessario avere a disposizione deglim&nti o dei biomarcatori per diagnosticare
precocemente la sepsi e definire i pazienti ad @dchio che necessitano di un trattameno

aggressivo.

2. UPAR (RECETTORE DEL PLASMINOGENO ATTIVATO DI TIPO UROCHINASI ).

Molti eventi fisiologici e patologici come embriagesi, ovulazione, riparazione delle ferite,
angiogenesi, infammazione, invasione e metasttinne tumorale, si basano sull'abilita
delle cellule di migrare e invadere i tessufi. migrazione cellulare é strettamente legata alla
riorganizzazione del citoscheletro, all’adesioneedlule vicine e alla degradazione della

matrice extra cellulare circostante.



Il sistema di attivazione del Plasminogeno di tligchinasico (UPA) e coinvolto in tutte
queste funzioni. La molecola centrale del sisteaRBAR), tramite I'interazione con i propri
ligandi e lattivazione del Plasminogeno a Plasmigain grado di regolare [lattivita
proteolitica a livello della superficie cellulad&gdesione cellulare alla matrice extra-cellulare
e il imodellamento tissutale.

Esiste poi una forma solubile di tale recettord’@R) che amplia ulteriormente lo spettro di

azione e le funzioni del sistema di attivazioneRlesminogeno di tipo Urochinasiét.

3.1 Struttura e meccanismo d’azione

Il Recettore dell’Attivatore del Plasminogeno dbddi Urochinasico (UPAR o CD87) € un
componente fondamentale nel sistema di attivazamdlasminogeno, un sistema di Serin-
proteasi coinvolte in: trombolisi, infiammazione,ertilita, migrazione cellulare,
rimodellamento tissutale, invasione tumorale e osizzazione”

UuPAR e una proteina altamente glicosilata di 5B5 sintetizzata come una singola catena
polipeptidica di 313 amminoacidi, con gene situativello del cromosoma 1§34

In seguito ad una serie di modificazioni post-tAdoali, la proteina viene legata alla
membrana plasmatica cellulare tramite un’ancorglitiosil-Fosfatidil-Inositolo (GP1)® 1|
recettore & costituito da tre domini che, a paeetel’N-terminale sono: D1,D2,D¥

uPAR é stato inizialmente identificato come il ttme dell’ Urochinasi (UPA), con il ruolo di
concentrare l'attivazione proteolitica del Plasngano a Plasmina sulla superficie di cellule
in migrazione. La Plasmina infatti, degrada compdinelella matrice extra cellulare sia
direttamente che indirettamente, attraverso l'atione delle metalloproteasi (MMPS§!
UPAR puo’ inoltre legare la proteina Vitronectimata anche come proteina S (sierica 0 a
livello della matrice extra cellulare), forme cliteadel Chininogeno ad alto peso molecolare e
diverse integring?

La presenza di un adattatore trans-membrana éndafoentale importanza per la trasduzione
del segnale via uUPARY L'interazione puo’ avvenire con almeno due categdi proteine
trans-membrana: le integrine e la famiglia dei tteceassociati a proteine G, in particolare il
FPRL1 Eormyl Peptide Receptpr In condizioni di riposo o in caso di stimoli che
favoriscano l'adesione cellulare e la proliferagpril signalling avverrebbe soprattutto
attraverso linterazione uPAR-integrine; l'interame del recettore con FPRL1, invece,
favorirebbe la migrazione cellulare stimolata dAuWPAR.

Queste interazioni sono schematizzate rdtiara 1.
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Figura 1. Funzione e regolazione del sistema uPAAIR

La forma solubile del Recettore Urochinasico ddliVatore del Plasminogeno, suPAR,
rilasciato dalla membrana plasmatica in seguitcligshggio dellancora GPIFigura 2. La
rottura proteolitica del legame pud avvenire adrapdi Tripsina, Chimotripsina, Elastasi,
Catepsina G, metalloproteasi ma anche di Plasmin®/A stesso. Sia UPAR, che suPAR
possono essere clivati nella regione che collegdoihinio D1 al dominio D2 con la
formazione di un frammento “D1” e un frammento “D2T{c-uPAR e c-suPARJ®

Queste porzioni libere del recettore non sono pabalotti di degradazione ma sono dotate di
funzioni indipendenti, in parte ancora da chiarire.

L’aumento delle forme clivate e solubili del recett € in parte legato ad una aumentata
espressione del recettore stesso a livello depparéaie cellulare, tuttavia, € anche possibile
che queste forme solubili siano regolate indipeteteente e siano legate ad un aumento delle
cellule esprimenti uUPAR che possono secernere teaosolubile del recettore come:
monociti, macrofagi, cellule endoteliali, cellulaistolari lisce e cellule tumoral® Questo
rilascio indipendente dall’espressione superfictidé recettore determina probabilmente una
conseguente regolazione dell’adesione e migrazioglulare da parte di suPAR con
meccanismi peculiart? E’ stato infatti dimostrato che il frammento D2B3lotato di diretta

attivita chemiotattical®® Inoltre le forme solubili del recettore mantengdaocapacita di



interagire con i ligandi, mediando quindi attivétizmili alla forma di membrana del recettore.
[10]
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Figura 2. Siti di clivaggio proteolitico di uPARII recettore € ancorato tramite |l
residuo GPI alla membrana plasmatica) e suPAR (foswiubile del recettore}™

SUPAR lega gli stessi ligandi di uPAR: uPA, formate del Chininogeno ad alto peso
molecolare e le Betal e Beta2 integrine, ma nomedettore FPRL1 (Formyl Peptide
Receptor)*™! suPAR pud cosi competere con il recettore di mamduPAR per il legame
ai recettori extracellulari, riducendo quindi ligita proteolitica di uPA a livello della
superficie cellulare e I'adesione cellulare a Migotina; tuttavia, il recettore solubile puo

ancora attivare le integrine, inducendo quindidsidne cellulare all'endoteli8*

3.2 Ruolo nel sistema immunitario e nell’inflammazne

L’intero sistema uPA/uUPAR/suPAR é coinvolto nel ggsso di risposta immunitaria in
particolare tramite I'azione fibrinolitica e chertattica sulle cellule immunitarie.

Anche se l'espressione di uPAR é favorita dallanimazione, il ruolo del sistema
uPA/UPAR nella flogosi € eterogeneo; da un latosidtema, svolge un’azione anti-
inflammatoria degradando e prevenendo la depo®zaitracellulare di fibrina; dall’altro lato

perd, ha un ruolo importante nel garantire un’adégurisposta immunitaria innata ed
adattativa regolando I'adesione e la migrazionkedmllule immunitarie.

SUPAR, cosi come le forme clivate del recettoralstd sono potenti mediatori dell’adesione
e migrazione monocitaria. Il sistema ha quindimpartante ruolo nella difesa dalle infezioni,
un ruolo anti-inflammatorio (tramite I'azione fibolitica) ma anche pro-infammatorio a

causa del reclutamento delle cellule immunitatié.



L’espressione e l'attivazione del sistema in codsanfezioni batteriche sono legate alla
produzione di endotossine e citochine pro-infianonat

L’aumento dei livelli di suPAR e predittivo di matita in pazienti con HIV, batteriemia
pneumococcica, meningite batterica, Tubercolosilak febbre emorragica ma anche in
pazienti senza una diagnosi nota di infezié{e>!

| livelli di suPAR nell’HIV sono aumentati a livelldel siero, dei tessuti e delle urine e hanno
un importante valore prognostico e di severita dlattia paragonabile alla conta dei linfociti
T CD4+; i livelli ematici di SUPAR sono inoltre otti dalla terapia antiretrovirale (HAART).
(81 | 3 valutazione dei livelli sierici di SUPAR @t proposta quale indicatore prognostico in
pazienti con infezioni virali, batteriche, paraasg, batteriemia e sepsi in numerosi studi.
(3141728 1n questi casi, elevati livelli del recettore daile, con un cutoff tra 10-11 ng/ml
proposto da Eugen-Olsen et al e Wittenhagen et'&t’”] erano strettamente associati alla
gravita delle condizioni del paziente, alla ridumodella pressione arteriosa media e alla
necessita di ricorrere alla ventilazione meccanicam una previsione di esito fatale
paragonabile allo score di valutazione di insuéfiia d’organo (SOFA scord}**® | livelli

di suPAR misurati durante la fase acuta di mal&tteano indicativi della sopravvivenza sia a
breve che a lungo terming® Da questo studio & risultata inoltre un’elevazideelivelli del
marcatore in caso di abuso alcolico, patologiaiepat cirrosi oltre che negli anziani, con un
annullamento perd di questo trend in caso di iofeziattival*® I'associazione con I'eta non &
stata confermata in successivi stlitfl. Grazie agli studi su pazienti critici con muitigan-
failure (MOF) si € dimostrata una clearance siéigt renale che biliare di sUPAR con una
correlazione diretta tra livelli di sSUPAR e filteaglomerulare ed indiretta con gli indici di
colestasil*®

SUPAR potrebbe rappresentare anche un marker idmnfazione a basso grado ed essere
predittivo dello sviluppo di Diabete Mellito di 2, patologie cardiovascolari, neoplasie e
mortalita generale a 10 anrt® suPAR & quindi un marcatore stabile di attivazione
immunitaria e inflammazione cellulare dotato di tgaare potere prognostico ma non
diagnostico, a differenza di altri markers comunetaauitilizzati oggi quali la PCR o la Pro-
Calcitonina e con i quali dovrebbe essere valulatonodo complementare. Quest’ultimo
aspetto € di particolare rilevanza nella diagniféemnziale tra infammazione ed infezione,
soprattutto ai fini terapeutici nelle patologie@iotmuni ed infiammatorié®



3. OPN (OSTEOPONTINA).

3.1 Caratteristiche strutturali e funzionali.

OPN ¢ una glicoproteina acida fosforilata a livelialiversi residui di serina ed é implicata in
diversi eventi fisiologici e patologici tra i qualmodellamento osseo, infammazione, cancro,
angiogenesi, patologie cardivascolari e malattieoimmuni. ?°?%?21 OPN esiste come
proteina immomibilizzata facente parte della matextracellulare ma anche come citochina
solubile nei fluidi biologici, agendo come importartomponente dei processi inflammatori e
della risposta immunitari&=4.

OPN é secreta pricipalmente dagli osteoblasti di dateociti, dalle cellule renali epiteliali,
dalle cellule vascolari del muscolo liscio, dalleellacle endoteliali ma e anche
abbondantemente espressa dai linfociti T e B dittivdiatti, fu identificata comé&arly T-cells
Activaction (Eta-1), dai monociti-macrofagi, dalle cellule dia Killer (NK) e dalle cellule
dendritiche.

OPN e codificata da un gene multiallelico, locadizz nelluomo sul cromosoma 4g21-qg25,
formato da 7 esoni e 6 introni. Il suo peso molamlaria tra 25 e 80 kDa, in base ai processi
post-trascrizionali ai quali € sottoposta, tra glicosilazione, fosforilazione e clivaggio ad
opera della trombina, a livello dei residut®®S'®. In particolare, in seguito al taglio
proteolitico operato dall trombina, OPN esponedguenza peptidica SVVYGLR, importante
per promuovere I'adesione delle cellule che espniorle integrinen9 ead. OPN subisce tagli
proteolitici anche da parte delle metalloproteadiMP), in particolare dalla MMP-3 e
MMP-7. Inoltre, OPN possiede una sequenza tripgatidArginino-Glicina-Aspartato”
(RGD) a livello della quale pud essere abbondanméenglicosilata. OPN attraverso |l
dominio RGD e in grado di interagire con le integro5p1, a8B1, avpl, avp3 e avs,
favorendo i meccanismi di adesione di linfociti TBe macrofagi, piastrine, osteoclasti, e
cellule del muscolo liscio.

E stato dimostrato che il legame di OPN con l'iniego, Bz media la migrazione delle cellule
endoteliali durante I'angiogendéi®® OPN & in grado di interagire con diverse isofomihe
CD44, in particolare con CD4&;, i quali mediano la funzione chemotattica di OPN e
riducono I'espressione di IL-10 e IL-4, favorendogdroduzione di IL-12%2% CD44 & una
proteina di membrana glicosilata, coinvolta nelane e nelioming dei linfociti. Sia il
legame di OPN con le varianti di CD44 che con tegnine, polarizzano comunque i linfociti
T verso una risposta di tipo-%”



3.2 Ruolo nell'infammazione.

Sebbene identificata nel 1985, il suo coinvolgimenel processo inflammatorio e nella
risposta immunitaria € stato descritto solo negliimi anni. Diversi mediatori
dell'infammazione, come iTumor Grothw Facto(TGF)-w e IL-1, inducono la trascrizione
di OPN, attraverso I'attivazione Birotein Kinase GPKC).*"

OPN e una molecola con un duplice ruolo, pro ediafiammatorio. Per quello che riguarda
la sua azione pro-inflammatoria, agisce come agamenoattrattivo, favorisce I'adesione dei
macrofagi e modula la funzione di macrofagi e laitioT in vitro. *® E noto che OPN &
prodotta dai linfociti T nelle prime fasi di attzi@ne e che recluta e attiva i macrofagi a
livello del sito infiammatorio.In vivo, la somministrazione subcutanea di OPN induce
richiamo locale di macrofadf” Questo & mediato dall’estremitd C-terminale dptfateina,
che si crea dopo il taglio proteolitico mediatolaatombina, mentre il legame con il recettore
CD44, a livello dell’estremitd N-terminale, prom@woVa chemotassi e l'attivazione dei
macrofagi*”

OPN e coinvolta nellinfiltrazione macrofagica enfbicitaria in risposta a diversi stimoli
patologici in vivo, € espressa dagli istiociti nei granulomi di vapeovenienza quali
tubercolosi e sarcoidosi. Nel topo, OPN costimatzacrofagi, attivati da LPS, a produrre IL-
12 ed inibisce la produzione di IL-10. In linea cquest'osservazione, tojinock-outper
OPN rispondono ad infezioni, normalmente carattetiz da una risposta di tipo Thl, con una
ridotta produzione di IL-12 e un’aumentata prodagiali IL-10.12334

OPN controlla la proliferazione dei linfociti T,fadti, li stimola a differenziare, favorisce la
produzione di INFy e l'espressione di CD40L, con conseguente espressii IL-12 e
produzione di anticorpi da parte dei linfociti B Recentemente & stato dimostrato che OPN
induce sopravvivenza dei linfociti T attivati, aiterso la regolazione dei fattori di trascrizione
Forkhead Box O3A(Foxo3a) eNuclear factor-kBINFkB). 23!

Per quanto riguarda la sua azione anti-inflammatooco € conosciuto, ma si pensa che OPN
eserciti un effetto anti-inflammatorio inibendo paoduzione di ossido nitrico, inibendo
I'ossido nitrico sintasi inducibile (INOSE*** Inoltre, recentemente & stato dimostrato che
OPN ha un effetto anti-inflammatorio durante lacs&ta esposizione con l'antigene, in corso
di episodi allergici (Xanthou G. et al.,2007).



4. RELAZIONE TRA DUE MARCATORI BIOLOGICI, OPN E SUPAR.

In alcuni studi in ambito oncologico, Osteopontinstata correlata al sistema uPA, ligando di
SUPAR.

Osteopontina, attraverso I'interazione con il rearet CD44, induce la secrezione di uPA e
I'attivita di NFxB attivando le vie di signaling mediate da Pl 3hKsi/Akt/IKK favorendo
quindi la motilita e I'invasivita delle cellule nptastiche*”=®!

Tuttavia, una correlazione diretta tra OPN e sulAR & ancora stata dimostrata.

5. LAUTOIMMUNITA.,

5.1 Le malattie autoimmuni e i difetti apoptotici.

Le malattie autoimmune, fatta eccezione per ladit® autoimmune e I'artrite reumatoide,
colpiscono circa il 5% della popolazione dei paescidentali. Sono il prodotto di
un’attivazione dei linfociti T o B in assenza diamausa documentabile, scatenando
autoreattivita. La perdita della tolleranza sdlf genera risposte immuni verso i propri
costituenti antigenici, dando origine a malattisoaamuni.

Una caratteristica del sistema immunitario € laacap di regolare la risposta immunitaria; in
particolare quando le cellule del sistema immuidtar attivano si ha I'espressione di geni
coinvolti nella proliferazione e nelle funzioni effrici dei linfociti, ma contemporaneamente
si induce anche I'espressione dei geni che detamoifiapoptosi della gran parte dei linfociti
attivati, fenomeno noto comegegnimento della risposta immunitdri®Questo processo e
essenziale per garantire protezione nei confraifiaditoimmunita: se i linfociti non vanno in
apoptosi dopo che gli antigendn-selfsono stati eliminati, c’e il rischio che riconosogper
errore antigeniself. Tuttavia una piccola porzione di essi non muore pganane come
cellule memoria, importanti nelle successive stammini da parte dello stesso antigene.
L’autoreattivita in parte é fisiologica; la sfidaggella di conoscere come questa diventi un
processi patologico e come i linfociti T e B cobtiiscano alla patogenesi delle malattie
autoimmuni. Dal momento che linfociti autoreattimaturi circolanti sono normalmente
presenti nei soggetti sani normali, la loro atviteve essere regolata attraverso meccanismi
tollerogenici attivi in periferia.

Dal punto di vista clinico le malattie autoimmundsvidono in sistemiche, come ad esempio
la sindrome autoimmune linfoproliferatva e il lupeistematoso sistemico (LES), e organo-
specifiche, come ad esempio il diabete mellitoiglhX, la sclerosi multipla e la tiroidite di

Hashimoto. Dal punto di vista invece del meccanismmuno-patogenetico si distinguono in
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malattie mediate da anticorpi, che danno origirgam@ni tipicamente sistemici, e mediate da
cellule, che invece determinano un danno prevateemée organo o tessuto-specifico.

La maggior parte delle malattie autoimmuni sonotifatloriali, ovvero sono causate dalla
combinazione di fattori genetici e di fattori amfttidi. Un’adeguata conoscenza dei geni e dei
meccanismi funzionali coinvolti nell’autoimmunit@nnetterebbe di sviluppare terapie e piani

di prevenzioni innovativi.

5.2Eziologia e patogenesi delle malattie autoimmuni.

Un difetto dell’apoptosi puo favorire una risposiaoimmune in differenti modi. In primo
luogo le cellule apoptotiche esprimono in membraao#toantigeni inusuali per una cellula
normale, e il rallentamento della morte cellulagade questi antigerself piu esposti nel
tempo. Oppure alterazioni del processo apoptotiEs@no scatenare fenomeni necrotici che,
a differenza dell'apoptosi, determinano la compaliseeazioni inflammatorie favorendo la
presentazione di antigeni autologhi al sistema imitato. In molti casi i fattori scatenanti
che determinano il passaggio da una potenzialeeattivita alla malattia autoimmune sono
anche gli agenti infettivi, spesso di tipo viraldattori ambientali, il sesso e la perdita delle
cellule regolatorie.

Le infezioni possono scatenare la malattia attissvgari meccanismi: la presenza di antigeni
virali simili ad antigeniself puo determinare una “cross-reazione” contrgeilfi oppure
linfezione pud danneggiare i tessuti causando ilb@rdzione di antigeni normalmente
sequestrati, che sono erroneamente riconosciutecmn self Questo errore della risposta
immunitaria & considerato uno dei meccanismi aléseb dello sviluppo di malattie
autoimmuni ed é detttmimetismo o mimicria molecolare’Per esempio nella sindrome di
Guillain Barre e stata dimostrata reattivita crteidegli anticorpi verso il lipopolisaccaride
di C. jejunie i gangliosidi umanf®

Anche i fattori ambientali contribuiscono allo sybo delle malattie autoimmuni, anche se
spesso il fattore ambientale scatenante non e fhmdtire, anche il sesso femminile € un
fattore predisponente lo sviluppo di malattie awtoiuni: € stato dimostrato che la
produzione massiva di estrogeni nella donna akdgane funzioni dei linfociti B. Infine,
anche alterazioni nel numero e nella funzional@alidfociti T regolatori CD4/CD25 positivi

contribuisce all’autoimmunizzazione.
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6. LA SINDROME AUTOIMMUNE LINFOPROLIFERATIVA (ALPS).

6.1 Caratteristiche cliniche.

La sindrome autoimmune linfoproliferativa, € una lattea autoimmune dell'infanzia,
originariamente nota come Sindrome di Canale-Stfth.

E caratterizzata da un disordine dellomeostasi liefociti causata da un difetto
dell’apoptosi, dalllaccumulo di linfociti nella nzh e nei linfonodi e da espansione di linfociti
T doppi negativi (DN) CD4/CD8, TCRB positivi. “**? Questi linfociti T doppi negativi si
pensa che possano originare da linfociti T attivgtiali non vanno incontro a morte cellulare
programmata in seguito alla riattivazione da pdeidoro TCR.

Il tratto principale dei pazienti con ALPS e la ftiproliferazione in combinazione a
linfoadenopatia e massiva splenomegalia.

La diagnosi di ALPS e eseguita in base alla presetizlinfoadenopatia non maligna,
splenomegalia, presenza di linfociti T DN circolasuperiori all’2%, difetti dell’apoptosi da
parte di linfociti attivatin vitro. [*® Questi linfociti T DN si pensa che derivano dddaiti T
attivati i quali non vanno incontro a morte celhglaprogrammata in seguito alla loro
riattivazione mediata dal TCR*!! Spesso in aggiunta, sono riscontrabili altre rtialat
autoimmuni, una storia familiare positiva per I'’ABR mutazioni a carico del gene per Fas.
[45;46]

L’'unico trattamento farmacologico per 'ALPS é lansministrazione di corticosteroidi o altri
immunosoppressori anche se, a lungo termine, sattephici gli effetti collaterali.

Poiché 'ALPS e stata recentemente identificata sono disponibilifollow-up a lungo
termine per valutarne la prognosi; tuttavia divgrazienti sviluppano nel tempo tumori
ematologici e severe malattie autoimmuf/.

Sulla base di precedenti studi sulle caratteristiohmunologiche dei pazienti con ALPS, si e
visto che essi presentano una risposta preferendiakipo T-helper (Th) 2 con ridotta
produzione di IL-2 e IFNte aumentati livelli di IL-4 e IL-5. A questo vagignto che in
questi pazienti i livelli di IL-10 sono notevolmenaumentati rispetto a quelli di IL-12. IL-10
altera il bilancio Th1/Th2 svolgendo un ruolo datagonista nello sviluppo dei Thl,
favorendo indirettamente la linea Th2 e la credtiifanfociti B con successiva produzione di
auto-anticorpi.

| criteri diagnostici e la classificazione dei pa#i affetti da ALPS sono stati recentemente
rivisitati in base al difetto genetico causale.eng riportata qui di seguito una

schematizzazione.
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Nomenclatura Nomenclatura Gene
precedente rivisitata coinvolto

Definizione

Pazienti che soddisfano i criteri diagnostici dellPS

ALPS Tipo 0 ALPS-FAS FAS . . . .
e hanno una mutazione omozigote germinale in Fps
ALPS Tipo la ALPS-EAS FAS Pazienti che soddlsfgno i criteri .dlagnostlc[ dHIJP.S
e hanno una mutazione eterozigote germinale in Has
ALPS Tipo Im ALPS-SFAS FAS Pazienti che soddisfano i criteri dlagn_ostl_cl adliPS
e hanno una mutazione somatica in Fas
ALPS Tipo Ib ALPS-FASLG FASLG Pazienti che soddisfano i criteri diagnostici dellPS I

e hanno una mutazione germinale in Fas-Ligand

Pazienti che soddisfano i criteri diagnostici dellPS

ALPS TIPO lla ALPS-CASP10 CASP 10 . ! - ;
e hanno una mutazione germinale in Caspasi 1d

Pazienti che rispettano i criteri diagnostici dsllPS;
comunque i difetti genetici sono indeterminati gomo
presenti difetti in Fas,

Fas-L o Caspasi 10)

ALPS Tipo Il ALPS - U Sconosciuto

Dalla tabella si evince, quindi, che i difetti ggoeresponsabili della malattia possono colpire
anche altri geni oltre a Fas, quali Fas-L o caspdsi

L’ALPS quindi sembra presentare un quadro oligogené multifattoriale. Infatti, tra i
pazienti esiste una grande variabilita clinica, sofo tra quelli con mutazioni differenti, ma
anche tra pazienti appartenenti alla medesima famggcon la stessa mutazione. Spesso la
malattia &€ legata a mutazioni eterozigoti con d@mia incompleta e il genitore portatore
della mutazione & in genere sa#8 L'espressione della malattia pud dipendere datta c
presenza di altri fattori predisponenti di tipo géco o ambientald!®!

Studi compiuti nel nostro laboratorio ci hanno pesso di individuare il coinvolgimento dei
linfociti Th17, con 'aumento dei livelli di IL-17in tale malattia; questa ipotesi si fonda sul
fatto che il topo MRL Ipr presenta elevati livetii IL-17, prodotti in gran parte dai linfociti T
DN presenti a livello dei linfonodi.

Nel nostro laboratorio inoltre e stato identificato gruppo di pazienti con un quadro clinico
simile a quello degli ALPS con: ridotta funzionaliti Fas, autoimmunita prevalentemente
ematologiche, accumulo di linfociti negli orgamfitici secondari, con linfoadenopatie e/o
splenomegalia, ma privi della classica espansiohiefdciti T DN nel sangue periferico.
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I linfociti T dei soggetti studiati sono resisteatla morte cellulare indotta da Fas, ma non
presentano mutazioni in Fas, FasL o caspasi-1Qtréna linfociti T della maggior parte di
questi pazienti sono anche resistenti alla mortkilase indotta da etoposide, che agisce
direttamente sulla via mitocondriale. La componesreditaria della malattia e suggerita dal
fatto che anche i genitori dei pazienti presentame ridotta funzionalita di Fas (pur in assenza
di malattia, come nell’ALPS). Inoltre, la fusionensatica dei linfociti T Fas-resistenti dei
pazienti con una linea linfocitaria tumorale Fasssigile determina la produzione di cellule
ibride Fas-resistenti. Questi dati suggeriscormihvolgimento di mutazioni che colpiscono
la via di Fas a valle del recettore e determinan@rbduzione di molecole che esercitano
un’attivita dominante negativa sulla funzione disF&Questa forma di ALPS e stata
denominata DALD Dianzani's ALD da McKusick sul sito OMIM del NIH (riferimento
OMIM #605233; http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez&py.fcgi?db=0OMIM).

5.3 Il modello dei topo Ipr e gld.

Il modello animale dellALPS e rappresentato dapitdLR Ipr e gld, modello murino
dellautoimmunita, portatori di una mutazioneloss of functioh in omozigosi,
rispettivamente nei geni di Fas e FasL. Topi omuaziger la mutazionelgr/lpr o gld/gld)
sviluppano un quadro caratterizzato da: linfoadatiap splenomegalia, autoimmunita con
ipergammaglobulinemia, produzione di autoanticoigdpmerulonefrite, artrite, vasculite,
espansione policlonale in periferia di linfocitiTCR af3* privi di CD4 e CDS8 e per questo
detti “doppi negativi”. Essi sono bloccati allo dita G-G; del ciclo cellulare e probabilmente
derivano da linfociti T maturi CD4+CD8- o CD4-CD8+.

La tipica mutaziondpr € causata da un difetto di splicing e determireanigptta espressione
del recettore in membrana, mentre una variantea dellitazione, la forma Iffr & una

mutazione puntiforme ndébeath Domain(DD) del recettore Fas che ne riduce l'attivita. L
mutazionegld € invece una mutazione puntiforme nel dominio @iteale di FasL che ne

riduce la capacita di interagire con Fa3.

7. IL-17 (INTERLEUCHINA 17).

Recentemente & stato identificato un nuovo satko dii linfociti T CD4, identificati con il
nome di T-helper 17 (Th17), i quali svolgono un louaruciale nell'infammazione. La
citochina chiave prodotta da questo tipo di linfoeffettori € IL-17, secreta anche da

differenti tipi cellulari, in particolare linfocitTCRap*CD4CDS, dalle cellulenatural killer e
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dai neutrofili. E’ noto il coinvolgimento dei lintati Th17 in differenti malattie autoimmuni,
guali la sclerosi multipla, il lupus eritematosisteamico e l'artrite reumatoide. Elevati livelli
di IL-17 sono stati riscontrati in pazienti affetta SM ed e stata descritta la loro correlazione
con gli stadi clinici della malattia. Inoltre, topIRL/Ipr presentano elevati livelli della
citochina, prodotta in gran parte dai linfociti gomegativi presenti a livello dei linfonodi. E’
stato dimostrato che IL-17 e in grado di favorige produzione di IgG anti-dsDNA,
caratteristica clinica riscontrabile anche nei patiicon ALPS. Dati recenti di letteratura,
inoltre, hanno dimostrato come OPN sia in gradi@dorire la produzione di IL-17 in pazienti

affetti da artrite reumatoide, inibendo I'espressgi@i IL-27, noto inibitore di IL-17.
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SCOPO GENERALE DELLA TESI

La sepsi severa e responsabile di un’ammissiorénswie in unita di terapia intensiva (ICU)
ed é la principale causa di morte in ICU.

L’incidenza di sepsi, all'ammissione del paziemdCU e pari al 4.5% sale, considerando
anche i casi di insorgenza durante il ricoverdl@B%. La mortalita per sepsi € del 36% e
raggiunge il 52% nei casi di SG e I'81% nei casb8i. Studi piu recenti hanno mostrato che
incidenza della sepsi sta aumentando nonostaimtg@iego di nuovi test per la diagnosi
precoce e nuove terapie. La sepsi deve esserstdidtlla SIRS la quale non é caustata da
agenti infettivi ma da traumi o ischemia che pramx danni ai tessuti. La distinzione tra
SIRS e sepsi e cruciale al fine di stabilire ilttaenento clinico adeguato e la prognosi.
Persiste la mancanza miarkersvalidati da poter utilizzare per la dignosi di se@nche se
biomarcatori come la procalcitonina (PCT) sdluble Triggering Receptor Expressed on
Myeloid cells-1(sSTREM-1), sono spesso utilizzati per la diagnofecenziale tra SIRS e
sepsi. Tuttavia permane incertezza in quanto noalsi privi di infezioni sono associati
comunque ad aumentati livelli di questi biomarcator

Sia una risposta inflammatoria eccessiva, sia ispasta anti-infammatoria con sviluppo di
immunoparalisi, possono essere considerate la cdusaa disfunzione d’organo ed
eventualmente di morte. Quindi OPN e suPAR potrebls®olgere un ruolo importante
visto il loro ruolo pro-inflammatorio.

Lo scopo del lavoro e stato quello di valutare dee biomarcatori, OPN e suPAR, fossero
correlati tra loro; sono percio stati dosati i llvsierici di pazienti affetti da SIRS, ALPS e
LES (tutte malattie caratterizzate da estremi linadl inflammazione). E se fosse possibile

utilizzarli comemarkerprognostici e comprenderne eventualmente i mesgar'azione.

Le malattie autoimmuni colpiscono circa il 5% dghlapolazione dei paesi occidentali. La
maggior parte delle malattie autoimmuni sono maltiifriali, ovvero sono causate dalla
combinazione di fattori genetici e di fattori amitigi. Un’adeguata conoscenza dei geni e dei
meccanismi funzionali coinvolti nell’autoimmunitéenpnetterebbe di sviluppare terapie e
piani di prevenzioni innovativi.

Lo scopo del secondo lavoro e stato quello di eatugli effetti di un trattamento con un

anticorpo monoclonale bloccante IL-17 in topi MBE, modello animale dell’ALPS.
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L’ALPS, e una malattia autoimmune caratterizzatadaisordine dell’omeostasi dei linfociti
causato da un difetto dell’'apoptosi, dall’accumdidinfociti nella milza e nei linfonodi e da
espansione clonale di linfociti T DN CD4/CD8, TGR positivi.

Nel nostro laboratorio € stato dimostrato che uitacltina importante, coinvolta nello
sviluppo dellALPS, e IL-17; i livelli sierici deipazienti sono significativamente elevati
rispetto a quelli dei controlli sani. Inoltre, aectopi MRLIpr presentano alti livelli di IL-17
prodotti in gran parte dai linfociti T doppi negatpresenti a livello dei linfonodi.

Queste osservazioni sperimentali pongono la basd pestro studio in vivo; si andranno a

valutare gli effetti sistemici di tale trattamento.
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MATERIALI e METODI

1. PAZIENTI.

Lo studio €& stato condotto su 21 pazienti (15 afféa ALPS e 16 da DALD); tultti
diagnosticati dal Dipartimento di Pediatria dellidersita di Torino, in accordo ai criteri
diagnostici indicati nella revisione del 2010 pubéia suBlood.Un totale di 94 persone sane
sono utilizzate come controlli.

Questo studio e stato approvato dal comitato etelbOspedale Maggiore della Carita e i

pazienti hanno dato consenso scritto e informato.

2. SEPARAZIONE SU GRADIENTE DI CELLULE MONONUCLEATE DA SANGUE
PERIFERICO.

Per la separazione delle cellule mononucleate nigusaperiferico (PBMC: Perypheral Blood
Mononuclear Cell), e stato utilizzato sangue diator sani ottenuto da una sacca di sangue
concentrato (Buffy coat), proveniente dal centasfinsionale AVIS di Novara.

Il sangue é stato diluito con PBS, stratificatoFscoll-Hypaque (Lympholyte-H, Cederlane
Laboratories Hornby, Ontario, Canada) e centrifa@al800 rpm per 30 minuti .

In seguito sono stati recuperati i PBMC, lavati ¢BS e centrifugati una seconda volta a
1500 rpm per 10 minuti. Le cellule sono state pese in terreno RPMI 1640 (Gibco, New
York, USA) addizionato di 1% L-Glutammina, Antibict (Penicillina, Streptamicina,
Gentamicina) e 10% FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibiy York, USA).

3. COLTURA DI PBMC.
Per valutare la concentrazione di uPAR solubiledptta da OPN, sono state piastrate £*10
cellule/ml attivati o meno con rhOPNud/ml (R&D System, Minneapolis, MN). Dopo 6-16-

24 ore, sono stati raccolti i surnatanti e dalllutz=é stato estratto 'mRNA.

4. DOSAGGIO DI UPAR SOLUBILE.
La concentrazione di suPAR nel siero dei pazienglesurnartante di coltura cellulare, é stata
misurata impiegando la metodica ELISA (enzyme-lthkemunosorbent assay), seguendo |l

protocollo fornito dal produttore (R&D). La conceatione minima dosabile € risultata essere
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di 15.65 pg/ml. Dopo aver seguito il protocolloggproceduto alla lettura della piastra tramite
lettore ottico Spectra Count con filtro a 450 nmofRad, Hercules, CA). Infine, & stato
utilizzato il programma I-smart per l'analisi deatd e la costruzione della curva di

regressione.

5. RT-PCR e REAL-TIME.

Per gli esperimenti di Real-Time é stato isola®NA totale da colture di PBMC trattati o
meno con lug/ml di rhOPN per 6 ore e 16 ore, ahlido un kit commerciale Nucleospin
RNAIlI (Machery-Nagel, Germany). L'RNA (500ng) € ttaretrotrascritto con il kit
Thermoscript RT PCR System (Invitrogen,Burlington,ON Canadagspressione di uPAR

e stata valutata con un saggio di espressione @@&ssay on Demand (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA Assay Ndds99999032_m1). Il gene housekeeping GAPDH é stato
utilizzato per normalizzare le variazioni del cDNRa reazione € stata condotta nello
strumento 7000 Sequence Detection System (AppliebyBtem). | risultati sono stati

analizzati con il metodo delle curve standard.

6. ANALISI STATISTICHE.

Il test di Wilcoxon per dati appaiati € stato usp&r I'analisi dei dati ottenuti dalle colture

linfocitarie. La significativita statistica & stattribuita per valori di p<0.05. E’ stato

impiegato il seguente software statistico GraphPatht (GraphPad Software, San Diego,
California, USA).

7. TRATTAMENTO CON ANTICORPO NEUTRALIZZANTE IL-17.

Topi MRL Ipr all’ottava settimana di vita sono s$tatattati o meno con un anticorpo
monoclonale anti-interleuchina 17 o con il corrisgente controllo isotipico Ig&a. Sono
state effettuate quattro iniezioni intraperitoneabn 100ug di proteina in 100ul di PBS, a
distanza di quattro giorni I'una dall’altra. L'anéle e stato poi sacrificato quindici giorni

dopo l'ultima iniezione.
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RISULTATI

1. | LIVELLI SIERICI DI SUPAR SONO AUMENTATI NEI PA  ZIENTI CON ALPS

E DALD.

Studi effettuati nel nostro laboratorio hanno ditmet® che i livelli sierici della forma
solubile del recettore di plasminogeno attivatocselevati in pazienti con SIRS. Al fine di
indagare il ruolo di questa molecola nell'infiamnwae sono stati dosati i livelli sierici di
SUPAR in pazienti ALPS, DALD e affetti da LES (nitia caratterizzate da una disfunzione
del sistema immunitario) tramite saggio ELISA. 8ostati presi in considerazione 31
pazienti affetti da ALPS o DALD, rispettivamente £516 soggetti, che hanno mostrato
livelli sierici di SUPAR significativamente piu efati (ALPS mediana 1985 pg/ml, DALD
mediana 3427 pg/ml) rispetto ai controlli sani (mmed 1449 pg/ml; p<0,000{figural).
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Figura 1. Livelli sierici di suPAR.Livelli sierici di uPAR solubile nei controlli sarfcerchi) e nei
pazienti con ALPS (quadrati) o con DALD (rombi).bibx rappresenta la mediana e il 28 il 75
percentile. p<0.05, test di Wilcoxon

In collaborazione con il reparto di Nefrologia dowara, come accennato in precedenza sono
stati dosati anche i livelli sierici della formalgloile di uPAR nei pazienti affetti da LES.
Non viene riportato qui il grafico corrispondent®iporto i risultati relativi alla
concentrazioni sieriche di suPAR ottenuti qui dgws®: controlli sani mediana 1786,8
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pg/ml; 25 percentile 778,4pg/ml e il 78745,7pg/ml; pazienti LES mediana 4385,4 pg/ml;
25 percentile 2343,5pg/ml e il 73096,1 pg/ml.

2. OSTEOPONTINA E COINVOLTA NEL MECCANISMO DI
REGOLAZIONE DI UPAR.

Visti i risultati ottenuti nel nostro laboratoriin collaborazione con il reparto di RIA di
Novara, che mostrano una correlazione tra i livabirici di OPN e di sUPAR nei pazienti
affetti da SIRS, si e voluto studiare in vitroiseneccanismo di regolazione del recettore
UPAR sia effettivamente dipendente da osteoponigiagandone i ruolo funzionali. Questa
ipotesi & anche supportata da ulteriori studi clestrano il coinvolgimento della citochina
OPN nel sistema uPA / uPAR. A questo scopo, soab salutati gli effetti di rhOPN
(citochina commerciale R&D) sulla regolazione diAlPIn vitro: e stato effettuato un saggio
in cui PBMC, isolati dal sangue di soggetti samngono stimolati in presenza/assenza di
rhOPN; l'espressione di uPAR in membrana, dellmRBEd i livelli della forma solubile

sono stati valutati in tempi differenti.

2.1 OPN REGOLA LESPRESSIONE A TEMPI BREVI DELL'RN A
MESSAGGERO DI UPAR

E’ stata valutata I'espressione del’lmRNA a 6h & #idlla stimolazione. Dopo aver estratto
'RNA da PBMC (stimolati in presenzal/assenza di PIN), € stato retrotrascritto ed
utilizzato per una PCR quantitativa: é stata w#ia una sonda anti-uPAR ed una anti-
GAPDH per il gene endogeno. | livelli trascriziondli uPAR in Real-time PCR hanno
mostrano una regolazione precoce indotta da OPNwdrento significativo indotto da OPN
nell'espressione dellmRNA di uPAR si nota a 6 dedla stimolazione per annullarsi con il
trascorrere del tempo: a 16 h i livelli trascriadirritornano paragonabili al campione non

trattato.Figura 3.
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Figura 3. OPN induce I'espressione del’'mRNA di uRAIl livello di mRNA del recettore uPAR sono
aumentati a 6h dalla stimolazione con OPN. | valetativi al’lmRNA di uPAR sono stati normalizzati
quelli del gene della gliceraldeide 3-fosfato deigenasi (GAPDH) e i risultati sono espressi come

aumento relativo rispetto ai livelli delle celluh®n trattate.

2.2 OPN RIDUCE | LIVELLI DI ESPRESSIONE IN MEMBRANA DEL
RECETTORE UPAR

Visti i risultati ottenuti dosando i livelli siefiadi SUPAR nei pazienti SIRS e LES é stata
supposta una correlazione diretta tra OPN e uPAdRo Sercio stati valutati i livelli di
espressione del recettore uUPAR in membrana trantitBuorimetria: si utilizza un mAb anti-
CD87 (uPAR) marcato PE. I risultati mostrano cleab ore dalla stimolazione con rhOPN é
stata rilevata una riduzione significativa dell’'s=gsione del recettore uPAR (i valori sono
stati normalizzati al 100% per il campione nontatat a 6h stimolati con rhOPN MFI ratio
86% , *p =0.03). Anche a 24 ore e stata osservatariduzione in membrana anche se
minore rispetto alle 6 ore (campione non trattatel Matio 100% vs stimolato MFI ratio
94.5%, *p = 0.03)Figura 4.
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Figura 4. OPN riduce I'espressione in membrana delcettore uPARL’espressione di uPAR €& diminuita
dopo le prime 6 ore di trattamento con rhOPN. lorakono espressi come MFI ratio% e normalizzati a

100% per il campione non trattato. *p<0.05, tesMdilcoxon

2.3 OPN AUMENTA | LIVELLI DELLA FORMA SOLUBILEDIU PAR

In studi sul meccanismo di regolazione di uPAR atostdimostrato che il clivaggio
proteolitico del recettore, che prevede l'elimiram@ dell’ancora GPI con il conseguente
rilascio della forma solubile, &€ necessario dowgplare il recettore stesso.

Quindi visti i dati ottenuti con gli studi in vitrm cui PBMC dopo essere stati stimolati con
rhOPN mostrano una diminuzione dell’espressionaetmttore in membrana, si € ipotizzato
che il meccanismo di down-regolazione portasse mdnaremento della forma solubile
SUPAR. E’ stata cosi dosata la concentraziond’diRusolubile nel surnatante delle colture
cellulari, stimolate o0 meno con la citochina. Etetosservato un incremento dose dipendente
di suPAR; gia a 6 ore 'aumento é significativo rmampioni trattati con rhOPN rispetto al
non trattato. Il picco massimo di concentrazionsta&o osservato a 24 ore NT mediana
417pg/ml vs stimolato con rhOPN mediana 891pg/mklbri ottenuti a 6 e 24 ore sono

statisticamente significativi p <0.008igura 5.
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Figura 5. OPN induce il clivaggio di uPAR in PBMCI rilascio della forma solubile di uPAR € indottia
rhOPN in maniera dose dipendente gia dopo 6 oieatiamento). | valori del campione non trattatne stati

normalizzati a 100 pg/ml. E’ stata espressa meldat St., *p value <0,0008, test di Wilcoxon.

3. IL17 SVOLGE UN RUOLO IMPORTANTE NELLO SVILUPPO D ELLA
MALATTIA IN TOPI LPR

Nel nostro laboratorio e gia stato dimostrato cheignti ALPS e DALD hanno elevati livelli
sierici di IL-17 rispetto a controlli sani (p<0.Q0%uggerendo che questa citochina svolge un
ruolo importante nel contribuire al difetto apoptottipico dei pazienti ALPS/DALD.

Si ipotizza che neutralizzando IL17 si potrebbelioigre lo stato di malattia aumentando la
responsivita a Fas. Per tale ragione é stato edtettuno studio in vivo su topi MRdt/lpr,
modello animale dellALPS. Topi all’'ottava settingauli vita, eta in cui sviluppano i primi
segni evidenti della malattia, sono stati tratfz@r 2 settimane (precisamente 4 iniezioni
intraperitoneali di 100ug di proteina ogni 4 gigrm con un anticorpo neutralizzante la
citochina IL-17 o con il controllo isotipico gt

3.1 IL TRATTAMENTO CON ANTI-IL17 RIDUCE IL VOLUME D EGLI ORGANI
LINFATICI SECONDARI

Topi trattati con un anticorpo neutralizzante ahti7 o con un controllo isotipico specifico
sono stati soppressi dopo 15 giorni dall'ultimaemone. Dopo aver prelevato tutto il sangue
'animale € stato sacrificato. | linfonodi superdic cervicali, quelli ascellari e la milza sono

stati recuperati; gli organi sono cosi stati pesatnisurati. Nel grafico sottostante vengono
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inseriti anche i valori di peso in mg di milza eftinodi di topi mai trattati, allevati nelle stesse
condizioni di quelli sottoposti al trattamento @sadtutto aventi le stesse settimane di vita. Le
milze ed i linfonodi dei topi trattati con I'anti-17 sono effettivamente di volume minore
(milze: media peso 203,03mg; linfonodi: media p88tmg) sia rispetto a quelli dei topi non
trattati (milze NT 357,33mg; linfonodi 883,33mg)ecimiettati con il controllo Ig&g (milze:
media peso 311,67mg; linfonodi 670mg)gura 6b. Alle milze sono state fatte anche delle
fotografie dalle quali si puo notare gia a occlaaitiuzione di dimensioni tra quelle del topo

trattato con il controllo (lunghezza 2,6cm) rispedtquelli in cui e stato somministrato il mAb

neutralizzante (lunghezza 2cri)gura 6a.
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Figura 6. Il trattamento con anti-IL17 induce unaiduzione del volume degli organi in topi IpSono stati
trattati animali all'ottava settimana di vita commumAb neutralizzante tramite 4 iniezioni intrapeniali, 15
giorni dopo l'ultimo trattamento sono stati predgivgli organi linfatici secondaria. Fotografia rappresentante
le milze di un topo trattato con il controllo ispito (sopra) e di un topo trattato con I'anti-IL13otto); righello
necessario per determinarne la lunghezzaGrafico in cui sono state riportate le medie dekp delle milza e
dei linfonodi di topi Ipr non trattati (bianco), amali a cui & stato somministrato il controllo igmto (nero) e

trattati con anti-1L17 (grigio).



3.2 IL TRATTAMENTO CON ANTI-IL17 DIMINUISCE LA % DI DOPPI NEGATIVI
Studi su pazienti LES hanno dimostrato che unadn&zsignificante di IL-17 viene prodotta

da cellule T TCRxp"CD4CD8, definiti doppi negativi (DN).

Inoltre ulteriori ricerche mostrano che nel modeiomale dellALPS, i topi MRlpr/lpr,

IL-17 é la maggiore citochina prodotta dalle c@llil DN infiltrate nei reni affetti da nefrite.
Negli studi in vivo effettuati dal nostro laboratmrgli animali sono stati soppressi alle 12
settimana di vita, dopo 15 giorni dall’'ultimo trmmento che complessivamente dura 2
settimane circa. E’ stata valutata la percentualdogppi negativi nel sangue, nella milza
(dopo essere stata processata con filtri da 100wtagificazione su Ficoll) e nei linfonodi
grazie all'utilizzo di mAb marcati con fluorocronfanti-TCRaf PE,anti-CD4 APC e anti-
CD8 FITC). In tutti gli organi considerati si nathe la percentuale del DN € minore nei topi
trattati con anti-IL17 rispetto sia a quelli nomttati che a quelli trattati con I'lgg. La
differenza maggiore si rileva nel sangue (topi trattati %DN 41,06; topi trattati con Igé
%DN 32,77; trattati con mAb neutralizzante %DN 23,%igura 7.

DOPPI NEGATIVI TOPI LPR
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Figura 7. Il trattamento con anti-IL17 induce una iduzione della percentuale di DN in topi IpriLa
percentuale di doppi negativi viene valutata aloffitorimetro utilizzando 3 mAb specifici. Sono istat

considerati topi non trattati (bianco) trattati cahcontrollo isotipico (nero) e trattati con anti-17 (grigio).
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DISCUSSIONE

La sepsi e stata definita come la presenza delito si SIRS accompagnato pero da
un’infezione accertata o anche solo presunta, redadifficile la distinzione tra SIRS e sepsi.
Risulta percid necessario avere a disposizionei dgghmenti o dei biomarcatori per
diagnosticare precocemente la sepsi e definirgiept ad alto rischio che necessitano di un
trattameno aggressivo. Si e deciso di studiangoilo ed il meccanismo di regolazione di due
citochine pro-inflammatorie coinvolte nell’infiammane: OPN e suPAR.

Sono stati dosati i livelli sierici di queste dueletole, OPN e suPAR, in pazienti settici (in
collaborazione con il Reparto d RIA dell’Ospedaladdiore della Carita di Novara). Il nostro
laboratorio aveva gia dimostrato che i livelli giedi OPN sono aumentati nei pazienti con
inflammazione sistemica associata o0 meno ad infeziDopo aver dosato i livelli sierici del
recettore solubile uPAR e stato dimostrato cheziguai considerati mostrano avere elevati
livelli della molecola suPAR, rispetto sempre a@d popolazione di controlli sani. Effettando
una correlazione tra i due biomarcatori si e vite i pazienti mostrano avere elevati livelli di
OPN con un aumento anamalo nei tre giorni succedsisuPAR, prima di sviluppare lo
shock settico. E’ stato cosi deciso di andare athgare il meccanismo di regolazione
reciproco esistente tra le due molecole d’intereQaeesto lavoro, suggerisce che il dosaggio
di OPN potrebbe essere un valido strumento diagiwoper discriminare un rischio di shock
settico e che OPN e suPAR possano svolgere un nedla patogenesi dell'infiammazione

sistemica.

Studi recenti hanno dimostrato I'importanza di L-prodotta da differenti tipi cellulari:
cellule T CD4, CDS e CD3CD4CDS8 . Contemporaneamente Yaagal. hanno rilevato
un’associazione tra IL-17 prodotta dalla cellulee Te evidenze cliniche e di sviluppo della
malattia che caratterizzano il lupus eritematostesiico (LES).

Il nostro laboratorio ha cosi deciso di valutarellsd7 fosse coinvolta nei meccanismi
patogenetici del’ALPS. 1 livelli della citochinaoso percio stati dosati nel siero dei pazienti,
guesto ha permesso di dimostrare come IL-17 siavotia nello sviluppo dellALPS e come
guesto possa peggiorare il quadro clinico inducandover-espresissione dell’interleuchina,
creando cosi un ambiente citochinico che inibiscmaniera significativa I'apoptosi mediata

da Fas e che favorisce l'autoimmunita. Questi dehno suggerito la possibilita di
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somministrare in vivo un anticorpo neutralizzankelV al fine di inibirne gli effetti. A
supporto di tala decisione si aggiunge un lavororiderca in cui topi affetti da
Encefalomietite autoimmune sperimentale (EAE) satdti con un anticorpo anti-IL17
migliorano il decorso della malattia.

Sono stati percio trattati topi MRL/Ipr, modelloiamale dell’ALPS e si sono andati a valutare
gli effetti sistemici. | dati preliminari ottenutianno mostrato che effettivamente il trattamento
inibisce lo sviluppo della linfoproliferazione mass riducendo in modo significativo la

percentuale di doppi negativi presenti nel sangoegd organi linfatici secondari.
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PROSPETTIVE FUTURE

Per quanto riguarda gli esperimenti relativi altadso del meccanismo di regolazione di uPAR

mediato da OPN sono stati ripetuti gli stessi saggiitro, presentati in questa tesi, in cui pero e
stato aggiunto come stimolo oltre a rhOPN anchaniicorpo neutralizzante la citochina stessa per
valutare se effettivamente i risultati ottenuti etjdono da OPN. Non sono pero stati qui riportati

perché sono ancora in corso di analisi.

Per quel che riguarda gli esperimenti in vivo irevesono gia in corso nuovi studi per poter cosi

ampliare la casistica.
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