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INTRODUZIONE

Aspetti generali dell’autoimmunita.

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

La tolleranza akelfinizia 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 naescono a riarrangiare in modo produttivo i geni
dei recettori per l'antigenes¢lezione positiyama anche quelli che riarrangiano un recettore
autoreattivo (slezione negativa)Negli anni '60 si riteneva che la selezione negatliminasse
tutti i linfociti autoreattivi e che le malattie @mimmuni fossero l'inevitabile conseguenza di arror
in questo processo di delezione. In realta i mdsoandi tolleranza centrale non sono sufficienti
per eliminare tutti i linfociti potenzialmente awattivi dal momento che non tutti gli antigeni
autologhi sono rappresentati a livello degli ordarfoidi centrali. A partire dalla fine degli aniv0
sono state ottenute numerose evidenze sperimeatghlfatto che linfociti autoreattivi maturi
circolanti sono normalmente presenti nei soggatti sormali. Poiché la presenza di queste cellule
non porta inevitabilmente allo sviluppo di manigsbni 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 infiamnmetoprodotte da linfociti T differenziati
(immunomodulazioneoppure attraverso l'azione di linfociti T regalatcapaci di esercitare una
immunosoppressione dominante nei confronti debtitif autoreattivi.

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

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



per errore antigerself. Tuttavia una piccola porzione di essi non muoreper@nane come cellule

memoria, importanti nelle successive stimolaziapdrte dello stesso antigene.

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

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

Le infezioni possono scatenare la malattia attissvenari meccanismi. La presenza, negli agenti
infettivi, di antigeni simili ad antigeniself (fenomeno del “mimetismo molecolare”), puo
determinare una “cross-reazione” contredlfda parte della risposta anti-agente infettivo doipe
quest’ultimo é stato eliminato. Inoltre lI'infeziopeid danneggiare i tessuti causando la liberazione
di antigeni normalmente sequestrati, che non somcstati visti dal sistema immunitario e che sono
quindi erroneamente riconosciuti come rs®if 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. Inoltmieche il sesso femminile &€ un fattore
predisponente lo sviluppo di malattie autoimmunstato dimostrato che la produzione massiva di
estrogeni nella donna altera alcune funzioni dgodtiti 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 il
rallentamento della morte cellulare rende questigani self piu esposti nel tempo. Oppure
alterazioni del processo apoptotico possono scagefenomeni necrotici che, a differenza
dell'apoptosi, determinano la comparsa di reazioimmatorie 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 essbvese in due grandi categorie: quelle organo-

3



specifiche e quelle sistemiche. Nella malattie @mouni 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 e diretta contro antigeni bersaglio esprasiquitariamente e coinvolge quindi piu organi e
tessuti, come ad esempio nella sindrome autoimriafoproliferativa (il cui acronimo € APLS) e
nel lupus eritematoso (LES).

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogeogetie malattie autoimmuni possono essere
mediate da anticorpi oppure da cellule. Le primenme@ndono malattie come le emocitopenie
autoimmuni, causate da autoanticorpi contro vai ti cellule del sangue, oppure il lupus
eritematoso sistemico, causato dalla deposizioneaim tessuti di immunocomplessi formati
principalmente da anticorpi contro complessi DN#oiis o0 RNA-ribonucleoproteine e i rispettivi
autoantigeni. Fanno parte di questa categoria aalce malattie autoimmuni organo-specifiche
causate da autoanticorpi capaci di esercitare tintatagonista o antagonista sull'organo bersaglio
ad esempio nel morbo di Graves-Basedow anticorpiracettore del TSH causano iperfunzione
tiroidea, mentre nella miastenia grave anticorptem il recettore dell’acetilcolina inibiscono la
trasmissione dellimpulso neuromuscolare. Le migattutoimmuni cellulo-mediate sono una
categoria in continua crescita e sono mediate ipatmente da linfociti T helper di tipo 1 (Th1),
caratterizzati dalla produzione delle citochineipiiammatorie IL-2, IFN e Linfotossina, e da
linfociti T citotossici (Tc). Esempi di questo tigth malattie autoimmuni sono il diabete mellito di
tipo 1 oppure la sclerosi multipla in cui i linféicTh1 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 considertii marcatori dello sviluppo della malattia, ma
guesti sarebbero conseguenza del fenomenceditipe spreading avrebbero un modesto ruolo
patogenetico.

L’autoimmunita presenta una eziologia multifatttgian 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 sister@evoso 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/masdhiiavda 1,9 a 3,1. L'esordio € 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 @gmniologici 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, comprendetirdpa mediterranea, gli USA meridionale la
popolazione bianca del Sud Africa;ed infine,zonbagso rischio, con tassi inferiori a 5/100000
comprendenti Asia, Africa, gli stati settentrionadil Sud America e i Carabi. In Italia la prevakenz
e di 20/100.000 con un numero totale di paziemiatb di circa 50.000, con la piu alta prevalenza
in Sicilia e Sardegna.

La causa della SM non €& ancora stata chiarita ergligtudi suggeriscono si tratti di una malattia
multifattoriale che dipende da fattori ambientg&netici, 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 presentaacgue 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 presahventano piu severi. | sintomi
neurologici, che sono la controparte clinica deiof@eni infammatori che portano alla
rottura della barriera emato-encefalica e alla #mone di nuove lesioni, sono seguiti da
una remissione completa o parziale che puo 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,igtwahdo la forma “secondaria
progressiva” (SP).

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

isolati ma la regressione, in questo caso, nom@ptza 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 mostra unwaalo progressivo di sintomi neurologici
irreversibili definendo la forma “progressiva prin@d (PP), dovuta a meccanismi
immunopatologici parzialmente distirj].Mancano gli episodici attacchi acuti, cosi come
le remissioni. Solo occasionalmente si assiste@pimiglioramenti transitori.

Accanto a queste forme ne troviamo altre due: da&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 tipoitpeo € 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 séit@&ibnentre la forma progressivo-recidivante
caratterizzata da un decorso progressivo fin dali#o, con recidive seguite 0 meno da recupero.
Gli intervalli tra una ricaduta e l'altra sono d&gdzzati da una continua progressione della
malattia, a differenza di una forma recidivante-teante 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 infimatorie[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 € costituita dalle anaatliiniche 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 encefalito4giespecifici per tali proteing¢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 IL2ZNH, TNF-o. Infatti, si ottiene un beneficio
terapeutico in molti modelli animali di EAE blocaimla via di trasduzione mediata dal ThFe

polarizzando le cellule verso un fenotipo Th2.



Nonostante cio, recenti studi hanno dimostrato c6BAE e la SM non siano un esempio di
univoca risposta Th-mediata ma che il meccanisni@ lahse sia piu complesso. Infatti topi
knockout per IFNy o per TNFe sviluppano comungue una EAE anche se con unattbsita e
severita diverse dai topiild-type[12;13]. Inoltre, un’altra citochina a cui € stato impotan ruolo
nelle sviluppo di questa malattia e 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 Thl7 nel SNC e periferico; inoltrezgenti RR presentano elevati livelli détinoic
acid-related orphan nuclear hormone receptoRIORC), noto fattore di trascrizione associato al
differenziamento in senso Th17.

Nelluomo i risultati, ottenuti dall’analisi moletare della risposta T contro la MBP, hanno
evidenziato che numerose porzioni della proteime sconosciute, nell’ambito di diverse molecole
del complesso maggiore di istocompatibilita, datemici famiglie del TCR. Tali risultati, che
discordano da quanto osservato nella EAE in cuislaosta immune e 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 mre, sulla polarizzazione verso un fenotipo Th2 o
sul blocco della traduzione del segnale via TNFegpa strategie molto efficienti nel classico
modello EAE, non sono altrettanto valide nelluoewb a volte peggiorano il corso della malattia.
[14;15].

Anche i meccanismi umorali dellimmunita sembrarsse¥e 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 dellB
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 € indicatdadakesenza di immunoglobuline oligoclonali
presenti nel liquor in piu del 90% dei casi di SNF 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 autoaertig presentato da molecole del MHC-II in
presenza di segnali costimolatori come B7-1 e Bsille cellule presentanti I'antigene. Queste
cellule autoreattive potrebbero essere presemteid periferico come linfociti “quiescenti”, seaz
manifestare il proprio potenziale autoaggressivao gtimolo 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 baaiematoencefalica.

Il processo di diapedesi attraverso questa stajttimplica una complessa interazione tra a)
molecole di adesione, b) chemochine, c) proteagrado di alterare la membrana basale, la matrice
extracellulare e di degradare la miel[8].

Nella fase successiva, i macrofagi e la microgiecgno un ruolo chiave. Questi elementi agiscono
come APCa livello locale, perpetuando la demielinizzaziamemunomediata attraverso: a) la
fagocitosi, b) il rilascio di citochine, c) l'ati@zione di proteasi, d) il rilascio di mediatoridas. La
reazione infiammatoria percio aggredisce la mielealivello del SNC producendo prima
demielinizzazione e poi danno assonale, che indaceeficit neurologico irreversibile.

Dati recenti dimostrano un importante ruolo deideiti CD8+ [19]; esiste infatti una significativa
correlazione tra la presenza dei linfociti CD8+iledanno assonale nelle lesioni scleroti¢@e].
Resta ancora da definire come i linfociti CD8+ cifmtiscano alla patogenesi della malattia. Studi
su modelli animali hanno suggerito sia un ruolo taediatori” sia da “soppressori”
dell'inflammazione. Nel primo caso, le cellule CD&anneggerebbero direttamente gli assoni, a
seguito del riconoscimento degli epitopi presensatiMHC-I espressi in superficie dagli assoni
stessi o indirettamente, distruggendo le cellul@igthe presentano epitopi di classe I, lasciagldo
assoni esposti ad un’altra forma di inflammazioNel secondo caso invece, il loro ruolo di
“soppressori” si esplicherebbe nel diretto ricommsnto 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 é una glicoproteina acida fosforilata a livedliodiversi residui di serina ed € implicata in
eventi fisiologici e patologici tra i quali il ring@llamento osseo, linflammazione, il cancro,
'angiogenesi, le patologie cardiovascolari e lelatiee autoimmuni[22-25] OPN esiste come
proteina immobilizzata nellaatrice extra-cellulare, ma anche come citochirlabse nei fluidi
biologici, dove agisce come importante componerde pilocessi inflammatori e della risposta
immunitaria[26;27].

Fu inizialmente identificata come la piu abbondasitdoproteina presente nel tessuto 04284,

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

OPN e secreta principalmente dagli osteoblastigh dateociti, dalle cellule epiteliali renali, dl
cellule del muscolo liscio, dalle cellule endotkliana € anche abbondantemente espressa dai
linfociti T e B attivati (fu identificata comdsarly T-cells Activaction- Eta-1) dai monociti-
macrofagi, dalle cellule NK e dalle cellule denidhe.

OPN e codificata da un gene polimorfimymato da 7 esoni e 6 introni e localizzato nelfhwo sul
cromosoma 4 (4921-g25). Il suo peso molecolareaviaai 25 e 80 kDa in base alle modificazioni
post traduzionali ai quali & sottoposta, tra cutaglilazione, fosforilazione e clivaggio ad opera
della trombina. In particolare, in seguito al tagtroteolitico operato dalla trombina, OPN espone
la sequenza peptidica SVVYGLR importante per proveve 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 puo essere abbondantemente glicosilata.
OPN attraverso il dominio RGD e in grado di intéragon 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 lintegrina,ps media la
migrazione delle cellule endoteliali durante I'amggnes|[29;30].

OPN e in grado di interagire anche con diverseorsoé di CD44, in particolare con CDA44.
CD44 e una proteina di membrana glicosilata cotavakll'adesione e neHomingdei linfociti.
Questa interazione media la funzione chemotattic@RN, 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, ORNI®O03bp che presenta una delezione di 14
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amminoacidi nellesone 5 e OPNc di 864bp che pitasema delezione di 28 amminoacidi
nell’esone 434;35]. Recentemente € stata identificata una forma-ceHalare 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 aedd6]. Il ruolo principale attribuito a IOPN e
guello di inibire la produzione di IL-27, potent@hitore della produzione di IL-17, da parte delle

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

Ruolo nell'inflammazione

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

OPN € una molecola con un duplice ruolo, pro- é@iafiammatorio. Per cio che riguarda la sua
azione pro-inflammatoria agisce come agente chdmattato, favorisce I'adesione dei macrofagi e
modula la funzione di macrofagi e linfocitiif vitro [39]. E noto che OPN & prodotta dai linfociti T
nelle prime fasi di attivazione e che recluta evatt macrofagi a livello del sito inflammatoritn
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 afticitaria in risposta a diversi stimati vivoed &
espressa dagli istiociti nei granulomi di variauratcome nella tubercolosi e nella sarcoidosi. Nel

topo, OPN costimola i macrofagi, attivati da LPSradurre IL-12 ed inibisce la produzione di IL-
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10. In linea con quest’osservazione, tkpock-outper OPN rispondono ad infezioni normalmente
caratterizzate da una risposta di tipo Thl con udetta produzione di IL-12 e un’aumentata
produzione di IL-1442;43].

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

e NFkB [45;46].

Per quanto riguarda la sua azione anti-inflammatgrbco € conosciuto, ma si pensa che OPN
eserciti un effetto anti-inflammatorio inibendogeoduzione di ossido nitrico attraverso l'inibizeon

di INOS[47;48]. Inoltre, recentemente € stato dimostrato che @&MNn effetto anti-inflammatorio

durante la seconda esposizione all’antigene inocdirepisodi 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 CD4ihterazione tra OPN e CD44 aumenta la
formazione di foci, lI'invasione e la tumorigeneattraverso la via del segnale mediata dalla
proteina chinasi Rac. Diversi studi hanno dimostrahe OPN protegge le cellule tumorali
dall'apoptosi attivando la via di sopravvivenzdasfatidilinositolo3chinasi(PI13K)-AKk[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 soft agare una piu lenta comparsa del tumanevivo. I
silenziamento genico di OPN nel topo, medianteetanita 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 laitmel sito di infiammazione e la polarizzazione
in senso Th1. Lo studio svolto su topi transgepéi 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-gammaglobulinernta].
Elevati livelli di OPN sono stati rilevati nelledi@ni celebrali di pazienti affetti da SM. Inoltnié,
topoknock-outper OPN sviluppa una forma piu lieve di EAE, mémlsperimentale della SM, con

ricadute meno frequenti rispetto al topdd-type [54]. OPN e una citochina chiave nellEAE in
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guanto ligando delle integring/ regola lattivita degli oligodendrociti, principatesponsabili del
processo di rimielizzazione e favorisce la formaeidella mielingd55].

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

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

Inoltre, un possibile ruolo di OPN nello sviluppondallattie autoimmuni, potrebbe essere spiegato
dal fatto che OPN e 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, inibentespressione di IL-27, noto inibitore di IL-17
[60].

| ruoli svolti da OPN nello sviluppo dell’autoimmitigt nel’'uomo sono molteplidi6l] e lo studio

dei polimorfismi di OPN ha portato ad interessasgociazioni con alcune malattie autoimmuni.
Analisi genetiche, condotte nel nostro laboratoaozarico del gene di OPN, hanno identificato
alcuni polimorfismi che formano tre aplotipi (A, 8 C). E stato dimostrato che i portatori degli
aplotipi B e/o C presentano un rischio 8 volte maiggdi sviluppare ALPS, rispetto agli individui
omozigoti AA . Nel caso della SM e del LES i pootatdei genotipi B e/o C presentano un rischio
di sviluppare la malattia di 1.5 volte maggiorespetto ai portatori del genotipo AP62;63].
L'incremento dei livelli di OPN e percido da corredaalla frequenza del genotipo non-AA,
associato ad un aumento dell’'espressione basabdedcitochina. Inoltre il nostro laboratorio ha
dimostrato che i diversi aplotipi di OPN correlacan la progressione e la severita della SM; come
misura della progressione vengono correlati pazereg evolvono dalla forma RR alla SP entro i
dieci anni dall’esordio della malattia (progresgaapida) e quelli che permangono nella forma RR
oltre i 10 anni (progressione lenta); la percemuddi soggetti che presentano una progressione
lenta della malattia si € mostrata significativategpiu elevata nei pazienti portatori del genotipo
AA, rispetto ai non-AA (85% vs 62%, p=0.02Bp].

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

Ruolo nella Sclerosi Multipla.

L’'associazione di OPN con la Sclerosi Multipla atat studiata estensivamente. OPN e stata
identificata come la citochina piu abbondante prgseelle lesioni SM. | livelli di trascritto di QW
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
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presentano la forma RR della malattia mentre illiypgasmatici di OPN nei pazienti con la forma
PP e SP sono simili a quelli dei controlli sEg5].

Nel modello murino di EAE la somministrazione diRF® a topi OPN induce ricadute ricorrenti e
un peggioramento della paralisi e dei deficits nfagici. Inoltre topi OPN-deficienti mostrano,
rispetto ai topi wild type, un decorso della madasignificativamente piu lieve, una maggiore
velocita di ripresa, assenza di ricadute spontanasa minore progressione nella forma[&P66].
Steinman L. e col[13] hanno dimostrato che il legame di OPN all'integrod31 previene la
traslocazione nucleare del fattore di trascrizidokhead box O3AFOXO3A) bloccando la
trascrizione di geni pro-apoptotici come BIM, BAKBAX; inoltre OPN aumenta la degradazione
di IkB-a con conseguente attivazione e traslocazione néctbarfattore trascrizionale NEB che
up-regola I'espressione di geni anti-apoptoticii €itbchine di tipo Thl e Thl7. La somma degli
effetti di OPN sui fattori trascrizionale FOXO3ANF-kB porta, pertanto, alla sopravvivenza dei
linfociti T autoreattivi. Questi risultati suggec@mo 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 aéoditi autoreattivi verso i tessuti cerebrali
inflammati attraverso la membrana ematoencefalidatti OPN € un membro delle Sibling (small
integrin-binding ligand, N-linked glycoproteins)gbeins[62] ed e secreta ad elevati livelli nella
matrice extracellulare perivascolare durante I'ridne dellEAE. Nella figura successiva e
mostrato il ruolo patogenetico di OPN nella sclerosltipla. | linfociti T esprimono l'integrina
0a4B1 (anche nota come VLA4), che permette loro di legdCAM1 (vascular cell adhesion
molecole 1) e osteopontina espresse dalle celhdeteliali che circondano le venule. I linfociti T
possono quindi andare incontro a diapedesi e atsave la matrice extracellulare per entrare,
infine, nel Sistema Nervoso Centrale. Qui la seorezdi citochine, OPN e altre molecole da parte
dei linfociti T e della APC danneggia gli oligodenditi che producono la mielina. Inoltre
plasmacellule autoreattive possono produrre amicamielina-specifici che danneggiano

ulteriormente la guaina mielinica.
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Ruolo di OPN nella patogenesi della sclerosi multig

Anticorpi diretti contro le catene4 o 31 possono bloccare il legame dei linfociti T umani
all’endotelio cerebrale inflammato e inibire I'imgenza dellEAE [63;67]. Queste evidenze
sperimentali hanno portato alla sviluppo di un @mpo 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 € in grado di legare I'integrinad31 solo dopo aver subito un taglio proteolitico aem@ della
Trombina, che permette la formazione di due poizZie C-terminale di uguale peso molecolare.
Il frammento N-terminale si caratterizza per I'esgone di due siti criptici di legame per
lintegrinaa4pl.

Come evidenziato dagli esperimenti di Chabas efisttsu modello dellEAE[64] il ruolo
patogenetico di OPN nella SM é complicato dallaspnza di auto-anticorpi diretti verso questa
citochina e capaci di spegnere la risposta infiatormea
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SCOPO DEL LAVORO

Osteopontina (OPN) é una fosfoproteina di circaD@khe agisce sia come citochina nei fluidi
corporei sia come componente della matrice extidae; € espressa ad alti livelli nelle placche
demielinizzanti dei pazienti con Sclerosi MultiglaM) e dei topi con encefalomielite autoimmune
sperimentale (EAE), il modello murino di SM. | tqmivi 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 forrogrgssiva e la morte. Cio suggerisce un ruolo
importante di OPN nella genesi della SM e nellaest@uzione.

OPN e 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 monoclonale umanizzato il cui utilizzo im@strato una riduzione dei sintomi e delle
lesioni cerebrali nei due terzi dei pazienti tratta

OPN é in grado di legara4f31 solo dopo aver subito un taglio proteolitico aoem@ della
Trombina, la quale determina lo smascheramentaiglisiti 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'iniazmie 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 catenei4 o031 sono in grado di bloccare

il legame dei linfociti T all’endotelio cerebralafiammato e di inibire lo sviluppo del’lEAET7].
Poiché OPN e altamente espressa nelle placche tE/AMa livello della matrice extracellulare
perivascolare €& stato suggerito che essa potrebbarg un ruolo nel reclutamento dei linfociti T
autoreattivi agendo in sinergia con VCAM-1, attraeeil legame com4f31. Teoricamente questa
funzione di OPN sarebbe attribuibile al frammentteNninale generato dal taglio proteolitico della
trombina, poiché nella proteina full-length i giii legame all’integrinax4f1sono mascherati. Ad

0gJgi, tuttavia, questa possibilita non é statastigatain vivo.

Gli esperimenti di Chabas et &64), nel modello murino, indirizzano verso la ricerdaadto-
anticorpi diretti verso OPN in grado di miglioraieé decorso della malattia. Nell'uomo,
autoanticorpi contro OPN sono stati individuaticsol pazienti con AR, osteoartrite e diabete di

tipo 1, ma il loro ruolo nel processo patogenetiEosconosciuto. Tuttavia, un anticorpo
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neutralizzante diretto contro un epitopo criptidbirderno della porzione N-terminale di OPN
sembra migliorare I'artrite nell’AR sia nel modehaurino che nei primati.

Questo lavoro si propone lo scopo di valutare dlaupatogenetico di OPN nella SM e nellEAE
attraverso lo studio funzionale dei due frammeatiggati dalla Trombina.

Inoltre questo lavoro si propone di investigar@dasibilita di attuare approcci terapeutici volli a
antagonizzare gli effetti di OPN, attraverso l'itiiecazione e la produzione di anticorpi diretti
verso ciascuna porzione della molecola che potrebbssere usati al fine di mettere a punto un
protocollo di immunizzazione passiva contro OPN.

Questo puo fornire informazioni utili per la prodwze di nuovi farmaci e garantire approcci

terapeutici diversi.
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MATERIALI E METODI

Clonaggio delle proteine ricombinati

| costrutti umani di OPN (OPNwt; OPN N-terminaleO®#N C-terminale) erano gia presenti nel
nostro laboratorio clonati nel vettore di esprassipcDNA3.1Hygro. Il cDNA corrispondente a
ciascun costrutto e stato inserito tramite PCR faistag di sei istidine nel vettore pUCOE; tale
vettore permette di ottenere un’espressione magsdda proteina se trasfettata in un sistema
eucariotico.

La messa a punto della tecnologia di espression@BJObiquitous Chromatin Opening Elemgnt
ha permesso un notevole miglioramento nellespoessidel gene in cellule di mammifero
stabilmente trasfettate, dati i suoi effetti sudt@uttura della cromatina; infatti questa struttura
impedisce il superravvolgimento della cromatina uolia avvenuta la trascrizione della sequenza
codificante la proteina, consentendo al complesdia goolimerasi di interagire continuamente con

la sequenza di DNA.

| primers utilizzati per I'amplificazione sono iggenti:

Per i costrutti OPNwt e OPN C-terminale

Primer forward MiniBody BsiWI

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGEGGCTGGAGCYS

Primer reverseOPN6xHisAscl

5’ACGTGGCGCGCOTAGTGATGGTGATGGTGATG ATTGACCTCAGAAGATGCT

Per il costrutto OPN N-terminale

Primer forward MiniBody BsiWI

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGEGGCTGGAGCT

Primer reverse OPN His N rev

5ACGTGGCGCGCOTAGTGATGGTGATGGTGATG AGAACCACCACCACCCCTCAGTC
CATAAACCACAC 3

Per i costrutti murini di OPNwt e OPN C-terminale

Primer forward MiniBody BsiWI

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGEGGCTGGAGCT

Primer reverseMsOPNG6xHisAscl

5’ACGTGGCGCGCOTAGTGATGGTGATGGTGATG GTTGACCTCAGAAGATGAACTC3’

Per il costrutto murino di OPN N-terminale

17



Primer forward MiniBody BsiWI

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGEGGCTGGAGCT

Primer reverseMsOPN His N rev

5’ACGTGGCGCGCOTAGTGATGGTGATGGTGATG AGAACCACCACCACCCCTCAGTC
CATAAGCCAAGC3’

Il primer forward presenta il sito di restrizionerp’enzima BsiWI (evidenziato in rosso) ed il
primer reverse il sito di restrizione per I'enzilscl (evidenziato in blu). In grassetto € evidet&ia

la sequenza codificante per le sei istidine.

Per produrre i costrutti mutati nel sito di tagliella trombina é stato necessario scomporre il cDNA
di OPN in due pezzi, sfruttando la presenza diittmunico 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. II
pezzetto wild-type mancante € stato ottenuto pstrizeone enzimatica. In particolare i primers
utilizzati sono:

Per il costrutto OPN Mutata

Primer forvardOPN mut NdeFor

5" GGAATTCCATATGATGGCCGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGACTAGCTTT AAATC
TAAGAAGTTTCGC 3

Primer reverseOPN6xHisAscl

Per il costrutto murino di OPN Mutata

Primer forwardMsOPN mut EagFor

5" CCAACGGCCRAGGTGATAGCTTGGCTTATGGACTAGCTTT AAGTCTAGGAGTTTC
CAG 3

Primer reverseMsOPNG6xHisAscl

Per il clonaggio degli anticorpi anti-OPNsono stati utilizzati i primers:
Primer forward:Bsiwl sense

5" acgCGTACAGCCACATGGGCTGGAGC 3

Primer reverseAscl anti-sense

5" acgGGCGCGCAOTAAGTACTATCCAGGCCCAG 3
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Ciascun amplificato € stato purificato con Exo-SHRGE Healthcare) e sequenziato per escludere

la presenza di mutazioni mediante ABI PRISM 310pgked Biosystems).

1-3 ug di DNA plasmidico (pcDNA3.1 Hygro-FcHumanyitrogen, San Diego, CA) e di cDNA
codificante per OPN sono stati digeriti per 2 oi&7aC, in presenza degli enzimi di restrizione alla
concentrazione di 1-2 U di enzima /ug DNA, di tam@ospecifico 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 l@jazione usando I'enzima T4 DNA ligasi
(Invitrogen). La miscela di reazione € compostal@dA che si vuole clonare (inserto) e dal vettore
con un eccesso del primo rispetto al secondo fwpado 3:1), la ligasi (1-2 U di T4 DNA), il
tampone 5X (fornito dalla casa produttrice delliema) ed acqua sterile.

La reazione é stata condotta a 22° C per 2 oreciBsruna delle reazioni enzimatiche realizzate era

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

Trasformazione batterica del DNA plasmidico

| 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 e stato indotto mediante shookit tenendo la miscela di batteri e DNA a 42°C
per 45 secondi, e successivamente in ghiaccio’pémbatteri sono stati quindi incubati per 30’ in
LB Broth a 37°C, e successivamente seminati serterselettivo (LB-agar-ampicillina 50 pg/ml) e
lasciati crescere 12-18 ore a 37°C.

Per la preparazione dei plasmidi e stato utilizzatkit di estrazione QIAGEN Plasmid Midi
(QIAGEN), seguendo il protocollo fornito dal kit. DNA é stato recuperato in H20 e quantizzato
allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 266280nm.

Prova di Tossicita

Cellule CHO-s sono state piastrate in piastra mugtl da 48 pozzetti alla concentrazione di 5%10
in 200yl di terreno Pro CHO5 (Lonza) in presenza di dosscenti di igromicinaB e incubate a
37°C in atmosfera umidificata, al 8% di CO2. La camrazione di igromicinaB necessaria per
avere il 50% di mortalita a 48 ore di incubaziorstata fissata a 0,2mg/ml. Tale concentrazione é

stata poi utilizzata per ottenere cloni trasfetitdabilmente.
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Trasfezione di cellule CHO-s e produzione di clorstabili

Il giorno prima della trasfezione le cellule CH@eno state seminate in multi well da 48 pozzetti in
1ml di terreno CHOS-SFMII (Invitrogen) alla concexzione di 0,5x19 cellule /ml e incubate a
37°C in atmosfera umidificata, al 8% di CO2. Lasfezione € stata eseguita utilizzando il reagente
FreeStyle MAX Reagent (Invitrogen), secondo leustni fornite dalla ditta.

La presenza dei ciascuna proteina ricombinantsuralatante di coltura e stata verificata mediante
Western Blotting dopo 72h di coltura.

Dopo aver verificato mediante Western Blotting Vamuta trasfezione, le cellule sono state poste in
selezione con 0,2 mg/ml di igromicinaB, ovvero laaqgtita di antibiotico scelta nel test di
citotossicita effettuato su cellule non trasfettdte cellule sono state espanse in terreno sedettiv
per 2 giorni e poi sono state contate e seminatierieno selettivo, in multiwell da 96 pozzetti in
modo da avere 1-2cellule/pozzetto in 200ul di tesrddopo circa 3 settimane sono risultati visibili
alcuni cloni cellulari, il cui surnatante di caléue stato testato per Western Blotting per veniéic

la presenza della proteina ricombinante.

Coltura di cellule CHO-s

Per ottenere una elevata produzione di prote

ricombinanti con le specifiche modificazior] ¢ LR
post-traduzionali, & richiesto I'uso di cellule ¢ i 4

mammifero e le condizioni di crescita devor

essere opportunamente controllate. A que

Nutrients Waste Products
scopo, & stato scelto come sistema di espress| cuanne AmL:“c;::eiT/Mum Comariment
la linea CHO-s Chinese Hamster Ovary, in ‘l‘ arle T 1:-_‘:\‘““”31“31£Z$”"‘e
grado di crescere in sospensione. Le cellule st Y ] ' ig - Cm:z::mem
state mantenute in coltura sfruttando un siste . \f Al 'L_ Ga;pe:?:lsmembm
innovativo di coltura cellulare, con il nome ¢ “/\ . S—

CELLine™ (BD Biosciences)che permette di ottenere concentrazioni di preteicombinanti 50-
100 volte piu alte rispetto al mantenimento in walttradizionale. Le cellule sono state coltivate i
terreno specifico CHO-S-SFMII (Invitrogen) al quadeno stati aggiunti gli antibiotici, quali
penicillina, streptomicina e gentamicinn ogni CELLine™ sono state piastrate nella camera
interna 1,5x18cellule/ml in un volume finale di 15 ml di terrenmentre nella parte esterna & stato
aggiunto circa 1L di terreno. Le cellule si dispong sulla membrana di silicone che permette |l
diretto accesso all'Qe all’anidride carbonica, mentre i nutrienti eplecole molecole arrivano alla

camera di coltura passando attraverso una memls@mgermeabile di acetato di cellulosa. II

20



CELLine™ ¢ stato mantenuto a 37°C in un incubatdrg% di CQ. Due volte a settimana sono
state raccolte le cellule centrifugando a 1000 ziota per minuto (rpm) per 10 minuti. I
surnatante, nel quale viene secreta la proteimanitinate di interesse € stato conservato a -20°C

per essere purificata, mentre le cellule sono sfat@nate e sostituite da altre fresche.

Western Blotting

Surnatanti di coltura dei cloni stabili di celluHO-s, sono stati raccolti e analizzati mediante
Western Blot per la presenza della relativa prateicombinante.

| campioni ottenuti sono stati caricati su gel SBSGE al 10% di acrilammide secondo protocollo
standard (@rrent Protocols in Molecular Biology

| campioni sono stati quindi trasferiti su filtre witrocellulosa (Hybond-C Extra, GE Healthcare,
Piscataway, NY, USA) per 1,5h a 100V in tampon¢rasferimento (Tris base 3g/l, Glicina 14,4
g/l, SDS 1 g/l, Metanolo 10%). La nitrocellulosatata saturata con una soluzione di 5% di latte in
TBS-T (Tris Base 24,2 g/l, NaCl 80 g/l ph 7,6 0,IT¥%een-20), e quindi incubata 16 ore a 4°C con
I seguenti anticorpi: Tetra-His Antibody—Qiagenettio contro il tag di 6 istidine, SPP1 Polyclonal
Antibody-Thermo Scientific- diretto contro un egito C-terminale di OPN, Polyclonal anti-
Osteopontin Antibody-Millipore-diretto contro unitgpo di OPN N-terminale. Successivamente il
filtro di nitrocellulosa é stato incubato 1h contieamrpo secondario coniugato ad HRP. Dopo 3
lavaggi in TBS-T, il filtro & stato incubato corsuibstrati specifici per chemioluminescenza (ECL
Western Blotting Detection Reagents, GE Health¢a&e)l segnale luminoso emesso dalla reazione
e stato utilizzato per impressionare i film da aadiografia. || segnale ottenuto sulle lastre

impressionate rappresenta quindi le bande proteichrosciute dall’anticorpo primario specifico.

Purificazione proteica

La purificazione delle proteine fuse al 6xHis tagi&ta eseguita mediante cromatografia per affinita
su colonna con resina al nichel Ni-NTA Resin (Qr@ge un buffer costituito da 5o0mM NaPO,
pH8.0, 300mM NacCl, 10mM imidazolo. L’eluizione Gelproteina é stata effettuata in elution
buffer (5omM NaHPO, pH8.0, 300mM NaCl, 250mM imidazolo). La proteinascurificata €
stata dializzata ON contro PBS1X e quantizzata amdidensitometria su gel di Coomassie.

La purificazione degli anticorpiu anti OPN e saffettuata mediante cromatografia per affinita su
protein A-Sepharose (GE Healthcare). La proteirsta¢a eluita mediante Glicina 0,1M pH2,7,
neutralizzata con 20% vol/vol di Tris Base 2M didmata contro PBS 1X.
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Digestione enzimatica con trombina

5ug di rhOPN-6xHis e rhOPN Mut-6xHis sono stati sptisti a digestione con 0,1U di Trombina
(Calbiochem) mediante incubazione per 1h a 37°@hibuffer costituito da 20mM Tris HCI pH7.6,
80mM NaCl e 2mM CaGl300Qug del prodotto della digestione enzimatica sont s&icati su gel
di poliacrilammide e analizzati mediante westerottblg effettuato con anticorpi diretti verso la
porzione N- o C-terminale di OPN o contro il tag-Hix

Separazione su gradiente di cellule mononucleate dangue periferico (PBMC)

Per la separazione dei PBMC e stato utilizzato wardj donatori sani ottenuto da una sacca di
sangue concentrato (Buffy coat) proveniente datroenasfusionale AVIS di Novara. Il sangue e
stato diluito con PBS 1X, stratificato su Ficollqphque (Lympholyte-H, Cederlane Laboratories
Hornby, Ontario, Canada) e centrifugato a 1800 pem30 minuti.

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

Separazione di linfociti T CD4 e monociti da PBMC

Per la purificazione dei linfociti T CD4e dei monociti & stato utilizzato un kit commeleia
(Milteniy-Biotec, Germany), il quale permette dfetfuare una selezione negativa purificando solo
la popolazione cellulare d’interesse, sfruttandticarpi biotinilati successivamente coniugati ad
anticorpi anti-biotina, legati a biglie magnetiche cellule marcate ritenute nella colonna sono
state eliminate, mentre le cellule non marcateodino interesse sono state eluite.

La purezza delle cellule é stata valutata per matizanalisi immunofenotipiche ed é risultata

sempre superiore al 95%.

Saggi funzionali

| linfociti T CD4" e i monociti sono stati utilizzati per valutare ¢apacita delle proteine
ricombinanti da noi prodotte di indurre la secreeiai citochine. In particolare i linfociti T CD4
sono satti saggiati per la produzione di Iif&4L-17, mentre i monociti per la produzione dMR-

1. Gli effetti delle proteine ricombinanti da naiogotte sono stati confrontati con quelli indotti
dalla proteina rhOPN commerciale (R&D Systems).

| linfociti T CD4+ sono stati piastrati alla condearione di 1x10 cellule/pozzetto in 1Q0 e in
presenza di dg/mL di anticorpo anti-CD3 (clone OKT3) e dipd/mL di anti-CD28,
precedentemente adesi alla piastra di coltura.dllele sono state stimolate o meno copgiml

delle molecole ricombinanti intere o di quantitauieeplari delle proteine corrispondenti ai
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frammenti generati dal taglio della trombina. L&rszione della citochina nel surnatante e stata
valutata dopo 24h di coltura, mediante il kit ELIS#man IFN-gamma Cytokine (BioLegend, San
Diego, CA,USA) seguendo il protocollo fornito dadista.

Al fine di valutare la produzione di IL-17, i linfiii T CD4" sono stati attivati in presenza di
1pg/mL di anti-CD3 e fuig/mL di anti-CD28, su una piastra da 96 pozzeftiralo tondo. Le cellule
sono satte seminate alla concnetrazione di 0°lodllule/pozzetto in 200 pl di terreno RPMI1640
al 10% di FBS con aggiunta di IL-6 (20 ng/ml) e 18-(10 ng/ml), citochine note indurre la
produzione di IL-17, in presenza o0 meno dug/ml delle rhOPN corrispondenti alla molecola
intera, o di quantita equimolari dei frammenti NEderminale. Ogni condizione €& stata eseguita in
triplicato. | surnatanti sono stati raccolti al o di coltura e saggiati per la produzione cillL
mediante il kit ELISA DuoSet IL17 (R&D Systems).

Per valutare la produzione di TIMP-1 0,1%H0 monociti sono stati seminati in una piastra a 9
pozzetti a fondo piatto in 100 pl di terreno RPMMQ + 10% di FBS in presenza o meno delle
diverse forme di OPN e lasciati incubare per 48 heestimolazione é stata effettuata utilizzando
lug/ml di rhOPN e quantita equimolari dei frammenti B C-terminali. Al termine della
stimolazione, i surnatanti delle colture sono staticolti e saggiati per la presenza di TIMP-1
utilizzando il kit ELISA DuoSet TIMP-1 (R&D Systems

Saggio di morte cellulare

L’AICD (Activation Induced Cell Dea}lhe 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 5x1®linfociti T sono stati seminati in presenza di gg/ml di anti-CD3, in
terreno RPMI 1640 + 5% FBS + 1U/ml IL-2 in presemzassenza di ig/ml di rhOPN (R&D
system) o di quantita equimolari delle molecolembinanti Home-made e coltivati per 18 ore. Per
gli esperimenti di inibizone della funzione di ORANstimolazione e stata effettuata in presenza di
10ug/ml di anticorpo. Le cellule vive sono state comatsfruttando la loro incapacita di incorporare
il colorante Blue di Tripano. Il saggio € stato dotto in triplicato e i risultati sono espressi @b

di sopravvivenza cellulare cosi calcolata: (totiée cellule vive in ogni pozzetto del saggio/teta

delle cellule vive in ogni rispettivo pozzetto dintrollo) X 100.
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Saggio ELISA

La capacita degli anticorpi anti-OPN di riconosckremolecola ricombinante verso cui era sttao
selezionato e stata testata mediante un test EdiB&to A questo scopou®/ml della proteina
rhOPN-6xHis/ rhOPN N-ter-6xHis/rhOPN C-ter-6xHisrifigata sono stati adsorbiti su piastre
ELISA mediante una incubazione overnight a 4°C. iQgoezzetto e stato saturato con PBS-
0,05%Tween e incubato per 1h a temperatura ambaarteciascun minibody. Il legame € stato
visualizzato mediante I'impiego di un anti-humamicgato HRP (BIO-RAD). La reazione é stata
visualizzata con TMB Tetramethyl Benzidine(Sigma) e l'assorbanza letta a 450nm mediante
BS1000 SpectraCount (Packard).

Analisi statistiche

Il test impiegato per paragonare i risultati ottiergustato il test di Wilcoxon per I'analisi deitda
appaiati. Tutti i valori assunti delle p avevana&dwode e il cut-off di significativita € p<0.05. Le
analisi statistiche sono state effettuate impiegandsoftware GraphPad Instat (San Diego,
California, USA).
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RISULTATI

Produzione e purificazione delle molecole ricombirrai

Allo scopo di studiare gli effetti del taglio deliambina sul ruolo patogenetico di OPN nella SM e
stata prodotta sia la molecola wild-type che i ftaenmenti derivanti dal taglio proteolitico di OPN
(N- e C-terminale) e la proteina intera mutata mdjunon digeribile da parte della trombina. Tutte
le molecole sono state fuse al al tag di 6 istidihe ne ha consentito la successiva purificazione
mediante cromatografia per affinita.

In particolare sono stati clonati:

- il frammento N-terminale, che si estende dall’ &@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'’ &3 &l 314, ed e responsabile della
interazione con alcune isoforme del recettore CDH4ruolo patogenetico di questa
interazione nella SM non é chiaro. Essa potreblaiare stimoli anti-apoptotici

- un mutante di OPN mancante del sito di taglio dietdenbina, localizzato tra gli aa R168 ed
S169 che sono stati mutati in S168 e F169. Quest@ante e potenzialmente incapace di
generare i due frammenti N- e C-terminale

Una identica strategia e stata utilizzata per ¢t proteine murine.

Tutte le proteine ricombinanti sono state prodotteediante amplificazione del cDNA
corrispondente con specifici oligonucleotidi e @brin un vettore ingegnerizzato che presenta, a
monte del sito di inserzione, la sequenza kozaksetjuenza leader delle Ig. La prima consente di
aumentare la traduzione del mRNA transgenico, leors#a consente di ottenere la proteina
ricombinante nel terreno di coltura delle cellulal momento che la funzione e l'antigenicita di
OPN dipende in larga misura dalle modificazionitgeaduzionali della molecola, tutte le proteine
ricombinanti sono state prodotte in un sistema moideo. In particolare € stato utilizzato |l
plasmide pUCOE-MB, che consente di ottenere rés& e costanti nel tempo della proteina
ricombinante. Ciascun plasmide e stato trasfeitatcellule CHO-s e, la presenza della proteina
ricombinante nel surnatante di coltura é statafieata mediante western blotting decorato con
anticorpi diretti verso OPN (mappanti nella poradi o C-terminale) o verso il tag di istidine.

In figura 1A &€ mostrato un Western blot dei surnatanti di caltircellule CHO-s trasfettate con i
costrutti umani decorato con un anticorpo direterse il tag di istidine. Tutte le proteine

ricombinanti da noi prodotte danno un segnale delifia attesa, ovvero circa 60kDa per le
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molecole corrispondenti a OPN intera, e circa 3bkigr la porzione N-terminale e 25kDa per la
porzione C-terminale.

Gli stessi surnatanti sono stati inoltre valutagr pa capacita di essere riconosciuti da anticorpi
specifici per ciascun frammento di OPN. In parteel lafigura 1C mostra il western blot
effettuato con un anticorpo diretto verso la paneidN-terminale di OPN. Come si puo vedere le
proteine corrispondenti alla molecola intera, siliype che mutata, e al frammento N-terminale,
sono riconosciute da questo anticorpo; al contraréssun segnale e dato in corrispondenza del
frammento C-terminale. Allo stesso modo l'anticorpoti-OPN diretto verso un epitopo C-
terminale della molecola rileva solo le proteinenariche rhOPN C-ter+6xHis ed rhOPN
Mut+6xHis e rhOPN wild-type+6xHis che possiedonée tapitopo figura 1B) mentre, come

atteso, non é in grado di rilevare la molecola @rioa corrispondente al solo frammento N-
terminale.

Anche le proteine ricombinanti corrispondenti a Oflrina sono state prodotte allo stesso modo e
sottoposte ad analisi western blot con anticorpecsgi. Essi sono stati riconosciuti solo
dall’anticorpo diretto verso le istidine e da quoetliretto verso un epitopo N-terminale di OPN.
Tutti quanti danno un segnale della taglia attesme mostrato ifigura 1D e 1E.
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Figural Western Blot dei surnatanti di
coltura di cellule CHO-s trasfettate con i
plasmidi codificanti i mutanti di OPN
umana e murina, fusi al tag di 6 istidine.
Questi surnatanti sono stati analizzati con
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Le cellule trasfettate sono state poste in tersatettivo al fine di generare cloni cellulari caipadic

esprimere stabilmente ciascuna proteina ricomb@mdra presenza della sequenza leader delle Ig a

monte del sito di clonaggio, nel

plasmide utilizzgaha consentito di ottenere le proteine

ricombinanti nel surnatante di coltura cellulara,adii ciascuna proteina € stata purificata mediante

cromatografia per affinita su colonna al Nicheleluato dalla colonna e stato sottoposto a dialisi

contro PBS al fine di eliminare i sali contenuti meffer di eluizione. La proteina purificata e

dializzata e stata quantizzata al NanoDrop e la effettiva concentrazione € stata valutata
confrontando lintensita della banda presente sudjeCoomassie con una curva di BSA a

concentrazione nota. Lhgura 2 mostra i gel di Coomassie relativi a ciascuna gnat La

colorazione con Blu di Coomassie

ha consentito swo di confermare la quantizzazione, ma

anche di escludere la presenza di proteine contartiim ciascuna preparazione proteica.
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27



Digestione enzimatica con Trombina

Le proteine ricombinanti di OPN intera (wild-typemaitata) sono state sottoposte a digestione con
trombina, al fine di verificare se la mutazioneent conferisse realmente alla molecola resistenza
al taglio da parte di questo enzima. Il prodottdladeligestione €& stato caricato su gel di
poliacrilammide e sottoposto ad analisi Westernt Becorato con anticorpo diretto verso il tag di
istidine. Come atteso la digestione della molecmiembinante wild-type determina una riduzione
della taglia della proteina rispetto alla molecolan digerita, che corrisponde all'assenza del
frammento N-terminalefigura3). Questo effetto non si ottiene per la proteindatau Pertanto la
sostituzione aminoacidica inserita, che ha portaita formazione della OPN Mutata
(OPNRI68SISIE & offettivamente in grado di conferire alla neole la capacita di resistere

all’azione proteolitica della Trombina.
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Figura3 Western Blot delle proteine OPNwt-6xHis e ®N Mut-6xHis digerite con Trombina. Il prodotto della
digestione operata dalla Trombina e le proteinedigarite sono satte caricate su gel di poliacnitade e sottoposti ad
analisi wester blot decorato con anticorpo diretintro I'epitopo di 6 istidine
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Validazione della funzionalita delle proteine riconbinanti

Negli anni passati nel nostro laboratorio sonoi sitatestigati gli effetti della somministrazione
esogena di OPN sulla attivazione di PBMC e monodithostrando che OPN gioca un ruolo nella
produzione di IFNy, IL-17 e TIMP-1 e protegge i linfociti T dalla AIC[Activation Induced Cell
Death. Questi test sono stati utilizzati al fine diidalre la funzionalita delle proteine ricombinanti
da noi prodotte e di studiare il ruolo di ciascuhe due frammneti generati dal taglio della

trombina.

Effetti sull’apoptosi

Il saggio di protezione dalla morte cellulare @csttilizzato per valutare la funzionalita e glietti
delle proteine ricombinanti umane da noi proddttéasso di mortalita e stato valutato sfruttando
l'incorporazione del colorante Blu di Tripano datpadelle cellule morte. La % di sopravvivenza é
stata ottenuta paragonando il numero di cellule ¥ion colorate) nel campione attivato con anti-
CD3 in presenza delle proteine ricombinanti copuihto sperimentale condotto in loro assenza. |
valori ottenuti sono stati normalizzati rispettacampione non trattato e paragonati a quelli otienu
in presenza della proteina commerciale rhOPN. ulta§ mostrano che OPN wt prodotta in
laboratorio e in grado di inibire in maniera sigrativa la morte cellulare con un effetto del tutto
paragonabile a quello della molecola ricombinaraenmmerciale. Inoltre, sia OPN mutata sia i
frammenti N- e C-terminali si sono dimostrati ediic nella protezione dalla morte dei linfociti
indotta dall’attivazionefigura4). Da questi risultati € possibile concludere €ieN € un efficace
fattore di protezione contro la morte cellulareatid dall’attivazione e che questo effetto dipende

dall'interazione con diversi ligandi riconosciuglte varie porzioni della molecola.
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Figura4. Effetti di OPN sulla sopravvivenza dei lifociti T. | linfociti T sono stati stimolati con anti-CD3@Jug/ml)

per indurre attivazione in presenza o in assenzg/imludi OPN commerciale o delle differenti forme @PN

ricombinante home made a concentrazioni equimdlaisultati sono espressi come % di sopravvivereddulare. Nel
grafico sono rappresentate la media + I'erroredstesh di 5 esperimenti indipendenti. *p<0,05 rispettla condizione
con il solo anticorpo anti-CD3 utilizzando il teltWilcoxon.
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Secrezione di IFNy

La funzionalita delle proteine ricombinanti rhOPbIne-made € stata inoltre testata per la capacita
di indurre secrezione di IFN-da parte di linfociti T CDZ attivati medinte fig/mL di anticorpo
anti-CD3 (clone OKT3) e dig/ml di anti-CD28. Gli effetti delle proteine ricdmmanti da noi
prodotte sono stati confrontati con quelli indoila proteina rhOPN commerciale (R&D). | livelli

di secrezione di IFN-da parte di linfociti T CD% in presenza di rhOPN risultano sovrapponibili a
qguelli indotti in presenza della proteina commdeci&ntrambi i frammenti sono risultati essere
coinvolti nella secrezione di questa citochifigura 5). Questi risultati sono solo preliminari e

devono essere confermati su un numero maggiorerditdri.
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Figura5. Effetti di OPN sulla produzione di IFN-g da parte di linfociti T CD4+. | linfociti T CD4+ sono stati
attivati con anti-CD3 (1 ug/ml) e anti-CD28 (1 md)/ in presenza o in assenza 1ug/ml di OPN commlerc delle
differenti forme di OPN ricombinante home made acemtrazioni equimolari. | risultati mostrati siefiscono a due
esperimenti indipendenti
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Secrezione di IL-17

Dal momento che IL-17 € coinvolta nella progressidella SM e OPN ¢ in grado di sostenere |l
fenotipo Th-17, e stato valutato quale fosse ltdfedelle nostre proteine ricombinanti sulla
produzione di questa citochina da parte di linfo€itCD4+. Inoltre, negli anni passati il nostro
laboratorio ha dimostrato che OPN aumenta il ritasit IL-6 da parte di monociti, una citochina
pro-infiammatoria che in combinazione con IB-fjuida il differenziamento dei linfociti in senso
Th-17. I linfociti CD4 sono stati attivati con un anticorpo anti-CD3 @ amti-CD28, in presenza
di IL-6 e IL-1B. IL-17 é stata dosata nei surnatanti delle coltcedulari dopo 5 giorni di
stimolazione con i costrutti di OPN mediante sadgidSA. Il basale, rappresentato dai linfociti T
CD4" in presenza di anti-CD3+anti-CD28, mostra un cerado di secrezione di IL-17 se pur a
livelli bassi, dimostrando l'attivita intrinseca idanfociti T di produrre la citochina in seguitaa
attivazione. Si puo osservare che la presenza i i@euce e incrementa in maniera significativa la
secrezione di IL-17. La molecola commerciale e ewole Homemade OPN wt e OPN mutata,
inducono simili livelli di secrezione di IL-17. wersa il confronto dell’effetto esercitato dalleed
porzioni N- e C-terminali dimostra che OPN N-teraien € significativemente piu attiva nella
induzione di IL-17 rispetto alla porzione C-termlandfigura6). Questi dati suggeriscono che
antagonisti della porzione N-terminale di OPN ploliero essere utilizzati per inibire la secrezione
di IL-17 indotta da OPN.

32



SHpe 0.05

2000

J
e

1600

IL1 peml
YUY

- 8 B 8
HH

2 = \g - -
d‘ ; Ny N A AN hS
Al = o o ) >
> N & S &
s - -
= QT x5 - N o
SN R R S
N NGO
N
N

Figura6. Effetti di OPN sulla produzione di IL-17 da parte di linfociti T CD4". | linfociti T CD4" sono stati
stimolati con anti-CD3/anti-CD28 con aggiunta difle IL-1B in presenza o in assenza dei diversi costrut®®N
ricombinante con il tag 6xHis a concentrazioni ewplari: OPN commerciale (R&D System), OPN wt e OMMt
(1pg/ml); OPN N-ter e C-ter (0,5ug/ml). | surnatauno stati raccolti al quinto giorno ed € staatutata la secrezione
di IL-17 con un saggio ELISA. Nel grafico sono reggentate la media + l'errore standard di 7 espim
indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione dbsolo anticorpo anti-CD3+antiD28; i p<0,05 della condizione in
presenza di OPN N-ter rispetto a quella con OPMrCAtitilizzando il test di Wilcoxon.
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Secrezione di TIMP-1

In passato é stato dimostrato che OPN € in gradadiirre secrezione di TIMP-1 da parte di
monociti e che TIMP-1 inibiscen vitro, sia I'AICD che la morte indotta da Fas dei linfod.
Pertanto € stata studiata anche l'interazione duai tra OPN e TIMP-1, due molecole coinvoltie
nella risposta inflammatoria e nella patogenedade&M. In particolare e stato valutato I'effetta de
diversi costrutti di OPN sull’espressione di TIMRd& parte di monocitin vitro. La valutazione
della secrezione della proteina ha dimostrato éhedpolazione dei monociti, in assenza di
gualsiasi stimolo, € in grado di secernere TIMPdpal 48 ore di coltura. Tutte le proteine
ricombinanti sono state testate per la capacitadiirre secrezione di TIMP-1 da parte di monociti
purificati da sangue periferico di donatori sanij éoro effetti sono stati paragonati a quelli
determinati dalla stimolazione con la rhOPN comnaggc La porzione N-terminale risulta avere un
effetto minore, anche se significativiigra7). Questi dati suggeriscono che antagonisti di @PN
in particolare della porzione C-terminale potrelobessere utilizzati per inibire la secrezione di
TIMP-1 indotta da OPN.
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Figura7. Effetti di OPN ricombinante sull'espressime di TIMP-1 da parte di monociti. | monociti sono stati
stimolati con i diversi costrutti di OPN ricombirtara concentrazioni equimolari: OPN commerciale [R&ystem),
OPN wt e OPN-Mut (1pg/ml); OPN N-ter e C-ter (0,5pl). | surnatanti sono stati raccolti dopo 48lstilinolazione e
la produzione di TIMP-1 é stata valutata con unggadeLISA. Nel grafico sono rappresentate la metliberrore
standard di 6 esperimenti indipendenti. *p<0,0petto alla condizione senza alcun trattamentoizméihdo il test di
Wilcoxon.
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Produzione di anticorpi anti-OPN

Le proteine ricombinanti da noi prodotte sono stathizzate come esca nella ricerca di anticorpi
specifici per il frammento N- o C-terminale, medwita tecnologia del phage-display. Si tratta di
un metodain vitro per selezionare anticorpi, che si basa sulla meazdi librerie di anticorpi di
grandi dimensioni, dai quali gli anticorpi monocitineganti I'antigene di interesse possono essere
selezionati. |1 frammenti anticorpali sono stati ®ssivamente ingegnerizzati per incorporare la
regione Fc e formare proteine di fusione scFv-Fmmiantibodies". Questo permette di aumentare
la stabilita della molecola e di migliorare ladoefficacia terapeutica grazie alla citotossicita
cellulo-mediata anticorpo-dipendente (ADCC) e ailatossicita complemento-dipendente (CDC)
mediata dalla porzione Fc.

Nel nostro caso con questo metodo sono stati fostti3 frammenti anticorpali: 2 diretti contro la
porzione N-terminale (chiamati A3 e H11) e 1 cod&r@orzione C-terminale di OPN. Le porzioni
VH/VL identificate mediante phage-display sono etaise alla sequenza che codifica per il CH2-
CH3 delle IgG1 umane, mediante clonaggio nel vetfYGRO, ingegnerizzato dal laboratorio
del Prof. Sblattero. | miniantibodies cosi prodo#thno stati clonati nel vettore pUCOE
precedentemente descritto e trasfettati stabilmentzllule CHO-s. Questo ha permesso, ancora
una volta di ottimizzare la produzione della molaccorrispondente. Légura 8 mostra l'analisi
Western blot dei surnatanti di coltura di cellulleecproducono stabilmente ognuno di questi
anticorpi, decorato con anticorpo anti-SV5.

Le rispettive cellule sono state coltivate in tagesintetico e la proteina corrispondente purificat
mediante cromatografia per affinita su colonnardigina A. Anche in questo caso il prodotto della
purificazione proteica €& stato dializzatovernight contro PBS e controllato su gel di
poliacrilammide colorato con blu di Coomassie.idultato, mostrato irfigura 9, ha permesso di
verificare la corretta concentrazione della preparge proteica ottenuta, mediante il confronto con
una curva di BSA a concentrazione nota, e di i@ l'assenza di proteine contaminanti o di

bande di degradazione.
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Figura8. Western Blotting dei surnatanti di coltura di cellule CHO-s trasfettate stabilmente con i plamidi che
codificano per miniantibodies anti-OPN Le sequenze VH/VL specifiche per ciascun frammetitOPN sono state
clonate nel vettore pHYGRO e prodotte come minketties nel surnatante di coltura di cellule CHOesfettate
stabilmente. La figura mostra il Western Blot dedorcon anticorpo anti-SV5corrispondente al minibspecifico per
la porzione C-terminale di OP{) e ai minibodies anti-OPN N-termingB)
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Figura9. Quantificazione su gel di poliacrilammide olorato con Blu di Coomassiel prodotti di purificazione di
ciascun miniantibody sono stati valutati su gelGCdimassie per stabilirne la corretta concentrazerd@assenza di
contaminanti. A) minibody anti-OPN Cter;R) minibodies anti-OPN Nter.
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Riconoscimento di OPN da parte degli anticorpi antOPN

Gli anticorpi prodotti sono stati saggiati per &pacita di riconoscere le diverse porzioni di OPN e
la molecola intera, mediante test ELISA direttocin I'antigene € stato adsorbito sul fondo della
piastra e il legame del miniantibody é stato viezato mediante I'aggiunta di un anticorpo capace
di riconoscere il Fc coniugato ad HRP. figura 10 mostra il risultato ottenuto espresso come
valore di assorbanza a 450nm. Come mostrato, damuo selezionato contro la porzione C-
terminale riconosce questo frammento e la moleiotdaia, mentre non da alcun segnale in presenza
della sola porzione N-terminale della molecola.cAhtrario I'anticorpo H11 selezionato contro la
porzione N-terminale, riconosce questa porzione,smla in maniera ridotta la molecola intera.
Questo potrebbe essere dovuto al fatto che il dontinonosciuto dall'anticorpo sia mascherato
nella molecola intera dalla presenza del dominitei@iinale. Inoltre questo anticorpo mostra un
certo grado di legame anche per la sola porzioner@inale di OPN. L’anticorpo A3 selezionato
contro la porzione N-terminale di OPN potrebbe mece valori di OD450 molto basse e senza
diffeenze sensibili tra le diverse molecole riconaniti di OPN; questo risultato sembrerebbe

indicare che tale anticorpo sia un aspecifico.
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Figura 10. ELISA diretto con minibodies anti-OPN. | minibodies sono stati testati per la capacita di
riconoscimento di @g/ml di ciascuna molecola ricombinante di OPNeljJdme é stato visualizzato mediante I'ausilio
di un anti-Human coniugato con HRP.
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Valutazione della azione bloccante OPN degli anticpi trovati

Il saggio di protezione dalla morte cellulare éastatilizzato per verificare I'abilita del minibody
anti-OPN C-terminale di inibire la capacita di OBNproteggere i linfociti T attivati dalla morte
cellulare indotta da attivazione. Come mostratéigara 11 la percentuale di sopravvivenza delle
cellule stimolate in presenza di rhOPN e contempeaenente dell’anti-OPN C-terrminale é del
tutto paragonabile a quella delle cellule stimolatgresenza del solo anti-CD3. Questo risultato

indica che tale anticorpo € in grado di inibireatotente gli effetti anti-apoptotici di OPN.

AICD

1207 * *
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301 ® -CD3 10pg/ml
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407

% of survival
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thOPN - - + +

o-OPN HM - - - +
(*) p=0.0313 Wilcoxon
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Figura 11 Effetti dell'anti-OPN C-ter sulla sopravvivenza dei linfociti T. | linfociti T sono stati stimolati con anti-

CD3 (10 pg/ml) per indurre attivazione in preseaza assenza 1ug/ml di OPN commerciale e/o gigl®l dell’anti-
OPN. | risultati sono espressi come % di sopravwigecellulare. Nel grafico sono rappresentate ldiang I'errore
standard di 5 esperimenti indipendenti. *p<0,0peto alla condizione con rhOPN utilizzando il t@is¥ilcoxon.
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DISCUSSIONE E PROSPETTIVE FUTURE

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

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

Durante l'inflammazione OPN e substrato di tagkdlal Trombina, che determina la formazione di
due frammenti: N- e C-terminale. Il ruolo patogéreetdi 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 ricomiritiadella proteina full-lenght umana e murina, e
dei rispettivi frammenti N- e C-terminale. |l tagliproteolitico della Trombina determina
I'esposizione nel frammento N-terminale di due sitptici di legame all’integrinax4p1 espressa
dai linfociti T. L'interazione di OPN con questaeqgrina € di particolare interesse perché potrebbe
essere importante per la migrazione dei linfoati 8BNC. Infatti anticorpi diretti verso la catemd

0 31 sono in grado di bloccare il legame dei linfoditautoreattivi all’endotelio inflammato della
barriera ematoencefalica e inibiscono lo svilupptfHAE [67]. Il frammento C-terminale di OPN

e responsabile dell'interazione con il recettore4@Dsia nella molecola intera che in quella clivata
Inoltre, sia per la OPN umana che per quella murimastato generato un terzo mutante
corrispondente alla proteina full-lenght mutatasitd di taglio della Trombina e quindi incapace di
generare i due frammenti e di legare l'integro@gs1.

Al fine di aumentare la produzione delle molecat®mbinanti, il cODNA ad esse corrispondente e
stato clonato nel vettore di espressione eucanigtid COE-MB, ingegnerizzato dal gruppo di
lavoro del Prof. Sblattero. Questo vettore si mgdButilizzo degli elementi di espressione UCOE
(ubiquitously-acting chromatin opening eleméngs permette la produzione di piu di 10mg di
proteina ricombinante per ogni litro di surnatadtecoltura. Gli elementi UCOE sono isole CpG
non metilabili presenti nel promotore di geni hdwessping che fanno si che la cromatina intorno al
transgene integrato sia in uno stato conformazeéonpkrto e quindi sia trascrizionalmente attiva.

L'utilizzo di questi elementi permette quindi di ssamizzare la trascrizione genica, e di
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conseguenza la traduzione proteica, in maniergpémdiente dalla posizione del transgene sul
cromosoma.

| plasmidi ricombinanti corrispondenti sono staisfettati in cellule CHO-s coltivate in terreno
sintetico, e il relativo surnatante di coltura @stanalizzato mediante western blotting con argico
specifici per la due meta di OPN e contro il tad @stidine. Le molecole ricombinanti umane sono
state purificate mediante cromatografia su colaainidichel e quantizzate mediante densitometria
sulla base di una curva di BSA a concentraziona.riat digestione enzimatica con trombina delle
molecole ricombinanti intere hanno dimostrato éeltazioni inserite nel cDNA di OPN rendono
la molecola capace di resistere all’azione prdtiealidella trombina.

Al fine di verificare la funzionalita delle mole@prodotte & stato allestito un saggio di morte dei
linfociti attivati che ha permesso in primo luogodimostrare che la molecola full-length da noi
prodotta e in grado di agire in maniera del tutt@rapponibile a quella commerciale. Inoltre la
valutazione delllAICD ha dimostrato che la protemodalla morte cellulare in seguito ad
attivazione € mediata da entrambi i frammenti deltdecola. Questi risultati confermano il ruolo
di OPN nella ricaduta e nella progressione delléatha autoimmune, e sono in linea con i dati di
letteratura che descrivono come l'interazione tRNCGe CD44, quindi attraverso il coinvolgimento
della porzione C-terminale, attiva segnali di sephgenza. Questo risultato e, inoltre, in linea ¢on
nostri dati che dimostrano che il frammento N-terahe favorisce la secrezione di IL-17, il cui
ruolo come fattore in grado di inibire I'apoptosstato riscontrato nel nostro laboratorio oltre ad
essere stato descritto dalla lettera{é@]. Questo non esclude il possibile intervento di &ittori
innescati da OPN, quali la secrezione di altrectitoe e la trasmissione di segnali di sopravvivenza
tramite le integrine.

Un secondo dato ottenuto & la dimostrazione ctratthmento con OPN induce la secrezione di IL-
17, una citochina chiave nella patogenesi della 8Mparte di linfociti T CD4 Questo effetto
sembra prevalentemente legato all'azione dellaipoezN-terminale della molecola. Anche questo
risultato e in linea con recenti dati di letteratwhe dimostrano come il trattamento di linfociti T
CD4" con OPN induce la secrezione di IL-17 e che quedtetto & inibito da un anticorpo
bloccante le integrine beta 3, il cui sito di legaglocalizzato nella porzione N-terminale di OPN
[69]. Questi dati suggeriscono I'utilizzo di un antgorneutralizzante diretto contro tale porzione
di OPN come possibile strumento terapeutico pdrirmila secrezione di IL-17 e migliorare il
decorso della SM.

Infine sono state testate le differenti forme diND8ulla secrezione monocitaria di TIMP-1, una
proteina che si trova in molti tessuti e fluidi loigici, espressa da diversi tipi cellulari, inclusi

linfociti B attivati del centro germinativo, celkildi linfoma di Burkitt, linfociti T e monociti. e
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ad essere un inibitore delle metalloproteasi, TIME&sercita attivita anti-apoptotiche su diversi tip
di cellule. In passato e stato dimostrato che OHRN grado di indurre secrezione di TIMP-1 da
parte di monociti e che TIMP-1 inibisca vitro, sia I'AICD che la morte indotta da Fas dei
linfociti T. | risultati confermano che OPN é inagio di indurre la produzione di TIMP-1 e indicano
che questo effetto e ascrivibile in piu larga masalla porzione C-terminale della molecola. Questo
risultato sarebbe in linea con i dati di letteratehe dimostrano come il trattamento con OPN in
combinazione ad un anticorpo bloccante CD44, il sito di legame si trova nel frammento C-
terminale, inibisce la produzione di TIMPFI0].

| risultati da noi ottenuti ci permettono di forainell’insieme, indicazioni sullimportante ruolbe
OPN gioca nella patogenesi e nella progressiona &\, mettendo in evidenza soprattutto due
meccanismi con i quali puo agire: stimolazione 'dsfiressione di mediatori pro-infiammatori e
inibizione dell'apoptosi di linfociti T. Studi ulteri dovranno essere effettuati per caratterizzare
meglio la funzione di queste molecole attraversatilizzo in vivo delle proteine murine.
Ciononostante si puo affermare che i due frammdin®@PN si presentano come potenziali target
per la messa a punto di nuove strategie terapeufpen la Sclerosi Multipla o altre malattie
autoimmuni in cui essa e coinvolta.

A tale fine i frammenti N- e C-terminale da noi gobti sono stati utilizzati per la ricerca di
anticorpi specifici per ciascun frammento in uradria anticorpale, mediante la tecnologia del
phage-display. Questa strategia ci ha permessdetitificare 2 anticorpi: uno diretto verso la
porzione C-terminale di OPN e uno selezionato @esula capacita di interagire con la porzione N-
terminale, ma che possiede una seppur minima ceasvita per la porzione C-terminale della
molecola. Questi anticorpi si offrono come possibifumenti atti a mettere ad antagonizzare gli
effetti pro-inflammatori e/o antiapoptotici di OPNn particolare I'anticorpo diretto verso la
porzione C-terminale della molecola si € dimostiat@rado di annullare la capacita di OPN di
ridurre la morte cellulare indotta da attivazione.

La capacita mostrata da entrambi questi anticarpcdnoscere la corrispondente molecola murina
(dato non mostrato) li rende inoltre un ottimo stanto per l'allestimento di studi ulteriamni vivo

nel modello murino della SM (EAE) finalizzati a rtege a punto un protocollo di immunizzazione

passiva contro OPN.
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“Neuronal death: recruitment of programmed necrasa autophagy: oxidative stress and
recruitment of autophagy to brain cell dégtibenuto dal Professor Philip Beart, (Florey
Neuroscience Institutes, University of Melbournark®ille, Australia); Dipartimento di
Scienze Mediche, 20 Luglio 2012

“Neuronal death: recruitment of programmed necrasd autophagy: brain, brain quite
contrary how do you neurones die? programmed @&th; tenuto dal Professor Philip
Beart, (Florey Neuroscience Institutes, University Melbourne, Parkville, Australia);
Dipartimento di Scienze Mediche, 19 Luglio 2012

“Molecular control of human fetal globin expressiotowards a potential cure for b -
thalassemia and sickle cell anemjatenuto dal Prof. Sjaak Philipsen, (erasmus mk-cel
biology, dr. molewaterplein 50, 3015 ge rotterdare tnetherlands homepage:
http://www.erasmusmc.nl/medical_genetics/); Dipaeinto di Scienze Mediche, 13 Luglio
2012

“Next generation sequencing in T-ALLtenuto dal Dr. Kim De Keersmaecker, (VIB Center
for the Biology of Disease Center for Human GersetilJ Leuven - Campus Gasthuisberg
O&NA4, Herestraat 49 — box 602, 3000 Leuven, Belgjubipartimento di Scienze Mediche,
10 Luglio 2012

“IFI16: innate recognition of double-stranded DNAand beyond; tenuto dal Prof. Sgren
Riis Paludan, (Department of Biomedicine, Aarhusversity, Denmark); Dipartimento di
Scienze Mediche, 28 Giugno 2012

“Recent Advances in Hematopoietic Stem Cell Gererafy: from microRNA Regulation
to Targeted Gene Transfer'tenuto dal Prof. Luigi Naldini, (San Raffaele, I&taon
Institute for Gene Therapy (HSR-TIGET) Via Olge#tin58 - 20132 Milan - ITALY);
Dipartimento di Scienze Mediche, 21 Giugno 2012

“SEDDA:Scale for Early Detection of Drug Abuseé&nuto dal Prof. Daniel Lloret, (PhD
student, Universita Miguel Hernandez (Alicante pa@nha); Dipartimento di Scienze
Mediche, 18 Giugno 2012

“High-throughput Biochemical Target Investigatiomikils a Novel Function of miR-21 as
a Negative Modulator of Signal Transduction in phocytes; tenuto dal Prof. Pino
Macino, (Professor of Biology, Dipartimento di Beohologie Cellulari ed Ematologia,
Universita degli Studi di Roma "La Sapienza" ViRlegina Elena 324, 00161 Rome ltaly);
Dipartimento di Scienze Mediche, 15 Giugno 2012

“ Association of Merkel cell polyomavirus with hum&mors ; tenuto dal Prof. Mauro
Tognon, (Professor Chair of Applied Biology SchoblMedicine, University of Ferrara);
Dipartimento di Scienze Mediche, 14 Giugno 2012

“Peripheral T-cell ymphoma: from biology to clirat management”tenuto dal Prof. Pier
Paolo Piccaluga, (Universita di Bologna); Dipartittee di Scienze Mediche, 31 Maggio
2012

“Convivere con la Leucemia Mieloide Cronica'tenuto dal Prof. Gianluca Gaidano,
(Universita del Piemonte Orientale); Dipartimeni®@dienze Mediche, 29 Maggio 2012
“Genetics and Molecular Medicinetenuto dal Prof. Steve Ellis, (University of Leuille
Kentucky, USA); Dipartimento di Scienze Mediche;Z3 Maggio 2012 e 28-01 Giugno
2012

“Numerical simulations as virtual microscope at tmanoscale: some examples with
dendritic molecules’ tenuto dal Prof. Andrea Dadani, (Chief of the aedtory of Applied
Mathematics and Physics- LAMFI, Department of Insbxe Technologies-DTI, University
of Applied Science of Southern Switzerland-SUPIgéano, CH); Dipartimento di Scienze
Mediche, 23 Maggio 2012
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14. “Global Public Health Preparedness Case StudiesBadterrorism, a Pandemic and a
Radiologic Event; tenuto dal Prof. Kristi L. Koenig, (MD, FACEP, FEM, Professor of
Emergency Medicine Director, Center for Disaster dMal Sciences University of
California, Irvine USA); & “Designing a Medical Research Projecttenuto dal Prof.
Samuel Stratton, (MD, MPH Professor of Medicine wénsity of California, Los Angeles
USA); Dipartimento di Scienze Mediche, 22 Maggid 20

15. “Microparticles as novel effectors in Inflammation'tenuto dal Prof. Mauro Perretti,
(William Harvey Research Institute, Barts and Thendon School of Medicine, Queen
Mary University of London, London, UK); Dipartimendi Scienze Mediche, 16 Maggio
2012

16. “Resolvins and Omega-3 in Inflammatigntenuto dal Prof. Mauro Perretti, (William
Harvey Research Institute, Barts and The Londono8clof Medicine, Queen Mary
University of London, London, UK); Dipartimento 8cienze Mediche, 15 Maggio 2012

17.“A translational approach to the study of endomesis”; tenuto dalla Prof.ssa Paola
Panina-Bordignon, (Genetic and Cellular Biologyisiim, San Raffaele del Monte Tabor
Fondation, Milan); Dipartimento di Scienze Medicth®,Maggio 2012

18. “Seminario di Oncologia Orale; tenuto dalla Prof.ssa Giuseppina Campisi, (Psofiesdi
Patologia Orale Univ degli Studi di Palermo); Dipaento di Scienze Mediche, 08 Maggio
2012

19. “Developing strategies for tissue specific targetin tenuto dal Prof. Costantino Pitzalis,
(Barts and the London School of Medicine); Dipadmnto di Scienze Mediche, 28 Marzo
2012

20. “Role of Diacylglycerol kinases in the control of dell activation and differentiation
programs”, tenuto dal Prof. Isabel Merida, (Centro Naciodal Biotecnologia, Madrid);
Dipartimento di Scienze Mediche, 23 Marzo 2012

21. “Molecular classification of multiple myelomatenuto dal Prof. Antonino Neri, (Universita
degli Studi di Milano); Dipartimento di Scienze Melie, 22 Marzo 2012

22. “Signalling pathways controlling integrin traffickg during invasion; tenuto dalla Dott.ssa
Elena Rainero, (Beatson Cancer Insitute, Glasgdqy; Dipartimento di Scienze Mediche,
08 Marzo 2012

23. * Exosomes Shuttle RNA tenuto dal Prof. Lotvall J., (Department of Im&r Medicine,
Sahlgrenska Academy, University of Gothenburg);ddipnento di Scienze Mediche, 24
febbraio 2012

24. “Next-generation DNA sequencing and target arrayshe clinics’, tenuto dal Dr. Paolo
Fortina, (Department of Cancer Biology, Jeffersoan@mnics Laboratory, Kimmel Cancer
Center, Thomas Jefferson University Jefferson Maditollege, Philadelphia, PA, USA);
Dipartimento di Scienze Mediche, 25 gennaio 2012

25. “Hepatocellular Carcinoma, novel advances from gems to treatment’tenuto dal Dr.
Rohini Sharma, (Imperial College London, London,)tUBlipartimento di Scienze Mediche,
13 gennaio 2012

26. “Bio-synthetic interfaces: from explosives to bonéénuto dalla prof.ssa Marta Cerruti,
(Canada Research Chair in Bio-synthetic interfadéaterials Engineering, McGill
University, Montreal, Canada); Dipartimento di $@e Mediche, 09 Gennaio 2012

27. “Galectins-carbohydrate binding protein: sweet asus?”, tenuto dal prof. Prof. Mauro
Perretti, (William Harvey Research Institute, Baatsd The London School of Medicine,
Queen Mary University of London, London, UK); Digarento di Scienze Mediche, 20
Dicembre 2011

28. “Alpha-msh and the melanocortin system in inflamordt, tenuto dal prof. Prof. Mauro
Perretti, (William Harvey Research Institute, Baatsd The London School of Medicine,
Queen Mary University of London, London, UK); Digarento di Scienze Mediche, 19
Dicembre 2011
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29.

30.

31

32.

“The resolution of inflammation: players and targ&ttenuto dal prof. Prof. Mauro Perretti,
(William Harvey Research Institute, Barts and Thendon School of Medicine, Queen
Mary University of London, London, UK); Dipartimenti Scienze Mediche, 07 Novembre
2011

“Magical Power of d-block Transition Metal Catalgsfor a Prosperous and Sustainable
World in the 21st Century and Beyondénuto dal Prof. Ei-Ichi Negishi, (Premio Nobekp
la Chimica; Universita di Purdue, Indiana, USA);l&ivlagna Perrone, 26 Ottobre 2011
“New trends in allergy and immunologytenuto dal Prof. Joseph A.Bellanti, (Professor of
Pediatrics and Microbiology-Immunology Director, tdmational Center for
Interdisciplinary Studies of Immunology Georgetowlmiversity School of Medicine);
Dipartimento di Scienze Mediche, 10 Ottobre 2011

“La rivoluzione genetica nella sclerosi laterale anmofica”, tenuto dal Prof. Adriano Chio
(Professore Associato Neurologia, Dipartimento diuMscienze,Universita degli Studi,
Torino); Dipartimento Scienze Mediche, 07 Ottobre
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PARTECIPAZIONE A CORSI DI FORMAZIONE

Corso Teorico Pratico sulla Citometria a Flussol&ila, Buccinasco (Ml)

English Course ABES School, Novara (NO)

PARTECIPAZIONI A CONGRESSI

DIFFERENTIAL INDUCTION OF TH-17 AND TH-9 CYTOKINESIN HUMAN NAIVE T
HELPER CELLS BY B7h- AND B7.1-MEDIAT ED COSTIMULATDN. C. Luca Gigliotti,
Riccardo MesturiniMaria F. Soluri, Elena Boggio, Annalisa Chiocchetti, and Umbertar2ani-
European Congress of Immunology September 2012)@hat/K (Poster).

FUNCTIONAL MAPPING OF OSTEOPONTIN ACTIVITY IN EAE AND MS. Soluri MF, Clemente N,
Orilieri E, Cappellano G,Boggio E, Dianzani U, Ctobetti A. Congresso Scientifico FISM 2012,
Roma (Poster)

PUBBLICAZIONI

. Boggio E, Melensi M, Bocca S, Chiocchetti A, Comj Clemente N, Orilieri ESoluri MF,

D'Alfonso S, Mechelli R, Gentile G, Poggi A, SalweM, Ramenghi U, Dianzani U.
The -346T polymorphism of the SH2D1A gene is a ridctor for development of
autoimmunity/lymphoproliferation in males with defwe Fas function.
Hum Immunol. 2012 May;73:585-92.

. Sergio Occhipinti , Chiara Dianzani , Annalisa Cluleetti , Elena Boggio , Nausicaa Clemente,
Casimiro Gigliotti, Maria F Soluri, Rosalba Minelli, Roberto Fantozzi, Junji Yagi,sdoRojo,
Daniele Sblattero, Mirella Giovarelli and Umbertaabzani. Triggering of B7h by the inducible
costimulator modulates maturation and migrationmainocyte-derived dendritic cellSubmitted
Journal of Immunology.

. Mesturini Riccardo, Gigliotti Casimiro, Orilieri Elabetta, Cappellano Giusep@aluri, Maria F,
Boggio Elena, Woldetsadik Abiy, Dianzani ChiaraJe®iero Daniele, Chiocchetti Annalisa, Yagi
Junji, Rojo, Jose and Dianzani Umberto Differentidluction of IL-17, IL-10, and IL-9 in human T
helper cells by B7h and B7.%ubmitted Cytokine.

. Maurizio Arico, Elena Boggio, Valentina Cetica, Mai Melensi, Elisabetta Orilieri, Nausicaa
Clemente, Giuseppe Cappellano, Sara Buttwgria Felicia Soluri, Cristoforo Comi, Carlo
Dufour, Daniela Pende, Irma Dianzani, Steven RisE®ara Pagliano, Stefania Marcenaro, Ugo
Ramenghi, Annalisa Chiocchetti and Umberto Dianzafariations of the UNC13D gene in
patients with autoimmune lymphoproliferative syndeo Running short title: Role of UNC13D
gene in ALPS/DALD developmeriubmitted Human Mutations.
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