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RIASSUNTO

Osteopontina (OPN) € una glicoproteina acida fdster la quale funziona sia da
proteina della matrice extra-cellulare sia da ¢itoa nei fluidi biologici, svolgendo un
ruolo importante nel favorire lo sviluppo di unaposta immunitaria pro-infammatoria
di tipo-1. E secreta da osteoblasti, osteocitijutelendoteliali, cellule epiteliali ma
anche da macrofagi e da linfociti T attivati ed resgnte nei fluidi extra-cellulari, a
livello del sito d’inflammazione e a livello dellmatrice extra-cellulare dei tessuti
mineralizzati. OPN interagisce con differenti régetdi superficie, quali integrine e
CD44, stimolando la migrazione e I'adesione celkila

Studi, siain vitro chein vivo, hanno dimostrato che OPN costimola i macrofagjiait
da lipopolisaccaride (LPS), a produrre InterleuahiflL)-12 ed inibisce invece, la
produzione di IL-10. Essa aumenta quindi, I'espoessdelle citochine di tipo T-helper
(TH) 1 e inibisce quella delle citochine TH2. Inda con quest'osservazione, tkpock
out per OPN (OPN) rispondono ad infezioni normalmente caratteriezdfs una
risposta di tipo TH1 con una ridotta produziondldl?2 e un’aumentata produzione di
IL-10. OPN inoltre, svolge un’importante azione mehiamo precoce di monociti e
macrofagi nei tessuti danneggiati da insulti iscleermfettivi o tossici.

OPN presenta caratteristiche sia pro- che antamfhatorie. Per quanto riguarda
I'effetto pro-infiammatorio, OPN promuove la chetassi dei monociti-macrofagi e
stimola il differenziamento in senso TH1; vistadaa capacita di attivazione della
chemiotassi nei macrofagi, essa € implicata nellm&zione dei granulomi e, infatti &
aumentata in alcune malattie granulomatose, tuédi la sarcoidosi e la tubercolosi.
Studi in letteratura hanno descritto il coinvolgmtm di OPN in differenti processi
inflammatori, quali la malattia di Crohn, la tubelasi e il Lupus Eritematosus
Sistemico (LES).

Per quanto riguarda le funzioni anti-infiammatodie OPN, & stato dimostrato che,
nell'ambito dell’attivazione mediata da LPS, OPM @rado di ridurre la produzione di
ossido nitrico per inibizione dell'ossido nitricotetasi inducibile (iNOS). L'inibizione
di INOS nei pazienti con sepsi puo interferire ¢emproprieta battericide dei macrofagi
peggiorando il quadrmella malattia.

Dal momento che OPN e coinvolta nel reclutamento macrofagi nei tessuti
danneggiati e nell’inflammazione, in questa testao valutato il suo coinvolgimento

nella sepsi.



ii)

La sepsi sembra caratterizzata dalla presenzaropotanea di una risposta pro- ed una
risposta anti-inflammatoria definite rispettivamei8ystemic Inflammatory Response
Sindrome(SIRS) eCompensatory Antinflammatory Response Sindr{@ARS). Sia
una risposta inflammatoria eccessiva, sia una sispanti-infliammatoria con sviluppo
di immunoparalisi possono essere considerate laacdella disfunzione d’organo ed
eventualmente della morte dei soggetti con se@3P8l potrebbe quindi svolgere un
ruolo importante in entrambe le fasi.

Con gueste premesse, in questa tesi, sono statatiallivelli sierici di OPN in pazienti
con SIRS e sepsi, per verificare se fosse alteeataventualmente identificare il suo
ruolo comemarkerper definire lo stato di malattia.

Nel primo articolo presentato in questa tesi sagsrdtti i seguenti risultati:

sono stati valutati i livelli sierici di OPN in 2%azienti con SIRS, 27 pazienti con Sepsi
Grave/Shock Settico (SG/SS), 21 pazienti in risoloz e 56 controlli sani. | risultati
ottenuti permettono di dimostrare che i livelli @PN sono significativamente piu
elevati nei pazienti rispetto ai controlli sani@®5) e significativamente piu elevati nei
pazienti con SG/SS rispetto a quelli con SIRS (Q&0). I livelli di OPN correlano,

inoltre, con la gravita della malattia e decrescdaante la fase di risoluzione;

negli stessi pazienti e controlli sono state dosdteine citochine caratterizzanti i
linfociti TH1 o TH2 rilevando un aumento significad di IL-6 e di IL-10 nei pazienti
rispetto ai controlli (p<0,05); é stata inoltrecastrata una correlazione positiva tra i
livelli di OPN e di IL-6 nei pazienti con SIRS e 8% (r=0.3033, p<0.05);

mediante l'analisi dellaReceiver Operator CharacteristicROC) Curve, & stato
possibile dimostrare come i livelli sierici di OPpbssono essere utilizzati comarker
per discriminare i pazienti con SIRS da quelli smpsi; infatti I'area sotto la curva
(AUC) & 0.727 (95% 1C=0.591-0.837; p=0.0001) perblle 0.796 (95% IC=0.667-
0.892; p=0.0001) per OPN;

infine e stata ricercata una correlazione funzieried OPN e IL-6 testando I'effetto di
OPN ricombinante (rOPN) sulla produzione di IL-6spErimentiin vitro hanno
permesso di dimostrare che rOPN induce in manignaifisativa (p<0,05) i livelli
trascrizionali e la produzione di IL-6 in colturerdonociti, attivati 0 meno con LPS.
OPN e coinvolta anche nei processi patologici delddattie autoimmuni. Infatti, topi
MRLIpr/lpr, geneticamente predisposti a sviluppare autoimrawigtemica, mostrano

un’elevata produzione di OPN e valori plasmatievaki di OPN sono stati descritti in



pazienti affetti da LES e Artrite Reumatoide (ARW), cui € stata osservata una
correlazione lineare tra i livelli di OPN circolang¢ la gravita della malattia. Inoltre, nel
nostro laboratorio abbiamo dimostrato che OPN agida fattore predisponente lo
sviluppo di due malattie autoimmuni, una molto ral@ Sindrome Autoimmune
Linfoproliferativa (ALPS) ed una invece piu freqoenla Sclerosi Multipla (SM).
L’ALPS, si sviluppa generalmente in eta pediatrezh € caratterizzata da 1) difetti
dell’apoptosi linfocitaria dovuti a mutazioni a war del sistema Fas/FasL; 2) sviluppo
di manifestazioni autoimmuni, con associazioni aaiti di anemia, trombocitopenia,
neutropenia; 3) linfoadenopatia e/o splenomegdli@spansione di linfociti T TCGHB"
doppi negativi (DN) per CD4 e CDS8. Esiste inoltreauvariante della malattia,
denominata Malattia Autoimmune Linfoproliferativa Bianzani (DALD), in cui i
pazienti presentano un quadro clinico simile a lqueééi pazienti con ALPS ma sono

privi dell'espansione dei linfociti T DN.

Il modello animale dellALPS é rappresentato daitelRL Ipr (lymphoproliferation e
gld (generalized lymphoproliferative disedseortatori di una mutazioneldss of
functiori in omozigosi, rispettivamente nei geni di Fas &IE Come nel modello
murino, anche nei pazienti con ALPS la funzionaliiaFas é ridotta, a causa di
mutazioni ereditarie deleterie che colpiscono gewminvolti in questo sistema. La
penetranza delle mutazioni causali del’lALPS é spaacompleta e lo sviluppo della

malattia e favorito dabackgroundgenetico.

La scelta di OPN come possibile molecola coinvo#’ALPS, non é stata casuale,
infatti, in passato nel nostro laboratorio, utiimelo unmacroarray a cDNA € stato
possibile comparare I'espressione di geni coinvokil'apoptosi e nell’attivazione
cellulare, di una paziente con DALD e di suo friatslano rilevando I'iper-espressione
del’'mRNA di OPN. L'aumentata espressione di OPBtata poi confermata nel siero
dei pazienti con DALD e un’analisi del gene di OR&l dimostrato che questa elevata
espressione era dovuta a particolari varianti éelegdi OPN, che aumentano di circa 8
volte il rischio di sviluppare DALD. Studi funziohdanno poi dimostrato che OPN
inibisce I'Activation-Induced Cell Deatl{AICD) dei linfociti, un meccanismo che
affianca Fas nello spegnimento della risposta inmtata, il che potrebbe spiegare
I'effetto favorente sullo sviluppo della malattidn secondo dato emerso dall’analisi
dello stesso macroarray € stata Iiper-espressione dmissue Inhibitor of
Metalloproteinases-1TIMP-1), noto inibitore delle metalloproteinadfilP), il quale

svolge diverse funzioni biologiche, tra le qualirkgolazione della proliferazione, la
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sopravvivenza cellulare e il differenziamento divedsi tipi cellulari. Inoltre,

recentemente e stato descritto un suo possibill® imoalcune malattie autoimmuni,

come la SM o il diabete mellito di tipo 1. Questialé stato la premessa per lo studio

del ruolo di TIMP-1 nella patogenesi dellALPS/DAL®Ia ricerca di una correlazione

funzionale tra TIMP-1 e OPN, sviluppati in quessi t

Nel secondo articolo descritto in questa tesi gmesentati i seguenti risultati:

sono stati valutati i livelli sierici di TIMP-1 irll1 pazienti con ALPS, 21 con
DALD, e 50 controlli e i risultati ottenuti dimosino che i livelli di TIMP-1 sono
significativamente piu elevati nei pazienti con A/PALD rispetto ai controlli
sani (p<0.05);

testando I'effetto di rOPNh vitro € stato possibile dimostrare che rOPN induce in
maniera significativa (p<0.05) la produzione di RM. in cellule mononucleate di
sangue perifericoReripheral Blood Mononuclear CellBMC) e monaociti di
donatori sani;

e stato valutato I'effetto di TIMP-1 ricombinantel (MP-1) nell’AICD e nella
Fas Induced Cell DeathFICD), dimostrando come TIMP-1 inibisce entrambi
processi, il che suggerisce che elevati livelliTdMP-1 potrebbero favorire lo

sviluppo di ALPS/DALD inibendo I'apoptosi linfociti.
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INTRODUZIONE

1. LE DIFESE IMMUNITARIE.

Le difese immunitarie si articolano su una rispgatacoce detta infammazione, che
utilizza meccanismi effettori relativamente aspeciia subito pronti all’'uso, e su una
riposta tardiva detta immunita adattativa, cheiazdl meccanismi effettori molto
specifici che richiedono giorni per essere attivati

Le cellule chiave dell'inflammazione sono i grarzitoe i macrofagi, i quali cooperano
con fattori umorali tra cui spicca il sistema deimplemento e quello delle MMP.
Granulociti e macrofagi eliminano gli agenti infeitt principalmente attraverso la
fagocitosi. | macrofagi svolgono pero anche un irtgode ruolo di amplificazione della
risposta attraverso la produzione di citochine cdinédf3, IL-6 e Tumour Necrosis
Factor (TNF)-n. Ciascun macrofago riconosce un’ampia varieta giné infettivi
attraverso una serie di recettori di membrana wwmoscono molecole detRathogen
Associated Molecular PatterfPAMP).

Le cellule chiave della risposta immunitaria adatgasono i linfociti che possono agire
direttamente contro I'agente estraneo (linfociti dppure attraverso la produzione di
anticorpi (linfociti B). Ciascun linfocita riconosauna singola molecola (detta antigene)
di uno specifico agente infettivo attraverso unecsico recettore per I'antigene, che e
unT Cell ReceptofTCR) per i linfociti T e un anticorpo per i linddi B. Gli anticorpi
riconoscono gli antigeni in forma nativa e possessere secreti in forma solubile. |
linfociti T riconoscono I'antigene (in genere uns&otgina) solo dopo che e stato
processato e presentato su molecole del sistemgionagli istocompatibilita (MHC)
da parte di una cellula presentante I'antigene (AB@vero un macrofago, una cellula
dendritica 0 un linfocita B. Dopo aver riconoscidtantigene, i linfociti provvedono
alla sua eliminazione per lo piu indirizzando delamente contro I'agente infettivo i
sistemi effettori dell’infiammazione. | linfociti Tomprendono linfociti T citotossici,
capaci di uccidere le cellule infettate da virus, lenfociti T helper (TH) capaci di
produrre citochine che indirizzano la riposta immanmea e inflammatoria. A seconda
delle citochine prodotte i TH possono differenzianediverse popolazioni effettrici,
quali i TH1 caratterizzati dalla produzione di IFNe TNFf che sostengono
linflammazione mediata da macrofagi, i TH2 che dquroono citochine in grado di
sostenere la risposta anticorpale come IL-4 e Ie-%,TH17 che producono IL-17 e

sostengono l'inflammazione mediata da granulogitri TH sono i T regolatori (Treg)
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che producono IL-10 drasforming Growth Facto(TGF){ i quali sono capaci di
sopprimere la risposta immunitaria e inflammatoria.

Inflammazione e risposta adattativa sono cruciali gifenderci dagli agenti infettivi,
tuttavia possono anche essere esse stesse causaattia, quando sono attivate in
modo inappropriato. Questa tesi e focalizzata se duadri patologici legati a
un’inappropriata attivazione dell'infiammazione ellimmunita adattiva, ovvero la
sepsi e una malattia rara come I'ALPS. Nella prienatata valutata 'azione della
citochina OPN; nella seconda I'azione dell'inib&atelle MMP, TIMP-1.



2. LA SEPSI.

2.1 Definizioni.
La sepsi € una condizione morbosa il cui eventdle e I'ingresso nell’organismo di
una dose elevata di antigeni batterici che invadbioorente ematico. Questo determina
I'attivazione dei meccanismi di difesa messi iroatal sistema immunitario al fine di
rimuovere tale invasione. Da un punto di vistaicbrla sepsi € un’entita complessa, e
la necessita di un linguaggio comune per una darmeterpretazione clinica ha portato
alla pubblicazione, nel 1992 (American College)lledelefinizioni di sindrome da
risposta inflammatoria sistemica (SIRS), sepsisisgpave (SG) e shock settico (SS)
(Lewy MM. et al.,2003).
Con il termine SIRS, si definisce una condizioneigfposta infammatoria sistemica ad
un insulto di origine non infettiva quale un trayman insulto chimico o termico.
Clinicamente é definita dalla presenza di due adgitseguenti criteri:

1) temperatura orale <36 °C o0 >38°C,

2) conta leucocitaria <40Q0/0 >12000{l o presenza allo striscio di sangue

periferico di un numero maggiore del 10% di polifoaucleati immaturi,
3) tachipnea, ovvero una frequenza respiratoriggnae di 20 atti respiratori
al minuto o PaC@< 32mmHg,

4) tachicardia, ovvero frequenza cardiaca >9(0tbakiminuto.
Il consenso per tale definizione non e unanimegereks i criteri proposti troppo
generali.
La Sepsi € stata definita come la presenza dedto sti SIRS accompagnato pero da
un’infezione accertata o anche solo presunta,dlreimde spesso difficile la distinzione
tra SIRS e sepsi. | criteri che definiscono la segmmo stati ampliati in modo da
includere anche segni di precoce disfunzione dimoga
La SG e un quadro di sepsi accompagnato da disfa@zd’ organo conseguente
all'ipotensione e all'ipoperfusione. LMdultiple Organ Disfunction Syndron{®ODS) é
caratterizzata da disfunzione a carico di piu dougano e richiede necessariamente un
intervento per il mantenimento della corretta onesis La disfunzione d’organo puo
essere associata a oliguria, acidosi metabolidgrazione dello stato mentale e
ipossiemia. La percentuale di pazienti con disfoneid’organo € oggi circa 30.2% e gli

organi piu frequentemente colpiti sono i polmomireni (Guidet B. et al.,2005). La SG
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e responsabile di un’ammissione su cinque in utiitierapia intensiva (ICU) ed ¢ la
principale causa di morte in ICU non coronariche.

Lo SS e I'esacerbazione del quadro precedenteaampenso cardiocircolatorio acuto.
Esso € caratterizzato da ipotensione persisteatejmputabile ad altre cause, che non
risponde al carico volemico e in cui si rende nsaga la somministrazione di amine
(noradrenalina ed epinefrina) per il controllo edite del circolo. Il quadro di
ipotensione € definito da una pressione sistoliteriore a 90 mmHg o da una pressione
arteriosa media inferiore a 60 mmHg o da una rmheidi pressione sistolica superiore
a 40 mmHg rispetto al valore normale del paziem@nostante adeguato carico
volemico.

La distinzione tra SIRS e sepsi e cruciale al fihiestabilire il trattamento clinico
adeguato e la prognosi. Persiste la mancanmaadiersvalidati da poter utilizzare per
la dignosi di sepsi, anche se biomarcatori compréecalcitonina (PCT) o ikoluble
Triggering Receptor Expressed on Myeloid cell&sIREM-1), sono spesso utilizzati
per la diagnosi differenziale tra SIRS e sepsi éBavl. et al.,2009). Tuttavia permane
incertezza in quanto molti casi privi di infezi®ono associati comunque ad aumentati

livelli di questi biomarcatori.

2.2 Eziologia.

Gli agenti eziologici piu freenti della sepsi sono Escherichia coli, Klebsjella
Enterobacter, Proteus Pseudomonas aeruginosa iédas@c terapia antibiotica ed
ustioni), Bacterioides fragilis (causa piu comuneé detticemia anaerobia)
Staphylococcus aureus, Streptococcus Pneumoniapt@toccus pyogenes (Marshall
JC. et al.,1988). Le infezioni piu frequenti (olti@0% delle cause di batteriemia) sono
le infezioni dell’'apparato respiratorio (broncopaoiniti, bronchiti), del tratto genito-
urinario (cistiti), intraddominali, e a carico dalbero venoso per processi
tromboflebitici da dispositivo intravascolare inrso di terapia infusionale. Talvolta
all'origine di una sepsi vi € un focolaio primitivzen evidente, come ferite o lesioni
cutanee o infezioni d’organo diagnosticate; tutiawspesso il focolaio infettivo di
partenza non viene riconosciuto (Lavoie PM. e1809).

Lo sviluppo di sepsi deriva da uno squilibrio feapatogenicita batterica e i meccanismi
di difesa dell'ospite. La soglia per considerarénégzione “invasiva" & fissata a 10
batteri per grammo di tessuto o millilitro di ligla biologico. Alcuni batteri possiedono

0 elaborano sostanze e tossine che ne aumentaniruleanza. Le endotossine,
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componenti strutturali dei batteri Gram negatid,ie particolare la porzione nota come
lipide A, sono implicate in danni complessi, trajuali per esempio, il blocco del
metabolismo ossidativo a livello mitocondriale. ra@ positivi, invece, producono
potenti esotossine, implicate nella genesi dello @&este esotossine sono di grande
interesse, poiché si comportano da superantigaosando una massiva attivazione di
linfociti T e il rilascio di linfochine pro-inflammatorie. Gli antibiotici hanno
significativamente ridotto l'incidenza di infeziose usati nella profilassi di interventi
con importante rischio di contaminazione battera; nonostante non hanno ridotto
l'impatto della sepsi con conseguente mortalita padiente chirurgico. Difetti nella
risposta immunitaria umorale o cellulo-mediata dlaneeazione flogistica, peraltro
dimostrati in pazienti politraumatizzati o con graustioni, possono spiegare
un'evoluzione sfavorevole dell'infezione anche dbgibuazione di una corretta terapia

antibiotica.

2.3 Patogenesi.

L’evento iniziale la sepsi e rappresentato dalfesgo nell’organismo di antigeni
batterici in dose elevata che raggiungono il comcsanguigno. In seguito, il sistema
immunitario dell'ospite riconosce le molecole extedlulari dei microrganismi. La piu
studiata, in quanto piu frequentemente coinvoltéLBS, molecola della membrana
esterna dei batteri Gram negativi che, in circeldega alle lipoproteine ad alta densita
(HDL). A questo segue l'attivazione del sistema pwiico-macrofagico, mediato dalla
stimolazione deToll-like receptor 4(TLR4), e dei linfociti presenti nei tessuti lindi

cio comporta la produzione di fattori solubili cladtivano altre cellule (Lépez-
Bojorquez LN. et al.,2004). | fattori meglio camattzati sono le citochine pro-
inflammatorie quali TNFe, IL-1B e IL-6. | macrofagi producono anche IL-12, che
attiva le celluleNatural Killer (NK) e i linfociti T, che a loro volta produconBN-y che
attiva i macrofagi; cid realizza un processo di Hficpzione della reazione
inflammatoria.lL1-B, IL-6 e TNF« predicono il danno tissutale, I'entita della flege

la presenza di infezione e batteriemia. Inoltraacrofagi residenti nel fegato (cellule di
Kupffer) producono le proteine della fase acutaigposta allaumento di IL-6La
Proteina C Reattiva (PCR) e un utilarkerdi attivazione flogistica e predice il rischio
di malattia cardiovascolare; questa proteina d&ke acuta svolge un’azione pro-

inflammatoria sull’endotelio e sui monociti.
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2.4 Terapia.

La terapia antibiotica deve essere iniziata entror@ dallammissione. La scelta
dell'antibiotico dovrebbe essere per lo piu oriéatad una copertura ad ampio spettro e
rapportata al sito di infezione, alle condizioni gaziente, alla presenza di allergie.
Multipli studi hanno dimostrato che una terapial@atica precoce e adeguata riduce la
mortalita in questi pazienti.

La Proteina C attivata ricombinante e il primo ageanti-infiammatorio che ha
mostrato un'efficacia nel trattamento della sepdycendo il rischio relativo di morte
dal 19,4% al 6,1% (Bernard GR. et al.,2001). L&Hbia di questo agente anti-
coagulante nei pazienti con sepsi € da attribdifi@ibizione della formazione della
trombina con conseguente riduzione dell'inflammaeioattivazione delle piastrine,
degranulazione dei mastociti e reclutamento dinodlit La Proteina C attivata mostra
proprieta anti-inflammatorie in quanto e in gradaidurre la produzione di citochine e
'adesione da parte dei monociti (Matthay MA. et2§l01). Attualmente il trattamento
con Proteina C attivata € utilizzato per i pazieoti sepsi che presentano un quadro di
MODS severo.

Recentemente é stato dimostrato che i pazientsepai trattati con insulina presentano
un tasso di mortalita ridotto rispetto ai pazigmditati con una terapia convenzionale
(12.5% vs 29.5%). Questo effetto potrebbe essasgap dal fatto che la riduzione
della glicemia possa migliorare la funzione fagoaitdei neutrofili nei confronti dei
batteri oppure linsulina potrebbe prevenire la taqgoer apoptosi di linfociti B, T e
cellule dendritiche, attivando la via di sopravviza controllata da PI-3 chinasi/AKT
(Hotchkiss RS. et al., 1999; Van den Berghe Gl.&091).

Visto il ruolo centrale svolto dalle citochine raelpatogenesi della sindrome settica, si
sono investigati interventi terapeutici volti a nudatte la risposta immune attraverso il
blocco delle citochine naturali o attraverso I'u$iocitochine di sintesi. Lo scopo era
guello di ottenere un’azione anti-nfiammatoria gela, limitando il campo degli effetti
collaterali (Eigler A. et al.,1997). Tra le citodk), il TNFa riveste un ruolo centrale
nell'induzione e nel mantenimento della flogosiraterso la sua azione sui macrofagi e
I'attivazione di un circolo vizioso coinvolgeniuclear Factor Kappa BENF-kB) e le
citochine pro-flogogene. Le strategie finora sttelial fine di inibire il TNFe
comprendono linfusione endovenosa di anticorpi agbonali contro questa citochina
(Infliximab), I'uso del recettore solubile per iNF-a coniugato con il frammento Fc di

immunoglobuline di classe IgG (Etanercept) e la mamstrazione di farmaci che
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diminuiscono I'emivita dellRNA messaggero del TMF(Abraham E. et al.,1997).
Recentitrials clinici, impostati sull'inibizione del TNF: nella SG e nello SS iniziale,
riportano risultati incoraggianti in termini di rdione della mortalita nei soggetti
trattati. E pero fondamentale individuare il moneeitkeale in cui iniziare la terapia, per

poter realmente ottenere un beneficio.

2.5 Risposta immunitaria in corso di sepsi.

La risposta immunitaria che si ha in corso di segsende dalla virulenza del patogeno,
dal sito d’infezione, dalle condizioni fisiche debziente e, probabilmente, dalla
presenza di particolari polimorfismi nei geni ctuglificano per alcune citochine, come
IL-12, o per i loro recettori, come il recettorer JgNF-o. 0 per IL18. La presenza di
guesti polimorfismi puo condizionare la funzionalidi citochine pro- o anti-
inflammatorie e quindi la risposta ipo- o iper-affimatoria nei confronti dell'infezione
(van Deventer SJ., et al.,2000). | pazienti consisgmesentano caratteristiche
dellimmunosoppressione, con ridottéearencevirale e aumentata predisposizione a
contrarre infezioni nosocomiali (Lederer JA. et1&99). In corso di sepsi prolungata si
assiste ad una morte per apoptosi dei linfocitd®i, linfociti T CD4 e delle cellule
dendritiche con conseguente diminuzione della prche di anticorpi, attivazione dei
macrofagi e presentazione degli antigeni. Studdotthsu animali con inflammazione
acuta hanno dimostrato che prevenire I'apoptodedmdllule del sistema immunitario
migliora le aspettative di sopravvivenza (Hotchk&. et al.,1999).

La sepsi e caratterizzata dalla presenza contemgardi una risposta pro- e anti-
inflammatoria definite rispettivamente SIRS e CAR¥ella fase ipereattiva si ha
produzione di citochine pro-infiammatorie, mentrella fase di immunoparalisi Si
assiste al blocco di ogni attivita da parte ddlesie immunitario. Pazienti in SS hanno
quindi una risposta immunologica bifasica: allinizssi manifestano una risposta
inflammatoria all'infezione, dovuta principalmemteitochine quali TNF, IL-1 e IL-6.
Successivamente, nella fase anti-inflammatoriagdnismo regola queste risposte
producendo citochine anti-inflammatorie come IL-¥Y inibitori solubili quali il
recettore del TNF: o IL1-RA, una forma inattiva del recettore di Il{Riedemann NC.
et al.,2003).
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3.IL SISTEMA IMMUNITARIO EL’APOPTOSI.

3.1 Tolleranza centrale e periferica.

L’apoptosi svolge un ruolo fondamentale sia nellduppo delle cellule degli organi
linfoidi primari, sia nella regolazione della risgta immunitaria delle cellule mature.
Una delle caratteristiche del sistema immunitaridaecapacita di discriminare tra
antigeniself e non-self,facendo in modo che si sviluppi una risposta imiawia solo
contro sostanze estranee all'organismo e favordadtlleranza verso gli antigeni
autologhi (fenomeno noto contelleranza al self Nel caso di una mancata tolleranza
segue una risposta immune verso i propri costit@emigenici, dando origine a malattie
autoimmuni.

| processi fondamentali che richiedono una cornettate cellulare programmata sono
la maturazione dei linfociti B e T nel midollo osse nel timo, il controllo
dell'attivazione e dello spegnimento della rispostanune e lo sviluppo di attivita
effettrici, come I'attivita citotossica (Nat R. &t,2002).

Lo sviluppo dei linfociti T non € regolato solo Ral proliferazione e dal
differenziamento, ma anche da una corretta apogtdatti, I'attivazione dei linfociti a
cellule effettrici deve essere antigene specifickeee essere limitata nel tempo: dopo
che I'antigene e stato eliminato, i linfociti dewomandare incontro a morte cellulare
programmata. Nella prima fase della selezione amaefinita diselezione positiva
viene consentita la sopravvivenza solo dei timoatii TCR si adattano alle molecole
MHC espresse dalle cellule epiteliali timiche; itgtt altri timociti non ricevono questo
segnale di sopravvivenza e muoiono per apoptogiamde una seconda fase si verifica
il processo diselezione negativan cui si ha I'eliminazione dei timociti con TCR
specifico per peptidself associati alle molecole MHGelf Quindi i timociti che
compiono uno scorretto processo di riarrangiame@oTCR o riconoscono antigeni

self,sono eliminati per apoptosi.

La delezione dei cloni linfocitari autoreattivi n@n esaurisce nella selezione a livello
degli organi linfatici centrali. Questo processufatti, non riesce a riconoscere tutti i
cloni autoreattivi, poiché non tutti gli antigeself sono rappresentati nel midollo osseo
e nel timo. La presenza di linfociti T potenzialrteeautoreattivi in periferia non porta
necessariamente allo sviluppo di malattie autoimnmuuanto queste cellule possono

ancora essere controllate da meccanismi di tolrergeriferica.
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La corretta attivazione del linfocita T, che portla sua proliferazione e
differenziamento a linfocita effettore, richiedeclancomitanza di due segnali: un primo
segnale legato all'interazione del TCR con l'antigee un secondo segnale legato
all'interazione di una molecola co-stimolatorial li&focita T col suo ligando, espresso
dalla cellula APC. Nel caso del linfocita T, la mobla co-stimolatoria € CD28, che
interagisce con i ligandi CD80 (B7-1) o CD86 (B7€ypressi dalle APC attivate. Il
riconoscimento dell'antigene in assenza del secsednale, porta all'inattivazione del
linfocita mediante induzione di anergia o di modellulare programmata. Questo
sistema fa si che la risposta immunitaria specifigaattivata esclusivamente in un

contesto di danno cellulare, riducendo il rischiagyressioni contro 8elf

Dopo la sua attivazione, la risposta immunitarenei spenta attraverso meccanismi di
spegnimento che portano alla morte apoptoticaidfaditi effettori. Lo spegnimento
della risposta immunitaria € essenziale per gamnina protezione nei confronti
dell'autoimmunita: se i linfociti non vanno in agopi dopo che gli antigemon-self
sono stati eliminati, c’e il rischio che riconosoaper errore antigerself e scatenino
una reazione autoimmune (Peng Y. et al.,2007).

L’apoptosi puo essere indotta attraverso due viegpali: la via estrinseca innescata da
specifici recettori di morte espressi sulla memaraellulare e la via intrinseca, che
agisce a livello del mitocondrio. | recettori di rte trasmettono segnali apoptotici

grazie al legame con uno specifico ligando (AshkeAaet al.,1998).

3.2 Il sistema Fas/Fas Ligando (FasL).

Fas (CD95/Apol) e una glicoproteina transmembrad®d @8 Kd. Esso € un recettore
della superficie cellulare, appartenente alla dapaglia dei recettori delTumor
Necrosis Factor ReceptofTNFR), una vasta famiglia di recettori coinvottello
sviluppo e nella maturazione dei linfociti. Una sddicazione di questa famiglia
individua una sottofamiglia di TNFR deputati alfagmissione di segnali apoptotici e
per questo chiamati recettori di morteecettori di morte comprendono, oltre a Fas, il
TNFR1, il TNFR2, il recettore per la linfotossirgyello per iINerve Growth Factor
(NGF), le molecole CD30, CD27, CD40 e i recettori TNF-Related-Apoptosis-
Inducing-Ligand(TRAIL).

Il sistema Fas/FasL € il sistema molecolare meggiratterizzato nello spegnimento

della risposta immunitaria. Esso rappresenta umangecanismi attraverso il quale i
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linfociti con capacita citotossiche uccidono il $eglio: essi esprimono infatti elevati
livelli di FasL che, interagendo con Fas espresdla superficie delle cellule bersaglio,
innesca la morte cellulare programmata di questielt Inoltre, i linfociti attivati
esprimono elevati livelli di Fas e sono sottopadia regolazione negativa da parte di
linfociti o altri tipi cellulari che esprimono FasL

Il recettore Fas é costituito da una porzione esdthulare ricca di cisteine, in grado di
legare il suo ligando, da una regione transmembrarda una intra-cellulare, che
contiene ilDeath Domain (DD), il quale interagendo con la proteiRas Associated
Death DomainFADD) trasduce il segnale di morte. Il legamé-ds con il suo ligando
porta alla trimerizzazione del recettore inducemadormazione deDeath-Inducing
Signaling CompleXDISC), costituito dall’associazione tra Fas, lal®sola adattatrice
FADD e la pro-caspasi 8. L’attivazione della casgaeffettrice innesca una cascata
proteolitica attivatoria che coinvolge la caspdsi lle caspasi 8 e 10 attivano le caspasi
esecutrici 3, 7 e 6 (Nagata S. et al.,1997; Logt\l., 2001).

L’'apoptosi pud essere innescata anche attraversi latrinseca. Il citocromo c € la
molecola chiave di questa via; esso e rilasciatongiéocondrio nel citoplasma in
seqguito alla depolarizzazione della membrana mitddale. Il citocromo c si lega
successivamente alla molecola adattatriggoptotic Protease-Activating Factor-1
(Apaf-1) che, legando la pro-caspasi 9, porta ffanazione di un complesso detto
apoptosoma, il quale induce lattivazione dellapess 9 (Green DR. et al.,1998;
Kroemer G. et al.,1995).

Le caspasi sono proteasi cisteina-dipendenti dineaad il loro substrato per proteolisi
a livello di un residuo specifico di acido aspartid.a cascata delle caspasi attiva
numerosi effettori che alla fine conducono alla marellulare. Tutte le caspasi sono
prodotte sotto forma di pro-enzimi inattivi, € veng attivati mediante la scissione
proteolitica della subunita inibitoria: I'attivazie puo essere autocatalitica 0 mediata da
un’altra caspasi (Kumar S. et al.,1999). La seti&iball'apoptosi da parte dei linfociti
T non solo correla con I'espressione di Fas, mardip anche dalldown-regulationdi
proteine anti-apoptotiche come ad esenilitCE-like inhibitory protein(FLIP). FLIP
inibisce I'apoptosi indotta da Fas e da altri remrétdi morte modulando l'attivita del
DISC e inibendo il reclutamento di caspasi 8.

Topi knock-outper Fas o Fas ligando sviluppano disordini linfdiperativi associati ad
autoimmunita, il che suggerisce un ruolo criticdladenorte cellulare mediata da Fas

nelle malattie autoimmuni (Rieux-Laucat F. et &032). Mutazioni a carico di Fas o
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del suo ligando sono note indurre lo sviluppo dilatiee autoimmuni nel topo e
nell'uomo (Siegel RM. et al.,2000).

3.3 L’Activation Induced Cell Death (AICD).

Con il termine AICD si intende un processo attraweal quale i linfociti T attivati per
mezzo del TCR e ristimolati, vanno incontro ad wocpsso di morte cellulare che
coinvolge vari recettori, tra cui Fas e TNFR (Kraar®. et al.,2007).

Dopo l'attivazione del linfocita, la fase di esp@mme € seguita da una fase in cui il
numero di linfociti T diminuisce e ritorna a livelhormali. Questo processo e
finemente regolato e richiede uswitchtra la vita e la morte dei linfociti T attivatn |
periferia i linfociti T se continuamente stimoldtl TCR vanno incontro a AICD, che
in parte risulta dall'interazione tra il recettof@as e il suo ligando. L’AICD oltre a
coinvolgere la via estrinseca dell’apoptosi, coigeoanche la via intrinseca, in
particolare il mitocondrio e i membri della famaglili Bcb,

Recentemente anche NB- & stato identificato come un fattore in gradaatjolare
I'AICD attraversoHematopoietic Progenitor KinasgHPK1) (Brenner D. et al.,2005;
Brenner D. et al.,2007)Dopo I'attivazione e I'espansione dei linfociti T, taglio
proteolitico di HPK1 operato da caspasi 3, generaegiduo C-terminale (HPK1-C) in
grado di inibire NFB, attraverso la fosforilazione di IKK A questi eventi seguono
l'inibizione della trascrizione di differenti geranti-apoptoticitarget di NF«B e
linnesco dellAICD. L'AICD mediata da HPK1-C e imkendente da Fas, ma
coinvolge le caspasi.

L’AICD mediata da Fas gioca un ruolo fondamentaédlan remissione spontanea
dellEAE, suggerendo I'importanza di questo mecsand nella risposta autoimmune.
Un difetto di AICD é stato riscontrato in un modelnurino di AR associato ad
un’iper-espressione di c-FLIP, principale inibitattella via di Fas, con conseguente
iper-proliferazione dei linfociti CD4autoreattivi (Zhang J. et al,2004).

3.4 Le malattie autoimmuni e i difetti apoptotici.

Le malattie autoimmuni colpiscono il 5-10% dellapptazione dei paesi occidentali.
Sono il prodotto di un’attivazione dei linfociti @ B contro antigenselfin assenza di
una causa documentabile.

Dal punto di vista clinico le malattie autoimmunidsvidono in sistemiche, come ad

esempio I'ALPS e il LES, e organo-specifiche, coateesempio il diabete mellito di
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tipol, la SM e la tiroidite di Hashimoto. Dal purdovista del meccanismo immuno-
patogenetico si distinguono in malattie mediatamtacorpi o mediate da cellule.

La maggior parte delle malattie autoimmuni sonotifatioriali e sono causate dalla
combinazione di fattori genetici e di fattori amui@i (Tsonis IA. et al.,2007).

| fattori ambientali meglio noti sono le infezionhe possono scatenare la malattia
attraverso vari meccanismi: la presenza di antigeali simili ad antigeniself puo
determinare una “cross-reazione” contro silf (mimetismo molecolajg oppure
l'infezione pud danneggiare i tessuti causandablerdzione di antigeni normalmente
sequestrati, che sono erroneamente riconosciutieaoon self oppure le infezioni
possono innescare un processo inflammatorio cheadona daadiuvanteper l'innesco
della risposta autoimmur{guijf ML. et al.,2007).

| fattori genetici meglio noti sono il sesso, chandiziona la reattivita immunitaria
attraverso l'azione degli ormoni sessuali (il sessmminile € in genere il piu
predisposto) e gli alleli delle molecole MHC, chandizionano i peptidi presentati ali
linfociti autoreattivi.

Piu recentemente tra i fattori genetici, sono sthiamati in causa difetti a carico del
processo apoptotico. Un difetto dell’apoptosi pawckire una risposta autoimmune in
differenti modi. In primo luogo, le cellule apoptdte esprimono in membrana auto-
antigeni inusuali per una cellula normale, e iler@lamento della morte cellulare rende
guesti antigenself piu esposti al sistema immunitario. In secondgtyalterazioni del
processo apoptotico possono favorire fenomeni tiecroche, a differenza
dell’apoptosi, determinano la comparsa di reazimfiammatorie che favoriscono
un’efficace presentazione di antigeni autologhsiatema immunitario. In terzo luogo,
un difetto dell’apoptosi puo causare un rallentaimelello spegnimento della risposta
immunitaria, che puo a sua volta favorire lo svilapli “cross-reazioni” tramon selfe

self.

3.5 La sindrome autoimmune linfoproliferativa (ALPS

L’ALPS, e una malattia autoimmune dell'infanziaigimariamente nota come Sindrome
di Canale-Smith (Canale VC. et al.,1967).

E caratterizzata da un disordine del’omeostasi logociti causata da un difetto
dell’apoptosi, dallaccumulo di linfociti nella nza e nei linfonodi e da espansione di
linfociti T TCRap-positivi e DN per CD4 e CD8, (Straus SE. et ab3;Bleesing J. et

al.,2001). Questi linfociti T DN si pensa che passariginare da linfociti T attivati
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“esausti” i quali non vanno incontro a morte celhel programmata in seguito alla
riattivazione da parte del loro TCR o all'ingaggia parte di FasL.

Il tratto principale dei pazienti con ALPS e laftiproliferazione che si manifesta con
linfoadenomegalia e spenomegalia massive, e ilueete sviluppo di manifestazioni
autoimmuni. Nell’'eta adulta i pazienti con ALPS oo frequentemente sviluppare
linfomi.

La diagnosi di ALPS é eseguita in base alla preseinautoimmunita, linfoadenopatia
non maligna, splenomegalia, presenza di linfocitDN circolanti superiori all’2%,
difetti dell’apoptosi da parte di linfociti attiviah vitro (Lopatin U. et al.,2001). L'unico
trattamento farmacologico per I'ALPS é la sommiigtone di corticosteroidi o altri
immunosoppressori anche se, a lungo termine, saftepfici gli effetti collaterali.

Studi immunologici hanno dimostrato che i pazieoth ALPS, presentano una risposta
preferenziale di tipo TH2 con ridotta produziondld? e IFN-+y e aumentati livelli di
IL-4 e IL-5. A questo va aggiunto che in questi ipatg i livelli di IL-10 sono
notevolmente aumentati rispetto a quelli di IL-12-10 altera il bilancio TH1/TH2
svolgendo un ruolo da antagonista nello sviluppolt#l, favorendo indirettamente la
linea TH2 e la crescita di linfociti B con successproduzione di autoanticorpi (Renno
T. et al.,1995).

Il difetto immunitario principale dei pazienti cé&xLPS sembra tuttavia essere il difetto
funzionale del recettore di morte Fas. A questettlif che ha basi genetiche in genere
ereditarie, si attribuisce un ruolo causale nelibuppo della malattia (Campagnoli MF.
et al.,2006; Martin DA. et al.,1999).

Fino ad oggi sono state identificate quattro vdrian ALPS classificate in base al
difetto genetico causale:

ALPS-Ia, con mutazioni a carico del gene di Fas;

ALPS-Ib, con mutazioni a carico del gene di Faaridp;

ALPS-II, con mutazioni a carico del gene di casfiési

ALPS-III, con difetto genetico non identificato.

Recentemente e stata identificata una forma dedlattta con mutazioni a carico del
gene di N-Ras, denominata ALPS 1V, la quale norsgamta difetti a carico del sistema
Fas-FasL, ma coinvolge la via del mitocondrio (@il B. et al.,2007).

Nel nostro laboratorio e stato identificato un grapi pazienti con un quadro clinico
simile allALPS (ridotta funzionalita di Fas, autoinunita prevalentemente

ematologiche, accumulo di linfociti negli orgamfhtici secondari, con linfoadenopatia
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elo splenomegalia), ma privo della classica espagasdi linfociti T DN nel sangue
periferico. Questa forma di ALPS é stata denominBianzani’'s Autoimmune
Lymphoproliferative DiseasgdALD) da McKusick sul sito OMIM (riferimento OMIM
#605233; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/quecgi?db=0OMIM).

| linfociti T dei soggetti con DALD sono resisteratila morte cellulare indotta da Fas,
ma non presentano mutazioni in Fas, FasL o cad@adiroltre, i linfociti T della
maggior parte di questi pazienti sono anche registédla morte cellulare indotta da
etoposide, che agisce direttamente sulla via midcale. La componente ereditaria
della malattia € suggerita dal fatto che anchenitge dei pazienti presentano una
ridotta funzionalita di Fas (pur in assenza di rti@p Inoltre, la fusione somatica dei
linfociti T Fas-resistenti dei pazienti con unaeknlinfocitaria tumorale Fas-sensibile
determina la produzione di cellule ibride Fas-tesi8. Questi dati suggeriscono il
coinvolgimento di mutazioni che colpiscono la via Fas a valle del recettore e
determinano la produzione di molecole che esemitamattivitah dominante negativa
sulla funzione di Fas (Dianzani U. et al.,1997).

NellALPS esiste una grande variabilita clinica,nnsolo tra pazienti con mutazioni
differenti, ma anche tra pazienti appartenenti alledesima famiglia e con la stessa
mutazione. Spesso la malattia é legata a mutazéd@iozigoti con dominanza
incompleta e il genitore portatore della mutazienen genere sano (Jackson CE. et
al.,1999). L'espressione della malattia puo dipemd#al tipo e dalla gravita delle
mutazioni e/o dalla co-presenza di altri fattoriegisponenti di tipo genetico o
ambientale(Ramenghi U. et al.,2000). Dal punto di vista daftdri predisponenti
genetici & stato proposto un ruolo a carico diargridel gene di OPN e di perforina. In
entrambi i casi le varianti geniche predisponemjrebbero intervenendo in modo
svantaggioso sul sistema di spegnimento della stsponmunitaria (Chiocchetti A. et
al.,2004; Clementi R. et al.,2006).

I modello animale dell’ALPS é rappresentato daui thIRL Ipr e gld, portatori di una
mutazione loss of functiohin omozigosi, rispettivamente nei geni di FasasIE Topi
omozigoti per la mutaziondp/lpr o gld/gld) sviluppano un quadro caratterizzato da:
linfoadenopatia, splenomegalia, autoimmunita cangammaglobulinemia, produzione
di autoanticorpi, glomerulonefrite, artrite, vastajl espansione policlonale in periferia
di linfociti T.
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La tipica mutaziondpr e causata da un difetto dplicing e determina una ridotta
espressione del recettore in membrana, mentre am@nte della mutazione, la forma
Ipr®¥ & una mutazione puntiforme nel DD del recettore € ne riduce l'attivita. La
mutazionegld e invece una mutazione puntiforme nel dominio @iteale di FasL che
ne riduce la capacita di interagire con Fas (Bamih¢. et al.,1997).

Come nelluomo, anche nel topo Background genetico sembra influenzare la
penetranza di queste mutazioni, in quanto la nialsttmanifesta in modo molto grave
nel ceppo murino MRL, mentre il quandro risulta tagpiu lieve nel ceppo Balb/C
(Rieaux-Laucat F. et al.,1998/atanabe-Fukunaga R. et al.,1992).
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4. OSTEOPONTINA (OPN).

4.1 Caratteristiche strutturali e funzionali.

OPN é una glicoproteina acida fosforilata a livelliodiversi residui di serina ed é
implicata in diversi eventi fisiologici e patologitra i quali rimodellamento osseo,
inflammazione, cancro, angiogenesi, patologie wastiolari e malattie autoimmuni
(Denhardt DT. et al.,2001; Gravallese EM. et ab20Mazzali M. et al.,2002; Naldini
A. et al.,2006). OPN esiste come proteina immorzibéta facente parte della matrice
extra-cellulare, ma anche come citochina solubée fluidi biologici, agendo come
importante componente dei processi inflammatorl&adisposta immunitariad’Regan
AW. et al 2000;Standal T. et al.,2004).

Fu inizialmente identificata come la piu abbondasitdoproteina presente nel tessuto
osseo (Prince CW. et al.,,1987), ma e stata suveessite ritrovata anche nella
placenta, nel tessuto renale, nel muscolo liscieideucociti.

OPN ¢ secreta pricipalmente dagli osteoblasti di degeociti, dalle cellule renali
epiteliali, dalle cellule vascolari del muscolcciis, dalle cellule endoteliali, ma é anche
abbondantemente espressa dai linfociti T e B ditivdatti, fu identificata comeézarly
T-cells Activaction(Eta-1) dai monociti-macrofagi, dalle cellule NKdalle cellule
dendritiche.

OPN é codificata da un gene multiallelico formato®desoni e 6 introni e localizzato
nell'uomo sul cromosoma 4 (4921-925). Il suo pesecolare varia tra 25 e 80 kDa in
base ai processi post-trascrizionali ai quali étopotsta, tra cui glicosilazione,
fosforilazione e clivaggio ad opera della trombimalivello dei residui B S In
particolare, in seguito al taglio proteolitico ogter dall trombina, OPN espone la
sequenza peptidica SVVYGLR, importante per promuVadesione delle cellule che
esprimono le integrin@9 e a4. OPN subisce tagli proteolitici anche da partéede
MMP, in particolare della MMP-3 e della MMP-7. Itv@l, OPN possiede una sequenza
tripeptidica “Arginino-Glicina-Aspartato” (RGD) aivello della quale pud essere
abbondantemente glicosilata. OPN attraverso il d@miRGD é in grado di interagire
con le integrinen531, a8B1, avpl, avp3 eavps, favorendo i meccanismi di adesione
di linfociti T e B, macrofagi, piastrine, osteodia® cellule del muscolo liscio. E stato
dimostrato che il legame di OPN con l'integrings media la migrazione delle cellule
endoteliali durante 'angiogenesi (Senger DR. €1996; Mitsiades N. et al.,2001).
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OPN e in grado di interagire anche con diverseorsoé di CD44, in particolare con
CD44,.;. Questa interazione media la funzione chemotattica OPN, riduce
'espressione di IL-10 e IL-4, e favorisce la pramue di IL-12 (O’Regan A. et
al.,2000; Denhardt DT. et al.,2001). CD44 ¢é unatgma di membrana glicosilata,
coinvolta nell'adesione e ndtlbmingdei linfociti. Il legame di OPN sia con CD44 sia
con le integrine polarizza i linfociti T verso ungposta TH1 (Ashkar S. et al.,2000).
Sono state identificate tre isoforme di OPN chegesnerano in seguito splicing
alternativa OPNa di 945bp che codifica per la proteina int@&Nb di 903bp che
presenta una delezione di 14 amminoacidi nel’esbeeOPNc di 864bp che presenta
una delezione di 28 amminoacidi nellesone 4 (Yolitg et al, 1990; Giacopelli F. et
al.,2004). Recentemente e stata identificata umagontra-cellulare di OPN (iOPN) la
guale viene generata a partire da un sito di trasoe alternativo non-AUG, a valle di
guello canonico, che determina la perdita del peptegnale (Shinohara ML. et
al.,2008). Il ruolo principale attribuito a iOPNg&ello di inibire la produzione di IL-27,
potente inibitore della produzione di IL-17, datpatelle cellule dendritiche, favorendo
quindi lo sviluppo di un fenotipo TH17 (Shinohard.Met al.,2008).

4.2 Ruolo nell'inflammazione.

Sebbene identificata nel 1985, il coinvolgimentaQd®N nel processo infammatorio e
nella risposta immunitaria € stato descritto sadglinultimi anni. Diversi mediatori
dellinfliammazione, come TGE-e IL-1, inducono la trascrizione di OPN, attrawers
I'attivazione diProtein Kinase QPKC) (Denhartd DT. et al.,2001).

OPN é una molecola con un duplice ruolo, pro- ditiaflammatorio. Per quello che
riguarda la sua azione pro-infiammatoria, agiscee&agente chemoattrattivo, favorisce
'adesione dei macrofagi e modula la funzione dicratagi e linfociti T in vitro
(O’Regan A. et al.,1999). E noto che OPN & proddtialinfociti T nelle prime fasi di
attivazione e che recluta e attiva i macrofagvello del sito inflammatorioln vivo, la
somministrazione subcutanea di OPN induce il ritimidocale di macrofagi (Rollo EE.
et al.,,1996). Questo e mediato dall'estremita Gieale della proteina, che si crea
dopo il taglio proteolitico mediato dalla trombinaentre il legame con il recettore
CD44, a livello dell’'estremita N-terminale, prom@ola chemotassi e I'attivazione dei
macrofagi (Lin YH. et al.,2001).

OPN e coinvolta nell’infiltrazione macrofagica afbcitaria in risposta a diversi stimoli

in vivo ed é espressa dagli istiociti nei granulomi diavalatura come nella tubercolosi
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e nella sarcoidosi. Nel topo, OPN costimola i méagp attivati da LPS, a produrre IL-
12 ed inibisce la produzione di IL-10. In linea cquest’'osservazione, tognock-out
per OPN rispondono ad infezioni normalmente caia#tate da una risposta di tipo
TH1 con una ridotta produzione di IL-12 e un’auna¢afproduzione di IL-10 (O’Regan
AW. et al.,2000; Hashimoto M. et al.,2007).

OPN influenza anche la differenziazione dei linfiodi, favorendo la produzione di
INF-y e I'espressione di CD40L (O’'Regan AW. et al.,200REcentemente e stato
dimostrato che OPN induce sopravvivenza dei linfodi attivati, attraverso la
regolazione dei fattori di trascrizioh®rkhead Box O3A(Foxo3a) eNF-xB (Hur EM.

et al.,2007, Stromnes I. et al.,2007).

Per quanto riguarda la sua azione anti-inflammatqroco € conosciuto, ma si pensa
che OPN eserciti un effetto anti-inflammatorio imolo la produzione di ossido nitrico
attraverso l'inibizione di INOS (Guo H. et al.,2Q00akahashi F. et al.,2000). Inoltre,
recentemente é stato dimostrato che OPN ha urtceHieti-infliammatorio durante la

seconda esposizione all'antigene in corso di epaidetgici (Xanthou G. et al.,2007).

4.3 Ruolo nei tumori.

OPN svolge un ruolo fondamentale anche nello spibugei tumori esercitando i suoi
effetti pro-metastatici interagendo con le integrencon CD44. L’interazione tra OPN e
CD44 aumenta la formazione di foci, I'invasioneagumorigenesi, attraverso la via del
segnale mediata dalla protein chinasi Rac. Divensdi hanno dimostrato che OPN
protegge le cellule tumorali dall’apoptosi attivanth via di sopravvivenza di PI3
chinasi-Akt (Rangaswami H. et al.,2006).

OPN ¢ iper-espressa in diversi tipi di tumore touali tumore della mammella, della
prostata, osteosarcomi, glioblastomi e melanontil{iRy SR. et al.,2004). TogMnock-
out per il gene di OPN mostrano una ridotta capacitébiihare colonie irsoft agare
una piu lenta comparsa del tumamevivo. Il silenziamento genico di OPN nel topo,
mediante la tecnica dellRNA interference ha dimostrato una soppressione dello
sviluppo dell’adenocarcinoma al colon giavitro chein vivo (Wai PT. et al.,2004).

4.4 Ruolo nelle malattie autoimmuni.
Il ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni puo essir parte spiegato con la sua azione
pro-infiammatoria, che prevede il reclutamentoedidociti nel sito di inflammazione e

la polarizzazione in senso TH1. Lo studio svoltatapi transgenici per OPN (OPR)
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ha evidenziato un accumulo nella cavita peritonéalen particolare tipo di linfociti
denominati B1, che sono stati in passato assaailatiproduzione di autoanticorpi e
iper-gammaglobulinemia (Masutani K. et al.,2001).

Elevati livelli di OPN sono stati rilevati nelled®ni celebrali di pazienti affetti da SM.
Inoltre, il topo knock-outper OPN sviluppa una forma piu lieve di EAE, mdalel
sperimentale della SM, con ricadute meno frequasypetto al topavild-type (Blom T.

et al.,2003). OPN e una citochina chiave nellEAEquanto, ligando delle integrine
aV, regola l'attivita degli oligodendrociti, princgi responsabili del processo di
rimielizzazione e favorisce la formazione dellalmie (Zhao C. et al.,2008).

NellAR I'espressione di OPN é elevata nei fibratila nei macrofagi e nei liquidi
sinoviali, dove inibisce la produzione di ossiddrino e di prostaglandinasEIl topo
knock-outper OPN mostra protezione dalla AR, confermandaudlo di OPN nella
patogenesi della malattia (Mishima R. et al.,2007).

Inoltre, un possibile ruolo di OPN nello sviluppo rdallattie autoimmuni, potrebbe
essere spiegato dal fatto cho OPN é in grado dirifi@vlo sviluppo di un fenotipo
TH17, coinvolto nella patogenesi della SM, del L&E8ell’AR (Brucklacher-Waldert V.
et al.,2009; Kwan BC. et al.,2009; Gaffen SL. 6220

| ruoli svolti da OPN nello sviluppo dell’autoimmitg nell’'uomo sono molteplici (Bird
L.,2007) e lo studio dei polimorfismi di OPN ha faio ad interessanti associazioni con
alcune malattie autoimmuni.

Analisi genetiche, condotte nel nostro laboratoaocarico del gene di OPN, hanno
identificato alcuni polimorfismi che formano trelagipi (A, B e C). E stato dimostrato
che i portatori degli aplotipi B e/lo C presentano tischio 8 volte maggiore di
sviluppare ALPS, rispetto agli individui omozigétA (Chiocchetti A. et al.,2004). Nel
caso della SM e del LES i portatori dei genotipie® C presentano un rischio di
sviluppare la malattia di 1.5 volte maggiore, rispeai portatori del genotipo AA
(Chiocchetti A. et al.,2005; D’Alfonso S. et al.(5).
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5. Tissue Inhibitor of MetalloProteinase-1 (TIMP-1)

5.1 Caratteristiche strutturali.

La famiglia degli inibitori delle MMP e costituitda 4 membri (TIMP 1-4), i quali
regolano ilturnover delle proteine e il rimodellamento della matricdra-cellulare,
formando dei complessi stechiometrici reversikii ¢on le MMP. In particolare TIMP-
1 inibisce in maniera specifica le MMP-3-7 e 9 (losmBR. et al.,1988; Visse R. et
al.,2003).

Le MMP sono coinvolte in diversi processi biologicormali, come lo sviluppo
embrionale, I'angiogenesi e il riparo delle feritea sono coinvolte anche in diversi
processi patologici come l'inflammazione e il can(Goetzl EJ. et al.,1996).

TIMP-1 e stato scoperto circa venti anni fa contezabre e potenziatore della linea
eritroide; infatti € in grado di stimolare la crigace il differenziamento dei precursori
eritroidi murini e di cellule leucemiche K562. Leies proprieta di regolatore della
crescita sono state in seguito dimostrate nei gsaéibrotici (Lambert E. et al.,2003).

| geni che codificano per queste proteine sonolilgati sul cromosoma X in pl1.1-
pll.4, 17925, 11912.1-13.2 e 3p25, rispettivamehgene che codifica per TIMP-1, in
particolare, & costituito da 6 esoni per un totil8 Kb e codifica per una proteina di
206 amminoacidi di circa 23 KDa (Baker AH. et &02).

TIMP-1 é una glicoproteina che presenta un domhice C-terminale (di 125 e 65
amminoacidi, rispettivamente), contenente cias@@igesidui di cisteina conservati, in
grado di formare tre ponti di solfuro. L’estremiMaterminale presenta elevata omologia
tra i quattro membri ed e sufficiente ad inibireM&P. Questa sequenza contiene dei
residui in grado di interagire con lo ione zincd sieo attivo delle MMP. Il dominio C-
terminale invece e importante per l'interazionetgirta-proteina e il legame alle pro-
MMP, al fine di regolarne il processo di attivazofVisse R. et al.,2003).

TIMP-1 é espresso dalle piastrine, dai monociti,raautrofili, dai linfociti T e B e dai
fibroblasti; la sua espressione e stimolata dargivegenti quali: TGH, IL-1B, esteri
del forbolo, retinoidi e prostaglandina E2 (BarateE. et al.,2004). IL-10 stimola la
produzione di TIMP-1 in particolare nei fibroblastinei macrofagi polmonari (Lacraz
S. etal.,1995).

Recentemente é stato identificato il recettorelMA-1, mediante un sistema di doppio
ibrido in lievito, nella molecola CD63 (Chirco R.a.,2006).
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5.2 TIMP-1 e CD63.

CD63 e un membro della famiglia delle tetraspannmeguali interagiscono con diverse
proteine quali integrine, immunoglobuline e recettper fattori di crescita. Le
tetraspannine controllano diversi processi biologai quali: I'adesione, la migrazione
cellulare e la formazione delle sinapsi (Levy SaleR005). Le tetraspannine presentano
4 domini trans-membrana idrofobici, 2 anse extfatzi e 2 code intra-cellulari con
residui N- e C- terminali. Una tetraspannina tipprasenta una sequenza di 200-300
amminoacidi con 4-8 cisteine extra-cellulari. CD&3stata la prima tetraspannina
caratterizzata, identificata come una glicoproteleie piastrine e denominaatelet
Glycoprotein 40 (Pltgp40), e successivamente riscontrata a livellocellule di
melanoma umano e quindi nota anche cdvtedanom Antigen 49IME491). CD63
interagisce con differenti proteine quali: integrin@4pl, o3pl, o6pl), altre
tetraspannine (CD81, CD82), recettori di superfii®3, MHCII), chinasi, (Src, Lyn),
proteine adattatrici (AP-2, AP-3) e altre proteimgali, TIMP-1. CD63 e presente a
livello degli endosomi tardivi, delle vescicole seorie e dei lisosomi noto come
Lisosome-Associated Membrane Prot@i\MP-3) e anche a livello della membrana
cellulare (Pols MS. et al.,2009).

CD63 e espresso sulla superficie delle cellule diclte ed é coinvolto nel processo di
internalizzazione degli antigeni (Mantegazza Aale004).

E stato dimostrato, in cellule epiteliali umanee cAIMP-1 legando CD63 forma un
complesso con lintegrinddl espressa sulla superficie cellulare. A questaueseg
I'attivazione di una via di sopravvivenza che, smilgendo le chinaskFocal adesion
kinase (Fak) e Src, porta alla fosforilazione della proteinanasi Akt/PKB. A questi
eventi segue la fosforilazione di Bad, membro gropotico della famiglia di Bcl-2,
che viene inattivato. In parallelo si attivano \della trasduzione del segnale che
coinvolgono fattori di sopravvivenza, quéktracellular Signal-Regulated Kinase 1,2
(Erk1,2) eMitogen-Activated Protein KinasésAPKSs) (Jung KK. et al.,2006).

Uno studio recente riporta un’aumentata espressio@®63 nei linfociti T attivati ed é
stato ipotizzato che CD63 puo funzionare da mokeau-stimolatoria e trasmettere
segnali di sopravvivenza, quando opportunamentaokio (Pfistershammer K. et
al.,2004).
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5.3 TIMP-1 e malattia.

TIMP-1 € implicato in diversi processi biologici @u rimodellamento tissutale,
inibizione dell'angiogenesi, modificazioni morfolege delle cellule della matrice,
stimolazione della steroidogenesi e regolazionkagelptosi.

A livello del sistema nervoso centrale, TIMP-1 gp@Un ruolo neuroprotettivo grazie al
mantenimento della barriera emato-encefalica eairtignlare inibisce gli influssi di
calcio glutammato-dipendenti, che si verificanoseguito agli insulti esocitotossici
(Ogier C. et al.,2005). E noto che gli stimoli pniammatori come IL-B, TNF-o 0
LPS inducono I'espressione di questa proteinai maglociti e nelle cellule endoteliali
di topi affetti da EAE (Crocker SJ. et al.,2006).

E stato dimostrato che I'iper-epressione di TIMRel neurinomi e nei meningiomi ne
migliora la prognosi, probabilmente contrastanadfétto della MMP-9 (Kachra Z, et
al.,1999).

TIMP-1 svolge diverse funzioni biologiche indipentiedalla sua capacita di inibire le
MMP, tra le quali regolazione della proliferazionsppravvivenza cellulare e
differenziamento di diversi tipi cellulari.

Recentemente e stato identificato il ruolo di TIMIPrell'inflammazione dove
rallenterebbe la degradazione dei tessuti contrdtida proliferazione, la sopravvivenza
e I'apoptosi cellulare (Chromek M. et al.,2004).

Il topo knock-outper TIMP-1 e vitale, anche se presenta ridottalitartinoltre, mostra
maggiore resistenza alle infezioni, un aumento adeikposta infiammatoria e
dell'attivita del complemento, rispetto al fenotiwdd-type (Jourquin J. et al.,2005).
Nelle cellule di carcinoma mammario umano € staecdtto un meccanismo anti-
apoptotico mediato da TIMP-1 dovuto all'inibiziodell’'espressione del recettore pro-
apoptotico TRAIL (Li GR. et al.,1999; Okuyama S.akt2005). Questo meccanismo
potrebbe favorire 'immunoelusione del tumore inago TRAIL favorisce lattivita
citotossica, mediata dalle cellule NK attivate elndociti T, contro le cellule tumorali.
Sempre in questo tipo cellulare TIMP-1 riduce #g@a di crescita inducendo un arresto
del ciclo cellulare nella fase G1, associato ad dman-regualtiondella ciclina D1 e
all' up-regulationdi p27<™*, inibitore della chinasi associata alla ciclin@gua segue una
diminuzione della fosforilazione della proteina detinoblastoma (pRb) (Taube ME. et
al.,2006). A guesti eventi segue un arresto déb cellulare in fase G1.

E stato descritto il ruolo di TIMP-1 come fattorectescita delle cellule di linfoma di

Burkitt; in questo tipo di linfoma I'espressione ™WMP-1 induce I'espressione di Bcl-
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XL e correla con un’elevata produzione di IL-10, lmlg funzione da agente autocrino
stimolando la proliferazione e la produzione di immaglobuline da parte dei linfociti B
(Guedez L. et al.,1998). Anche nei monociti e nacrofagi € nota la capacita di TIMP-
1 di indurre la produzione di IL-10. Sempre in gkl di linfoma di Burkitt il
trattamento con TIMP-1 ricombinante riduce la stifméta all’apoptosi sopprimendo
l'attivita di caspasi 3 e sostenendo la sintesi ONIA (Guedez L. et al., 1998). In
cellule di Reed-Sternberg del linfoma di Hodgkimecproducono TIMP-1, questo
funziona da fattore di sopravvivenza (Oelman &l g2002).

In cellule di carcinoma epiteliale, TIMP-1 inducespressione di Bglnoto inibitore
della via intrinseca dell’apoptosi, in seguito adattivazione costitutiva di Fakinvece
nei linfociti B, inibisce I'apoptosi inducendo [psessione di Bcl-X regolando
I'espressione di CD40, CD77 e CD23 (Guedez L..€2@05).

E stato proposto un meccanismo che prevede latambne nel nucleo di TIMP-1, il
guale potrebbe controllare positivamente la tragame di geni anti-apoptotici (Gaudin
P. et al.,2000; Ritter LM. et al.,1999).

Anche se non é ancora chiaro il ruolo di TIMP-1'astoimmunita, dati in letteratura,
anche se spesso contrastanti, hanno proposto k@unwolgimento in alcune malattie
autoimmuni.

L’iper-espressione di TIMP-1 in cellulé del pancreas ha dimostrato una significativa
riduzione dell’apoptosi di queste cellule, indotta ripetute dosi di streptozotocina,
indicando che TIMP-1 pud essere un potenziale gkosper prevenire o migliorare il
diabete mellito di tipo 1 (Jiang H. et al.,2007).

E stato dimostrato inoltre, che i PBMC di pazieftetti da LES, secernono TIMP-1 e
come questo gioca un ruolo importante nel ridumédmmazione e il danno tissutale,
inibendo la MMP-9 e aumentando i livelli di IL-1Mé&tache C. et al.,2003).

In corso di SM la proteolisi della matrice extrdhdare, con conseguente danno alla
barriera emato-encefalica facilita l'infiltraziom®i linfociti T autoreattivi; in queste
condizioni si ha un aumento delle MMP, accoppiatlvelli ridotti di TIMP-1, che
contribuiscono ad una perdita di integrita dellarieea emato-encefalica (Ozenci V. et
al.,1999). | topknock-outper TIMP-1 mostrano un fenotipo piu grave di EAgpetto

ai topiwild-type(Thorne M. et al.,2009).

Dati di letteratura descrivano la presenza di attoarpi diretti contro TIMP-1 nel
liquido sinoviale di pazienti affetti da AR. Quesdnticorpi mostrano proprieta

neutralizzanti e influenzano I'attivita della MMP@okarewa M. et al., 2005).
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SCOPO DELLA TESI

Il lavoro svolto in questa tesi e partito dall'ossezione che OPN pud avere un ruolo

nello sviluppo dellALPS e di altre malattie autemani intervenendo sia nella

suscettibilita genetica sia nella patogenesi distpienalattie. Il lavoro ha seguito due

linee di ricerca, sfociate in due articoli scieiotif

1) poiché OPN é prevalentemente una citochina presminatoria, ci siamo
domandati se potesse avere un ruolo anche in qtipdriinfiammatori” come la
sepsi;

2) poiché un’analisi del trascittoma linfocitario madie macroarray in una paziente
affetta da una forma di ALPS, aveva evidenziatoipeaespressione sia di OPN sia
di TIMP-1, ci siamo domandati se i due fattori ae¥® qualche relazione

funzionale nell ALPS.
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ARTICOLO 1

1. INTRODUZIONE

La sepsi e caratterizzata da segni di inflammazgsimica e le sue forme piu gravi
(SG e SS) sono una causa comune di morte fra eq@azicoverati nei reparti di terapia
intensiva (Alberti C. et al.,2002). La sepsi sitidigue dalla SIRS in quanto e indotta da
fattori quali traumi e ischemia che causa danmessuti. La discriminazione tra SIRS e
sepsi &€ necessaria per stabilire la corretta @®ragal momento che questa varia in
presenza o meno di infezione (Leibovici L. et &98). Quindi un’accurata diagnosi e
la possibilita di discriminare tra sepsi, SIRS &S&possono determinare la prognosi.
Tuttavia, una diagnosi precoce di sepsi non rissdt@plice anche per la mancanza di
segni clinici e biomarcatori validati.

La patogenesi della SIRS e della sepsi non sonaléfenite, anche se un ruolo chiave é
attribuibile ad un’inflammazione sistemica con estea produzione di citochine pro-
inflammatorie come, TNl IL-1 e IL-6 da parte di differenti tipi cellulariquali
monociti-macrofagi e cellule endoteliali. Antagstnidi IL-1 e TNFe sono utilizzati
per combattere l'infammazione sistemica, ma spesso portano ad un’efficace
risoluzione (Cohen J. et al.,1996; Fisher CJ..€1394).

OPN e una glicoproteina acida fosforilata coinvaitdle interazioni cellula-cellula e
cellula-matrice cruciali nella risposta inflammaaofAskar S. et al.,2000; Gravallese M.
et al.,2003). Agisce come componente della maeitea-cellulare o come citochina
solubile nei fluidi biologici, sia con funzioni piiofiammatorie, favorendo la
chemiotassi di monociti-macrofagi e modulando lazfane dei linfociti T, sia con
funzioni anti-inflammatorie, inibendo la produziom# ossido nitrico da parte dei
macrofagi e favorendo il riparo dei tessuti (TakskhaF. et al.,2004; Mishima R. et
al.,2007).

| livelli sierici di OPN sono aumentati in malattieon infiammazione cronica o
sistemica, come la malattia di Chron (Wong CK.IeR@05), la SM (Chiocchetti A. et
al.,2005) e la tubercolosi (Inomata S. et al.,20@F)contrario non € ben noto il suo
ruolo nelle malattie con infiammazione acuta.

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di vahgarlivelli nella SIRS e nella sepsi, al
fine di indagare il suo coinvolgimento nella patoge di malattie con inflammazione

acuta e identificare un suo possibile ruolo comarker di stato della malattia. A
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proposito sono stati valutati i livelli sierici @PN in 29 pazienti con SIRS, 27 con
SG/SS e 57 controlli sani, dimostrando che OPNtassignificativamente aumentata
nei pazienti rispetto ai controlli.

Mediante I'analisi della curva ROC risulta possbsuggerire I'impiego di OPN come
marker per distinguere la SIRS dalla sepsi, dal momente ¢ta presentato
un’accutratezza diagnostica pari a quella riponpatala PCT.

Negli stessi pazienti e controlli sono state dosat®ine citochine caratterizzanti i
linfociti TH1 o TH2 ed é stata riscontrata una etazione diretta tra i livelli di OPN e
quelli di IL-6. Quindi, con lo scopo di identificamuuna correlazione funzionale tra OPN
e IL-6, sono stati valutati i livelli trascrizionad proteici di IL-6 in colture di monociti
attivati o meno con LPS, stimolati con rOPN. | Hiati indicano che OPN sembra
essere coinvolta nella patogenesi della malattquanto e risulata in grado di indurre la

produzione di IL-6, citochina chiave nello svilupgella sepsi.
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2. MATERIALI E METODI

2.1 PAZIENTIL.

Lo studio é stato condotto su 56 pazienti (43 masd8 femmine), ricoverati presso il
reparto di terapia intensiva dellOspedale Maggioedla Carita di Novara pazienti
presentavano segni clinico-laboratoristici di SIR&si, SG o SS. La diagnosi di SIRS
si e basata sulla presenza di almeno due dei seguigeri: 1) temperatura >38°C o
<36°C; 2) frequenza cardiaca >90 battiti/minuto; f@quenza respiratoria >20 atti
respiratori/minuto o PaC0<32 mmHg; 4) conta dei linfociti >120Q0/0 <4000ul o
presenza di forme immature con una frequenza >18860 stati classificati pazienti
con SG quelli che presentavano disfunzione d’organpazienti con SS quelli con
persistente ipotensione, nonostante l'infusiondiqiiidi e il trattamento con farmaci
vasoattivi.

Pertanto sono stati definiti due gruppi di pazie2® pazienti con diagnosi di SIRS e 27
pazienti con diagnosi di SG/SS. Nello studio soai snclusi anche 56 controlli sani
scelti in base alla provenienza geografica, alletal sesso. Inoltre, sono stati inclusi
anche 21 pazienti con sepsi che durante la deganzgparto hanno perso i criteri di
inclusione dettati dallaConsensus Conference of the American College ofstChe
Physicians/Society of Critical Care Medicindale gruppo € rappresentativo dei
pazienti in fase di risoluzione.

Per valutare oggettivamente la gravita clinica ¢éepaonfrontare i dati relativi al
singolo paziente nel tempo esistono numerose gStateli punteggio consente di
esprimere un giudizio sulla gravita della condigodinica del paziente e fornire
indicazioni utili per I'orientamento terapeuticgpegnostico. In questo studio sono state
utilizzate due scale: lacute Physiology and Chronic Health Evoluti@gkPACHE) 1l e

il Sequential Organ Failure AssessmEDFA). L'assegnazione di tali punteggi € stata
eseguita in cieco rispetto al dosaggio delle citeehQueste scale mettono in relazione
la risposta dell'ospite e la gravita della malattlea scala SOFA si basa sulla
valutazione del numero di organi coinvolti e dgjtavita della loro compromissione. La
scala APACHE Il e piu completa, valuta 12 paramédisiologici al momento
dell’'ammissione in reparto e tiene conto ancheattofi quali I'eta del paziente o la
presenza di stati morbosi concomitanti o pre-esiste

Questo studio € stato approvato dal comitato etedbOspedale Maggiore della Carita

e i pazienti hanno dato per scritto consenso inéom
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2.2 RACCOLTA DEI CAMPIONI.
Tutti i campioni di sangue sono stati prelevatreme prime 6 ore dal reclutamento dei
pazienti. Per i pazienti analizzati durante la feselutiva, il prelievo ematico e stato

eseguito il primo giorno dopo la perdita dei ciitrinclusione di SIRS o sepsi.

2.3 ISOLAMENTO E COLTURA DEI MONOCITI.

Per la purificazione dei monociti CD14 partire da PBMC, & stato utilizzato il kit
commerciale (Milteniy-Biotec, Germania), il qualermette di effettuare una selezione
negativa di queste cellule, sfruttando anticorpiihilati specifici per PBMC diversi dai
monociti e anticorpi anti-biotina legati a biglieagnetiche. Le cellule marcate ritenute
nella colonna sono state eliminate, mentre le leelhon marcate di nostro interesse
sono state eluite. La purezza delle cellule e statlitata per mezzo di analisi
immunofenotipiche ed é risultata sempre superib®&%.

Per valutare la secrezione di IL-6, indotta da O®®,0> monociti sono stati seminati in
piastre da 24 pozzetti in 1 ml di terreno di cdtur presenza o meno di LPS 25 ng/ml
(E. coli, sierotipo 055:B5; Sigma Chemicals Co, St.LouiQ)Ve di rOPN 0.1-0.5-1
ug/ml (R&D System, Minneapolis, MN). Dopo 6 ore, ecstati raccolti i surnatanti e
dalle cellule é stato estratto I'mRNA. Per le asiatiinetiche i surnatanti sono stati
raccolti dopo 6-24-48 ore. Il livello di endotossipresente nella preparazione di rOPN
e inferiore a 1.0 EWg di rOPN, pari a 0.2 ng/ml. In alcuni esperimeanttato anche
aggiunto un anticorpo neutralizzante anti-rOPN ditge di 10ug/ml (R&D system,
Minneapolis, USA).

2.4 DOSAGGIO DI OPN E DI IL-6.

Le concentrazioni di OPN e di IL-6 nel siero deizigati, sono state misurate
impiegando la metodicEnzyme-Linked Immunosorbent Asg&yISA), seguendo Il
protocollo fornito dal produttore (Assays Desighs;., Ml e Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, IL, rispettivamente). La concenicsee minima dosabile e risultata
essere di 3.6 ng/ml per OPN e inferiore a 1 pg/en f-6. Dopo aver seguito il
protocollo, si € proceduto alla lettura della piagtamite lettore ottico Spectra Count
con filtro a 450 nm (Bio-Rad, Hercules, CA). Infiriestato utilizzato il programma I-

smart per I'analisi dei dati e la costruzione dellava di regressione.
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2.5 DOSAGGIO DELLE CITOCHINE DI TIPO TH1 E TH2.

Per il dosaggio delle citochine e stato utilizzdt&it Human TH1/TH2 Cytometric
Bead Array (CBA), commercializzato dalla ditta BettDickinson, che permette,
tramite analisi citofluorimetrica, la rilevazionemalltanea nello stesso campione delle
citochine IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFNy e TNF,; le concentrazioni minime dosabili per
gueste citochine sono rispettivamente di 2.6, 24, 2.8, 2.8 e 7.1 pg/ml. Nella nostra
analisi, 50 ul di siero o ditandardé stato miscelato con 50 pl di biglie di cattura0e

pl di mAb-PE. | campioni sono stati acquisiti al €8calibur (BD PharmigenNJ,
USA).

2.6 RT-PCR e REAL-TIME.

Per gli esperimenti di Real-Time é stato isola®RNA totale da colture di monociti
trattati o0 meno con differenti concentrazioni diPfD per 6 ore, utilizzando il kit
commerciale Nucleospin RNAII (Machery-Nagel, Gerylai.’RNA (500 ng) e stato
retrotrascritto con il kit Thermoscript RT PCR System (Invitrogen,Burlington, ON
Canada). L'espressione di IL-6 € stata valutata worsaggio di espressione genica
Assay on Demand (Applied Biosystem, Foster City, ,CBASA Assay No.
Hs99999032_m1). Il gene housekeepirdypoxanthine-guanine Phosphoribosil
TransfarasqHPRT) (Assay NoOHs99999909 ml) e stato utilizzato per normaliziare
variazioni del cDNA. La reazione € stata condotédlonstrumento 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystem, Foster Cityd)COgni campione € stato
analizzato in duplicato impiegando 0,5 pl di cDN#uido, 10 pl di PCR master mix
(Applied Biosystem) e 1 pl di Assay on Demand rllixiclo di PCR utilizzato prevede
10 min a 98C, seguiti da 40 cicli a 98 per 15 sec e a 80 per 1 min. | risultati sono

stati analizzati con il metodo delle custandard

2.7 DETERMINAZIONE DI NECROSI E DI APOPTOSI.

Per valutare il livello di necrosi durante gli espeenti tempo dipendente, e stato dosato
il rilascio di lattato deidrogenasi (LDH) nel sutaiate delle colture dopo 48 ore di
trattamento, utilizzando il kit CytoTox-One™ Homogeus Membrane Integrity
(Promega, Madison, USA), seguendo le istruzionilleNstesse condizioni le cellule

sono state colorate con Blue di Tripano per vahgtda vitalita.
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2.8 CALCOLO DELLE CURVE Receiver Operator Characteristics (ROC).

L’'analisi dei dati mediante il calcolo della curR®OC e dell'area sotto la curva (AUC)
ha permesso di calcolare la specificita e la sditailolelle determinazioni. | seguenti
parametri caratterizzano la curva ROC: 1) Le cowati di ogni punto della curva sono
il tasso di veri positivi pari alla sensibilita (¥ il tasso di falsi positivi, pari a 1 -
specificita (x), in corrispondenza di un cedot-off. 2) La pendenza della retta che
congiunge un punto della curva con l'origine deggisi € uguale al rapporto di
verosimiglianza del test positivo: sensibilita/fesificita). 3) Piccoli spostamenti lungo
la curva informano sulle variazioni reciproche dnsibilita e specificita per piccole
variazioni delcut-off. In questo senso & importante la pendenza locdle deva (es:
grande pendenza significa buon incremento di s#itéitcon piccola perdita di
specificitd). 4) | punti che giacciono sulla diagtn principale (bisettrice del grafico)
corrispondono a uwcut-off di utilita nulla, per i quali il rapporto di verosiglianza é
pari a 1 (diagonale di "indifferenza” del test).[@)e punti della curva situati su rette
parallele alla diagonale di “indifferenza”, hanna bktessa somma di giuste
classificazioni (sensibilita + specificita = codi@ne di errate classificazioni (falsi
positivi + falsi negativi = costante). 6) Pertanilopunto piu a nord-ovest della curva
ROC corrisponde al migliocut-off nel senso di massimizzazione delle classificazion

corrette e di minimizzazione degli errori.

2.9 ANALISI STATISTICHE.

L’analisi statistica e stata effettuata usandest non parametrico di Mann-Whitney per
il confronto dei dati non appaiati ottenuti daiferenti gruppi in studio (dosaggio di
OPN e di citochine fra i diversi gruppi di pazieetdi controlli); il test di Wilcoxon per
dati appaiati € stato usato per l'analisi dei adatenuti dalle colture monocitarie. Il
confronto tra gruppi € stato valutato con il testiskal-Wallis. La correlazione tra le
differenti variabili & stata analizzata calcolaridndice di correlazione per ranghi di
Spearman. La significativita statistica € statailatita per valori di p<0.05. La
sensibilita e la specificita sono state calcolaie & curva ROC e 'AUC. Sono stati
impiegati i software statistici GraphPad Instat g@rPad Software, San Diego,
California, USA) e MedCalc (MedCalc Software, Magee, Belgium).
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3. RISULTATI

3.1 Caratteristiche della popolazione di pazientin studio.

Lo studio é stato condotto su 29 pazienti con diagdi SIRS e 27 con diagnosi di SG
0 SS e 56 controlli sani, con la stessa provenigepgrafica, ed appaiati per sesso e per
eta. Inoltre, sono stati analizzati anche 21 pazienrisoluzione, valutati il primo
giorno in cui avevano perso i criteri di SIRS. Laratteristiche cliniche e quelle
microbiologiche dei pazienti sono schematizzafgetisvamente nelldabella | e ll. La
gravita dei segni clinici & stata calcolata assedaalei punteggi utilizzando il sistema
APACHEIl (Knaus WA. et al.,1985) o SOFA (Vincent.Jét al.,1996). | punteggi
ottenuti con entrambi i sistemi sono significativente differenti nei pazienti con SIRS
e SG/SS (p<0.0001yabellal).

Tabella I. Caratteristiche cliniche e demografichalei diversi gruppi

SIRS Sepsi Grave/Shock SetticoRisoluzione

n=29 n=27 n=21
Eta, anfl  48.2 £20.3 51.% 20.8 51.% 20.6
M/F® 2217 21/6 146
APACHE I 12 (6-16f 20 (18-24) q5-11)
SOFA 4 (3-7f 12 (10-14) 3 (2-5)
Mortalita’ 3 (10%) 9 (33%) 0

a: i risultati mostrano la media + la deviazistandard

b: i risultati sono mostrati come numeri assolug; parentesi sono riportate le frequenze
C: i risultati sono mostrati come medianaangesinterquartili sono riportati tra parentesi
d: valori significativamente differenti da Sepsi @#Shock Settico

Tabella 1l. Microbiologia dei pazienti con Sepsi Gave/Shock Settico

Sito di infezione primitive

Polmone 13 (48.1%}
Addome 8 (29.6%)
Sangue 2 (7.4%)
Altro 4(14.8 %)
Agente eziologico

Gram-negativi 14(51.8%)
Gram-positivi 6(22.2%)
Polibatterica 5(18.5%)
Funghi 2(7.4%)

a: i risultati sono mostrati come numeri assolus, garentesi sono riportate le frequenze
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3.2 1 livelli di OPN sono aumentati nei pazienti co SIRS e SG/SS.

Al fine di indagare il ruolo di OPN nell'inflammaane sistemica sono stati dosati i
livelli di OPN nel siero dei pazienti e dei contrakclutati. | pazienti hanno mostrato
livelli di OPN significativamente piu elevati neapienti (mediana 1653 ng/ml), rispetto
ai controlli sani (mediana 159 ng/ml, p<0.0001)olire, i livelli di OPN sono
significativamente piu elevati nei pazienti con S&/(mediana 2031 ng/ml) rispetto a
quelli con SIRS (mediana 1396 ng/ml, p<0.00@TIabella IIl). | valori di OPN
sembrano essere legati alla prognosi in quanto smmificativamente piu elevati nei
pazienti che non sono sopravvissuti (mediana 2480l rispetto a chi é
sopravvissuto (mediana 1552 ng/ml, p<0.01) e mosttma correlazione diretta con la
gravita clinica (APACHEII: r=0,3858, p<0.01; SOFA:0,4759, p<0.001). Durante la
fase risolutiva, i livelli di OPN diminuiscono sificativamente (mediana 438 ng/ml)
rispetto a chi continua a manifestare la malaft#0(01), rimanendo comunque tre volte

piu elevati rispetto ai controlli saftigura 1).

Tabella Ill. Livelli di OPN, IL-6, IL-10.

Controlli Pazienti SIRS SG/SS
n=56 n=56 n=29 n=27
OPN?* | 159 (104-208) 1653(1139-2440) 1396(606-17043 2031(1556-3557)
IL-62 5 (3-8)b 81(39-199) 55(29-105}' 130(69-313)
IL-102 | Non rilevabili 20(5-156) 8(4-45) 36(7-197)

Sopravvissuti | Non Sopravvissuti
n=44 n=12
OPN? | 1552 (966-2032)| 2410 (1673-4810)
IL-6° 72 (29-164) 107 (72-357)
IL-10° 6 (3-45) 34 (22-157)

a: media dei valori di OPN (ng/ml), di IL-6 (ng/l)d& IL-10 (ng/l); tra parentesi sono riportatainges
interquartili

b: livelli significativamente differenti tra tuttipazienti rispetto ai controlli, p<0.001, Mann Wiy

c: livelli significativamente differenti tra chi segvvive rispetto a chi non sopravvive , p<0.001nkla
Whitney

d: livelli significativamente differenti tra i paziéi con SG/SS, p<0.001, Mann Whitney
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Figura 1: Livelli sierici di OPN durante la fase drisoluzione Livelli sierici di OPN nei pazienti con
SIRS (triangoli) o con SG/SS (cerchi) valutati dueala fase acuta o di risoluzione della malattisbox
in grigio rappresenta la mediana (linea tratteggipe il 25 e il 75 percentile dei controlli. * p<0.05,

test di Wilcoxon.

3.3 Profilo citochinico.

Nella patogenesi della sepsi e della SIRS, un rabilave e giocato dalle citochine pro-
e anti-inflammatorie. Per delineare un quadro piingleto del comportamento di OPN
nell'ambito della risposta citochinica, sono stisati i livelli sierici di IL-6 e TNFa
(citochine dell'inflammazione acuta), IL-2 e IFNcitochine TH1) e IL-4, IL-5 e IL-10
(citochine TH2) nei pazienti e nei controlli. Poghazienti hanno mostrato livelli
rilevabili di TNF-u, IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-5 e nessuna differenza e stata ris@iatr
rispetto ai controlli (dati non mostrati). Al coatro, i livelli di IL-6 (mediana 81 ng/l,
p<0.0001) e di IL-10 (mediana 20 ng/l, p<0.0001naGasignificativamente piu elevati
nei pazienti(Tabella IIl) . Inoltre, i dati ottenuti mostrano che IL-6, mannie-10, e
significativamente piu elevata nei pazienti con S&/rispetto a quelli con SIRS
(mediana 130 ng/l vs 55 ng/l, p<0.01), mentreellivdi entrambe le citochine sono piu
elevati nei pazienti che non sono sopravvissupeti® ai sopravvissufiTabella Ill),

tuttavia solo OPN mostra una significativita state Infine, i livelli di OPN e di IL-6
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mostrano una correlazione diretta significativad(8033, p<0.05)Figura 2), ma non

sono correlati con i livelli di IL-10 (dati non mioati).
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Figura 2: Correlazione tra i livelli sierici di OPNe di IL-6. 1 livelli di OPN e di IL-6 mostrano una

correlazione diretta significativa nei pazienti cBIRS e SG/SS (r=0.3033; p<0.05).

3.4 OPN e IL-6 comanarkersdi inflammazione e sepsi.

Vista la significativa differenza dei livelli di Q¥ e di IL-6 nei pazienti con SG/SS
rispetto a quelli con SIRS, e stata utilizzata aneva ROC per verificare la capacita di
gueste due citochine di discriminare i pazienti &®&SS da quelli con SIREigura

3). LAUC €& 0.796 (95% IC=0.667-0.892; p=0.0001) N e 0.727 (95% IC=0.591-

0.837; p=0.0009) per IL-6. Per OPN, il valoreadit-off ottimale per discriminare fra

pazienti con SG/SS e pazienti con SIRS e risutagere pari a 1708 ng/ml. Utilizzando
tale valore come soglia & stato ottenuto un vatbrsensibilita del 70% e uno di

specificita del 79% con un valore di verosimigliarpositivo (LR+) di 3.40.
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Figura 3: Curve ROC.La receiver operator characteristics curve valutacturatezza dei livelli di
OPN e di IL-6 nel differenziare i pazienti con Sl&R8quelli con SG/SS. L'area sotto la curva € 0.796
(95% 1C=0.667-0.892; p=0.0001) per OPN e 0.727 (98%40.591-0.837; p=0.0009) per IL-6.

3.5 OPN induce la secrezione di IL-6 nei monociti.

La correlazione diretta tra i livelli di OPN e di-6 nei pazienti ha suggerito la
possibilita che la loro produzione potesse essgia@a. Quindi € stato testato I'effetto di
rOPN sulla secrezione di IL-6 da parte di monoritiesperimenti dose- e tempo-
dipendenti.

Inizialmente é stata effettuata una titolaziond'efétto di rOPN trattando i monociti
con 0.1-0.5-1 pg/ml di rOPN. Dopo sei ore di tnatato sono stati dosati i livelli di

IL-6 nei surnatanti delle colture mediante ELISAgntre le cellule sono state utilizzate
per I'estrazione del’mRNA, al fine di valutareivelli trascrizionali di IL-6 mediante
Real-Time PCR. | risultati ottenuti mostrano ctigelli sia di mMRNA sia proteici di

IL-6 aumentano in risposta al trattamento con rOiRNmaniera dose dipendente
(Figura 4a).

Successivamente sono stati condotti degli espetiniempo dipendenti per valutare
I'effetto di rOPN sulle secrezione di IL-6 in preza o meno di LPS. | risultati
mostrano che il trattamento con LPS induce eldietili di IL-6, rilevabili gia dopo 6
ore di trattamento, i quali aumentano ulteriormetdpo 24 e 48 ore; questa secrezione
di IL-6 é significativamente aumentata dal trattatnecon rOPN solo dopo 48 ore. In
assenza di LPS, rOPN induce bassi livelli di ILrea rilevabili gia dopo 6 ore di

stimolaziongFigura 4b). L’effetto di rOPN non e dovuto ad una mortalitéfetienziale
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dei monociti nel tempo, in quanto il dosaggio discio di LDH e la conta cellulare
con Blue di Tripano, hanno rilevato lo stesso tadsonortalita cellulare in tutte le
condizioni sperimentali (dati non mostrati).

Infine, e stata valutata la specificita dell’eftetindotto da rOPN per escludere che
laumento di IL-6 fosse dovuto alla minima contamdione di endotossine presenti
nella preparazione di rOPN (inferiore a 0.2 ng mlila&tossine/pg di rOPN). Quindi é
stata valutata la secrezione di IL-6 indotta daMO# presenza o meno di un anticorpo
anti-OPN neutralizzante. | risultati ottenuti masto che I'aggiunta di un anticorpo
neutralizzante OPN abroga la secrezione di IL-®ttadda OPNFigura 4c). Inoltre,
stata valutata la secrezione di IL-6 in presenzéa ddose massima di endotossine
contaminanti la preparazione di rOPN (0.2 ng/mbisultati permettono di dimostrare
che queste basse dosi di LPS non inducono la sexesdi IL-6 e che quindi I'effetto

osservato e specifico e non e dovuto alle endgtesintaminanti.
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Figura 4a: OPN induce la secrezione di IL-6 nei moaiti. IL-6 & indotta da rOPN in maniera dose
dipendente dopo 6 ore di trattamento, sia a livellanRNA (pannello di sinistra) sia a livello prate
(pannello di destra). | valori relativi allmRNAi ¢L-6 sono stati normalizzati a quelli del gene RIP e i

risultati sono espressi come aumento relativo tigpai livelli delle cellule non trattate.
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Figura 4b: OPN induce la secrezione di IL-6 nei moaiti. Produzione di IL-6 da parte di monociti non
trattati (pannello di sinistra) o trattati con 25gfml di LPS (pannello di destra) per 6-24-48 onme, i
presenza o meno di rOPN 1 pg/ml. La significatigii@tistica € stata determinata con il test Wilaoxo

* p<0.05. Figura 4c: Livelli di IL-6 in monociti non trattati (NT), tidati con rOPN 1 pg/ml, trattati con
rOPN e un anticorpo neutralizzante OPN 10 pg/mbo £PS 0.2 ng/ml. La produzione di IL-6 senza OPN
e stata normalizzata al 100%. * p<0.01 rispettonadnociti trattati con LPS o NT; § p<0.01 rispettdo a

campioni trattati con I'anticorpo neutralizzante @Ra-OPN), utilizzando il test Kruskal-Wallis.
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4. DISCUSSSIONE

Il dato principale ottenuto in questo lavoro € chieelli sierici di OPN sono aumentati
nei pazienti con inflammazione sistemica assomataeno ad infezione e che i livelli
sierici di OPN correlano con quelli di IL-6. Inddtrquesto lavoro, suggerisce che il
dosaggio di OPN potrebbe essere un valido strumdiaggnostico per discriminare la
SIRS dalla sepsi e che OPN possa svolgere un rumtla patogenesi
dell'inflammazione sistemica, attraverso la suaaciétp di promuovere la secrezione
della citochina pro-inflammatoria IL-6 da parte denociti.

OPN e un mediatore chiave in diversi processi (ilsia fisiologici sia patologici,
quali 'immunita cellulo-mediata, l'inflammazionda progressione tumorale con il
processo di metastatizzazione e la sopravvivenhdare (Jain S. et al.,2007). Sebbene
inizialmente si fosse ipotizzato che OPN mediassecipalmente il rimodellamento
osseo e la riparazione dei tessuti (Gravallese &ival.,2003), recentemente e stato
evidenziato il suo coinvolgimento anche nell'infiam@zione cronica, durante la quale
sostiene la risposta di tipo TH1 (Rollo EE. etl®96). Inoltre, il nostro laboratorio ed
altri gruppi hanno dimostrato un incremento de¢llidi OPN in malattie inflammatorie
croniche quali la SM (Vogt MH. et al,2003), il LE®/ong CK. et al.,2005), le infezioni
da micobatter{Inomata S. et al.,2005; Nau GJ. et al.,2000) easi di cirrosi epatica
insorta su infezione cronica da HB¥hao L. et al.,2008). In tutte queste malattie
inflammatorie i livelli di OPN sembrano correlarencla gravita della malattia dal
momento che si registra un aumento dei livelli t@eggiorare del quadro clinico.

In questo studio € stato indagato il ruolo di ORIN’infiammazione sistemica acuta ed
e stato dimostrato che i livelli di OPN sono auraérdi oltre 10 volte nei pazienti con
SIRS o0 sepsi rispetto ai controlli sani. Inoltresiesono piu elevati nei pazienti con
SIRS rispetto a quelli con SG/SS e diminuisconecaso di risoluzione di entrambi le
condizioni.

Il dosaggio dei livelli di OPN potrebbe essartile per monitorare lo stato e la
progressione di queste forme di infiammazione sigta. Infatti, la maggior parte dei
pazienti con sepsi, ovvero 17/27 (63%) presentdlilisi OPN piu alti del 75° percentile
dei valori ottenuti nei pazienti con SIRS (1704 mky/ L’accuratezza diagnostica di
OPN nel discriminare tra SIRS e SG/SS, valutataiaméel il calcolo della curva ROC, é
confrontabile con quella presentata in una recerggnalisi riguardante la PCT (Tang
BM. et al.,2007) e IL-§Harbarth S. et al.,2001), che sono i marcatorigiattualmente

piu utilizzati per monitorare I'evoluzione dei quiadi infiammazione sistemica. Il ruolo
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della PCT nella risposta immunitaria € poco chiama,sembra che i livelli sierici di tale
proteina correlino con la gravita e con la presetizanfezione nella sepsi. Tuttavia,
seppur molto promettente, il dosaggio di PCT nomlsa in grado di assicurare una
diagnosi definitiva di sepgResch B. et al., 2003).

IL-6 € una citochina pro-inflammatoria ritenuta exes una citochina chiave nella
patogenesi della sepsi in quanto € in grado di pov@re I'infiammazione e la sintesi di
proteine di fase acuta. E’ fra le citochine pidizg¢ate come marcatore per la diagnosi
di SIRS e di sepsi e numerosi studi hanno docurteectee alti livelli di tale citochina
correlano con l'infezione settica nell’adulto. Tawtia, diversi dati in letteratura indicano
che non sembra un marcatore migliore rispetto R€A nella diagnosi di sepsi visti i
bassi valori di sensibilita e specificita. Quindiate le differenti problematiche
riscontrate dall’'utilizzo di questnarkers il dosaggio di OPN potrebbe rivelarsi un utile
mezzo per integrare le informazioni fornite da RCda IL-6.

In questo lavoro si e cercato inoltre di valutdneiolo svolto da OPN nella patogenesi
dell'inflammazione sistemica in presenza o asseinnaezione. La correlazione diretta
tra i livelli sierici di OPN e quelli di IL-6 nei gzienti con SIRS e nei pazienti con
SG/SS suggerisce che tali citochine possono eseemgate anche da un punto di vista
funzionale. Questo dato e supportato dal fattolaheorrelazione € presente anche nei
soggetti sani di controllo (dato non mostrato).searezione di OPN e di IL-6 possono
essere controllate dagli stessi stimoli induttbriatti, i geni che codificano per queste
citochine, utilizzano lo stesso fattore trascriaienNuclear Factor-1L-6 (NF-IL-6),
attivato durante l'inflammazione acuta e lattivaze¢ macrofagica (Akira S. et al.,
1990). | nostri esperimenin vitro dimostrano che OPN e in grado di promuovere la
secrezione basale di IL-6 da parte dei monociiht&ressante notare che OPN aumenta
la secrezione di IL-6 in presenza di LPS (condigiehe mima un’infezione batterica
severa), ma anche in sua assenza. Dal momenta gnedarazione di rOPN impiegata
presenta basse dosi di endotossine contaminangéstiquisultati non dimostrano
formalmente che OPN é gder séin grado di indurre la secrezione di IL-6 nei moitip
ma indicano che e in grado di supportare una riapogiammatoria sistemica in
presenza di ridotte quantita di questi agenti.

L'importanza dell'interazione funzionale fra OPNI sistema monocito/macrofagico é
evidenziato dai dati ottenuti sui toghock-out Infatti, € stato dimostrato in questo
modello murino che OPN ha un ruolo chiave nel itacki i macrofagi nel sito

dell'infezione e nel supportarne la sopravvivef@&Reagan AW. et al.,2001). | topi
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OPN’ presentano una riduzione dell'infiltrazione maagi€a ed un aumento del tasso
di morte apoptotica a livello del tessuto ischemarante I'insufficienza renale acuta
(Persy VP. et al.,2003). Inoltre, essi mostran@unientata suscettibilita alle infezioni
da micobatteri, nelle quali i macrofagi giocanorualo chiavgNau GJ. et al.,1999).
Questo lavoro non fornisce alcuna indicazione dadante di OPN nella SIRS/sepsi; a
livello della lesione o dei tessuti inflammati \or® molte altre cellule produttrici di
OPN in grado di supportarne i livelli plasmaticuadj cellule dell’endotelio vascolare,
macrofagi, cellule muscolari lisce, cellule NK efticiti T attivati.

In conclusione, i dati presentati in questo articolostrano che i livelli di OPN sono
fortemente indotti durante la SIRS e la sepsi ggsugcono che essi correlano con la
gravita della condizione clinica. E stato inoltrendstrato che OPN & in grado di
indurre, in vitro, la secrezione di IL-6 da parte di monociti e ditemziare tale
secrezione indotta da LPS. Questo suggerisce uo ceatrale di OPN nella patogenesi
dellinflammazione sistemica. Per tali ragioni OP¢mbra essere uno strumento

promettente per la diagnosi e il monitoraggio d8lIRS/Sepsi.
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ARTICOLO 2

1. INTRODUZIONE

Questo lavoro valuta il coinvolgimento di TIMP-1llaepatogenesi dellALPS/DALD.
L'ALPS é una malattia autimmune ereditaria carattata da 1) accumulo policlonale
di linfociti nella milza e nei linfonodi con linfaienomegalia e/o splenomegalia, 2)
sviluppo di manifestazioni autoimmuni che coinvaiggrevalentemente le cellule del
sangue, 3) espansione di linfociti TG positivi DN per CD4 e CD8 nel sangue
periferico e nei tessuti linfoidi, 4) ridotta fune del recettore di morte Fas, coinvolto
nello spegnimento della risposta immunitaria (BlagslJ. et al.,2001; Straus SE. et
al.,1999). Inoltre, i pazienti con ALPS sono predsti a sviluppare linfomi in eta
adulta. La maggior parte dei casi di ALPS sono tievmutazioni a carico del gene Fas
(ALPS tipo la), mentre un piccolo numero di pazigmésenta mutazioni del gene FasL
(ALPS tipo Ib) o caspasi 10 (ALPS tipo Il). In@tiuna percentuale sostanziale di
pazienti presenta difetti della morte cellulareattd da Fas (FICD), ma il gene mutato
non € noto (ALPS tipo IIl) (Campagnoli MF. et 2006; Martin DA. et al.,1999). Nel
nostro laboratorio € stato descritto un quadroicdinsovrapponibile allALPS in
presenza di difetto funzionale di Fas ma in assee#i@spansione dei linfociti T DN e
delle mutazioni dei geni Fas, FasL o caspasi 1@r(zani U. et al.,1997; Ramenghi U.
et al.,2000). Questa malattia & stata provvisomdenehiamata Malattia Autoimmune
Linfoproliferativa di Dianzani (DALD) da McKusickn aggiunta alle mutazioni causali
che inibiscono la funzione di Fas, lo sviluppo @&lPS pud essere influenzato dal
backgroundgenetico. Questo spiega la penetranza incompléi@ meaggioranza delle
mutazioni causali. Questa influenza é stata dimtstinel modello animale dellALPS,
rappresentato dai topi MRlr/Ipr e MRLgld/gld, portatori di mutazioni dei geni Fas e
FasL rispettivamente; infatti queste mutazioni eaasun quadro clinico piu grave nel
ceppo MRL rispetto ad altri ceppi, come il BalbRidaux-Laucat F. et al.,1995).
Nell'uomo un ruolo predisponente allo sviluppo '@lPS/DALD pu0 essere svolto
dalle variazioni del gene di OPN. Infatti, lavoniepedenti hanno dimostrato che i
pazienti con DALD presentano maggiori livelli di @hel siero rispetto ai controlli
sani e che questo correla con particolari varidatigene di OPN che aumentano di 8
volte il rischio di sviluppare DALD. Queste variameniche sarebbero direttamente
responsabili degli elevati livelli di OPN attravers stabilizzazione del relativo mRNA

(Chiocchetti A. et al.,2004). E’ interessante netane elevati livelli di OPN sono stati
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descritti anche nei topi MRpr/lpr. Gli elevati livelli di OPN potrebbero favorire lo
sviluppo della malattia in quanto inibiscono la teocellulare indotta dall'attivazione
(AICD), un meccanismo di spegnimento della rispastenunitaria che si affianca a
guello mediato da Fas (Chiocchetti A. et al.,20@4teo V. et al.,2007).

L’attenzione su OPN e stata inizialmente indottaid@analisi mediante umacroarray

a cDNA che ha permesso di confrontare I'espressiomeni coinvolti nell'apoptosi e
nella proliferazione linfocitaria di una pazientndDALD e di suo fratello sano. Oltre a
OPN, quest’analisi ha anche evidenziato nel pagiemtiper-espressione di TIMP-1
appartenente a una famiglia di proteine che furaioncome inibitori specifici delle
MMP (Visse R. et al.,2003). TIMP-1, oltre a funzawa da inibitore delle MMP, ¢ in
grado di inibire I'apoptosi delle cellule di linfadi Hodgkin e di indurre I'espressione
della proteina anti-apoptotica BclXin cellule di linfoma di Burkitt (Guedez L. et
al.,2005; Guedez et al.,1998). Inoltre, TIMP-1 mtmnante inibisce la citotossicita
cellulo-mediata, la quale svolge un ruolo nellAlGI2i linfociti attivati (Guedez et

al.,1998).

Queste premesse ci hanno indotto ad indagare b rdo TIMP-1 nello sviluppo
dellALPS/DALD. | risultati di questo studio hanrdimostrato che i livelli sierici di
TIMP-1 sono piu elevati sia nei pazienti con DAL $ quelli con ALPS rispetto ai
controlli sani. Il sequenziamento del gene di TIMPia dimostrato che questa
differenza non é riconducibile a variazioni di qwegene. Invece si € dimostrato che
rOPN induce l'espressione di TIMP-1 da parte denheuodi, in vitro. Inoltre e stato
anche dimostrato che TIMP-1 inibisce sia la moe#utare indotta da Fas (FICD), sia
guella indotta dalla ristimolazione del TCR (AICB®gi linfociti T in vitro. Questi dati
suggeriscono pertanto che TIMP-1 sia coinvoltomsliiluppo dellALPS/DALD e che

la sua azione sia mediata da un effetto inibitetlfapoptosi linfocitaria.
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2. MATERIALI E METODI

2.1 PAZIENTIL.

In questo lavoro abbiamo analizzato 32 pazientif€ifimine e 22 maschi), di cui 11
con ALPS e 21 con DALD, provenienti dal Dipartimenti Pediatria dell'Universita di
Torino. Inoltre, abbiamo analizzato 50 controllnsaonfrontabili con i pazienti per
sesso ed eta (17 femmine e 33 maschi), reclutagspril dipartimento di Scienze
Mediche dell'Universita di Novara.

La diagnosi di malattia dei pazienti con ALPS é dbassui seguenti criteri: 1)
emocitopenia autoimmune che coinvolge una o pieelidi cellule ematiche, 2)
linfoadenopatia cronica non maligna (aumento diesa2 cm del diametro di due o piu
linfonodi) e/o splenomegalia, 3) difetto di apoptosiotta da Fam vitro e 4) presenza
di mutazioni nei geni di Fas, FasL o caspasilOesfmansione di linfociti T DN (>2%)
nel sangue perifericd. pazienti con DALD presentano i primi 3 criteri,ammon |l
guarto. | campioni di siero e di sangue sono gtiaievati dai controlli e dai pazienti,
con consenso informato scritto. Lo studio e statadotto secondo le linee guida

proposte dalla commissione etica locale.

2.2 ANALISI CON MACROARRAY.

Due tipi di membrane pemacroarray sono state acquistate da Sigma-Genosys
(London, UK): Panorama Human Apoptosis Gene ArrdBRAP0002) e Panorama
Human Cytokine Gene Arrays (PRCK0002). Per la pegpane delle due sonde di
cDNA, sono stati utilizzati 21g di RNA totale, estratto da PBMC tenuti in coltyper 6
giorni in presenza di PHA (Fitoematoagglutinina) |(@/ml) e IL-2 (10 U/ml) e
retrotrascritto secondo le indicazioni fornite dal. Le membrane sono state pre-
ibridizzate per 2 ore a 86, denaturate, marcate ctP e incubate a 86 per 15
minuti. In seguito le membrane sono state lavate pmlte con 0.2X SSC (soluzione di
sodio cloruro e sodio citrato)/0.1% SDS (sodio ailésplfato) a 68C per 30 minuti e
analizzate al Phosphoimage scanner (BioRad, Heddkes

2.3 ANALISI DEL GENE DI TIMP-1.
200 ng di DNA genomico sono stati utilizzati cont@ngpo per 'amplificazione

utilizzando i seguenti primers:
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2F (5-AAACTCTCCCAACTCCTCTAAAC-3)

2R (5'-GAGGTAAGTGCCATGGTGAGC-3)

3F (5'-TTGGCTCATGCAGTCCATTTGA-3)

4R (5'-CTCGTGGTTGCTAGGCCGCG-3)

5F (5'-CGCGGCCTAGCAACCACGAG -3)

5R (5'-GGCTCAGGAACGGGGAGTGG -3)

6F (5-GAGAGGAAGTTCTGCTCCACG-3)

6R (5'-GCAGGCTTCAGCTTCCACTCC-3)

3'F (5-TTCCTATACTGATTCCTAATTG-3)

3'R (5-CCTTCCAAGTTGGTCAGAGG-3)

Il prodotto di PCR e stato purificato con gli enziExo-Sap e 60 ng del prodotto di
purificazione sono stati sequenziati. Il sequenegiatm € stato condotto impiegando |l
reagente PRISM™BigDye Terminator (Applied Biosysteroster City, CS) in un
sequenziatore automatico (Applied Biosystem 3108ngHc Analyzer). Le sequenze
sono state analizzate con il software ABI Prism®ADBN7 (Applied Biosystem).

2.4 SEPARAZIONE SU GRADIENTE DI CELLULE MONONUCLEAT E DA
SANGUE PERIFERICO.

Per la separazione dei PBMC, e stato utilizzatgsardi donatori sani ottenuto da una
sacca di sangue concentrato (Buffy coat), proveaidal centro trasfusionale AVIS di
Novara. Il sangue e stato diluito con PBS, sttt su Ficoll-Hypaque (Lympholyte-
H, Cederlane Laboratories Hornby, Ontario, Canadegntrifugato a 1800 rpm per 30
minuti. In seguito sono stati recuperati i PBMCyat con PBS e centrifugati una
seconda volta a 1500 rpm per 10 minuti. Le cekaleo state risospese in terreno RPMI
1640 (Gibco, New York, USA) addizionato di 1% L-@mmina, Antibiotici
(Penicillina, Streptamicina, Gentamicina) e 10% F@®tal Bovine Serum) (Gibco,
New York, USA).

2.5 PURIFICAZIONE DI LINFOCITI T CD4 * O CDS8', LIFOCITI B CD19 " E
MONOCITI CD14 *.

Per la purificazione dei linfociti T CD4 CDS8 e dei monociti CD14é stato utilizzato
un kit commerciale (Milteniy-Biotec, Germany), iuale permette di effettuare una
selezione negativa delle cellule desiderate, sindid anticorpi biotinilati e anticorpi
anti-biotina legati a biglie magnetiche. Le cellmharcate ritenute nella colonna sono
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state eliminate, mentre le cellule non marcateaditno interesse sono state eluite. La
purezza delle cellule e stata valutata per mezzandiisi immunofenotipiche ed e
risultata sempre superiore al 95%. | linfociti Bneostati purificati dalle tonsille di
bambini sottoposti a tonsillectomia utilizzandogradiente discontinuo di Percoll come
gia descritto (Dono MV. et al.,1996). La morte gklle spontanea e stata valutata in
ogni condizione sperimentale mediante conta core BluTripano e rilascio di LDH

seguendo le istruzioni del Kit (Cito-Tox One, Prgadladison, USA).

2.6 RT-PCR e REAL-TIME.

Per gli esperimenti di Real-Time é stato isolal®NA totale da colture di PBMC,

utilizzando il kit commerciale Nucleospin RNAII (Mhaery-Nagel, Germany). L'RNA

(500ng) & stato retrotrascritto con il kit Thermist” RT PCR System (Invitrogen,
Burlington, ON Canada). L’espressione di TIMP-1tata valutata con un saggio di
espressione genica Assay on Demand (Applied BiesysFoster City, CA, USA

Assay No. Hs99999139 m1l). Il gene housekeepingrglideide-3-fosfatodeidrogenasi
(GAPDH) (Assay N0.Hs99999905 m1) e stato utilizzato normalizzare le variazioni
del cDNA. La reazione e stata condotta nello stnbme/000 Sequence Detection
System (Applied Biosystem), ogni campione € statizazato in duplicato impiegando
0,5 ul di cDNA diluito, 10 pl di PCR master mix (plped Biosystem) e 1 ul di Assay
on Demand mix. Il ciclo di PCR utilizzato prevede rhin a 98C, seguiti da 40 cicli a

95°C per 15 sec e a 8D per 1 min. | risultati sono stati analizzati dometodo delle

curvestandard.

2.7 SAGGI ELISA.

| livelli di TIMP-1 e di OPN, nel siero e nei sutaati delle colture cellulari, sono stati
dosati mediante ELISA, secondo il protocollo indicalal fornitore del kit (R&D
system, Minneapoli, USA e IBL, Germany). (Sensiaildel kit 0.110 ng/ml e 3,33
ng/ml, rispettivamente). La densita ottica e staisurata a 450 nm usando un lettore di

piastra ottica. Il programma I-Smart é stato Ww#ito per elaborare una curstandard.

2.8 SAGGI FUNZIONALL.

Per valutare i livelli trascrizionali di TIMP-1, 28° di PBMC sono stati stimolati con

rOPN 1ug/ml per 6-16-24 ore e in seguito é stato estidRidA. Al fine di valutare la

secrezione di TIMP-1 sono stati condotti esperiinempo e dose dipendenti. 0.2810
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di PBMC sono stati mantenuti in terreno di coltpex 12-24-48-72 ore in presenza o
meno di rOPN lug/ml, oppure 0.2x10di PBMC sono stati trattati 0 meno con dosi
crescenti di rOPN 0.1-0.5-1-2.5d5/ml (R&D system, Minneapolis, USA) per 48 ore.
0.5x10 monociti, linfociti T CD4 o CDS e linfociti B CD19 sono stati trattati 0 meno
per 48 ore con rOPN (dg/ml per valutare la secrezione di TIMP-1 in ELISAnonociti
sono stati stimolati anche in presenza diugdml di un anticorpo neutralizzante anti-
OPN (R&D system, Minneapolis, USA) per 48 ore.

2.9 COLORAZIONE INTRACELLULARE DI TIMP-1.

Per valutare la produzione di TIMP-1 intra-cellelaix1@ di monociti sono stati
coltivati in terreno RPMI 10% FCS e 10 mM Hepes) cosenza rOPN fuig/ml per 6
ore in presenza di 1fdg/ml di Brefeldina A (Sigma Aldrich, St. Louis, MODopo 6
ore di coltura, utilizzando il kit commerciale FDRERM® (Invitrogen,
Cazlsbad,USA), le cellule sono state marcate coanticorpo anti-CD14 coniugato con
Fluoroisotiocianato (FITC) (Caltag Laboratories,riBilgame, CA) e dopo essere state
fissate sono state quindi permeabilizzate e marcate un anticorpo anti-TIMP-1
coniugato con Ficoeritrina (PE) (R&D system, Minpelts, USA). Le cellule sono state

analizzate con lo strumento FACSCalibur (BD, Biesce, California,USA).

2.10 SAGGI DI MORTE CELLULARE.
L’AICD o la FICD sono state valutate su linfocitiokitenuti da PBMC attivati con PHA
1 pg/ml al giorno 0, coltivati in RPMI1640 10% FBS adnato di IL-2 2U/ml. Per il
test di FICD le cellule sono state riattivate adrgp dodicesimo con PHA 0yg/ml.
L’AICD e stata allestita al sesto giorno di coltumentre la FICD al diciottesimo. Per il
saggio di AICD i linfociti T sono stati piastratn ipresenza di un anticorpo anti-CD3
adeso al pozzetto (1g/ml), mentre per il saggio di FICD i linfociti Toso stati
piastrati in presenza di un anticorpo solubile-&ass (1ug/ml) (Clone CH11, Upstate).
In entrambi i saggi le cellule (5x¥@00 pl) sono state coltivate in terreno RPMI1640 +
5%FBS + 1U/ml di IL-2 in presenza o assenza diedgiti concentrazioni di rhTIMP-1
per 16 ore. L’AICD e stata allestita anche in pngsedi rhTIMP-1 alchilato (ug/ml)
(Hayakawa T. et al.,1994), mentre entrambi i tesiosstati eseguiti anche in presenza
di un anticorpo neutralizzante rh-TIMP (@/ml) (R&D system, Minneapolis, USA).
Le cellule vive sono state contate mediante esmhesicon Blue di Tripano di quelle
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morte. Ogni saggio é stato condotto in triplicatoresultati sono espressi come % di
sopravvivenza cellulare cosi calcolata: (totaldedekllule vive in ogni pozzetto del
saggio/totale delle cellule vive in ogni rispettipozzetto di controllo)X 100.

2.11 ANALISI STATISTICHE.

Per quello che riguarda i saggi ELISA, I'approssitoae ad una distribuzione normale
della popolazione é stata testata con la statisteda simmetria. | valori sierici di
TIMP-1 e di OPN sono espressi come mediana e 7% gercentile. Il test impiegato
per paragonare i risultati ottenuti & stato il t@sh parametrico Mann-Whitney U-test,
per dati non appaiati, mentre il test di Wilcoxostato utilizzato per I'analisi dei dati
appaiati. Sono stati assunti valori di p a due amdeut-off di significativita & p<0.05.
Le analisi statistiche sono state effettuate imgmel il software GraphPad Instat (San
Diego, California, USA).
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3. RISULTATI

3.1 TIMP-1 e OPN sono iper-espressi in una pazient®n DALD.

Utilizzando un macroarray a cDNA € stata paragonata l'espressione di 573 gen
coinvolti nell’apoptosi o nell'attivazione cellular nei linfociti T ottenuti da una
paziente con DALD e dal fratello sano. L'mRNA etstattenuto da PBMC mantenuti
in coltura per 6 giorni in presenza di IL-2 e PH&espressione di diversi geni e
risultata diversa nel paziente rispetto al controlina in particolare I'aumentata
espressione di OPN (gia descritta in un lavorogaente: Chiocchetti A. et al., 2004), e
di TIMP-1 (Figura 1la). L’iper-epressione di TIMP-1 in questi campioni éatat
confermata con la tecnica della Real-Time PCR, atimrandone i livelli trascrizionali
con quelli del gene della GAPDH. I risultati mosiwache i linfociti T della paziente
presentano livelli di TIMP-1 aumentati di 1.6 voltespetto a quelli del fratello sano
(Figura 1b). Questi dati ci hanno suggerito un possibile coigiwoénto di TIMP-1
nella patogenesi dellALPS/DALD.
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Figura 1a: TIMP-1 e OPN sono iper-espressi nei loditi T attivati con PHA di una paziente con
DALD. Autoradiografia della membrana ibridizzata con DNA di una paziente con DALD e di suo
fratello sano. Sono indicati gli spots che corrisdono al cDNA di TIMP-1 (linea tratteggiata) e di

OPN (linea a puntini).
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Figura 1b: TIMP-1 & iper-espresso nei linfociti Ttavati con PHA di una paziente con DALLLivelli
trascrizionali di TIMP-1 valutati in Real-Time PCRvalori sono stati normalizzati a quelli del gene

della GAPDH. | risultati sono espressi come aumeatativo rispetto ai livelli del fratello sano.

3.2 TIMP-1 e iper-espresso nel siero dei pazienton ALPS e con DALD.

Al fine di generalizzare il dato ottenuto con il en@array e la Real-Time PCR e
spostare I'attenzione sui livelli proteici di TIMB-sono stati valutati i livelli di TIMP-1
nel siero mediante saggio ELISA, in 11 pazienti A&&®S, 21 con DALD e 50 controlli
sani.

| risultati mostrano che i livelli di TIMP-1 sonaumentati di 1.5 volte nei pazienti con
ALPS e DALD [mediana= 131 ng/ml; 285 percentile 119-164 ng/ml] rispetto ai
controlli sani [mediana= 83 ng/ml, 285 percentile 56-110 ng/ml) (p<0.0001}].
livelli di TIMP-1 sono simili nei due gruppi di penti [ALPS mediana= 132 ng/ml,
25-75 percentile 117-171 ng/ml); DALD mediana= 131 ng/a8-75 percentile 122-
141 ng/ml) (per entrambi i gruppi p<0.000¢Fjgura 2).

Per valutare se gli elevati livelli di TIMP-1 colassero con varianti nel suo gene, sono
stati sequenziati gli esoni e le giunzioni intres®ne del gene di TIMP-1, in tutti i
pazienti con ALPS o DALD e nei controlli. Di tutti polimorfismi descritti nella
popolazione caucasica, nel nostro studio sonorssatintrati i 5 descritthella Tabella

|. Tuttavia, i risultati ottenuti relativi alle freqoee genotipiche ed alleliche di questi
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polimorfismi non presentano nessuna differenzaifsigiiva tra pazienti e controlli e
non correlano con gli elevati livelli di TIMP-1 (tflanon mostrati). Questo dato

suggerisce che gli elevati livelli di TIMP-1 nonrime basi genetiche.
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Figura 2: | pazienti con ALPS e DALD presentano elevati lireieirci di TIMP-1. Concentrazione
sierica di TIMP-1 (ng/ml) in 11 con ALPS (cerchirife 21 con DALD (triangoli neri) e 50 controlli
sani (diamanti bianchi). Le linee in nero rappresemo la mediana e i boxes il 25° e 75° percentlle.

valore della p e stato calcolato utilizzando ilttsatistico di Mann-Whitney U-test.

Tabella I.
SNP posizione ref*
1 IVS4+478 G>C introne 4 rs 5953060
2 +372 T>C esone 5 rs 4898
3 IVS5+673 A>G introne 5 rs 6609533
4 +1053 G>T 3'UTR rs 2070584
5 +1187 G>A 3'UTR rs 6609534

* http//snpper.chip.org +1 dAITG.
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3.3 OPN ricombinante induce la produzione di TIMP-1in vitro.

In un lavoro precedente abbiamo dimostrato che eamdivelli sierici di OPN sono
significativamente piu elevati nei pazienti con AA.B DALD rispetto ai controlli sani e
'analisi dei nostri pazienti ha confermato quessservazione, con valori mediani di
OPN pari a 230 ng/ml nei pazienti con ALPS, 250migh quelli con DALD, e 142
ng/ml nei controlli (p<0.05 e p<0.001, rispettivarte.

Dal momento che sia TIMP-1 sia OPN sono iper-espres pazienti con ALPS/DALD
abbiamo valutato se i due fattori fossero funzioralte associati verificando se rOPN
potesse influenzare direttamente I'espressiondMPT1, in vitro.

PBMC di donatori sani sono stati coltivati in preg@ o in assenza di rOPN e
'espressione di TIMP-1 é stata valutata a différéempi di trattamento sia a livello
del’mRNA, in Real-Time PCR, sia a livello protejda ELISA.

| dati ottenuti in Real-Time PCR mostrano che rORduce in maniera significativa
(p<0.05) i livelli del’rmRNA di TIMP-1 gia dopo 6re di trattamento rispetto alle
cellule non trattate, e che questi livelli decresroelle successive 16 e 24 ¢Fegura
3a). Quindi é stata valutata la secrezione di TIMP-g&dmante ELISA in PBMC
stimolati o meno con rOPN fig/ml per 12-24-48-72 ore. | risultati mostrano c¢he
PBMC presentano una secrezione spontanea di TIEIép& 24 ore di coltura (p<0.05),
che si riduce a 72 ore; il trattamento con rOPN enta questa secrezione di TIMP-1
del 50% durante le prime 24 ore (p<0.01) e i livetin diminuiscono nelle successive
72 ore(Figura 3b). L'effetto di OPN sulla secrezione di TIMP-1 non @vdto alla sua
capacita di inibire I'apoptosi in quanto la contlle cellule morte, valutata con Blu di
Tripano e la valutazione del rilascio di LDH nefrsatante, non variano nelle diverse
condizioni sperimentali (dati non mostrati). Ineltrad ogni tempo preso in esame é
stata valutata la percentuale delle differenti gagioni cellulari (CD4, CDS', CD14 e
CD19) presenti nella coltura mediante citofluorimetriQuest’analisi non ha
evidenziato nessuna variazione significativa di stiepopolazioni cellulari, il che
esclude che l'effetto osservato fosse dovuto ad selazione di una particolare
sottopopolazione cellulare indotta da OPN (dati mmstrati).

Per valutare l'effetto dose-risposta di OPN, lareeione di TIMP-1 e stata valutata su
PBMC coltivati per 48 ore in presenza o0 meno dicemtrazioni crescenti di rOPN (0,1-
0,5-1-2,5-5ug/ml). | risultati mostrano un effetto dose dipemige(p<0.05) di rOPN,
che alla dose di pig/ml aumenta la secrezione di TIMP-1 di circa 2 volteO(p1)
(Figura 3c).
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Figura 3a: rOPN induce I'espressione di TIMP-1 initvo. Livelli trascrizionali di TIMP-1 dopo
stimolazione con rOPN/ml in colture di PBMC. I livelli del’mRNA di TINI1 sono stati valutati
in Real-Time PCR dopo 6-16-24 ore di trattamentwoemalizzati rispetto al gene della GAPDH. Il

valore della p e stato calcolato utilizzando iltteatistico di Wilcoxon * p<0.05.
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Figura 3b: rOPN induce i livelli proteici di TIMP-1 in manieratempo-dipendenteProduzione di
TIMP-1 da PBMC dopo stimolazione con rOPNgiml. | livelli di TIMP-1 sono stati valutati in
ELISA dopo 12-24-48-72 ore di stimolazione. Il valdella p & stato calcolato utilizzando il test

statistico di Wilcoxon
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Figura 3c: rOPN induce i livelli proteici di TIMP-1in maniera dose-dipendente?roduzione di
TIMP-1 da PBMC dopo stimolazione con differentiiddisrOPN (0,1-0,5-1-2,5-54/ml). | livelli di
TIMP-1 sono stati valutati in ELISA dopo 48 oresiimolazione. Il valore della p & stato calcolato

utilizzando il test statistico di Wilcoxon * p<0.05p<0.01.

3.4 1 monociti sono i principali produttori di TIMP -1.

Al fine di identificare quale tipo cellulare foseesponsabile della produzione di TIMP-
1 indotta da rOPN, é stato testato I'effetto di NOgu popolazioni purificate di monociti
CD14, linfociti T CD4" 0 CD§ e linfociti B CD19.

| diversi tipi cellulari sono stati trattati o0 memmon 1pug/ml di OPN per 48 ore e i
surnatanti delle colture sono stati quindi raccpér valutare la secrezione di TIMP-1
mediante ELISA. | risultati dimostrano che rOPN und in maniera significativa la
secrezione di TIMP-1 nei monociti (p=0.0M)entre non ha nessun effetto sulle altre
popolazioni cellulari prese in esarfieéigura 4a). La specificita dell'azione di rOPN e
stata testata allestendo degli esperimenti con mbniattati con rOPN anche in
presenza di 1Qig/ml di un anticorpo neutralizzante OPN. | risuléitmostrano che in
presenza dell'anticorpo anti-OPN la produzione BMF-1 indotta da OPN e abrogata
(p<0.05), dimostrandone la sua specifi¢kgura 4a).

Per confermare l'effetto di rOPN sulla produzioneTdéMP-1 nei monociti, & stata

valutata I'espressione di TIMP-1 intra-cellulareedrante immunofluorescenza intra-
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citoplasmatica. | monociti sono stati stimolati copg/ml di OPN o meno per 6 ore in
presenza di 1Qug/ml di Brefeldina A. Dopo 6 ore di coltura le eéd sono state

permeabilizzate e marcate con un anticorpo anti€c®ton un anticorpo anti-TIMP-1.
L’analisi citofluorimetrica conferma una produziom@asale di TIMP-1 che risulta
sostanzialmente aumentata dal trattamento con GRNra 4b). Questo effetto non é

dovuto ad una modulazione della morte cellulareaguito al trattamento con rOPN,
visto che livelli simili di morte cellulare sonoasi rilevati nei campioni trattati o meno

con rOPN, valutando il rilascio di LDH e la cordalle cellule morte con Blu di

Tripano.
*
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Figura 4a: | monociti sono il principale tipo celllare che produce TIMP-1 in risposta a rOPN.
Produzione di TIMP-1 da parte di differenti popata@ cellulari dopo stimolazione con o senza
rOPN 1g/ml o con un anticorpo anti-OPN 1@/ml, valutati in ELISA dopo 48 ore. Il valore agell

p € stato calcolato utilizzando il test statistdidMann-Whitney U-test *p<0.05.
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Figura 4b: | monociti producono TIMP-1 in risposta rOPN. Produzione di TIMP-1 intra-cellulare
da monociti dopo stimolazione con o senza rOPNg/AmI. | livelli di TIMP-1 sono stati valutati in

citofluorimetria dopo 6 ore di stimolazione. 61



3.5 TIMP-1 inibisce I'apoptosi linfocitaria.

Dal momento che ALPS e DALD sono malattie autoimmadovute ad un difetto di
morte cellulare che causa un accumulo di linfoeitin passato abbiamo dimostrato che
OPN concorre allo sviluppo della malattia inibeddCD, abbiamo valutato se anche
TIMP-1 potesse contribuire al deficit di apoptosgstando I'effetto di rTIMP-1
nell’AICD e nella FICD dei linfociti T.

| linfociti T sono stati ottenuti coltivando i PBM@ donatori sani, con IL-2 e PHA per
6 o 18 giorni. L’AICD e stata valutata al sestorgm stimolando le cellule con 10
pg/ml di un anticorpo anti-CD3 in presenza o menoldMP-1 1ug/ml, per 16 ore. Al
diciottesimo giorno invece é stata valutata la Fl@Bttando le cellule con dg/ml di
un anticorpo anti-Fas, in presenza o meno di rTiMBP4g/ml, per 16 ore. Dopo 16 ore
le cellule sono state contate con il colorante dluiripano. |1 risultati dimostrano che le
cellule coltivate in presenza di rTIMP-1 presentalinelli di AICD e FICD
significativamente piu bassi rispetto a quelle rteattate con rTIMP-1 (p<0.05 e
p<0.01, rispettivamenteFigura 5a e 5b). Esperimenti di titolazione di rTIMP-1
hanno mostrato che l'effetto € dose-dipendenteraede di 0.25-1pg/ml (dati non
mostrati). Per valutare la specificita dell’effettioTIMP-1, gli esperimenti di AICD e di
FICD sono stati allestiti anche in presenza di aticarpo neutralizzante rTIMP-1
(Bug/ml). 1 risultati ottenuti dimostrano che l'antipm anti-TIMP-1 annulla I'effetto di
protezione dalla morte cellulare dovuto a rTIMPelmostrando la sua specificita.
Inoltre, per valutare se I'effetto anti-apoptotidb TIMP-1 fosse dipendente dalla sua
capacita di inibire le MMP, I'AICD é stata allestibnche in presenza dipg/ml di
TIMP-1 alchilato, il quale perde questa funziomequesto caso I'effetto anti-apoptotico
e stato comunque riscontrato a supporto del féto'azione anti-apoptotica di TIMP-1

avviene con un meccanismo MMP-indipendeFigra 5a).
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4. DISCUSSIONE

Questo lavora dimostra che i livelli di TIMP-1 soaomentati nei pazienti con ALPS o
DALD e che questo puo peggiorare il difetto apdptodei linfociti T, contribuendo
allo sviluppo della malattia. Questo & supportado dhtiin vitro che dimostrano che
TIMP-1 € in grado di inibire 'AICD e la FICD dinfociti T attivati, come altri autori
hanno dimostrato inibire I'apoptosi di linfociti 8a dipendente sia indipendente da Fas
(Guedez L. et al.,1998). La concentrazione a cMPFLL sviluppa questo effetto nei
nostri esperimenin vitro € superiore a quella rilevata nel siero dei pdgziem questo
non esclude un’effettiva azione di TIMP-1 nella atbh in quanto e possibile che la
concentrazione di TIMP-1 a livello dei tessuti difi secondari sia superiore a quella
dosata nel siero. L'effetto di TIMP-1 nell’inibirkapoptosi € indipendente dalla sua
capacita di inibire le MMP in quanto I'alchilaziortk TIMP-1, che abroga [l'attivita
anti-MMP, non abroga invece I'attivita anti-apojitat

L’effetto anti-apoptotico di TIMP-1potrebbe quireBsere mediato dalla stimolazione di
CD63, noto recettore di TIMP-1, membro della fanaiglielle tetraspannine, spesso
utilizzato comemarker degli endosomi tardivi, ma espresso anche in mansbda
diversi tipi cellulari, tra cui i linfociti T attiati. In linea con questa possibilita, € noto
che CD63 funziona come molecola costimolatorialstiociti T e trasmette segnali
anti-apoptotici in diversi tipi cellulari (Pfistdvammer K. et al.,2006; Jung KK. et
al.,2006).

Questi dati suggeriscono che gli elevati livelli TiIMP-1 potrebbero contribuire al
difetto di apoptosi linfocitaria tipico di ALPS eADLD in collaborazione con altri fattori
identificati nel nostro laboratorio quali, OPN erfpeina (Chiocchetti A. et al.,2004;
Clememti R. et al.,2006).

| pazienti con ALPS e con DALD presentano eleviaelli di OPN i quali potrebbero
favorire lo sviluppo della malattia inibendo I'AIC'effetto anti-apoptotico di OPN
potrebbe essere indipendente da quello di TIMP{lndamento che, a differenza di
TIMP-1, non protegge dalla FICD e inoltre rOPN nnduce la secrezione di TIMP-1
in colture di linfociti T.

Perforina € una proteina contenuta nei granulilit@odelle cellule citotossiche ed e
coinvolta nel mediare I'apoptosi di differenti cgé bersaglio. Mutazioni bialleliche a
carico del gene di perforina compromettono la ogsicita cellulo-mediata e la
clearence virale, causando la linfoistocitosi emofagocitiéamiliare, una grave
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immunodeficienza con aspetti di linfoproliferaziof8tepp SE. et al.,1999; Feldmann J.
et al.,2002; Fadeel B. et al.,2001).

In un lavoro precedente abbiamo identificato mutaizia carico di perforina che
riducono l'attivita di questa proteina e favorisoolo sviluppo di ALPS e DALD.
Questo effetto potrebbe essere dovuto al fatto laheitotossicita cellulo-mediata e
coinvolta nello spegnimento della risposta immurataliminando i linfociti attivati. In
uno studio recente e stato in effetti dimostrate ¢WICD mediata da perforina
potrebbe in parte compensare il difetto apoptdiigico dei pazienti con ALPS (Mateo
V. et al., 2007). E’ noto che il recettore di TIMP CD63, e espresso a livello dei
granuli citolitici delle cellule citotossiche e tama espressione risulta aumentata nelle
cellule citotossiche attivate (Oelman E. et al.20@ueste osservazioni suggeriscono
che gli elevati livelli di TIMP-1 potrebbero anchgluenzare l'attivita di perforina.

In letteratura € stato dimostrato che la variarBé2€ nel gene di TIMP-1 é associata
alla sclerodermia sistemica nella popolazione ateli maschile, ma non in quella
femminile (Indelicato M. et al.,2006). Nel nostrtudio € stata rilevata la stessa
distribuzione allelica tra pazienti e controlli essuna differenza nei due sessi. Quindi,
al contrario di OPN, i cui elevati livelli sono parte da ricondurre a varianti alleliche
del suo gene, non abbaimo riscontrato nessunazuare@associata agli elevati livelli di
TIMP-1.

La produzione elevata di TIMP-1 nei pazienti conPE_potrebbe essere secondaria ad
altri stimoli. IL-6, IL-1p, b-FGF e PDGF (Lambert E. et al.,2004) inducono la
secrezione di TIMP-1, ma il loro coinvolgimento nedstri pazienti € improbabile
poiché solo pochi di loro presentano un aumentdivdli di queste citochine (dati non
mostrati). Al contrario, uno stimolo efficace pdibe essere OPN, in quanto i suoi
livelli sono significativamente aumentati nei paieln linea con questa possibilita, i
nostri esperimentn vitro hanno dimostrato che OPN induce una sostanziatezene

di TIMP-1 da parte dei monociti a concentrazionigg@nabili a quelle rilevabilin

Vivo.

In aggiunta al suo effetto sull'apoptosi dei linfpd IMP-1 potrebbe in teoria esercitare
altri effetti nello sviluppo dellALPS. Per esempio pazienti con ALPS spesso
mostrano iper-gammaglobulinemia e altri autori lwanportato un aumento dei livelli
di IL-10 (Lopatin U. et al.,2001). Entrambe quest@ratteristiche possono essere
influenzate da TIMP-1, poiché e stato dimostrate ghesto regola la differenziazione

delle cellule B e induce I'espressione di IL-10 €@ez L. et al.,2001). Inoltre, i livelli
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sierici di TIMP-1 sono stati correlati con iper-gaaglobulinemia in pazienti con
fascite eosinofila (Jinnin M. et al.,2004). Tutvinon €& stata rilevata alcuna
correlazione significativa tra TIMP-1 e i livelli €L-10 e l'iper-gammaglobulinemia nei

nostri pazienti (dati non mostrati).

In conclusione, questi dati suggeriscono che leamér geniche di OPN, che sono
associate all’ALPS e a elevati livelli sierici dP®, contribuiscono al difetto di apoptosi
linfocitaria alla base dell’ALPS in due modi: inito I’AICD direttamente e inducendo
elevati livelli di TIMP-1, che causano un’inibiziensia dellAICD sia della FICD.

Questo studio apre nuove possibilita terapeutichreilptrattamento dei pazienti con
ALPS/DALD volti a inibire I'effetto di questi fatto che concorrono allo sviluppo della

malattia.
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CONCLUSIONI GENERALI DELLA TESI

Questa tesi dimostra che OPN, citochina coinvoifarrisposta inflammatoria e nella
risposta immunitaria di tipo TH1, puo agire comidig in grado di favorire lo sviluppo
sia di malattie iper-inflammatorie come la SIRS&8epia di malattie autoimmuni, come
'ALPS. L'effetto sulla seps(articolo 1) puo essere in parte mediato dal potenziamento
della secrezione di IL-6, considerata una citocluhmve dell’inflammazione acuta e
della sepsiQuesta osservazione puo avere una valenza siaogdiigm sia terapeutica.
Dal punto di vista diagnostico la valutazione de¢lli sierici di OPN pud essere uno
strumento aggiuntivo che si affianca alla valutaeiaei livelli di PCT e IL-6 nel
follow-up della malattia. Dal punto di vista terapeutico,skdluppo di antagonisti di
OPN potrebbe aiutare nel controllo della malattia.

L’effetto sullALPS (e altre malattie autoimmunijaestato indicato da lavori precedenti
che dimostravano la presenza di elevati livelliisieli OPN nei pazienti, in parte legata
a particolari varianti del gene di OPN che ne $iat@ino 'mRNA; queste varianti
favoriscono in modo marcato lo sviluppo dellALP&fluenzando negativamente
I'efficienza dei meccanismi di spegnimento dellspdsta immunitaria, gia resi
gravemente inefficienti dai difetti genetici a caridel sistema di Fas. Quest'azione puo
estrinsecarsi in due modi: 1) atrraverso un’into& diretta mediata da OPN dellAICD
dei linfociti T (dimostrata in un precedente lavpr@) attraverso l'induzione della
secrezione di TIMP-1 da parte dei monociti con egnente effetto anti-apoptotico
attivo sia sull’AICD che sulla FICD e mediato daiterazione di TIMP-1 con il suo
recettore CD63articolo 2). Anche in questo caso quest’osservazione puo aveae U
valenza terapeutica, in quanto lo sviluppo di aomasfi di OPN o di TIMP-1 potrebbe
fornire nuovi strumenti per il controllo dellALP&he oggi si affida esclusivamente a

pesanti regimi di terapia immunosoppressiva.
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ORIGINAL

Serum levels of osteopontin are increased

in SIRS and sepsis

Abstract Objective: In sepsis,
dysregulation of the immune response
leads to rapid multiorgan failure and
death. Accurate and timely diagnosis
is lifesaving and should discriminate
sepsis from the systemic inflamma-
tory response syndrome (SIRS)
caused by non-infectious agents.
Osteopontin acts as an extracellular
matrix component or a soluble cyto-
kine in inflamed tissues. Its exact role
in immune response and sepsis
remains to be elucidated. Therefore,
we investigated the role of osteopon-
tin in SIRS and sepsis.

Design: Prospective, observational
study. Setting: Intensive care unit of
a university hospital. Patients and
participants:  Fifty-six patients with
SIRS or sepsis and 56 healthy sub-

jects were enrolled.

Interventions: We analyzed the
serum levels of osteopontin and TH1-
TH2 cytokines and investigated the
role of osteopontin on interleukin 6
secretion by monocytes. Measure-
ments and main results: Serum

Introduction

osteopontin levels were strikingly
higher in patients than in controls and
in sepsis than in SIRS, and decreased
during the resolution of both the dis-
orders. Receiver operating
characteristic curves showed that
osteopontin levels have discrimina-
tive power between SIRS and sepsis
with an area under the curve of 0.796.
Osteopontin levels directly correlated
with those of interleukin 6 and in
vitro, recombinant osteopontin
increased interleukin 6 secretion by
monocytes in both the absence and
presence of high doses of lipopoly-
saccharide. Conclusion: These data
suggest that osteopontin might be a
mediator involved in the pathogenesis
of SIRS and sepsis, possibly by sup-
porting interleukin 6 secretion.
Descriptor:  45. SIRS/Sepsis: clini-
cal studies.

Keywords Immunity - Inflammation -
Cytokine - Sepsis

Sepsis is characterized by signs of systemic inflammation
and its most serious forms, i.e.. severe sepsis and septic
shock (SS/SS), are a major cause of morbidity and mor-
tality in intensive care unit (ICU) [1]. Sepsis must be
distinguished from the non-infectious systemic inflam-
matory response syndrome (SIRS) induced by agents such
as trauma and ischemia causing extensive tissue injury.

Discrimination between SIRS and sepsis is crucial to
promptly establish appropriate treatments in critically 1l
patients, since therapies and outcomes greatly vary in
patients with and without infection [2]. Early detection of
sepsis, however, is not easy and no single clinical or
biological indicator has so far won unanimous
acceptance.

The pathogenesis of both SIRS and sepsis is only
partially defined, but a key role is ascribed to systemic
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inflammation with overwhelming production of several
inflammatory cytokines [i.e., tumor necrosis factor
(TNF)-a, interleukin (IL)1, IL6 by many cell types
(monocytes, macrophages, endothelial cells)]. The pro-
and anti-inflammatory phases must be coordinated to
mount a balanced effective defense that is not harmful for
the host. Antagonists of IL1 and TNF-a have been used to
counteract systemic inflammation, but they failed to
improve the outcome and even display a detrimental
effect [3, 4].

Osteopontin is a phosphoprotein with adhesive and
cell-signaling functions involved in cell-cell and cell-
matrix interactions crucial in the inflammatory response
[5. 6]. It can act as either an extracellular matrix com-
ponent in mineralized tissues or a soluble cytokine in
inflamed tissues and serum. The exact role of osteopontin
in vivo immune responses is partly unclear since it is
believed to mainly act as a pro-inflammatory cytokine by
chemoattracting monocytes/macrophages and modulating
T cell function, but may also have some anti-inflamma-
tory effects since it can inhibit nitric oxide production by
macrophages in vitro and support tissue repair at sites of
inflammation [7, 8]. Its tissue and serum levels are
increased in diseases with either systemic or focal chronic
inflammation, such as Crohn’s disease [9], systemic lupus
erythematosus [10], multiple sclerosis [11, 12] and
tuberculosis [13], but little is known about its levels in
acute inflammatory diseases [14]. Since osteopontin
seems to be a key player in macrophage function and
inflammation, this study investigated its levels in SIRS
and sepsis to assess its involvement in the pathogenesis of
these acute inflammatory diseases and its possible role as
a marker of the disease status.

Materials and methods

Study population

We performed a prospective observational study on 56
consecutive patients (43 male, 13 female) admitted to the
ICU of the Maggiore della Carita Hospital, Novara, Italy
from May 2004 to May 2005. The study was approved by
our institutional ethical committee: written informed
consent was obtained from the patients or their legal
representative.

Patients were enrolled when they met the criteria of
SIRS or S§/SS [15]. Briefly, patients were considered to
have SIRS if they met two or more of the following
conditions: (1) temperature >38 or <36°C, (2) heart rate
>90 beats/min, (3) respiratory rate >20 breaths/min or
PaCO, <32 mmHg, and (4) white blood cells count
>12,000 or <4,000/uL, or the presence of more than 10%
immature neutrophils. Patients had sepsis when they
developed SIRS as a result of infection [15]. Septic
patients with organ dysfunction were considered to have

severe sepsis, and those with persisting hypotension,
requiring vasopressor treatment, were considered to have
septic shock. Clinical severity was evaluated by blood
sampling with the Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation (APACHE) II and the Sequential Organ Fail-
ure Assessment (SOFA) scores by physicians blinded to
the experimental results [16, 17].

The two groups consisted of 29 patients with SIRS and
27 with S8/SS. We also studied: (1) 56 healthy volun-
teers, defined as controls, matched for gender and age: (2)
21 patients in resolution from SIRS (14 patients) and SS/
S8 (7 patients). The resolution group comprised patients
who no longer met the inclusion criteria of SIRS (i.e.,
displaying one or no inclusion criteria) [15].

Samples collection

All blood samples were obtained within 6 h after patients
were enrolled and met the criteria of SIRS or S§/SS [15].
For patients analyzed during the resolution phase, blood
withdrawal was performed on the first day in which they
lost the inclusion criteria for SIRS. In all patients and
controls, serum was preferred over plasma to overcome
the possible problems related to the influence of different
basal coagulation activity on osteopontin levels.

Monocytes isolation and culture

CD14" monocytes were isolated from peripheral blood
mononuclear cells by plastic adherence. To evaluate the
dose-dependence of IL6 secretion, monocytes were plated
at5 x 10° cells/mL in 48 well plates, activated or not with
lipopolysaccharide at 25 ng/mL (Escherichia coli, sero-
type 055:B5; Sigma Chemicals Co., St Louis, MO) and
cultured in the presence or absence of human recombinant
osteopontin (rOPN) at 0.1, 0.5 or I pg/mL, (R&D System,
Minneapolis, MN). After 6 h, supernatants were harvested
and cells were recovered for mRNA extraction. For
time-course analysis, monocytes (107 cells/mL in 96 well
plates), were activated with lipopolysaccharide at 25 ng/
mL and supernatants were harvested after 6, 24 and 48 h.
Endotoxin level in rOPN preparations, was <1.0 UE/ng of
rOPN corresponding to 0.2 ng/ml. We compared IL6
secretion in monocytes (5 x 10° cells/mL in 48 well
plates) treated with 0.2 ng/ml of lipopolysaccharide or
rOPN (1 pg/ml) or rOPN (1 pg) plus a neutralizing #-OPN
mADb (10 pg) (R&D System).

Osteopontin and IL6 ELISA assay
Serum osteopontin and [L6 concentrations were evaluated

in a capture enzyme-linked immunoadsorbent assay
(ELISA) according to the manufacturer’s protocol (Assay
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Designs Inc., Michigan: Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, IL) by investigators blinded to patient clinical
condition.

T helper type (TH)1 and TH2 cytokine assay

A panel of TH1 and TH2 cytokines comprising IL2, 114,
IL5, IL10, IEN-y, and TNF-2 were simultaneously quan-
tified by the Human TH1/TH2 Cytokine Cytometric Bead
Array Kit (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA)
according to the manufacturer’s protocol, using a flow
cytometer (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).

Real-time RT-PCR Assay

Total RNA was isolated from monocytes treated or not
with different concentrations of rOPN for 6 h, using
Nucleospin RNAII kit (Machery-Nagel, Germany). RNA
(500 ng) was retrotrascribed by the ThermoScript™ RT
PCR System (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and
IL6 expression was determined with a commercial gene
expression assay (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA). The housekeeping gene HPRT was used to nor-
malize for variations in cDNA. Real-time PCR was
performed on 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystem) in duplicate for each sample. The results
were analyzed with a standard curve model.

Determination of necrosis and apoptosis

To estimate the level of necrosis during the time-course
experiments, we evaluated the release of lactate dehy-
drogenase (LDH) in the suIPematants after a 48 h culture,
with the CytoTox-One™ Homogeneous Membrane
Integrity Kit (Promega, Madison, USA) by following the
manufacturer’s instruction. In the same conditions, cells
were harvested and stained with trypan blue evaluating
live cells.

Statistical analysis

Mann—Whitney U-test and Wilcoxon’s signed rank
were used to analyze the unpaired or paired data,
respectively. Comparison among groups was performed
using Kruskal-Wallis test. When an overall p < 0.05, a
Dunn’s multiple-comparison post hoc analysis was con-
ducted. Correlations were tested with Spearman’s rho. A
p value <0.05 was considered statistically significant.
Data were analyzed by sensitivity and specificity derived
from the receiver operating characteristic curve (ROC),
and area under the curve (AUC) [18]. Statistical analysis
was performed with GraphPad Instat (GraphPad Soft-
ware, Sun Diego, CA, USA) soltware.

Results

Study population

We analyzed 29 patients with SIRS and 27 with SS/SS
admitted to the ICU of the Maggiore della Carita Hos-
pital, Novara, Italy, and 56 healthy volunteers matched
for gender and age, as controls. Moreover, 21 patients
were also analyzed on the first day in which they lost the
inclusion criteria for SIRS [15]. Baseline clinical features
of the patients and microbiological findings are summa-
rized in Tables 1 and 2, respectively. Clinical severity
was evaluated using scores calculated according to the
APACHE Il system [16] and the SOFA system [17]. Both
the scores were significantly different in SS/SS and SIRS
patients (p < 0.0001) (Table 1).

Serum osteopontin levels are elevated in patients
with SIRS and SS/SS

Serum osteopontin levels were measured in patients and
controls. Levels were strikingly higher in the patients

Table 1 Demographics and clinical features by group

SIRS Severe Resolution
n=29 sepsis/septic shock  n = 21
n=27
Age (years)" 48.2 +£ 203 51.3 + 20.8 51.7 £ 20.6
M/E® 22/7 21/6 14/6
APACHE II° 12 (6-16)¢ 20 (18-24) 9 (5-11)
SOFA® 4 (3-7)° 12 (10-14) 3(2-5)
ICU murlulityh 3 (10%) 9 (33%) 0

* Results are shown as mean & SD
b . .
Results are shown as absolute numbers, proportions are in
brackets
© Results are shown as median, interquartile ranges are shown in
brackets
Statistically different from severe sepsis/septic shock

Table 2 Microbiological findings on enrollment in patients with
severe sepsis/septic shock

Primary site of infection

Lung 13 (48.1%)*
Abdomen 8 (29.6%)
Blood 2 (7.4%)
Other 4 (14.8%)
Microbiology

14 (51.8%)

6 (22.2%)

Gram-negative
Gram-positive

Polybacterial 5 (18.5%)
Fungi 2 (7.4%)

* Results are shown as absolute numbers,
brackets

proportions are in
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Table 3 Levels of osteopontin, interleukin 6, interleukin 10

SIRS
n=29

Controls
n =56

All patients
n =56

Non-survivors
n=12

Survivors
n=44

Severe sepsis/
septic

shock

n=27

Osteopontin® 159 (104-208)° 1,653 (1,139-2,440) 1,396 (606-1,704)°

2,031 (1,556-3,557) 1,552 (966-2,032)° 2,410 (1,673—

4.810)
L6 5(3-8)° 81 (39-199) 55 (29-105) 130 (69-313) 72 (29-164) 107 (72-357)
IL10* Undetectable 20 (5-156) 8 (4-45) 36 (7-197) 6 (3-45) 34 (22-157)

* Median value (osteopontin: ng/mL; TL6 and IL10: ng/L), inter- < Syrvivors level significantly different from non-survivors,

quartile ranges are shown in brackets
® Significantly different from all patients, p < 0.001, Mann—
Whitney

5000
4500 A
4000 A
3500 A
3000 4
2500 4

2000 A

Osteopontin ng/mL

1500 +

1000

500

Acule Phase

Resolution

Fig. 1 Serum osteopontin levels during resolution. Serum levels of
osteopontin in patients with SIRS (rriangles) or severe sepsis/septic
shock (cireles) evaluated in the acute and in the resolution phase.
The gray box represents the median (horizontal dotted bar) and the
25th and 75th percentile of controls. *p < 0.05, Wilcoxon signed
rank test

(median 1,653 ng/mL) than in the controls (median
159 ng/mL, p < 0.0001) (Table 3). Moreover, they were
significantly higher in SS/SS (median 2,031 ng/mL) than
in SIRS (median 1,396 ng/mL, p < 0.001) (Table 3) and
seemed to be associated with the clinical outcome since
they were significantly higher in non-survivors (median
2410 ng/ml) than in survivors (median 1,552 ng/ml
p < 0.01) (Table 3) and displayed a direct correlation
with clinical severity scores (APACHE II: r = 0.3858,
p < 0.01; SOFA: r = 04759, p < 0.001). Furthermore,
during the resolution phase, osteopontin levels signifi-
cantly decreased (median 438 ng/mL) compared to the
overt disease (p < 0.001), but were still threefold higher
than in the controls (Fig. 1).

p < 0.001, Mann-Whitney
Significantly different from severe sepsis/septic shock, p < 0.01,
Mann-Whitney

[

Serum cytokine profile

In the pathogenesis of SIRS and sepsis, a role has been
suggested for both pro- and anti-inflammatory cytokines
and for the balance between THI and TH2 responses.
To draw a broader picture of the behavior of osteo-
pontin  within the global cytokine response, we
evaluated the serum levels of IL6 and TNF-z (acute
inflammation cytokines), IL2 and IFN-y (THI cyto-
kines), and IL4, IL5 and IL10 (TH2 cytokines) in
patients and controls. Few patients displayed detectable
levels of TNF-z, IFN-y, IL2, IL4, and IL5 and no
significant differences were found with controls (data
not shown). By contrast, levels of IL6 (median 81 ng/L,
p < 0.0001) and IL10 (median 20 ng/L, p < 0.0001)
were higher in patients (Table 3), as already reported
[19, 20]. These data also showed that 1IL6 but not IL10
levels were significantly higher in SS/SS than in SIRS
(median 130 vs. 55 ng/L, p < 0.01), whereas levels of
both cytokines were higher in non-survivors compared
to survivors patients, although only osteopontin levels
reached statistical significance (Table 3). Osteopontin
levels displayed a significant direct correlation with IL6
(r = 0.3033, p < 0.05) (Fig. 2), but not with IL10 (data
not shown).

Osteopontin and IL6 as markers of inflammation
and sepsis

In view of the significant difference of osteopontin and
IL6 levels in patients with SS/SS and those with SIRS,
we used the receiver operator characteristics curve
(ROC) to explore their ability to differentiate SS/SS
and SIRS patients (Fig. 3) [18]. The AUC was 0.796
(95% CI 0.667-0.892, p = 0.0001) for osteopontin and
0.727 for IL6 (95% CI 0.591-0.837, p = 0.0009). For
osteopontin, the optimal s value discriminating between
SS/SS and SIRS (1,708 ng/mL) gave a sensitivity of
70% and specificity of 79% with a positive likelihood
ratio of 3.40.
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Fig. 2 Correlation between serum osteopontin and interleukin 6.
Osteopontin displayed a significant direct correlation with inter-
leukin 6 levels in patients with systemic inflammatory response
syndrome and severe sepsis/septic shock (r = 0.3033, p < 0.05)
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Fig. 3 Receiver operating characteristic curves. Receiver operating
characteristic curve evaluating the accuracy of osteopontin and
interleukin 6 in differentiating patients with severe sepsis/septic
shock and SIRS. The area under the curve was 0.796 (95% CI
0.667-0.892; p = 0.0001) for osteopontin and 0.727 (95% CI
0.591-0.837; p = 0.0009) for interleukin 6

Osteopontin induces IL6 secretion in resting
and activated monocytes

The direct correlation between osteopontin and IL6 in the
patients” sera raises the possibility that their production
might be related. Therefore, we investigated the dose- and
time-dependent effect of rOPN on IL6 secretion by
monocyles.

Firstly, we performed titration experiments by treating
monocytes with 0.1, 0.5, and 1 pg/ml of rOPN, (i.e., a
range comprising OPN median levels of controls and
patients). After 6 h, IL6 was measured in the supernatants
by ELISA and IL6 mRNA was measured in cell extracts
by real-time PCR. Results showed that levels of both IL6
mRNA and secreted protein were increased by rOPN
treatment in a dose dependent manner (Fig. 4a).

Secondly, we performed time-course experiments
comparing the rOPN effect on IL6 secretion, in the
presence or absence of lipopolysaccharide, to stimulate
monocyte activation (Fig. 4b). Results showed that
treatment with lipopolysaccharide induced secretion of
high levels of IL6 (in the pg/mL range), which were
already detectable after 6 h and increased after 24 and
48 h; this secretion was significantly increased by treat-
ment with tOPN only at the 48 h time point. In the
absence of lipopolysaccharide, rOPN induced secretion of
low levels of IL6 (in the ng/mL range), but this effect was
already detectable after 6 h of culture. The rOPN effect
was not ascribable to modulation of monocytes death in
culture, since LDH release and trypan blue exclusion test
detected similar levels of cell death in all conditions (data
not shown).

Lastly, we assessed the specificity of the rOPN effect
to rule out if it was ascribable to the contaminant
endotoxin (<(0.2 ng endotoxin/ug rOPN) present in
rOPN. To address this issue, we evaluated IL6 secretion
induced by rOPN, in the presence or absence of anti-
OPN neutralizing antibody (Fig. 4c). Results showed
that addition of the neutralizing antibody abrogated the
osteopontin-induced secretion of [L6. Moreover, we
evaluated the effect on IL6 secretion of the maximal
contaminant dose of endotoxin in the rOPN preparation.
Results showed that no IL6 secretion was induced by the
low doses of lipopolysaccharide alone (Fig. 4¢) showing
that the etfect of rOPN is specific and not ascribable to
contaminant endotoxin.

Discussion

The main finding of this study is that serum osteopontin
levels are high in SIRS and SS/SS and correlate with IL6
levels. It also suggests that high osteopontin levels could
be used to discriminate between SIRS and SS/SS, and that
osteopontin might be involved in the pathogenesis of
systemic inflammation, possibly through its effect on
macrophages and its ability to enhance their IL6
secretion.

Osteopontin is implicated in several physiological and
pathological events, including cell-mediated immunity,
inflammation, tumor progression, and cell survival
[21-23]. Originally viewed as mainly involved in bone
remodeling and tissue debridement, its critical involve-
ment in both acute and chronic inflammation is now
apparent [9-12, 14, 24-27].

We and others have reported increased osteopontin
levels in chronic inflammatory diseases such as multiple
sclerosis [11, 12], systemic lupus erythematosus [10, 28],
mycobacterial infection [13, 25], and HBV-induced liver
cirrhosis [27]. Fewer reports focus on acute inflammatory
diseases. One has shown that osteopontin levels are
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Fig. 4 Osteopontin induces secretion of interleukin 6 by monocytes.
a Interleukin 6 is induced by recombinant osteopontin (rOPN) in a
dose dependent manner both at mRNA (/eft panel) and protein (right
panel) level. b Time-course evaluating interleukin 6 secretion by
monocytes treated with vehicle control (left panel) or with lipopoly-
saccharide (LPS) (right panel) (25 ng/mL) and cultured for 6, 24 and
48 h. in the presence and absence of 1 pg/mL recombinant osteo-
pontin. The significance of differences was determined with the

increased in patients with acute liver dystunction [14]. In
all these inflammatory diseases, osteopontin levels seem
to be a good marker of the host response. since they
increase in function of severity.
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Wilcoxon signed rank test. *p < 0.05. ¢ Interleukin 6 secretion in
monocytes not treated (NT), or treated with recombinant osteopontin
(1 pg/mL), recombinant osteopontin and osteopontin neutralizing
antibody (10 pg/mL) or lipopolysaccharide (LPS) (0.2 ng/mL).
*p < 0.01 compared to lipopolysaccharide or untreated cells (NT);
§p < 0.01 compared to sample with neutralizing antibody (x OPN)
using Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple-comparison
test

In this study, we found that serum osteopontin levels
were tenfold higher in patients with SIRS or SS/SS than in
the controls. They were also higher in SS/SS than in
SIRS, and decreased with the resolution of both the
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conditions. Evaluation of osteopontin levels may thus be
useful in monitoring the status and progression of these
forms of systemic inflammation. Two of our findings
indicate that osteopontin levels could be used to dis-
criminate between SIRS and sepsis. Firstly, most septic
patients (17/27, 63%) displayed higher osteopontin levels
than the 75th percentile limit displayed by patients with
SIRS (1,704 ng/mL). Secondly, the diagnostic accuracy
of osteopontin in discriminating SIRS from SS/SS, as
evaluated from the ROC curve, was similar to that
reported in a recent meta-analysis for procalcitonin [29]
and IL6 [19], 1.e., the main serum protein markers cur-
rently used to monitor systemic inflammation.

The role of procalcitonin in the immune response is
still poorly understood [30]. Its serum levels have been
shown to correlate with the infection severity in sepsis.
Even so, it is increasingly evident that procalcitonin does
not provide a definitive diagnosis of sepsis [19, 31, 32]
and its ability to discriminate sepsis from SIRS has been
disproved [29, 32-34].

IL6 is believed to play a key role in sepsis through its
effect on inflammation and the acute phase response. It is
the most commonly used cytokine marker in the clinical
setting of SIRS/sepsis [35, 36] and several studies have
shown that high levels correlate with infection in adult
patients. However, it seems no better than procalcitonin in
the diagnosis of sepsis because it displays lower sensitivity
and specificity [19]. Osteopontin levels could thus supple-
ment the information given by procalcitonin and IL6.

A different issue is the role played by osteopontin in the
pathogenesis of systemic inflammation. The direct corre-
lation between the serum osteopontin and IL6 levels in
SIRS and SS/SS suggests that these cytokines may be
functionally related. One possibility is that their secretion is
coordinated by the responsiveness to the same stimuli,
especially since the osteopontin and IL6 genes share
responsiveness to the transcription factor NF-IL6 involved
in the acute phase response and macrophage activation
[37]. However, our in vitro experiments suggest that oste-
opontin may also directly promote IL6 secretion, since
rOPN induced mRNA expression and stimulated IL6
secretion by monocytes. A functional interaction between
osteopontin and monocyte/macrophages is intriguing since
these cells are activated by both necrotic cells and microbial

endotoxins, and are believed to play a pivotal role in SIRS/
sepsis. It is also intriguing that rOPN enhanced IL6 secre-
tion in both the presence and the absence of high doses of
lipopolysaccharide added to the cultures to mimic severe
bacterial infections. Since our rOPN preparations contained
low doses of contaminant endotoxin, these results do not
prove that osteopontin is per se capable to induce IL6
secretion in the absence of monocyte-activating agents, but
suggest that it may support the systemic inflammatory
response even in the presence of limited amounts of these
agents. This could be particularly relevant for sepsis under
effective antibiotic therapy and SIRS.

The prominence of the functional interaction between
osteopontin and macrophages is highlighted by data on
osteopontin-deficient mice showing that osteopontin
attracts to the injury sites and supports their survival [5, 7,
38, 39]. For instance, these mice show a markedly
reduced macrophage infiltration in ischemic kidneys and
an enhanced rate of apoptosis during the injury phase of
acute renal failure [39]. Moreover, they display increased
susceptibility to mycobacterial infections in which mac-
rophages play a key role [40].

Our study did not investigate the source of osteopontin
in SIRS/sepsis, but many OPN-producing cells present in
injured and inflamed tissues may be involved since OPN
is constitutively expressed by bone cells and several
epithelial tissues, and is expressed upon activation by
endothelial cells, macrophages, smooth muscle cells, NK
cells, and activated T cells |5, 23].

In conclusion, our data show that osteopontin is
strongly up-regulated during SIRS and sepsis and corre-
lates with IL6 levels. Furthermore, they show that
osteopontin induces IL6 release and enhances lipopoly-
saccharide-induced IL6 release by monocytes in vitro. To
ascertain whether osteopontin offers a clinically relevant
advantage over the markers currently used for diagnosis
and monitoring of SIRS/sepsis, further studies with a
higher number of patients are needed.
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Abstract

Background: Inherited defects decreasing function of the Faattdaeceptor cause the
autoimmune lymphoproliferativesyndrome (ALPS) with autoimmune manifestations,
spleen/lymph node enlargement, and expansion of/CD@&negative T cells. Dianzani
Autoimmune Lymphoproliferative Disease (DALD) is similar picture, but lacks this
expansion.A cDNA array analysis of peripheral blood mononacleells (PBMC) from a
DALD patient detected striking overexpression otg@pontin (OPN) and Tissue Inhibitor of
metalloproteinases 1 (TIMP-1). Previous work on O detected increased serum levels in

DALD patients, associated with variations of itaige
Objective: Aim of this work was to extend the analysis to HM.

Methods: TIMP-1 levels were evaluated by ELISA in sera audture supernatants, and by
Real Time PCR in cell lysates. The TIMP-1 gene waguenced from genomic DNA.
Activation- (AICD) and Fas-induced (FICD) cell deatere induced in vitro using anti-CD3

and anti-Fas antibodies respectively.

Results: ELISA evaluation of TIMP-1 in sera from 32 ALPS jeats (11 ALPS and 21 DALD)

and 50 healthy controls detected higher levelsoith Ipatients groups (p<0.0001), unassociated
with variations of the TIMP-1 gene. Since both @at$’ groups displayed increased levels of
OPN, we investigated whether OPN influences TIM&«ression in vitro. Results showed that
OPN increased TIMP-1 secretion by monocytes innaedi and dose-dependent manner.

Moreover, TIMP-1 significantly inhibited both FIC&nhd AICD of lymphocytes.

Conclusion These data suggest that the high OPN levels magosuhigh TIMP-1 levels in

ALPS and DALD, and hence worsen the apoptotic defethese diseases.
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Key Messages

ALPS and DALD patients display high serum levelsTdf1P-1, which might be induced by
high OPN levels acting on monocytes.

The high TIMP-1 levels may contribute to developmehautoimmunity-lymphoproliferation

by inhibiting lymphocyte apoptosis.

Capsule Summary
Levels of TIMP-1and Osteopontin, which can inhilyinphocyte apoptosis, are increased in
ALPS patients' serum. Therefore, they may worsenapoptotic defect causing ALPS and

might be targets of therapies counteracting theaef

Key words

Osteopontin, Tissue Inhibitor of metalloproteinasés lymphoproliferation, apoptosis,

autoimmunity.

Abbreviations used

AICD: Activation-induced cell death

ALPS: Autoimmune lymphoproliferativeyndrome
DALD: Dianzani autoimmune lymphoproliferative disea
DN: Double Negative

FICD: Fas-induced cell death

FITC : Fluorescein isothiocyanate

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
IL: Interleukin

IQR: interquartile range

LDH: Lactate Dehydrogenase
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MMP: Matrix Metalloproteinases

OPN: Osteopontin

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells

PE: Phycoerythrin

PHA: Phytohemoagglutinin

rOPN: Recombinant Osteopontin

rTIMP-1: Recombinant Tissue Inhibitor of metallof@imases
TCR: T-cells receptor

TIMP-1: Tissue Inhibitor of metalloproteinases

93



INTRODUCTION

The autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALFS3n inherited disease characterized by
polyclonal accumulation of Ilymphocytes in the spleeand Iymph nodes with
lymphoadenomegaly and/or splenomegaly and developoieautoimmune manifestations that
predominantly involve blood cellsTypically, ALPS patients display expansion of T&@R
positive, CD4/CD8 double-negative (DN) T cells e tperipheral blood and lymphoid tissues,
and defective function of the Fas death receptovplived in switching off the immune
responsé.Fas is highly expressed on activated lymphocytes itm ligation by Fas ligand
(Fasl) triggers their apoptotic death through atiton of a caspase cascdddoreover, ALPS
patients are predisposed to develop lymphomasufirembd. Most ALPS cases are ascribed to
deleterious mutations of the Fas gene (ALPS typethaugh a few patients carry mutations of
the FasL gene (ALPS type Ib) or the caspase 10 (&IneS type Il). However, a substantial
proportion of ALPS patients displays defective iakiced cell death (FICD) but the mutated
gene is not known (ALPS type It}

We described a picture that fulfils the first thig@eria, but lacks expansion of DN T cells and
mutations of the Fas, FasL or caspase-10 geh®imce the complete paradigm of ALPS could
not be demonstrated, this disease has been pnogisionamed Dianzani Autoimmune
Lymphoproliferative Disease (DALD) by McKusick (OMI reference #605233;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=@W).° A further point is that an ALPS-
like disease may even be caused by apoptotic defiecelated to Fas function since Olivera et
al® have described a patient carrying a mutation émtiRas gene, who displayed normal FICD,
but defective non receptor-mediated mitochondrigbpdiosis. They suggest that this form
should be classified as ALPS type IV.

In addition to causal mutations, ALPS developmerdynbe influenced by the genetic
background. This may explain the incomplete penewaf mild mutations. It has been shown
for the mouse model of ALPS, i.e. MRI/Ipr and MRLgld/gld mice carrying mutations of the

Fas and FasL genes respectively, since these ongatause a much milder clinical picture in
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strains other than MRL orfeln humans, a role may be played by variationshef ®PN gene
since some of them result in an 8 fold increas¢hen risk of developing DALD, possibly
through mRNA stabilisatiolf. OPN is a phosphorylated glycoprotein containingagginine-
glycine-aspartate motif and displays both adhesind cytokine functions. It is secreted by
activated macrophages and activated T cells, amdeisent in extracellular fluids, at sites of
inflammation, and in the extracellular matrix ofreialized tissue¥. |t interacts with a variety
of cell surface receptors, including several integiand CD44. Binding of OPN to these cell
surface receptors stimulates cell adhesion/migragiad triggers several signaling pathw#ys.
OPN in vivo mainly acts as a pro-inflammatory cytokine by cbattracting
monocytes/macrophages and stimulating T helper fterditiation* DALD patients and
MRLIpr/lpr mice display increased serum levels of OPN, theyt favour disease development
by inhibiting activation-induced cell death (AICH) which is a further mechanism to switch
off the immune response. AICD is induced by lymphecreactivation through the antigen
receptor, it is partly independent from Fas functiand may functionally compensate the Fas-
function defect in ALPS patients.

Our attention to OPN has been prompted by a cDNAyaanalysis comparing expression of
genes involved in lymphocyte apoptosis and praifen in a DALD patient and her healthy
brother. Apart from OPN, we detected a second trgstsclearly hyperexpressed in the patient,
namely that of TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metallmpeinase 1), which belongs to a family of
proteins functioning as specific inhibitors of niatrmetalloproteinases (MMPS). This
observation was intriguing, since TIMP-1 also amtsan autocrine and paracrine factor that
influences several functions of immune cells, idohg apoptosis. For example, it inhibits
AICD in Hodgkin lymphoma cells and upregulates éimi-apoptotic protein BelX-in Burkitt
lymphoma cells. Moreover, human recombinant TIMBTUIMP-1) inhibits the cell-mediated
cytotoxicity that may play a role in lymphocyte ADC®'® These observations prompted the
present investigation of the role of TIMP-1 in ALRSd DALD development. We found that
TIMP-1 serum levels were higher in both ALPS andLDApatients than in healthy controls,

but sequencing of the TIMP-1 gene showed thatwlis not ascribable to its variations. By
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contrast, we found that recombinant OPN (rOPN) @tited TIMP-1 expression by monocytes
in vitro. Since we also showed that TIMP-1 inhilisth FICD and AICD of lymphocytes in
vitro, these data suggest that it is involved inP&_.and DALD development by worsening the

apoptotic defect.
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METHODS

Patients

We analyzed 11 ALPS and 21 DALD patients followéedha Pediatric Department, University
of Turin, Italy and 50 age-matched healthy contrAlsPS was diagnosed from the presence of
all the following criteria: 1) autoimmune manife@as; 2) chronic non-malignant
lymphadenopathy (two or more enlarged lymph nodeer  cm in diameter) and/or
splenomegaly; 3) defective Fas-induced apoptosigtio, 4) mutations in the Fas, FaslL, or
caspase-10 genes and/or expansion of DN T celthdnperipheral blood. The Fas, FasL,
caspase-10, and OPN genes were sequenced from igeDbIA, as previously reported by

Chiocchetti et d. DALD was diagnosed from the presence of the fingte criteria only.

Common infectious causing lymphadenopathy (EpBairr Virus, Cytomegalovirus, Rubella
and/or Toxoplasma) were ruled out by serologicsting; histology of the lymph nodes was
evaluated in patients with bulky adenopathies mtilie of malignancy. Patients were screened
for serum autoantibodies (anti-phospholipid, amitiear, anti-native-DNA, anti-mitochondrion
and anti-smooth-muscle antibodies); anti-blood-eeitoantibodies were sought if peripheral
cytopenia was present. Serum immunoglobulin (Igele were determined and lymphocyte
immunophenotype was investigated. DN T cell levedse determined by immunofluorescence
and flow cytometry, and used to differentiate ALR&J DALD; DN T cell expansion was
defined as DN T cells >2% of total TG circulating lymphocytes. Written informed consent
was obtained from patients and controls. The study planned according to the guidelines of

the local ethical committee.

Cells

PBMC were separated by the Ficoll-Hypaque (Limptesht, Cedarlane Laboratories,
Netherlands) density-gradient centrifugation. Qwtu were performed in RPMI 1640
supplementeavith 10% fetal bovine serum (FBS), L-glutamine, goehicillin-streptomycin

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada).
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CD4" or CD8 T cells, and monocytes were negatively purifieshfrPBMC using magnetic
bead kits (Miltenyi-Biotec GmbH, Germany). CO1B cells were purified from tonsils of
children undergoing routine tonsillectomies andHer fractionated by discontinuous Percoll
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) density gnéslias previously described by Dono et
al*®. Cell purity was checked by immunophenotypic asesyand was higher than 95%.
Spontaneous cell death was evaluated by the Tripham exclusion test and assessment of
lactate dehydrogenase (LDH) release in the cultugernatants with the CytoTox-ONe

Homogeneous Membrane Integrity Kit (Promega, MatistSA).

Array analysis

Panorama Human Cytokine Gene Arrays (PRCK0002)RPambrama Human Apoptosis Array
(PRAP0002) were purchased from Sigma-Genosys (Londaited Kingdom) as previously

described by Chiocchetti etal

ELISA

Concentrations of OPN and TIMP-1 were measureeia and culture supernatants by ELISA
according to themanufacturers (R&D system, Minneanapolis, USA; dBfl, Germany
respectively). Absorbance was detected with a mlate reader (Bio-RadHerculesCA) and

the I-smart program was used to calculatestaedardcurve.

Real-Time RT-PCR

Total RNA was isolated from PBMC cultures, treatechot with rOPN, using the Nucleospin
RNAII kit (Machery-Nagel,Germany). RNA (500ng) waetrotrascribed by the ThermoScHipt
RT PCR System (Invitrogen, Burlington, ON, CanaddMP-1 expression was evaluated with
a gene expression assay (Assay-on Demand: TIMPs&ayANo. Hs99999139 m; Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA). The Glyceraldedy8-phosphate dehydrogenase gene

(GAPDH Assay No. Hs99999905 m1) was used to nommdtr cDNA amounts. Real time
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PCR was performed using the 7000 Sequence Dete&jmtem (Applied Biosystem) in
duplicate for each samples, in a 20 final volume containing 0.l diluted cDNA, 10uL
TagMan universal PCR master mix (Applied Biosystesmd 1ul Assay-on Demand mix. The
thermocycler parameters were 95°C for 10 min, fedld by 40 cycles of 95 °C for 15 s and

60°C for 1 min. The results were analyzed wistandardcurve model.

Intracellular staining of TIMP-1

Intracellular staining of TIMP-1 was performed cglls permeabilized using the FIX&PERM
kit (Caltag, Burlingame, CA). Monocytes were trebatdgth or withoutl pg/ml rOPN for 6h, in
the presence of 10g/ml Brefeldin A (Sigma Aldrich St. Louis MO) anten stained with a
FITC-conjugated anti-CD14 antibody (Caltag), fixgermeabilizated, and stained with a PE-
conjugated anti-TIMP-1 antibody (R&D system) prits analysis with a FACSCalibur

cytofluorimeter (BD Biosciences).

Cell death assays

AICD and FICD were evaluated, as previously rembtig Chiocchetti et &, on T cell lines
obtained by activating PBMC with PHA at days Oug{ml) and 12 (0.1ig/ml) and cultured in
RPMI 1640 medium+10% FBS + IL-2 (2 U/ml) (BiogeAJCD was assessed at day 6, FICD at
day 18. In the AICD assay, cells were cultured @llsvcoated with anti-CD3 mAb (OKT3, 10
pag/ml), whereas in the FICD assay they were cultureéhe presence of a soluble anti-Fas mAb
(CH11, UPSTATE 1ug/ml). In these assays, cells {8%well) were cultured with RPMI + 5%
FBS + 1U/ml IL-2 in the presence or absence o&tent amounts (0.25, 0.5 and 1pg/ml) of
rTIMP-1 (R&D system) for 16 hours. AICD was perfard also in the presence of alkylated-
rTIMP-1 (1pg/ml), while FICD also in the presencé @ neutralizing-TIMP-1-antibody
(3ug/ml). Live cells were then counted in each wslhg the trypan blue exclusion test. Assays

were performed in triplicate and results were esped as relative cell survival % calculated as
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follows: (total live cell count in the assay weltatal live cell count in the respective control

well) X 100.

Statistical analysis

The Mann-Whitney U-test was used to compare ungadata of different groups and
Wilcoxon'’s signed rank test for analysis of paidata in a group. TIMP-1 and OPN values
were expressed as median an8-25" percentile (interquartile range, IQR). Correlatiamere
tested by Pearson analysis. All p values werel@daind the significance cut-off was p<0.05.
Statisticalanalysis was performed with the GraphPad Instawvaoé (GraphPad Softwar8an

Diego, California, USA) software.

100



RESULTS

TIMP-1 expression is increased in ALPS and DALD paéents

The transcriptome of PHA-activated PBMC derivednira DALD patient and her healthy
brother was evaluated by cDNA macroarrays contgibif3 genes involved in cell apoptosis or
proliferation. Analysis showed altered expressidrs@veral genes in the patient. The most
striking differences were increased expression PNOpreviously reportetf,and TIMP-1(see
Figure 1A). To confirm increased expression of the TIMP-1 mRM& assessed its level by
real time PCR, and found that PHA-activated PBM@nfrthe patient displayed 1.6 higher
levels than those from the brotl{see Figure 1B).

To move this observation to the protein level asskas its generality, we measured TIMP-1 in
the sera of 11 ALPS and 21 DALD patients and 50thgage-matched controls by ELISA.
Results showed that TIMP-1 levels were about 1/8 fugher in ALPS/DALD patients
(median=131 ng/ml; IQR 119-164 ng/ml) than in tleatcols (median=83 ng/ml; IQR 56-110
ng/ml) (p<0.0001)(see Figure 2) levels were similar in the two patient groups F&
median=132 ng/ml, IQR 117-171 ng/ml; DALD medianzad/ml, IQR 122-141ng/ml,
p<0.0001 both groups).

To determine whether this increase was associaitdd wariants of the TIMP-1 gene, we
sequenced its exons and intron boundaries in tibrga and controls. Results detected 5 single
nucleotide polymorphisms reported in Table |, it allelic and genotypic frequencies were

not different in patients and controls, and nobaisdged to TIMP-1 levels (data not shown).

OPN induces TIMP-1 expression in vitro

Since both groups of patients displayed increagedns levels of OPN (median: ALPS 230
ng/ml, DALD 250ng/ml vs controls 142 ng/ml; p<0.Gihd p<0.001 respectively), we
investigated the functional interplay between ORPN @IMP-1 which are both involved in the

inflammatory response.
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To this aim, we evaluated the effect of rOPN on PHU expression in vitro. PBMC from
healthy controls were cultured in the presenceadsgnce of rOPN and TIMP-1 expression was
evaluated at different times both at the mRNA aratgin level. Real-time PCR evaluation of
the TIMP-1 mRNA showed that rOPN induced TIMP-1leguilation that peaked after 6h, and
then decreased during the following 16h and @#eFigure 3A). ELISA evaluation of protein
secretion showed that untreated PBMC displayedtantial secretion of TIMP-1 after 24h of
culture that declined at 72h, whereas rOPN ine@ddMP-1 secretion by about 50% during
the first 24h (p<0.05) and levels did not declinginly the 72h culture (p<0.01¥%eeFigure
3B). The OPN effect on TIMP-1 secretion was not &sdiie to its capacity to protect cells
from apoptosis Guedez et'&since live cell counts were not different in OPNated and -
untreated wells at any culture time (12-24-48-72preover, proportions of CD14CD4,
CD8" and CD19 cells, detected by immunofluorescence and flovormgtry, did not detect
differences in OPN-treated and -untreated wellangt culture time (data not shown). Further
experiments evaluated the effect of titrated am®whtrOPN on TIMP-1 secretion by PBMC
after 48h of culture and showed that the effect dese-dependent; theug'ml dose of rOPN
increased TIMP-1 secretion by about 2 f(dde Figure 3C)

To detect which cell type was secreting TIMP-1 ur @ssay, we evaluated its secretion by
purified CD4 or CD8 T cells, CD19 B cells, and CD14monocytes (0.5 X fiml each)
cultured in the presence and absence of rOPpg(thl). ELISA evaluation of TIMP-1 in the
supernatants collected after 48h showed that thattbasal and the OPN-induced secretion of
TIMP-1 were mainly detectable in monocytes, wherasother cell types secreted minimal
amounts (see Figure 4A) The specificity of the rOPN effect was assessedpanallel
experiments in which monocytes were treated witRMJ1 ug/ml) in the presence of an anti-
OPN neutralizing mAb (1Qug/ml). Results showed that OPN neutralization abted the
TIMP-1 secretion induced by rORNeeFigure 4A).

To confirm the effect of rOPN on TIMP-1 productidwy monocytes, we analyzed TIMP-1
expression at the single-cell level by intracytsptéc immunofluorescence. Purified monocytes

cultured with or without rOPN (fig/ml) for 6h were surface-stained with a FITC-cagjted
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anti-CD14 mAb, permeabilized, and then intracethsi@ined with a PE-conjugated anti-TIMP-
1 mAb. Intracellular staining confirmed that montesy basally produced TIMP-1, and that it
was substantially upregulated by rOBée Figure 4B. This effect was not ascribable to OPN-
mediated modulation of cell death in culture, sisguilar cell death levels were detected in
OPN-treated and -untreated cells by assessmentDéf telease and by the Trypan blue

exclusion test (data not shown).

TIMP-1 inhibits T cell apoptosis

Since ALPS and DALD are ascribed to defective lyoghe apoptosis and we had already
found that OPN may contribute to the defect bybitlig AICD', we investigated the role of
TIMP-1 in AICD or FICD in PHA-derived T cell linegbtained from healthy controls. In the
presence of rTIMP-1 (Lg/ml), cells were treated with anti-CD3 or anti-Fag\b to induce
AICD and FICD respectively and cell survival wasakezated after 16h. Results showed that
rTIMP significantly inhibited both FICD (p<0.05) dnat higher levels, AICD (p<0.00{3ee
Figure 5). Titration experiments showed that the effect waseddependent in the 0.25:8/ml
range (data not shown). To assess its specifisgyevaluated the effect of rTIMP-1 (@/ml)

on AICD and FICD in the presence and absence airdiRTIMP-1 neutralizing antibody (3
ug/ml). Results showed that the anti-TIMP-1 antibadbyogated the rTIMP-1 effect on both
AICD and FICD, supporting its specificity. To asseglationship with the MMP inhibitory
activity of TIMP-1, we compared the effect of rTIMPand its alkalynated form, which loses
the MMP-inhibitory activity, on AICD. Results shodi¢hat rTIMP alkylation abrogated the

rTIMP-1 effect on AICD, suggesting that this effegs not dependent on MMP activity.
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DISCUSSION

This work shows that TIMP-1 levels are increasedlif®S and DALD patients, and suggests
that they worsen the lymphocyte apoptotic defectsitey these diseases. This possibility is
supported by our in vitro data showing that TIMiibit both FICD and AICD of activated T
cells, just as other workers have shown that ithitd B cell apoptosis induced by both Fas-
dependent and -independent pathways, and apoptoséseral other cell typéSThe TIMP-1
concentrations inhibiting apoptosis in our in viegperiments are slightly higher than those
detected in the patient sera, but it is conceivdbé microenvironmental concentrations of
TIMP-1 in secondary lymphoid tissues are highenfitse detected in sera.

The effect of TIMP-1 on lymphocyte apoptosis was eependent on its inhibition of MMPs,
since it was preserved in alkalynated TIMP-1 whishknown to lose the MMP-inibitory
activity. This indicates that the effect might bediated by TIMP-1 interaction with its receptor
CD63, a tetraspanin that is often used as a markiete endosomes, but is also expressed on
the surface of several cell types including acedat cells. In line with this possibility, CD63
has been shown to deliver costimulatory signalk ¢tell$® and exert an anti-apoptotic effect in
other cell types!

These data suggest that TIMP-1 may flank two otfaators, previously suggested as
contributors to ALPS and DALD, by worsening the pimocyte apoptosis defect due to
inherited alterations of the Fas pathway, i.e. GiRMN perforin>?*

ALPS and DALD patients display increased OPN letledd may favour development of ALPS
by inhibiting AICD, which triggers apoptosis of aetted lymphocytes in a partly Fas-
independent manner. This anti-apoptotic effect prakably independent from that induced by
TIMP-1 since it was not effective on FICD and itsagetected in cultured T cell lines which do
not secrete TIMP-1 in response to OPN.

Perforin is a protein contained in the cytolytiagules of cytotoxic cells and plays a key role in
induction of the apoptosis of target cells. On time hand, severe biallelic mutations of the
perforin gene impairing cell-mediated cytotoxicignd viral clearance, cause familial

hemophagocytic lymphohistiocytosis, a severe itberimmunodeficiency with some aspects
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of lymphoproliferatior?>? On the other hand, we have suggested that itsvaiidtions favour
development of ALPS and DALD, possibly because-metiated cytotoxicity is involved in
switching off the immune response by Kkilling actaé immune cells. In line with this
possibility, others have shown that perforin-mestiatAICD may partly compensate the
apoptosis defect in ALPS.In this light, it is intriguing that rTIMP-1 inhits cell-mediated
cytotoxicity induced in alloreactive mixed lymphaoeycultures® Moreover, the TIMP-1
receptor CD63 marks the cytolytic granules of aytat cells and its surface expression is
increased in active cytotoxic cells. These obs@matsuggest that high levels of TIMP-1 may
also affect this compensatory mechanism in ALP&ptst.

Some of us have previously shown that the +372@naof the TIMP-1 gene is associated to
Italian male patients affected by Systemic Scleroshile no differences were observed in the
female groug! We found the same allele distribution in both gt and controls, and no
gender-associated variation was found. Moreovedmtrast with OPN, whose high levels are
partly ascribable to allelic variants of its gemee found no variation associated with high
TIMP-1 levels.

The increased TIMP-1 production of ALPS patienty ius be secondary to other stimuli. IL-
6, IL-1p, b-FGF, EGF, and PDGFinduce TIMP-1 secretion, but their involvementdar
patients is unlikely since only a few of them digd increased levels of these cytokines (data
not shown). By contrast, an effective stimulus rhiga OPN since its levels are significantly
increased in the patients. In line with this poidisih our in vitro experiments showed that OPN
substantially induced TIMP-1 secretion in monocy&sconcentrations comparable to those
detectable in vivo.

In addition to its effect on lymphocyte apoptogiViP-1 may theoretically exert other effects
in ALPS development. For instance, ALPS patientsrotlisplay hypergammaglobulinemia and
other authors have reported increased IL-10 |éVeBath of these features may be influenced
by TIMP-1, since it has been shown to regulate Bdifferentiation and induce expression of

IL-10"®** moreover, TIMP-1 serum levels have been correlaitithypergammaglobulinaemia
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in patients with eosinophilic fasciitfs.However, we did not detect any significant cotieta
between TIMP-1 and IL-10 levels or hypergammaglotguhia in our patients (data not shown).
Conclusions

In conclusion, these data suggest that the high €8bim levels of ALPS patients may worsen
the apoptotic defect causing ALPS by direct infditof AICD and/or induction of high TIMP-

1 levels inhibiting both AICD and FICD. This may ep the way to novel approaches to

ALPS/DALD therapy aimed at inhibiting the effecfistibese concurring factors.
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Figure Legends

Figure 1. TIMP-1 is hyper-expressed in PHA-activatd lymphocytes from a DALD patient.
A, Macroarray membranes hybridized with cDNA from a DA patient and her healthy
brother. Black arrows: OPN, white arrows: TIMP-B, mRNA levels of TIMP-1 in
lymphocytes evaluated by real-time PCR. GAPDH wasduto normalize cDNA amounts.

Results are expressed as fold-increase relatitreetbrother's levels.

Figure 2. ALPS and DALD patients display increasedTIMP-1 serum levels. Serum

concentrations of TIMP-1 (ng/ml) in 11 ALPS andRALD patients, and 50 healthy controls.
ALPS (black circles); DALD (black triangles); cools (white diamonds). The horizontal bars
indicate the median values for each group and boxpesent IQR. Statistical analysis was

performed using the Mann-Whitney U-test.

Figure 3. rOPN induces TIMP-1 expression in vitro.A-B TIMP-1 expression in PBMC
cultured with/without rOPN (dg/ml) for different timesA, TIMP-1 mRNA evaluated in cell
lysates by real-time PCH, TIMP-1 protein evaluated in the culture supemtstdy ELISA.C,
TIMP-1 protein secreted after 48h treatment wittated rOPN. Means+SE from 6 experiments;
*p<0.05, **p<0.01 (Wilcoxon’s signed rank test).

Figure 4. Monocytes are the main cell type secrenTIMP-1 in response to rOPN. A,
ELISA evaluation of TIMP-1 secreted by CDér CD8 T cells, CD19 B cells, CD14
monocytes after 48h culture with/without rOPN amdi-©PN antibodies. Means+SE from XX
experiments *: p<0.05 (Mann-Whitney U tesB, Intracellular TIMP-1 staining of CD14+

monocytes cultured for 6h with/without rOPN.

Figure 5. rTIMP-1 inhibits AICD and FICD of T cells. AICD (A) and FICD B) were
induced in PHA-derived T cell lines from healthyntwls in the presence/absence of rTIMP-1,
alkylated rTIMP-1, and anti-TIMP-1 antibodies. Résware expressed as relative cell survival
% and are the meanzSE of 5 experiments. *: p<G05<0.01 (Mann-Whitney U-test).
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Table I. SNPs in the TIMP-1 gene found in the Italin population

SNP* position ref#
1 IVS4+478 G>C| intron 4 rs 5953060
2 +372 T>C exon 5 rs 4898
3 IVS5+673 A>G intron 5 rs 6609533
4 +1053 G>T 3'UTR rs 2070584
5 +1187 G>A 3'UTR rs 6609534
* numeration is referred to ATG = +1
# http/6npper.chip.org
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