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1. PREMESSA 
 

Durante il corso di dottorato ho partecipato alla realizzazione di alcuni progetti di ricerca in 

ambito immunologico che hanno portato a pubblicazioni su riviste scientifiche. Una linea di 

ricerca è stata finalizzata alla ricerca di variazioni genetiche associate all’insorgenza della 

Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS). L’ALPS, è una malattia autoimmune 

dell’infanzia, caratterizzata da un disordine dell’omeostasi dei linfociti e causata da un difetto 

dell’apoptosi mediata da Fas, dall’accumulo di linfociti nella milza e nei linfonodi e da 

espansione di linfociti T TCRαβ-positivi e DN per CD4 e CD8. La malattia è causata da 

mutazioni che causano un difetto funzionale del recettore di morte Fas, o del suo ligando 

FasL, o di caspasi 10. In una certa proporzione di pazienti la malattia è causata da un difetto 

genetico sconosciuto. Negli anni passati, nel nostro laboratorio è stata identificata una 

variante della malattia, priva della classica espansione di linfociti T DN nel sangue periferico 

e denominata Dianzani’s Autoimmune Lymphoproliferative Disease (DALD). I linfociti T dei 

soggetti con DALD sono resistenti alla morte cellulare indotta da Fas, ma non presentano 

mutazioni in Fas, FasL o caspasi-10. Queste evidenze suggeriscono che mutazioni che 

colpiscono geni nella via di Fas possono essere necessarie ma non sufficienti allo sviluppo di 

ALPS/DALD e che alterazioni di altri geni possono influenzare lo sviluppo e il quadro clinico 

della malattia. In passato nel nostro laboratorio è stato dimostrato che varianti polimorfiche di 

perforina possono esercitare un ruolo modificatorio sul difetto ereditario di Fas e influenzare 

il quadro della malattia. Dal momento che perforina è coinvolta nella citotossicità cellulo-

mediata, abbiamo indagato la presenza  e il ruolo di variazioni nel gene UNC13D. Esso 

codifica per Munc13-4, una proteina coinvolta nella secrezione di perforina poiché regola 

l’esocitosi delle vescicole citolitiche prodotte dai linfociti T citotossici e dalle cellule NK. 

L’associazione tra questi due geni che è stata alla base della nostra indagine si basa anche sul 

fatto che alterazioni del gene di perforina e di Munc13-4 sono associate allo sviluppo della 

Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (FHL).  Con queste premesse le regioni codificanti e 

regolatorie del gene UNC13D sono state sequenziale in 21 pazienti ALPS e 20 DALD, e i 

risultati paragonati alle sequenze ottenute da 61 controlli sani e 38 pazienti con Sclerosi 

Multipla. L’analisi ci ha permesso di identificare 4 variazioni missenso rare in eterozigosi in 3 

pazienti ALPS: p.Cys112Ser, p.Val781Ile, p.Ile848Leu e p.Ala995Pro. Le ultime due hanno 

mostrato di formare un aplotipo. Cellule HMC-1 trasfettate con il cDNA corrispondente a 

queste variazioni hanno mostrato una ridotta esocitosi delle vescicole litiche, rispetto alle 
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cellule trasfettate con il costrutto wild-type, indicando che variazioni con perdita di funzione 

nel gene UNC13D, seppur rare possono essere un fattore di rischio per lo sviluppo dell’ALPS 

(Boggio E et al. Sottomesso a PLoS One). 

Un altro lavoro finalizzato alla ricerca di variazioni con funzioni modificatorie sullo sviluppo 

dell’ALPS (Boggio E, et al. 2012 ) è stato basato sulla valutazione del ruolo patogenetico di 

un polimorfismo del gene di SAP (SLAM-Associated Protein). SAP è una proteina adattatrice 

intracellulare espressa da linfociti T, NK, NKT, eosinofili, piastrine e alcuni sottotipi di 

linfociti B. Essa è coinvolta nella regolazione della citotossicità delle cellule NK, nello 

sviluppo delle cellule NKT, nel priming dei linfociti Th2, e gioca un ruolo nello switch 

isotipico e nella sopravvivenza delle plasmacellule.  

Dal momento che mutazioni deleterie a carico del gene di SAP risultano parzialmente 

protettive dall’insorgenza dell’ALPS nel modello murino MRLlpr/lpr, abbiamo investigato il 

ruolo di questo gene, localizzato sul cromosoma X, in 51 pazienti con ALPS o DALD e 534 

controlli sani, mediante screening delle regioni codificanti e regolatorie del gene. L’analisi ci 

ha permesso di identificare la presenza di 3 SNP significativamente associati con 

l’ALPS/DALD: -346C>T, -631G>A e  -494G>A. Il primo di essi era particolarmente 

interessante perché un potenziale sito di metilazione. La frequenza allelica di questo 

polimorfismo è stata diversa nei soggetti di sesso maschile, nei pazienti rispetto ai controlli 

sani (61% vs 36%, p=0,01), con frequenze simili in ALPS e DALD. Al contrario nessuna 

differenza è stata riscontrata tra pazienti e controlli di sesso femminile. Inoltre la presenza 

della variante -346T si è dimostrata un fattore predisponente per lo sviluppo 

dell’ALPS/DALD in quanto associata con aumentati livelli di SAP. Pertanto i pazienti con 

ALPS e DALD hanno mostrato un’aumentata frequenza dell’allele -346T, con conseguente 

assenza del sito di metilazione in pozione -347C, e aumento dell’espressione di SAP da parte 

di cellule NK e linfociti T CD8+. Inoltre questo allele si associa ad una riduzione della 

secrezione di IFN-γ, una citochina capace di aumentare l’espressione di FasL da parte dei 

linfociti Th, suggerendo la possibilità di una relazione opposta tra Fas e SAP, e aprendo la 

strada a strategie terapeutiche per la cura di questa malattia.  

 

Un’altra linea di ricerca a cui ho collaborato è stata incentrata sullo studio degli effetti 

dell’interazione tra ICOS e B7h. ICOS (Inducible costimulator) è una molecola costimolatoria 

appartenente alla famiglia del CD28, selettivamente espressa da linfociti T attivati. Il ligando 

di ICOS è B7h, espresso costitutivamente dai linfociti B, macrofagi e cellule dendritiche, e da 

monociti in seguito all’attivazione. B7h è espresso anche da cellule endoteliali, fibrobalsti e 
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cellule epiteliali. L’interazione B7h-ICOS ha un ruolo fondamentale nella cooperazione 

linfociti B/linfociti T. È coinvolta nello sviluppo della memoria dei linfociti B e nello 

switching isotipico delle immunoglobuline, e gioca un ruolo nel differenziamento e 

nell’attivazione dei linfociti T sia a livello degli organi linfatici secondari sia a livello dei sito 

infiammatorio. 

In un lavoro recentemente sottomesso abbiamo valutato il ruolo dell’interazione B7h-ICOS 

nel differenziamento dei linfociti T naive, con particolare attenzione agli effetti sulla 

produzione di linfociti Th17 e Th9, che stanno emergendo come popolazioni cellulari 

patogenetiche in diverse malattie (Mesturini et al sottomesso a Cytokine). Lo studio è stato 

effettuato utilizzando la forma solubile del ligando di ICOS (B7h-Fc) in esperimenti di 

stimolazione in vitro, e paragonando gli effetti con quelli ottenuti mediante la stimolazione 

della molecola costimolatoria “classica” CD28 (stimolata con la forma solubile del suo 

ligando, B7.1-Fc). I risultati ottenuti indicano che B7h e B7.1 giocano ruoli differenti nella 

modulazione del differenziamento di queste due categorie di Th. La stimolazione con B7h 

induce la contemporanea secrezione della citochina pro-infiammatoria IL-17A e della 

citochina regolatoria IL-10, e potrebbe quindi giocare un ruolo modulatorio dell’azione 

patogenetica dei Th17. Queste informazioni potrebbero essere importanti per la produzione e 

la messa a punto di molecole immunomodulatorie capaci di interferire con la costimolazione 

mediata da ICOS o CD28, e potenzialmente utilizzabili per il trattamento di tumori e malattie 

autoimmuni. 

Nel lavoro di Occhipinti et al. abbiamo voluto valutare il reverse signaling mediato da B7h in 

seguito al legame da parte di ICOS. Questo lavoro è stato ispirato da un lavoro precedente del 

nostro laboratorio nel quale è stato dimostrato che il legame tra ICOS e B7h inibisce in 

maniera significativa la capacità delle cellule endoteliali di aderire a diverse linee cellulari 

tumorali e a cellule polimorfonucleate. Pertanto l’interazione tra ICOS e B7h potrebbe indurre 

segnali coinvolti nel modulare la diffusione delle metastasi tumorali e il reclutamento dei 

polimorfonucleati nel sito infiammatorio. Inoltre abbiamo voluto valutare gli effetti di questa 

interazione sulla maturazione delle cellule dendritiche (CD) e sulla loro capacità di presentare 

l’antigene, dal momento che nel topo la stimolazione di B7h induce una maturazione parziale 

delle cellule dendritiche immature, specializzate nell’uptake e nel processamento 

dell’antigene nei tessuti periferici. 

I risultati mostrati indicano che la stimolazione di B7h tramite la proteina di fusione ICOS-Fc 

sia in grado di modulare in maniera sostanziale la maturazione di CD indotta da LPS, 

influenzandone la secrezione citochinica e la loro capacità di modulare la differenziazione e 
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l’attivazione dei linfociti T. Inoltre, questa interazione altera il loro reclutamento nei tessuti a 

livello della sede infiammatoria inibendone l’attività migratoria. Il trattamento con ICOS-Fc 

incrementa la produzione di IL-23 da parte di CD mature, citochina chiave per l’espansione 

dei linfociti Th17, i quali secernono IL-17. In linea con la secrezione di IL-23 è stato 

riscontrato un aumento della produzione di IL-17 da parte di linfociti T in un sistema di 

coltura linfocitaria mista. Quindi l’interazione B7h:ICOS-Fc tra CD e linfociti T è in grado di 

supportare un segnale bidirezionale in grado di favorire un fenotipo Th17.   

Benchè siano necessari ulteriori studi, questo lavoro suggerisce un possibile impiego della 

molecola ICOS-Fc come agonista del signaling mediato da B7h. Questa molecola potrebbe 

essere un utile strumento immunomodulatorio utilizzabile in ambito anti-tumorale. 

 

Il lavoro di cui mi sono principalmente occupata durante il mio dottorato è stato finalizzato 

allo studio del ruolo di osteopontina nella patogenesi della Sclerosi Multipla. Questo lavoro 

non ha ancora portato ad una pubblicazione scientifica. Il razionale e i risultati ottenuti sono 

l’oggetto di questa tesi.  
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2.RIASSUNTO 

 

La Sclerosi Multipla (SM) è una malattia autoimmune degenerativa che colpisce il sistema nervoso 

centrale.  È una malattia ad eziologia multifattoriale mediata da linfociti autoreattivi che attaccano 

la mielina, con conseguente difetto nella conduzione dell’impulso nervoso, e sintomi neurologici 

estremamente variabili. Nel 70% dei casi esordisce con una forma recidivante e remittente (RR) in 

cui si hanno attacchi improvvisi seguiti da periodi di remissione anche totale di durata di tempo 

variabile. Dopo un periodo di circa 20 anni in genere il decorso diventa progressivo (forma 

“secondaria progressiva” SP) con accumulo della disabilità nel tempo. In circa il 10% dei casi, la 

malattia è progressiva fin dall’inizio configurando la forma “progressiva primaria” PP.  

Osteopontina (OPN) è una glicoproteina acida fosforilata che funziona sia come proteina della 

matrice extra-cellulare sia come citochina libera nei fluidi biologici, svolgendo un ruolo importante 

nel favorire lo sviluppo di una risposta immunitaria pro-infiammatoria di tipo-1. È secreta da 

osteoblasti, osteociti, cellule endoteliali, cellule epiteliali ma anche da macrofagi e da linfociti T 

attivati ed è presente nei fluidi extra-cellulari, a livello del sito d’infiammazione e a livello della 

matrice extra-cellulare dei tessuti mineralizzati. OPN interagisce con differenti recettori di 

superficie, quali integrine e CD44, stimolando la migrazione e l’adesione cellulare. Le funzioni 

pleiotropiche della molecola sono inoltre correlate alle numerose modificazioni post-traduzionali 

cui essa può essere soggetta.  

Livelli elevati di OPN si ritrovano nel siero e nel plasma dei pazienti con SM. OPN è la citochina 

maggiormente espressa nelle placche demielinizzanti di pazienti con SM e di topi con 

encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE), il modello murino della malattia. Topi OPN-/- 

sviluppano un quadro EAE meno severo dei topi WT, e il loro trattamento con OPN induce 

un’immediata ricaduta. In vitro, OPN induce la proliferazione dei linfociti T, la produzione di 

citochine Th1 e Th17 e inibisce la morte linfocitaria. Nelle lesioni OPN è prodotta ad elevati livelli 

nella matrice extracellulare della barriera ematoencefalica ricca di linfociti. In questa sede potrebbe 

giocare un ruolo importante nel reclutamento dei linfociti attraverso la barriera ematoencefalica. 

Tale processo è garantito dall’integrina α4β1, bersaglio del farmaco anti-SM Natalizumab. OPN 

lega l’integrina α4β1 solo dopo taglio proteolitico ad opera della Trombina che genera due 

frammenti (N- e C-terminale) e smaschera due siti di legame per l’integrina α4β1 nel frammento N-

terminale. Il frammento C-terminale invece contiene un sito di legame per CD44 coinvolto 

nell’inibizione dell’apoptosi linfocitaria. Questa caratteristica di OPN suggerisce che durante 

l’infiammazione, l’attivazione della trombina e il conseguente taglio di OPN porta alla formazione 
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di due frammenti che potrebbero giocare ruoli diversi rispetto alla molecola intera. Per questo 

abbiamo voluto studiare il ruolo patogenetico di OPN nella SM attraverso il mappaggio del ruolo 

funzionale giocato dai due frammenti generati dalla Trombina.  

Sono mostrati i seguenti risultati: 

i. Sono state prodotte  le proteine ricombinanti corrispondenti alla molecola intera sia umana 

che murina, e ai corrispondenti frammenti generati dal taglio della trombina. Inoltre, sia per 

la molecola umana che per quella murina, è stato prodotto un quarto costrutto 

corrispondente alla molecola intera ma mutata nel sito di taglio della trombina, e quindi 

incapace di generare i due frammenti N- e C-terminale. Tutte le proteine ricombinanti sono 

state prodotte in un sistema di espressione eucariotico che ha consentito di ottenere proteine 

con le corrette modificazioni post-traduzionali. Tale sistema di produzione proteica è stato 

ottimizzato al fine di massimizzare la produzione delle proteine ricombinanti.  

ii.  Le molecole ricombinanti prodotte sono state testate per la capacità di proteggere linfociti T 

attivati dalla morte cellulare indotta dall’attivazione (AICD). I risultati ottenuti mostrano che 

gli effetti della molecola intera da noi prodotta sono sovrapponibili a quelli della molecola 

commerciale. Inoltre entrambi i frammneti che derivano dal taglio della trombina 

possiedono effetti anti-apoptotici (p<0.05). 

iii.  Sono stati valutati gli effetti sulla secrezione di citochine pro-infiammatorie quali IFN-γ  e 

IL-17,  una citochina coinvolta nella patogenesi della SM. La molecola intera da noi 

prodotta ha mostrato la capacità di indurre la secrezione di queste citochine agli stessi livelli 

della molecola commerciale. Entrambi i frammenti N- e C-terminale sono coinvolti 

nell’induzione della secrezionedi IFN- γ, mentre la secrezione di IL-17 è dovuta  al 

frammento N-terminale di OPN (p<0.05). 

iv. Infine sono stati valutati gli effetti della stimolazione con le diverse molecole ricombinanti 

sulla secrezione di TIMP-1,  un inibitore delle metalloproteasi dotato di attività anti-

apoptotiche su diversi tipi di cellule. Tutte le proteine ricombinanti di OPN hanno indotto 

secrezione di TIMP-1 a livelli significativi (p<0.05) anche se gli effetti del frammento N-

terminale sono stati leggermente inferiori. 

I risultati ottenuti saranno approfonditi attraverso la somministrazione delle molecole murine in vivo 

e la valutazione dei loro effetti sull’insorgenza e il decorso della malattia. Anche se preliminari, 

questi risultati suggeriscono che i due frammenti di OPN potrebbero essere utilizzati come target 

per la messa a punto di strategie terapeutiche per la Sclerosi Multipla.  
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Esistono diverse evidenze del fatto che  autoanticorpi contro citochine pro-infiammatorie sono 

prodotti in numerose malattie autoimmuni; essi rappresenterebbero un meccanismo di spegnimento 

della risposta immunitaria. OPN  è una citochina pro-infiammatoria che gioca un ruolo importante 

nella patogenesi della SM e di altre malattie autoimmuni. Auto-anticorpi contro OPN sono stati 

individuati in pazienti con Artrite Reumatoide e osteoartrite, ma il loro ruolo nel processo 

patogenetico non è mai stato investigato.  

Per questi motivi abbiamo voluto  investigare la presenza/assenza di auto-anticorpi anti-OPN in 

pazienti con SM e verificare se essi si associano al quadro clinico della malattia. 

Inoltre gli esperimenti di Chabas et al dimostrano che la somministrazione di un vaccino a DNA, 

codificante per OPN, è in grado di aumentare il titolo degli anticorpi anti-OPN, e ciò indirizza verso 

la ricerca di protocolli di immunizzazione contro OPN. Per questo motivo la nostra ricerca è stata 

finalizzata alla valutazione del possibile uso degli autoanticorpi anti-OPN a scopi terapeutici 

attraverso la messa a punto di strategie atte ad antagonizzare degli effetti patogenetici di OPN nella 

SM. In particolare abbiamo voluto eseguire studi pre-clinici per valutare l’effetto di una 

vaccinazione attiva contro OPN, volta ad educare il sistema immunitario a produrre anticorpi 

neutralizzanti contro la molecola, e di un’immunizzazione passiva contro OPN, utilizzando un 

anticorpo neutralizzante.  

I risultati mostrati sono : 

i. La presenza di auto-anticorpi anti-OPN e’ stata valutata mediante un ELISA indiretto messo 

a punto nel nostro laboratorio, che si è avvalso della disponibilità dei reagenti la cui 

produzione è descritta nella prima parte della tesi. L’analisi effettuata sul siero di 107 

pazienti e 69 controlli ha mostrato livelli significativamente più elevati nei pazienti rispetto 

ai controlli (p<0.01). Tale dato è stato anche confermato in WB. Stratificando i pazienti 

sulla base della forma clinica è stato possibile associare i più alti livelli alle forme PP o ai 

pazienti SP con malattia attiva (p<0.01).  Abbiamo quindi valutato l’antigenicità della 

risposta anticorpale che si è dimostrata essere diversa fra pazienti e questo suggerisce che 

un’immunizzazione passiva personalizzata potrebbe essere in futuro proposta nella terapia 

umana. 

ii.  Per valutare l’uso di una vaccinazione anti-OPN come terapia, femmine C57BL/6 sono state 

vaccinate per quattro settimane con OPN cross-linkata ad ovalbumina prima dell’induzione 

dell’EAE. I risultati dimostrano che i topi vaccinati hanno prodotto auto-anticorpi contro 

OPN e che tali topi mostrano, rispetto ai topi di controllo, un decorso significativamente 

meno severo della malattia (p<0.01).  
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iii.  In collaborazione con il Prof. Sblattero, tramite screening di una libreria fagica anticorpale, 

abbiamo identificato due anticorpi anti OPN. Uno di essi ha mostrato in vitro attività 

neutralizzante OPN. Dati preliminari indicano che il trattamento con questo anticorpo è 

efficace nel migliorare i sintomi clinici della malattia nel topo. 
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3. INTRODUZIONE 
 

3.1 Aspetti generali dell’autoimmunità 

Una delle caratteristiche dell’immunità acquisita è la capacità di discriminare tra antigeni self e 

non-self, facendo in modo che si sviluppi una risposta immunitaria solo contro sostanze estranee 

all’organismo e favorendo la tolleranza verso gli antigeni autologhi (fenomeno noto come 

tolleranza al self).  

La tolleranza al self inizia durante lo sviluppo linfocitario quando i precursori dei linfociti B e T 

subiscono, rispettivamente nel midollo osseo e nel timo, un rigoroso processo di selezione clonale. 

Negli anni '60 si riteneva che la selezione negativa eliminasse tutti i linfociti autoreattivi e che le 

malattie autoimmuni fossero l’inevitabile conseguenza di errori in questo processo di delezione. In 

realtà i meccanismi di tolleranza centrale non sono sufficienti per eliminare tutti i linfociti 

potenzialmente autoreattivi dal momento che non tutti gli antigeni autologhi sono rappresentati a 

livello degli organi linfoidi centrali. A partire dalla fine degli anni ’70 sono state ottenute numerose 

evidenze sperimentali del fatto che linfociti autoreattivi maturi circolanti sono normalmente 

presenti nei soggetti sani. Poiché la presenza di queste cellule non porta inevitabilmente allo 

sviluppo di quadri autoimmuni, la loro attività deve essere regolata attraverso meccanismi 

tollerogenici attivi in periferia, come l’anergia e la delezione periferica.  

Inoltre, a livello periferico, linfociti debolmente autoreattivi possono essere regolati negativamente 

attraverso l’azione di citochine Th2 non infiammatorie prodotte da linfociti T differenziati 

(immunomodulazione) oppure attraverso l’azione di linfociti T regolatori capaci di esercitare una 

immunosoppressione dominante nei confronti dei linfociti autoreattivi. 

Un meccanismo di controllo dell’autoimmunità è, inoltre, rappresentato dalla naturale tendenza delle 

risposte immunitarie ad auto-limitarsi. Quando le cellule del sistema immunitario si attivano si ha 

l’espressione di geni coinvolti nella proliferazione e nelle funzioni effettrici dei linfociti, ma 

contemporaneamente si induce anche l’espressione dei geni che determinano l’apoptosi della gran 

parte dei linfociti attivati, fenomeno noto come “spegnimento della risposta immunitaria”. Questo 

processo è essenziale per garantire protezione nei confronti dell’autoimmunità: se i linfociti non 

vanno in apoptosi dopo che gli antigeni non-self sono stati eliminati, c’è il rischio che riconoscano 

per errore antigeni self. Tuttavia una piccola porzione di essi non muore ma permane come cellule 

memoria, importanti nelle successive stimolazioni da parte dello stesso antigene. 
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I sistemi di tolleranza al self, che normalmente proteggono ciascun individuo dai linfociti 

potenzialmente autoreattivi, possono in certi casi fallire. Questi fallimenti portano allo sviluppo di 

una risposta inappropriata del sistema immunitario contro tessuti self, fenomeno chiamato 

autoimmunità.  

I fattori che possono determinare il passaggio da una potenziale autoreattività alla malattia 

autoimmune sono molteplici, ed includono gli agenti infettivi, spesso di tipo virale, i fattori 

ambientali, il sesso e la perdita delle cellule regolatorie.  

Le infezioni possono scatenare la malattia attraverso vari meccanismi. La presenza, negli agenti 

infettivi, di antigeni simili ad antigeni self (fenomeno del “mimetismo molecolare”), può 

determinare una “cross-reattività” contro il self da parte della risposta anti-agente infettivo dopo che 

quest’ultimo è stato eliminato. Inoltre l’infezione può danneggiare i tessuti causando la liberazione 

di antigeni normalmente sequestrati, che non sono mai stati visti dal sistema immunitario e che sono 

quindi erroneamente riconosciuti come non self. Infine il processo infiammatorio cronico locale 

innescato dall’infezione nel tessuto, determina produzione di citochine e l’attivazione delle APC 

aumentandone la capacità di presentare gli antigeni e le capacità costimolatorie; la presenza di 

questo ambiente ipereattivo potrà permettere l’attivazione di linfociti T autoreattivi che non si 

sarebbero mai attivati in un contesto immunnologicamente a riposo. 

Anche i fattori ambientali contribuiscono allo sviluppo delle malattie autoimmuni anche se spesso il 

fattore ambientale scatenante resta ignoto. Inoltre, anche il sesso femminile è un fattore 

predisponente lo sviluppo di malattie autoimmuni: è stato dimostrato che la produzione massiva di 

estrogeni nella donna altera alcune funzioni dei linfociti B. Infine, anche alterazioni nel numero e 

nella funzionalità dei linfociti T regolatori CD4+CD25+ contribuiscono all’autoimmunità. 

Un difetto dell’apoptosi può favorire una risposta autoimmune in differenti modi. In primo luogo le 

cellule apoptotiche esprimono in membrana autoantigeni inusuali per una cellula normale, e il 

rallentamento della morte cellulare rende questi antigeni self più esposti nel tempo. Oppure 

alterazioni del processo apoptotico possono scatenare fenomeni necrotici che, a differenza 

dell’apoptosi, determinano la comparsa di reazioni infiammatorie che favoriscono la presentazione 

di antigeni autologhi al sistema immunitario.  

 

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

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

specifiche e quelle sistemiche. Nella malattie autoimmuni organo-specifiche, la risposta 

immunitaria è diretta contro un antigene bersaglio espresso selettivamente da un certo organo, per 

cui le manifestazioni della malattia sono in gran parte limitate ad esso, come per esempio nel 



14 
 

diabete mellito di tipo 1, nella sclerosi multipla (SM) e nella tiroidite di Hashimoto. Nelle malattie 

autoimmuni sistemiche la risposta è diretta contro antigeni bersaglio espressi ubiquitariamente e 

coinvolge quindi più organi e tessuti, come ad esempio nella sindrome autoimmune 

linfoproliferativa (il cui acronimo è APLS) e nel lupus eritematoso (LES). 

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogenetico, le malattie autoimmuni possono essere 

mediate da anticorpi oppure da cellule. Le prime comprendono malattie come le emocitopenie 

autoimmuni, causate da autoanticorpi contro vari tipi di cellule del sangue, oppure il lupus 

eritematoso sistemico, causato dalla deposizione in vari tessuti di immunocomplessi formati 

principalmente da anticorpi contro complessi DNA-istoni o RNA-ribonucleoproteine e i rispettivi 

autoantigeni. Fanno parte di questa categoria anche alcune malattie autoimmuni organo-specifiche 

causate da autoanticorpi capaci di esercitare un’attività agonista o antagonista sull'organo bersaglio; 

ad esempio nel morbo di Graves-Basedow anticorpi anti-recettore del TSH causano iperfunzione 

tiroidea, mentre nella miastenia grave anticorpi contro il recettore dell’acetilcolina inibiscono la 

trasmissione dell’impulso neuromuscolare. Le malattie autoimmuni cellulo-mediate sono una 

categoria in continua crescita e sono mediate principalmente da linfociti T helper di tipo Th1 e Th17 

e da linfociti T citotossici (Tc). Esempi di questo tipo di malattie autoimmuni sono il Diabete 

Mellito di tipo 1 oppure la Sclerosi Multipla in cui i linfociti T autoreattivi aggrediscono 

rispettivamente le cellule β del pancreas e la mielina del sistema nervoso centrale. In queste malattie 

si osserva spesso anche la produzione di autoanticorpi, che sono considerati utili marcatori dello 

sviluppo della malattia, ma questi sarebbero conseguenza del fenomeno dell’epitope spreading e 

avrebbero un modesto ruolo patogenetico. 

L’autoimmunità presenta una eziologia multifattoriale in cui diversi fattori genetici associati a 

fattori scatenanti (età, sesso, background genetico, esposizione a fattori infettivi e ambientali) 

concorrono ad aumentare la suscettibilità della malattia stessa [1]. 
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3.2 La Sclerosi Multipla (SM) 

3.2.1 Epidemiologia 

La SM è una malattia infiammatoria cronica del sistema nervoso centrale (SNC). Se si escludono i 

traumi, è la causa più frequentemente di disabilità neurologica nei giovani adulti. E’ più frequente 

nel sesso femminile, e il rapporto femmine/maschi varia da 1,9 a 3,1. L’esordio è raro prima 

dell’adolescenza situandosi in genere fra i 20 e i 45 anni, con un picco d’incidenza per età intorno ai 

30 anni. 

E’ diffusa in tutto il mondo, ma numerosi studi epidemiologici hanno evidenziato una 

disomogeneità nella sua distribuzione geografica. 

Si possono individuare zone ad alto rischio, con tassi di prevalenza uguali o superiori a 30 casi di 

SM definita per 100000 abitanti, comprendenti gli USA settentrionali, il Canada meridionale, 

l’Europa centro-settentrionale, l’Australia sud-orientale e la Nuova Zelanda; zone a medio rischio, 

con tassi compresi tra 5-25/100000, comprendenti l’Europa mediterranea, gli USA meridionale la 

popolazione bianca del Sud Africa;ed infine,zone a basso rischio, con tassi inferiori a 5/100000 

comprendenti Asia, Africa, gli stati settentrionali del Sud America e i Carabi. In Italia la prevalenza 

è di 20/100.000 con un numero totale di pazienti stimato di circa 50.000, con la più alta prevalenza 

in Sicilia e Sardegna. 

La causa della SM non è ancora stata chiarita e diversi studi suggeriscono si tratti di una malattia 

multifattoriale che dipende da fattori ambientali, genetici, immunologici. 

Il decorso della SM presenta caratteristiche variabili ed imprevedibili. Si distinguono tre tipi 

fondamentali di SM in relazione al decorso della malattia: 

a) nel 85% circa dei casi la malattia si presenta e procede per “poussée”. In questa forma 

definita a “ricadute e remissioni” (RR) vi sono recidive imprevedibili durante le quali 

appaiono nuovi sintomi oppure i sintomi già presenti diventano più severi. I sintomi 

neurologici, che sono la controparte clinica dei fenomeni infiammatori che portano alla 

rottura della barriera emato-encefalica e alla formazione di nuove lesioni, sono seguiti da 

una remissione completa o parziale che può durare mesi o anche anni. Dopo un periodo 

variabile dall’esordio, in genere 5-20 anni, nella maggior parte dei casi il decorso diventa 

progressivo, con o senza ricadute sovrapposte, configurando la forma “secondaria 

progressiva” (SP). 

b) SP: questa variante della SM viene considerata come un secondo stadio della malattia, 

poiché si presenta nella maggior parte dei pazienti con SM RR. Si osservano attacchi acuti 

isolati ma la regressione, in questo caso, non è completa e tra un attacco e l'altro l'invalidità 
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progredisce. Con il tempo il numero di attacchi acuti si riduce mentre il grado di invalidità 

aumenta progressivamente. 

c) In circa il 10% dei casi, la malattia mostra un accumulo progressivo di sintomi neurologici 

irreversibili definendo la forma “progressiva primaria” (PP), dovuta a meccanismi 

immunopatologici parzialmente distinti [2].Mancano gli episodici attacchi acuti, così come 

le remissioni. Solo occasionalmente si assiste a piccoli miglioramenti transitori. 

Accanto a queste forme ne troviamo altre due: la forma benigna e la forma progressivo-recidivante. 

La prima è caratterizzata da un recupero completo dopo uno o due recidive e non causa deficit 

permanenti. La diagnosi di una sclerosi di tipo benigno è molto difficile e può avvenire solo dopo 

10-15 anni dall’esordio dei primi sintomi; questa forma è associata a sintomi meno severi 

generalmente legati ad una alterazione della sensibilità; mentre la forma progressivo-recidivante 

caratterizzata da un decorso progressivo fin dall'esordio, con recidive seguite o meno da recupero. 

Gli intervalli tra una ricaduta e l'altra sono caratterizzati da una continua progressione della 

malattia, a differenza di una forma recidivante-remittente dove l'intervallo che intercorre tra due 

ricadute è privo di progressione. 

 

3.2.2 Fattori immunologici  

Un insieme di dati clinici e sperimentali supportano l’ipotesi che si tratti di una malattia a genesi 

autoimmune. In particolare, questa ipotesi si fonda sulle seguenti osservazioni: a) nel contesto delle 

lesioni demielinizzanti sono presenti cellule infiammatorie [3;4]; b) la suscettibilità alla malattia è 

legata a geni importanti per il controllo della risposta immunitaria [5]; c) il decorso della malattia 

può essere modificato da terapie immunomodulanti [6;7]; d) si riscontrano alterazioni immunitarie 

quali la presenza di anticorpi oligoclonali nel liquor [8]. Una delle indicazioni più attendibili in 

favore di questa ipotesi è costituita dalle analogie cliniche e neuropatologiche con l’encefalomielite 

autoimmune sperimentale (acronimo inglese, EAE) [9]. L’EAE viene indotta attivamente, 

immunizzando l’animale suscettibile con proteine della mielina, oppure passivamente attraverso il 

trasferimento adottivo di linfociti T encefalito-geni specifici per tali proteine [10;11]. E’ mediata 

dai linfociti T CD4+ reattivi verso un epitopo dominante della proteina basica della mielina (MBP) 

nell’ambito del complesso maggiore di istocompatibilità di classe II. 

Si pensa che queste cellule appartengano alla popolazione linfocitaria Th1, caratterizzata dalla 

secrezione delle citochine proinfiammatorie IL2, IFN-γ, TNF-α. Infatti, si ottiene un beneficio 

terapeutico in molti modelli animali di EAE bloccando la via di trasduzione mediata dal TNF-α e 

polarizzando le cellule verso un fenotipo Th2. 
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Nonostante ciò, recenti studi hanno dimostrato come l’EAE e la SM non siano un esempio di 

univoca risposta Th-mediata ma che il meccanismo alla base sia più complesso. Infatti topi 

knockout per IFN-γ o per TNF-α sviluppano comunque una EAE anche se con una suscettibilità e 

severità diverse dai topi wild-type [12;13]. Inoltre, un’altra citochina a cui è stato imputato un ruolo 

nelle sviluppo di questa malattia è IL-17. Nel 1999 infatti fu osservata la presenza di elevati livelli 

di tale molecola nel sangue e nel liquido cerebrospinale di pazienti SM. Recentemente sono stati 

pubblicati studi che dimostrano l’associazione tra lo sviluppo di placche demielinizzanti e 

l’accumulo di Th17 nel SNC e periferico; inoltre pazienti RR presentano elevati livelli di retinoic 

acid-related orphan nuclear hormone receptor C (RORC), noto fattore di trascrizione associato al 

differenziamento in senso Th17.  

Nell’uomo i risultati, ottenuti dall’analisi molecolare della risposta T contro la MBP, hanno 

evidenziato che numerose porzioni della proteina sono riconosciute, nell’ambito di diverse molecole 

del complesso maggiore di istocompatibilità, da molteplici famiglie del TCR. Tali risultati, che 

discordano da quanto osservato nella EAE in cui la risposta immune è diretta contro un epitopo 

immunodominante, probabilmente sono dovuti alla profonda differenza genetica tra i roditori di 

laboratorio (ceppi “inbred”) e l’uomo (specie “outbred”).  

Gli interventi sperimentali di terapia immunologica nell’uomo si sono focalizzati sul blocco dei 

cloni T CD4+ diretti contro le proteine della mielina, sulla polarizzazione verso un fenotipo Th2 o 

sul blocco della traduzione del segnale via TNF. Queste strategie molto efficienti nel classico 

modello EAE, non sono altrettanto valide nell’uomo ed a volte peggiorano il decorso della malattia. 

[14;15]. 

Anche i meccanismi umorali dell’immunità sembrano essere coinvolti nel danno neuronale. Nei 

pazienti con SM sono state documentate risposte anticorpali nei confronti della MBP, della 

glicoproteina associata alla mielina (MAG), della proteina proteo lipidica (PLP) e dell’α-B 

cristallina [16]. E’ corretto ricordare che, ogni iniziale risposta dei linfociti T verso un autoantigene, 

può scatenare successivamente una risposta più diversificata contro altri autoantigeni, un fenomeno 

noto come “epitope spreading”. 

L’importanza di una risposta umorale è indicata dalla presenza di immunoglobuline oligoclonali 

presenti nel liquor in più del 90% dei casi di SM pur non rappresentando una specificità di questa 

malattia dal momento che si possono trovare in molte altre patologie infiammatorie del SNC come 

anche infettive o autoimmuni. 
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3.2.3 Patogenesi 

E’ universalmente accettato che il sistema immunitario svolga un ruolo chiave nella patogenesi 

della sclerosi multipla. Le prime evidenze indicavano i linfociti T CD4+ come mediatori chiave 

nella patogenesi della malattia, grazie a studi condotti sul modello animale murino (EAE) [17]. E’ 

opinione comune che gli eventi iniziali dell’attivazione dei linfociti T avvengano in periferia dove i 

linfociti T incontrerebbero uno specifico autoantigene presentato da molecole del MHC-II in 

presenza di segnali costimolatori come B7-1 e B7-2 sulle cellule presentanti l’antigene. Queste 

cellule autoreattive potrebbero essere presenti a livello periferico come linfociti “quiescenti”, senza 

manifestare il proprio potenziale autoaggressivo. Uno stimolo esterno, quale una malattia infettiva, 

potrebbe attivare questi linfociti.  

Affinché possa iniziare una risposta immunitaria locale a livello del SNC, i linfociti T circolanti 

attivati in periferia devono attraversare la barriera ematoencefalica. 

Il processo di diapedesi attraverso questa struttura, implica una complessa interazione tra a) 

molecole di adesione, b) chemochine, c) proteasi in grado di alterare la membrana basale, la matrice 

extracellulare e di degradare la mielina [18]. 

Nella fase successiva, i macrofagi e la microglia giocano un ruolo chiave. Questi elementi agiscono 

come APC a livello locale, perpetuando la demielinizzazione immunomediata attraverso: a) la 

fagocitosi, b) il rilascio di citochine, c) l’attivazione di proteasi, d) il rilascio di mediatori tossici. La 

reazione infiammatoria perciò aggredisce la mielina a livello del SNC producendo prima 

demielinizzazione e poi danno assonale, che induce un  deficit neurologico irreversibile.  

Dati recenti dimostrano un importante ruolo dei linfociti CD8+ [19]; esiste infatti una significativa 

correlazione tra la presenza dei linfociti CD8+ ed il danno assonale nelle lesioni sclerotiche [20]. 

Resta ancora da definire come i linfociti CD8+ contribuiscano alla patogenesi della malattia. Studi 

su modelli animali hanno suggerito sia un ruolo da “mediatori” sia da “soppressori” 

dell’infiammazione. Nel primo caso, le cellule CD8+ danneggerebbero direttamente gli assoni, a 

seguito del riconoscimento degli epitopi presentati su MHC-I espressi in superficie dagli assoni 

stessi o indirettamente, distruggendo le cellule gliali che presentano epitopi di classe I, lasciando gli 

assoni esposti ad un’altra forma di infiammazione. Nel secondo caso invece, il loro ruolo di 

“soppressori” si esplicherebbe nel diretto riconoscimento di molecole di classe I sulle cellule CD4+ 

[21]. Il contributo dei linfociti CD8+ al danno assonale potrebbe essere determinato dal rilascio di 

“mediatori” chimici. 
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3.3 Osteopontina (OPN). 

3.3.1 Caratteristiche strutturali e funzionali 

OPN è una glicoproteina acida fosforilata a livello di diversi residui di serina ed è implicata in 

eventi fisiologici e patologici tra i quali il rimodellamento osseo, l’infiammazione, il cancro, 

l’angiogenesi, le patologie cardiovascolari e le malattie autoimmuni [22-25]. OPN esiste come 

proteina immobilizzata nella matrice extra-cellulare, ma anche come citochina solubile nei fluidi 

biologici, dove agisce come importante componente dei processi infiammatori e della risposta 

immunitaria [26;27]. 

Fu inizialmente identificata come la più abbondante sialoproteina presente nel tessuto osseo [28], 

ma è stata successivamente ritrovata anche nella placenta, nel rene, nel muscolo liscio e nei 

leucociti. 

OPN è secreta principalmente dagli osteoblasti e dagli osteociti, dalle cellule epiteliali renali, dalle 

cellule del muscolo liscio, dalle cellule endoteliali, ma è anche abbondantemente espressa dai 

linfociti T e B attivati (fu identificata come Early T-cells Activaction - Eta-1) dai monociti-

macrofagi, dalle cellule NK e dalle cellule dendritiche. 

OPN è codificata da un gene polimorfico formato da 7 esoni e 6 introni e localizzato nell’uomo sul 

cromosoma 4 (4q21-q25). Il suo peso molecolare varia tra 25 e 80 kDa in base alle modificazioni 

post traduzionali ai quali è sottoposta, tra cui glicosilazione, fosforilazione e clivaggio ad opera 

della trombina. In particolare, in seguito al taglio proteolitico operato dalla trombina, OPN espone 

la sequenza peptidica SVVYGLR importante per promuovere l’adesione delle cellule che 

esprimono le integrine α9 e α4. OPN subisce tagli proteolitici anche da parte delle MMP, in 

particolare della MMP-3 e della MMP-7. Inoltre, OPN possiede una sequenza tripeptidica 

“Arginino-Glicina-Aspartato” (RGD) a livello della quale può essere abbondantemente glicosilata. 

OPN attraverso il dominio RGD è in grado di interagire con le integrine α5β1, α8β1, αvβ1, αvβ3 e 

αvβ5, favorendo i meccanismi di adesione di linfociti T e B, macrofagi, piastrine, osteoclasti, e 

cellule del muscolo liscio. È stato dimostrato che il legame di OPN con l’integrina αvβ3 media la 

migrazione delle cellule endoteliali durante l’angiogenesi [29;30]. 

OPN è in grado di legare anche diverse isoforme di CD44, in particolare con CD44v6-7. CD44 è una 

proteina di membrana glicosilata coinvolta nell’adesione e nell’homing dei linfociti. Questa 

interazione media la funzione chemotattica di OPN, riduce l’espressione di IL-10 e IL-4, e favorisce 

la produzione di IL-12 [31;32]. Il legame di OPN sia con CD44 sia con le integrine polarizza i 

linfociti T verso una risposta Th1 [33].  

Sono state identificate tre isoforme di OPN che si generano in seguito a splicing alternativo: OPNa 

di 945bp che codifica per la proteina intera, OPNb di 903bp che presenta una delezione di 14 
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amminoacidi nell’esone 5 e OPNc di 864bp che presenta una delezione di 28 amminoacidi 

nell’esone 4 [34;35]. Inoltre, recentemente è stata identificata una forma intra-cellulare di OPN 

(iOPN) la quale viene generata a partire da un sito di inizio della trascrizione alternativo non-AUG, 

a valle di quello canonico, che determina la perdita del peptide segnale [36]. Il ruolo principale 

attribuito a iOPN è quello di inibire, da parte delle cellule dendritiche, la produzione di IL-27 

potente inibitore della produzione di IL-17 , favorendo quindi lo sviluppo di un fenotipo Th17 [37]. 

 

  

Rappresentazione schematica di OPN 

 

 

 

3.3.2 Ruolo nell’infiammazione 

Sebbene identificata nel 1985, il coinvolgimento di OPN nel processo infiammatorio e nella risposta 

immunitaria è stato descritto solo negli ultimi anni. Diversi mediatori dell’infiammazione, come 

TGF-α e IL-1, inducono la trascrizione di OPN attraverso l’attivazione di Protein Kinase C (PKC) 

[38].  

OPN è una molecola con un duplice ruolo, pro- ed anti-infiammatorio. Per ciò che riguarda la sua 

azione pro-infiammatoria agisce come agente chemoattrattivo, favorisce l’adesione dei macrofagi e 

modula la funzione di macrofagi e linfociti T in vitro [39]. È noto che OPN è prodotta dai linfociti T 

nelle prime fasi di attivazione e che recluta e attiva i macrofagi a livello del sito infiammatorio. In 

vivo, la somministrazione subcutanea di OPN induce il richiamo locale di macrofagi [40]; mentre il 

legame con il recettore CD44, a livello dell’estremità C-terminale, promuove la chemotassi e 

l’attivazione dei macrofagi stessi [41].  

OPN è coinvolta nell’infiltrazione macrofagica e linfocitaria in risposta a diversi stimoli in vivo ed è 

espressa dagli istiociti nei granulomi di varia natura come nella tubercolosi e nella sarcoidosi. Nel 

topo, OPN costimola i macrofagi, attivati da LPS, a produrre IL-12 ed inibisce la produzione di IL-
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10. In linea con quest’osservazione, topi knock-out per OPN rispondono ad infezioni normalmente 

caratterizzate da una risposta di tipo Th1 con una ridotta produzione di IL-12 e un’aumentata 

produzione di IL-10 [42;43]. 

OPN influenza anche la differenziazione dei linfociti T, favorendo la produzione di IFN-γ e 

l’espressione di CD40L [44]. Recentemente è stato dimostrato che OPN induce sopravvivenza dei 

linfociti T attivati, attraverso la regolazione dei fattori di trascrizione Forkhead Box O3A, (Foxo3a) 

e NF-κB [45;46]. 

La sua azione anti-infiammatoria è caratterizzata ma si pensa che OPN eserciti un effetto anti-

infiammatorio inibendo la produzione di ossido nitrico attraverso l’inibizione di iNOS [47;48]. 

Inoltre, recentemente è stato dimostrato che OPN ha un effetto anti-infiammatorio durante la 

seconda esposizione all’antigene in corso di episodi allergici [49]. 

 

3.3.3 Ruolo nei tumori 

OPN svolge un ruolo fondamentale anche nello sviluppo dei tumori esercitando i suoi effetti pro-

metastatici interagendo con le integrine e con CD44. L’interazione tra OPN e CD44 aumenta la 

formazione di foci, l’invasione e la tumorigenesi, attraverso la via del segnale mediata dalla 

proteina chinasi Rac. Diversi studi hanno dimostrato che OPN protegge le cellule tumorali 

dall’apoptosi attivando la via di sopravvivenza di fosfatidilinositolo3chinasi(PI3K)-Akt [50]. 

OPN è iper-espressa in diversi tipi di tumore tra i quali tumore della mammella, della prostata, 

osteosarcomi, glioblastomi e melanomi [51]. Topi knock-out per il gene di OPN mostrano una 

ridotta capacità di formare colonie in soft agar e una più lenta comparsa del tumore in vivo. Il 

silenziamento genico di OPN nel topo, mediante la tecnica della RNA interference, ha dimostrato 

una soppressione dello sviluppo dell’adenocarcinoma al colon sia in vitro che in vivo [42]. 

 

3.3.4 Ruolo nelle malattie autoimmuni 

Il ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni può essere in parte spiegato con la sua azione pro-

infiammatoria, che induce il reclutamento di leucociti nel sito di infiammazione e la polarizzazione 

in senso Th1 e Th17. Lo studio svolto su topi transgenici per OPN (OPN+/+), overesprimenti la 

citochina, ha evidenziato un accumulo nella cavità peritoneale di un particolare tipo di linfociti 

denominati B1, associati alla produzione di autoanticorpi e iper-gammaglobulinemia [53]. 

Elevati livelli di OPN sono stati rilevati nelle lesioni celebrali di pazienti affetti da SM. Inoltre, il 

topo knock-out per OPN sviluppa una forma più lieve di EAE, modello sperimentale della SM, con 

ricadute meno frequenti rispetto al topo wild-type [54]. OPN è una citochina chiave nell’EAE in 
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quanto ligando delle integrine αv regola l’attività degli oligodendrociti, principali responsabili del 

processo di rimielizzazione e favorisce la formazione della mielina [55]. 

Nell’artrite reumatoide (AR) l’espressione di OPN è elevata nei fibroblasti, nei macrofagi e nel 

liquido sinoviale, dove inibisce la produzione di ossido nitrico e di prostaglandina E2.  Il topo knock-

out per OPN mostra protezione dalla AR, confermando il ruolo di OPN nella patogenesi della 

malattia [56]. 

Inoltre, un possibile ruolo di OPN nello sviluppo di mallattie autoimmuni, potrebbe essere spiegato 

dal fatto che OPN è in grado di favorire lo sviluppo di un fenotipo Th17, coinvolto nella patogenesi 

della SM, del LES e dell’AR [57-59]. Dati recenti di letteratura hanno dimostrato come OPN sia in 

grado di favorire la produzione di IL-17, inibendo l’espressione di IL-27, noto inibitore di IL-17 

[60]. 

I ruoli svolti da OPN nello sviluppo dell’autoimmunità nell’uomo sono molteplici [61] e lo studio 

dei polimorfismi di OPN ha portato ad interessanti associazioni con alcune malattie autoimmuni.   

Analisi genetiche, condotte nel nostro laboratorio, a carico del gene di OPN, hanno identificato 

alcuni polimorfismi del 3’ UTR del gene che formano tre aplotipi (A, B e C). È stato dimostrato che 

i portatori degli aplotipi B e/o C presentano un rischio 8 volte maggiore di sviluppare ALPS, 

rispetto agli individui omozigoti AA . Nel caso della SM e del LES i portatori dei genotipi B e/o C 

presentano un rischio di sviluppare la malattia di 1.5 volte maggiore, rispetto ai portatori del 

genotipo AA [62;63]. L’incremento dei livelli di OPN è perciò da correlare alla frequenza del 

genotipo  non-AA, associato ad un aumento dell’espressione basale di tale citochina. Inoltre il 

nostro laboratorio ha dimostrato che i diversi aplotipi di OPN correlano con la progressione e la 

severità della SM; come misura della progressione vengono correlati pazienti che evolvono dalla 

forma RR alla SP entro i dieci anni dall’esordio della malattia (progressione rapida) e quelli che 

permangono nella forma RR oltre i 10 anni (progressione lenta); la percentuale dei soggetti che 

presentano una progressione lenta della malattia si è mostrata significativamente più elevata nei 

pazienti portatori del genotipo AA, rispetto ai  non-AA (85% vs 62%, p=0.022) [62].  

Il genotipo AA risulta quindi essere protettivo nei confronti sia dello sviluppo dell’ALPS che 

nell’SM.   

 

3.3.5 Ruolo nella Sclerosi Multipla  

Il ruolo di OPN nella genesi della Sclerosi Multipla è stata studiata estensivamente. OPN è stata 

identificata come la citochina più abbondante presente nelle lesioni demielinizzanti della SM. I 

livelli di trascritto di OPN nelle placche delle lesioni cerebrali di pazienti con SM risultano 

superiori di 5 volte rispetto ai controlli [64]. Livelli significativamente elevati della proteina si 
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ritrovano nel plasma di pazienti che presentano la forma RR della malattia mentre i livelli 

plasmatici di OPN nei pazienti con la forma PP e SP sono simili a quelli dei controlli sani [65]. 

Nel modello murino di EAE la somministrazione di rOPN a topi OPN-/- induce ricadute ricorrenti e 

un peggioramento della paralisi e dei deficits neurologici. Inoltre topi OPN-KO mostrano, rispetto 

ai topi wild type, un decorso della malattia significativamente più lieve, una maggiore velocità di 

ripresa, assenza di ricadute spontanee e una minore progressione nella forma SP [64;45]. Steinman 

L. e coll [66] hanno dimostrato che il legame di OPN all’integrina α4β1 previene la traslocazione 

nucleare del fattore di trascrizione forkhead box O3A (FOXO3A) bloccando la trascrizione di geni 

pro-apoptotici come BIM, BAK e BAX; inoltre OPN aumenta la degradazione di IκB-α con 

conseguente attivazione e traslocazione nucleare del fattore trascrizionale NF-κB che up-regola 

l’espressione di geni anti-apoptotici e di citochine di tipo Th1 e Th17. La somma degli effetti di 

OPN sui fattori trascrizionale FOXO3A e NF-κB porta, pertanto, alla sopravvivenza dei linfociti T 

autoreattivi. Questi risultati suggeriscono che OPN possa modulare l’eliminazione per apoptosi di 

linfociti infiltrati e di cellule infiammatorie nelle lesioni cerebrali di SM. 

OPN potrebbe avere un ruolo nel reclutamento dei linfociti autoreattivi verso i tessuti cerebrali 

infiammati attraverso la membrana ematoencefalica. Infatti OPN è un membro delle Sibling (small 

integrin-binding ligand, N-linked glycoproteins) proteins [67] ed è secreta ad elevati livelli nella 

matrice extracellulare perivascolare durante l’induzione dell’EAE. I linfociti T esprimono 

l’integrina α4β1 (anche nota come VLA4), che permette loro di legare Vascular Cell Adhesion 

Molecule 1 (VCAM1) e osteopontina espresse dalle cellule endoteliali che circondano le venule. I 

linfociti T possono quindi andare incontro a diapedesi e attraversare la matrice extracellulare per 

entrare, infine, nel Sistema Nervoso Centrale. Qui la secrezione di citochine, OPN e altre molecole 

da parte dei linfociti T e della APC danneggia gli oligodendrociti che producono la mielina. Inoltre 

plasmacellule autoreattive possono produrre anticorpi mielina-specifici che danneggiano 

ulteriormente la guaina mielinica.    

 

Anticorpi diretti contro le catene α4 o β1 possono bloccare il legame dei linfociti T umani 

all’endotelio cerebrale infiammato e inibire l’insorgenza dell’EAE [68;69]. Queste evidenze 

sperimentali hanno portato alla sviluppo di un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro 

l’integrina α4β1 (Natalizumab), attualmente in fase III della sperimentazione clinica. La 

somministrazione mensile del Natalizumab per un periodo di almeno due anni ha mostrato 

riduzione della frequenza delle recidive e delle lesioni nei due terzi dei pazienti trattati [70;71]. 

OPN è in grado di legare l’integrina α4β1 solo dopo aver subito un taglio proteolitico ad opera della 

Trombina, che permette la formazione di due porzioni N-e C-terminale di uguale peso molecolare. 
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Il frammento N-terminale si caratterizza per l’esposizione di due siti criptici di legame per 

l’integrina α4β1. 

 

Il ruolo di OPN nella patogenesi della SM è supportata dalla scoperta di Chabas per cui i topi privi 

di OPN sono resistenti all’EAE progressiva e mostrano frequenti remissioni. Tuttavia è interessante 

notare che l’immunizzazione del topo con un plasmide codificante per OPN aumenta la produzione 

di anticorpi contro OPN e migliora il corso cronico dell’EAE se somministrato prima dell’induzione 

della malattia. L’induzione dell’EAE è di per se in grado di indurre la produzione di anticorpi anti-

OPN e aumenta la risposta anti-OPN indotta dalla vaccinazione a DNA. [72]  
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3.4 I vaccini nelle malattie autoimmuni 

I vaccini si propongono di indurre risposte immunitarie effettrici e/o di memoria contro l’antigene 

in esame per proteggere l’organismo dal corrispondente agente infettivo, oppure di indurre una 

risposta effettrice contro antigeni tumorali nel corso di neoplasie. Nelle malattie autoimmuni sono 

stati ad oggi valutati, in modelli animali, due tipi di vaccini. Il primo tipo sfrutta i linfociti T 

autoreattivi o gli epitopi da loro riconosciuti, per indurre una risposta inibitoria, o autoantigeni 

combinati con adiuvanti in grado di scatenare una risposta regolatoria piuttosto che una effettrice 

[73]. Tuttavia, quando riportati nell’uomo, questi modelli risultano scarsamente efficaci, 

probabilmente perché linfociti autoreattivi e autoantigeni sono molto più eterogenei rispetto a quelli 

dei rispettivi modelli sperimentali.  

Un secondo tipo di vaccino è usato per indurre risposte contro le citochine coinvolte nel danno 

autoimmune. Il razionale dell’utilizzo di questi vaccini si basa sul fatto che autoanticorpi contro 

citochine pro-infiammatorie sono stati individuati in diverse malattie autoimmuni, e si pensa 

neutralizzino l’aggressione autoimmune. Questi anticorpi, benché diretti verso antigeni self non 

sono patogenetici, come indicato dal fatto che essi sono generalmente presenti, seppur a bassi 

livelli, nel siero di individui sani [74-76]. Infatti, a differenza di quanto accade per i linfociti T, 

linfociti B capaci di secernere anticorpi anti citochine self possono essere presenti in circolo anche 

in condizioni di salute perché non sono sottoposti a selezione negativa (fenomeno conosciuto come 

ignoranza al self) [77]. Tuttavia la capacità del sistema immunitario di aumentare il titolo di questi 

anticorpi in risposta a eventi patofisiologici è limitata dall’assenza di corrispondenti linfociti T 

helper, e questo rende necessaria l’induzione di tali anticorpi mediante immunizzazione. Diversi 

studi hanno dimostrato che vaccini a DNA codificanti per citochine infiammatorie (TNFα, IL-12, 

IL-17, e IL-18) [2;78;79] stimolano la risposta anti-citochina e sono efficaci in diversi modelli 

animali di malattie autoimmuni. Tuttavia i vaccini a DNA sollevano diversi dubbi circa la sicurezza 

per la salute, per il rischio di sviluppare tumori (dati dall’integrazione del plasmide in 

protoncogeni), o malattie autoimmuni (aggressione delle cellule trasfettate) o, in particolare quando 

il bersaglio sono citochine pro-infiammatorie, l’aumento di suscettibilità ad infezioni.  

Per questo motivo è preferibile utilizzare metodiche di immunizzazione attiva basate sull’utilizzo 

della citochina di interesse, modificata in modo da aumentarne l’immunogenicità e somministrata 

insieme a una proteina carrier in grado di rompere la tolleranza immunologica dei linfociti B e di 

indurre la produzione di elevati livelli di anticorpi neutralizzanti. Questa strategia di vaccinazione 

offre il vantaggio di determinare la produzione di una risposta efficace duratura nel tempo, che può 

essere mantenuta attraverso iniezioni di richiamo successive. Essa risulta pertanto utile nel 

trattamento di malattie croniche.  
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Una strategia alternativa finalizzata ad antagonizzare gli effetti patogenetici di una citochina è 

costituta dalla somministrazione di anticorpi neutralizzanti per via esogena. Diversi farmaci 

biologici, basati sul trasferimento passivo di anticorpi monoclonali, sono già utilizzati nella pratica 

clinica per il trattamento di neoplasie e malattie autoimmuni. Questa strategia di immunizzazione ha 

lo svantaggio di non essere in grado di indurre una memoria immunologica, e pertanto 

somministrazioni frequenti sono richieste per mantenere il titolo anticorpale a livelli terapeutici. 

Questo, sommato al fatto che le immunoglobuline chimeriche presentano un certo grado di 

immunogenicità, porta alla produzione di anticorpi anti-anticorpo, con conseguente perdita degli 

effetti benefici. La struttura modulare degli anticorpi e lo sviluppo delle metodiche di ingegneria 

genetica offrono la possibilità di agire sulle caratteristiche cliniche degli anticorpi al fine di 

ottimizzarne le proprietà terapeutiche. Inoltre l’immunizzazione passiva rappresenta una strategia di 

immunizzazione sicuramente maneggevole e offre l’importante vantaggio di poter essere interrotta 

in caso di reazioni avverse.  
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4. SCOPO DELLA TESI 
 

Lo scopo generale di questa tesi è stato quello di studiare il ruolo di OPN e di anticorpi anti-OPN 

nella patogenesi della SM. In particolare abbiamo voluto: 

 

1. studiare il ruolo dei due frammenti generati di OPN generati dal taglio della Trombina; 

questo può fornire informazioni per la produzione di nuovi farmaci e garantire approcci 

terapeutici diversi;  

2. cercare la presenza di anticorpi anti OPN nei pazienti con SM e correlarli con lo stato di 

malattia al fine di valutare il loro possibile uso come marcatori diagnosti e/o prognostici. 

Inoltre abbiamo voluto effettuare studi preclinici in vivo volti ad antagonizzare gli effetti 

patogenetici di OPN nel modello murino dell’EAE 
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5. MATERIALI E METODI 
 

5.1 Clonaggio delle proteine ricombinati  

I costrutti umani di OPN (OPNwt; OPN N-terminale e OPN C-terminale) erano già presenti nel 

nostro laboratorio clonati nel vettore di espressione pcDNA3.1Hygro. Il  cDNA corrispondente a 

ciascun costrutto è stato inserito tramite PCR fuso al tag di sei istidine nel vettore pUCOE; tale 

vettore permette di ottenere un’espressione massiva della proteina se trasfettata in un sistema 

eucariotico. 

 

I primers utilizzati per l’amplificazione sono i seguenti: 

Per i costrutti OPNwt e OPN C-terminale 

Primer forward: MiniBody BsiWI 

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGGGCTGGAGC3’ 

Primer reverse: OPN6xHisAscI 

5’ACGTGGCGCGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATG ATTGACCTCAGAAGATGC3’ 

 

Per il costrutto OPN N-terminale 

Primer forward: MiniBody BsiWI 

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGGGCTGGAGC3’ 

Primer reverse: OPN His N rev 

5’ACGTGGCGCGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATG AGAACCACCACCACCCCTCAGTC

CATAAACCACAC 3’ 

 

Per i costrutti murini di OPNwt e OPN C-terminale 

Primer forward: MiniBody BsiWI 

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGGGCTGGAGC 3’ 

Primer reverse: MsOPN6xHisAscI 

5’ACGTGGCGCGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATG GTTGACCTCAGAAGATGAACTC 

3’ 

Per il costrutto murino di OPN N-terminale 

Primer forward: MiniBody BsiWI 

5’ACGTCGTACGTGCCACCATGGGCTGGAGC 3’ 

Primer reverse: MsOPN His N rev 
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5’ACGTGGCGCGCCTTAGTGATGGTGATGGTGATG AGAACCACCACCACCCCTCAGTC

CATAAGCCAAGC 3’ 

 

Il primer forward presenta il sito di restrizione per l’enzima BsiWI (evidenziato in rosso) ed il 

primer reverse il sito di restrizione per l’enzima AscI (evidenziato in blu). In grassetto è evidenziata 

la  sequenza codificante per le sei istidine. 

 

Per produrre i costrutti mutati nel sito di taglio della trombina è stato necessario scomporre il cDNA 

di OPN in due pezzi, sfruttando la presenza di un sito unico di restrizione in prossimità degli aa da 

mutare. Sono stati disegnati due primers con orientamento forward specifici (uno per la molecola 

umana e uno per quella murina) mutati nelle triplette codificanti per gli aa desiderati. Tali primers 

sono stati utilizzati in una reazione di PCR con i primers revers che appaiano al 3’ di OPN. Il 

pezzetto wild-type mancante è stato ottenuto per restrizione enzimatica. In particolare i primers 

utilizzati sono stati: 

Per il costrutto OPN Mutata 

Primer forward OPN mut Nde For 

5’  GGAATTCCATATGATGGCCGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGACTGAGCTTT AA  

ATCTAAGAAGTTTCGC  3’  

Primer reverse: OPN6xHisAscI 

Per il costrutto murino di OPN Mutata  

Primer forward MsOPN mut EagI For 

5’  CCAACGGCCGAGGTGATAGCTTGGCTTATGGACTGAGCTTT AAGTCTAGGAGT 

TTCCAG  3’ 

Primer reverse: MsOPN6xHisAscI 

 

Per gli anticorpi anti-OPN  

Il cDNA corrispondente a ciascun costrutto è stato inserito tramite PCR nel vettore pHYGRO 

ingegnerizzato dal laboratorio del prof. Sblattero che consente di ottenere un prodotto di fusione 

con il dominio CH2 e CH3 delle IgG1 umane. 

In particolare sono stati utilizzati i seguenti primers: 

Primer forward: BsiwI sense 

5’  ACGTCGTACGTGCCACCATGGGCTGGAGC  3’ 

Primer reverse: AscI anti-sense 

5’  ACGTGGCGCGCCTTAAGTACTATCCAGGCCCAG  3’ 
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Ciascun amplificato è stato purificato con Exo-SAP-IT (GE Healthcare) e sequenziato per escludere 

la presenza di mutazioni mediante ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). 

 

1-3 µg di DNA plasmidico (pcDNA3.1 Hygro-FcHuman, Invitrogen, San Diego, CA) e di cDNA 

codificante per OPN sono stati digeriti per 2 ore a 37°C, in presenza degli enzimi di restrizione alla 

concentrazione di 1-2 U di enzima /µg DNA. I frammenti di DNA digeriti e purificati sono stati 

sottoposti alla reazione di ligazione usando l’enzima T4 DNA ligasi (Invitrogen) secondo le 

indicazioni fornite dalla ditta.  

I prodotti della ligazione sono stati trasformati in batteri competenti del ceppo E. Coli JM109 

(Promega Corporation, Madison, USA) mediante shock termico.  

Per la preparazione dei plasmidi è stato utilizzato il kit di estrazione QIAGEN Plasmid Midi 

(QIAGEN), seguendo il protocollo fornito dal kit. Il DNA è stato recuperato in H2O e quantizzato 

allo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 260nm-280nm. 

 

5.2 Prova di tossicità 

Cellule CHO-s sono state piastrate in piastra multi well da 48 pozzetti alla concentrazione di 5x104 

cellule in 200 µl di terreno Pro CHO5 (Lonza) in presenza di dosi crescenti di igromicinaB e 

incubate a 37°C in atmosfera umidificata, al 5% di CO2. La concentrazione di igromicinaB  

necessaria per avere il 50% di mortalità a 48 ore di incubazione è stata fissata a 0,2mg/ml. Tale 

concentrazione è stata poi utilizzata per ottenere cloni trasfettati stabilmente.   

 

5.3 Trasfezione di cellule CHO-s e produzione di cloni stabili 

Il giorno prima della trasfezione le cellule CHO-s sono state seminate in multi well da 48 pozzetti in 

1ml di terreno CHOS-SFMII (Invitrogen) alla concentrazione di 0,5x106 cellule/ml e incubate a 

37°C in atmosfera umidificata, al 5% di CO2.  La trasfezione è stata eseguita utilizzando il reagente 

FreeStyle MAX Reagent (Invitrogen), secondo le istruzioni fornite dalla ditta. La presenza dei 

ciascuna proteina ricombinante nel surnatante di coltura è stata verificata mediante Western 

Blotting dopo 72h di coltura.  

Dopo aver verificato mediante Western Blotting l’avvenuta trasfezione, le cellule sono state poste in 

selezione con 0,2 mg/ml di igromicinaB, ovvero la quantità di antibiotico scelta nel test di 

citotossicità effettuato su cellule non trasfettate. Le cellule sono state espanse in terreno selettivo 

per 2 giorni e poi sono state contate e seminate, in terreno selettivo, in multiwell da 96 pozzetti in 

modo da avere 1-2cellule/pozzetto in 200µl di terreno. Dopo circa 3 settimane sono risultati visibili 
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alcuni cloni cellulari, il cui surnatante di coltura è stato testato per Western Blotting per verificare la 

presenza della proteina ricombinante.  

 

5.4 Western Blotting 

Surnatanti di coltura dei cloni stabili di cellule CHO-s, sono stati raccolti e analizzati mediante 

Western Blot per la presenza della relativa proteina ricombinante. 

I campioni ottenuti sono stati caricati su gel  SDS-PAGE al 10% di acrilammide secondo protocollo 

standard (Current Protocols in Molecular Biology). I campioni sono stati quindi trasferiti su filtro di 

nitrocellulosa (Hybond-C Extra, GE Healthcare, Piscataway, NY, USA) per 1,5h a 100V in 

tampone di trasferimento (Tris base 3g/l, Glicina 14,4 g/l, SDS 1 g/l, Metanolo 10%). La 

nitrocellulosa è stata saturata con una soluzione di 5% di latte in TBS-T (Tris Base 24,2 g/l, NaCl 

80 g/l ph 7,6 0,1% Tween-20), e quindi incubata 16 ore a 4°C con i seguenti anticorpi:  Tetra-His 

Antibody (Qiagen) diretto contro il tag di 6 istidine, SPP1 Polyclonal Antibody (Thermo Scientific) 

diretto contro un epitopo C-terminale di OPN, Polyclonal anti-Osteopontin Antibody (Millipore) 

diretto contro un epitopo di OPN N-terminale.Per la rilevazione degli anticopri anti-OPN è stato 

utilizzato un anticorpo diretto verso il tag SV5, gentilmente fornitoci dal laboratorio di Biologia 

Applicata gestito dal Prof. Sblattero. Successivamente il filtro di nitrocellulosa è stato incubato per 

1h con anticorpo secondario coniugato ad HRP. Dopo 3 lavaggi in TBS-T, il filtro è stato incubato 

con i substrati specifici per chemioluminescenza (ECL Western Blotting Detection Reagents, GE 

Healthcare), ed il segnale luminoso emesso dalla reazione è stato utilizzato per impressionare i film 

da autoradiografia.  

 

5.5 Coltura di cellule CHO-s ad alta densità 

Le cellule sono state coltivate in terreno specifico CHO-S-SFMII (Invitrogen) addizionato di 1% 

penicillina, streptomicina e gentamicina. 1,5x106cellule/ml sono state seminate nella camera interna 

del CELLine™ in un volume finale di 15 ml di terreno e coltivate a 37°C in atmosfera umidificata 

al 5% di CO2, mentre il compartimento esterno è stato riempito di terreno.  Le cellule sono state 

raccolte due volte alla settimana e il surnatante contenente la proteina ricombinante di interesse è 

stato raccolto in seguito a centrifugazione a 1500 rpm per 10 minuti e sottoposto a cromatografia 

per affinità.  

 

5.6 Purificazione proteica 

La purificazione delle proteine fuse al 6xHis tag è stata eseguita mediante cromatografia per affinità 

su colonna con resina al nichel Ni-NTA Resin (Qiagen) in un buffer costituito da 5omM NaH2PO4 
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pH8.0, 300mM NaCl, 10mM imidazolo.  L’eluizione della proteina è stata effettuata in elution 

buffer (5omM NaH2PO4 pH8.0, 300mM NaCl, 250mM imidazolo). 

La purificazione degli anticorpi anti-OPN è stata effettuata mediante cromatografia per affinità su 

protein A-Sepharose (GE Healthcare). La proteina è stata eluita mediante Glicina 0,1M pH2,7  e 

neutralizzata con 20% vol/vol di Tris Base 2M. 

Le proteine purificate sono state dializzate ON contro PBS1X e quantizzate mediante densitometria 

su gel di Coomassie. 

 

5.7 Digestione enzimatica con trombina 

5µg di rhOPN-6xHis e rhOPN Mut-6xHis sono stati sottoposti a digestione con 0,1U di Trombina 

(Calbiochem) mediante incubazione per 1h a 37°C in un buffer costituito da 20mM Tris HCl pH7.6, 

80mM NaCl e 2mM CaCl2. 300µg del prodotto della digestione enzimatica sono stati caricati su gel 

di poliacrilammide e analizzati mediante western blotting effettuato con anticorpi diretti verso la 

porzione N- o C-terminale di OPN o contro il tag 6xHis. 

 

5.8 Saggio ELISA 

La capacità di ciascuno degli anticorpi anti-OPN di riconoscere la molecola ricombinante verso cui 

era stato selezionato è stata testata mediante un test ELISA diretto. A questo scopo 2µg/ml della 

proteina rhOPN-6xHis/ rhOPN N-ter-6xHis/rhOPN C-ter-6xHis purificata sono stati adsorbiti su 

piastre ELISA mediante una incubazione overnight a 4°C. Ogni pozzetto è stato saturato con PBS-

0,05%Tween e incubato per 1h a temperatura ambiente con ciascun minibody. Il legame è stato 

visualizzato mediante l’impiego di un anti-human coniugato HRP (BIO-RAD). La reazione è stata 

visualizzata con TMB (Tetramethyl Benzidine) (Sigma) e l’assorbanza letta a 450nm mediante 

BS1000 SpectraCount (Packard).  

  

5.9 Separazione su gradiente di cellule mononucleate da sangue  periferico (PBMC) 

Per la separazione dei PBMC è stato utilizzato sangue di donatori sani ottenuto da una sacca di 

sangue concentrato (Buffy coat) proveniente dal centro trasfusionale AVIS di Novara. Il sangue è 

stato diluito con PBS 1X, stratificato su Ficoll-Hypaque (Lympholyte-H, Cederlane Laboratories 

Hornby, Ontario, Canada) e centrifugato a 1800 rpm per 30 minuti.  

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI 1640 (Gibco) addizionato di 1% L-Glutammina, 

Antibiotici (Penicillina, Streptamicina, Gentamicina) e 10% FBS. 
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5.10 Separazione di linfociti T CD4+ e monociti daPBMC 

Per la purificazione dei linfociti T CD4+ e dei monociti è stato utilizzato un kit commerciale 

(Milteniy-Biotec, Germany), il quale permette di effettuare una selezione negativa purificando solo 

la popolazione cellulare d’interesse, sfruttando anticorpi biotinilati successivamente coniugati ad 

anticorpi anti-biotina, legati a biglie magnetiche. Le cellule marcate ritenute nella colonna sono 

state eliminate, mentre le cellule non marcate di nostro interesse sono state eluite. La purezza delle 

cellule è stata valutata per mezzo di analisi immunofenotipiche ed è risultata sempre superiore al 

95%. 

 

5.11 Saggi funzionali 

I linfociti T CD4+ e i monociti sono stati utilizzati per valutare la capacità delle proteine 

ricombinanti da noi prodotte di indurre la secrezione di citochine. In particolare i  linfociti T CD4+ 

sono satti saggiati per la produzione di IFN-γ e IL-17, mentre i monociti per la produzione di TIMP-

1. Gli effetti delle proteine ricombinanti da noi prodotte sono stati confrontati con quelli indotti 

dalla proteina rhOPN commerciale (R&D Systems).  

I linfociti T CD4+ sono stati piastrati alla concentrazione di 1x105 cellule/pozzetto in 100µl e in 

presenza di 1µg/mL di anticorpo anti-CD3 (clone OKT3) e di 1µg/mL di anti-CD28, 

precedentemente adesi alla piastra di coltura. Le cellule sono state stimolate o meno con 1 µg/ml 

delle molecole ricombinanti intere o di quantità equimolari delle proteine corrispondenti ai 

frammenti generati dal taglio della trombina. La secrezione della citochina nel surnatante è stata 

valutata dopo 24h di coltura, mediante il kit ELISA Human IFN-gamma Cytokine (BioLegend, San 

Diego, CA,USA) seguendo il protocollo fornito dalla ditta. 

Al fine di valutare la produzione di IL-17, i linfociti T CD4+ sono stati attivati in presenza di 

1µg/mL di anti-CD3 e 1µg/mL di anti-CD28, su una piastra da 96 pozzetti a fondo tondo. Le cellule 

sono satte seminate alla concnetrazione di  0,1x105 cellule/pozzetto in 200 µl di terreno RPMI1640 

al 10% di FBS con aggiunta di IL-6 (20 ng/ml) e IL-1β (10 ng/ml), citochine note indurre la 

produzione di IL-17, in presenza o meno di 1 µg/ml delle rhOPN corrispondenti alla molecola 

intera, o di quantità equimolari dei frammenti N- e C-terminale. Ogni condizione è stata eseguita in 

triplicato. I surnatanti sono stati raccolti al 5 giorno di coltura e saggiati per la produzione di IL-17 

mediante il kit ELISA DuoSet IL17 (R&D Systems).   

Per valutare la produzione di TIMP-1 0,1x105 di monociti sono stati seminati in una piastra da 96 

pozzetti a fondo piatto in 100 µl di terreno RPMI 1640 + 10% di FBS in presenza o meno delle 

diverse forme di OPN e lasciati incubare per 48 ore. La stimolazione è stata effettuata utilizzando 

1µg/ml di rhOPN e quantità equimolari dei frammenti N- e C-terminali. Al termine della 
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stimolazione, i surnatanti delle colture sono stati raccolti e saggiati per la presenza di TIMP-1 

utilizzando il kit ELISA DuoSet TIMP-1 (R&D Systems). 

 

5.12 Saggio di morte cellulare 

L’AICD  (Activation Induced Cell Death) è stata valutata su linfociti T purificati da PBMCs e 

attivati con 1 µg/ml PHA (Sigma-Aldrich) al giorno 0. Le cellule sono state coltivate per 6 giorni in 

terreno RPMI 1640 (Gibco) addizionato di 1% L-Glutammina, 1% Penicillina, Streptamicina, 

Gentamicina, 10% FBS in presenza di 2U/ml di Interleuchina (IL)-2 (Sigma-Aldrich). Al sesto 

giorno di coltura 5x104 linfociti T sono stati seminati in presenza di 10 µg/ml di anti-CD3, in 

terreno RPMI 1640 + 5% FBS + 1U/ml IL-2 in presenza o assenza di 1 µg/ml di rhOPN (R&D 

Systems) o di quantità equimolari delle molecole ricombinanti home-made e coltivati per 18 ore. 

Per gli esperimenti di inibizione della funzione di OPN la stimolazione è stata effettuata in presenza 

di 10µg/ml del minibody. Le cellule vive sono state contate sfruttando la loro incapacità di 

incorporare il colorante Blue di Tripano. Il saggio è stato condotto in triplicato e i risultati sono 

espressi come % di sopravvivenza cellulare così calcolata: (totale delle cellule vive in ogni pozzetto 

del saggio/totale delle cellule vive in ogni rispettivo pozzetto di controllo) X 100. 

 

5.13 Pazienti 

Tutti i pazienti sono stati arruolati dalla clinica Neurologica dell’Università del Piemonte Orientale 

di Novara. I controlli sani sono stati scelti in base alla provenienza geografica, all’età e al sesso. Lo 

studio è stato approvato dal comitato etico dell’Ospedale Maggiore della Carità e i pazienti hanno 

dato per iscritto il loro consenso informato. 

 
5.14 Ricerca nell’uomo di autoanticorpi anti-OPN 

La ricerca di autoanticorpi anti OPN è stata effettuata sia mediante Western blotting che mediante 

ELISA. 

Per il Western Blotting, 200ng di rhOPN sono stati sottoposti a SDS-PAGE e trasferiti su filto di 

nitrocellulosa(Hybond-C Extra, GE Healthcare, Piscataway, NY, USA) per 1,5h a 100V in tampone 

di trasferimento (Tris base 3g/l, Glicina 14,4 g/l, SDS 1 g/l, Metanolo 10%). La nitrocellulosa è 

stata saturata con una soluzione al 5% di latte in TBS-T (Tris Base 24,2 g/l, NaCl 80 g/l ph 7,6 

0,1% Tween-20), per 1h a temperatura ambiente e successivamente incubata con il siro di pazienti 

con SM o di controlli sani, diluiti 1:40 in TBS-T+5% latte. La presenza di anticorpi nel siero è stata 

rilevata mediante l’utilizzo di un anticorpo anti-human coniugato con fosfatasi alcalina, e 

visualizzata in seguito all’aggiunta del substrato NBT/BCIP Stock Solution (18.75 mg/ml Nitro 
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blue tetrazolium chloride and 9.4 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidine salt in 

67% DMSO (v/v)) diluito 1:50 in AP Buffer (0.1 M Tris-HCl, pH 9.5, 0.1 M NaCl, 0.05 M 

MgCl2). La reazione è stata bloccata mediante l’aggiunta di acqua distillata.  

 

La quantizzazione del titolo degli auto anticorpi anti-OPN è stata valutata mediante un ELISA 

indiretto in cui 200ng della rhOPN sono stati adsorbiti su piastre ELISA mediante una incubazione 

overnight a 4°C. Ogni pozzetto è stato saturato con PBS-0,05%Tween e incubato per 1h a 

temperatura ambiente con in siero di ciascun paziente o controllo diluito 1:40 in PBS-0,05%Tween. 

La presenza degli auto anticorpi è stata rilevata mediante l’impiego di un anti-human coniugato 

HRP (BIO-RAD). La reazione è stata visualizzata con TMB (Tetramethyl Benzidine) (Sigma) e 

l’assorbanza letta a 450nm mediante BS1000 SpectraCount (Packard).  

 

5.15 Induzione dell’EAE 

L’induzione dell’EAE è stata eseguita in topi femmine C57B/6 di 8 settimane (Harlan 

Laboratories). Il protocollo ha previsto la somministrazione in tre iniezioni sottocutanee di 0,1ml di 

emulsione contenente 300µg di peptide MOG 35-55 in adiuvante incompleto di Freund, integrati 

con 500µg di Mycobacterium tuberculosis ucciso con il calore. L'immunizzazione con MOG 35-55 

è stata seguita da somministrazione intravenosa di 400ng di tossina pertussica (Sigma-Aldrich) al 

giorno 0 e dopo 48 ore. I topi sono stati valutati ogni giorno dopo l’induzione per valutarne il peso e 

lo score clinico valutato su una scala con punteggi da 1 a 5 (0, nessun segno clinico, 1, perdita di 

tono della coda; 2, andatura barcollante; 3, paralisi degli arti posteriori; 4, paralisi degli arti 

posteriori e anteriori e 5, morte). Sono stati valutati l’esordio e il punteggio massimo della malattia 

espresso come media dei punteggi dei singoli topi ± DS. Inoltre, è stata valutata la produzione degli 

anticorpi anti-OPN nel siero sia prima che dopo l’induzione dell’EAE con lo stesso saggio ELISA 

utilizzato per valutare la presenza di auto-anticorpi anti OPN nel siero umano. 

 

5.16 Preparazione del vaccino contro OPN 

OPN murina è stata cross-linkata ad ovalbumina al fine di aumentarne l’immunogenicità. Il legame 

è avvenuto in buffer fosfato 0,1M pH6 in presenza di 20mM di gluteraldeide. Le proteine sono state 

poste a interagire in un rapporto molare di 1:2 e incubate per 3h in agitazione a temperatura 

ambiente, e successivamente over-night a 4°C. L’avvenuto cross-linking è stato verificato mediante 

Western blot decorato con anticorpo anti OPN murina: Polyclonal anti-Osteopontin Antibody 

(Millipore), e con un anticorpo anti-OVA: Rabbit anti-OVA (Immunology Consult Laboratory)  
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5.17 Immunizzazione attiva  

10 µg del complesso OPN-OVA risospesi in 50µl di buffer glicina 0,15M pH5.7 e 50µl di adiuvante 

incompleto di Freund sono stati iniettati sotto cute 1 volta alla settimana per 4 settimane in topi 

femmine C57BL/6 prima dell’induzione dell’EAE. Gli animali sono stati seguiti giornalmente per 

valutare l’incidenza della malattia, gli score clinici e la presenza di una risposta anti-OPN. 

 

5.18 Immunizzazione passiva 

50µg del minibody anti-OPN o del controllo isotipico (Sigma Aldrich) diluiti in 100µl di PBS sono 

stati inoculati intraperitoneo a topi femmine C57B/6 i giorni 5, 7 e 9 dopo l’induzione dell’EAE. 

Per l’immunizzazione terapeutica la somministrazione è stata effettuata giornalmente dopo la 

comparsa dei sintomi, dal giorno 12 al 17 dall’induzione dell’EAE. 

 

5.19 Valutazione della risposta anti-farmaco 

Il minibody anti-OPN utilizzato per l’immunizzazione passiva è stato adsorbito su poastre ELISA 

alla concentrazione di 10µg/ml in PBS mediante incubazione over-night a 4°C. I pozzetti sono satti 

saturati per 1ora a 30°C con PBS-3%latte, e incubati con una diluizione 1:100 di ciascun siero 

effettuata in PBS-2% latte per 1 ora e 30 min a 30°C. I pozzetti sono satti lavati per 3 volte con 

PBS-0,05% Tweew e per ulteriori 3 volte con PBS. La presenza di anticorpi diretti contro il 

minibody nel siero è stata rilevata grazie all’aggiunta di un anticorpo anti-Mouse coniugato ad HRP 

(GE Healthcare). La reazione è stata visualizzata con TMB (Tetramethyl Benzidine) (Sigma) e 

l’assorbanza letta a 450nm mediante BS1000 SpectraCount (Packard).\ 

 

5.20 Analisi statistiche 

Il test impiegato per paragonare i risultati ottenuti nei saggi in vitro è stato il test di Wilcoxon per 

l’analisi dei dati appaiati. Per l’analisi dei risultati ottenuti nel dosaggio di anticorpi anti-OPN e per 

il confronto degli score clinici negli studi in vivo è stato utilizzato il test non parametrico di Mann-

Whitney per il confronto dei dati non appaiati.  

La significatività statistica è stata attribuita per valori di p<0.05. Le analisi sono state effettuate 

impiegando il software GraphPad Instat (San Diego, California, USA). 
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6. RISULTATI  

 
6.1 Produzione e purificazione delle molecole ricombinanti  

Allo scopo di studiare gli effetti del taglio della trombina sul ruolo patogenetico di OPN nella SM è 

stata prodotta sia la molecola wild-type che i due frammenti derivanti dal taglio proteolitico di OPN 

(N- e C-terminale) e la proteina intera mutata e quindi non digeribile da parte della trombina. Tutte 

le molecole sono state fuse al tag di 6 istidine che ne ha consentito la successiva purificazione 

mediante cromatografia per affinità.  

In particolare sono stati clonati: 

- il frammento N-terminale, che si estende dall’ aa 17 al 168 ed espone la sequenza 162-

SVVYGLR-168 responsabile della interazione con l’integrina α4β1. Tale interazione 

potrebbe favorire la migrazione dei linfociti autoreattivi attraverso la barriera 

ematoencefalica; 

- il frammento C-terminale, che si estende dall’ aa 163 al 314, ed è responsabile della 

interazione con alcune isoforme del recettore CD44. Il ruolo patogenetico di questa 

interazione nella SM non è chiaro. Essa potrebbe mediare stimoli anti-apoptotici 

- un mutante di OPN mancante del sito di taglio della trombina, localizzato tra gli aa R168 ed 

S169 che sono stati mutati in S168 e F169. Questo mutante è potenzialmente incapace di 

generare i due frammenti N- e C-terminale 

Una identica strategia è stata utilizzata per clonare le proteine murine. 

Tutte le proteine ricombinanti sono state prodotte mediante amplificazione del cDNA 

corrispondente con specifici oligonucleotidi e clonati in un vettore ingegnerizzato che presenta, a 

monte del sito di inserzione, la sequenza kozak e la sequenza leader delle Ig. La prima consente di 

aumentare la traduzione del mRNA transgenico, la seconda consente di ottenere la proteina 

ricombinante nel terreno di coltura delle cellule. Dal momento che la funzione e l’antigenicità di 

OPN dipende in larga misura dalle modificazioni post-traduzionali della molecola, tutte le proteine 

ricombinanti sono state prodotte in un sistema eucariotico. In particolare è stato utilizzato il 

plasmide pUCOE-MB, che consente  di ottenere rese elevate e costanti nel tempo della proteina 

ricombinante. Ciascun plasmide è stato trasfettato in cellule CHO-s e, la presenza della proteina 

ricombinante nel surnatante di coltura è stata verificata mediante western blotting decorato con 

anticorpi diretti verso OPN (mappanti nella porzione N- o C-terminale) o verso il tag di istidine. 

In figura 1A è mostrato un Western blot dei surnatanti di coltura di cellule CHO-s trasfettate con i 

costrutti umani decorato con un anticorpo diretto verso il tag di istidine. Tutte le proteine 

ricombinanti da noi prodotte danno un segnale della taglia attesa, ovvero circa 60kDa per le 
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molecole corrispondenti a OPN intera, e  circa 35kDa per la porzione N-terminale e 25kDa per la 

porzione C-terminale.  

Gli stessi surnatanti sono stati inoltre valutati per la capacità di essere riconosciuti da anticorpi 

specifici per ciascun frammento di OPN. In particolare la figura 1C mostra il western blot 

effettuato con un anticorpo diretto verso la porzione N-terminale di OPN. Come si può vedere le 

proteine corrispondenti alla molecola intera, sia wild-type che mutata, e al frammento N-terminale, 

sono riconosciute da questo anticorpo; al contrario, nessun segnale è dato in corrispondenza del 

frammento C-terminale. Allo stesso modo l’anticorpo anti-OPN diretto verso un epitopo C-

terminale della molecola rileva solo le proteine chimeriche corrispondenti alle molecole intere e alla 

porzione C-terminale, che possiedono tale epitopo (figura 1B) mentre, come atteso, non è in grado 

di rilevare la molecola chimerica corrispondente al solo frammento N-terminale. 

Anche le proteine ricombinanti corrispondenti a OPN murina sono state prodotte allo stesso modo e 

sottoposte ad analisi western blot con anticorpi specifici. Essi sono stati riconosciuti solo 

dall’anticorpo diretto verso le istidine e da quello diretto verso un epitopo N-terminale di OPN. 

Tutti quanti danno un segnale della taglia attesa, come mostrato in figura 1D e 1E. 

Le cellule trasfettate sono state poste in terreno selettivo al fine di generare cloni cellulari capaci di 

esprimere stabilmente ciascuna proteina ricombinante. La presenza della sequenza leader delle Ig a 

monte del sito di clonaggio, nel plasmide utilizzato, ha consentito di ottenere le proteine 

ricombinanti nel surnatante di coltura cellulare, da cui ciascuna proteina è stata purificata mediante 

cromatografia per affinità su colonna al Nichel. L’eluato dalla colonna è stato sottoposto a dialisi 

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

dializzata è stata quantizzata al NanoDrop e la sua effettiva concentrazione è stata valutata 

confrontando l’intensità della banda presente su gel di Coomassie con una curva di BSA a 

concentrazione nota.  La figura 2 mostra i gel di Coomassie relativi a ciascuna proteina. La 

colorazione con Blu di Coomassie ha consentito non solo di confermare la quantizzazione, ma 

anche di escludere la presenza di proteine contaminanti in ciascuna preparazione proteica.  
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Figura 1 Western Blot dei surnatanti di coltura di cellule CHO-s trasfettate con i plasmidi codificanti i mutanti di 
OPN umana e murina, fusi al tag di 6 istidine.  Questi surnatanti sono stati analizzati con anticorpi anti istidina (A, D), 
e specifici per un epitopo nella porzione C-terminale (B, E) o per un epitopo della porzione N-terminale di OPN (C). 
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Figura 2. Quantificazione su gel di poliacrilammide colorato con Coomassie Brilliant Blue. 
I prodotti di purificazione di ciascuna proteina ricombinante sono stati valutati su gel di Coomassie per stabilirne la 
corretta concentrazione e verificare l’assenza di contaminanti. (A) gel relativi ai costrutti umani; (B) gel relativi ai 
costrutti murini. 
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6.2 Digestione enzimatica con Trombina 

Le proteine ricombinanti di OPN intera (wild-type e mutata) sono state sottoposte a digestione con 

trombina, al fine di verificare se la mutazione inserita conferisse realmente alla molecola resistenza 

al taglio da parte di questo enzima. Il prodotto della digestione è stato caricato su gel di 

poliacrilammide e sottoposto ad analisi Western Blot decorato con anticorpo diretto verso il tag di 

istidine. Come atteso la digestione della molecola ricombinante wild-type determina una riduzione 

della taglia della proteina rispetto alla molecola non digerita, che corrisponde all’assenza del 

frammento N-terminale (figura3). Questo effetto non si ottiene per la proteina mutata. Pertanto la 

sostituzione aminoacidica inserita, che ha portato alla formazione della OPN Mutata 

(OPNR168S/S169F), è effettivamente in grado di conferire alla molecola la capacità di resistere 

all’azione proteolitica della Trombina.  

 

 

 

 

 

Figura 3 Western Blot delle proteine OPNwt-6xHis e OPN Mut-6xHis digerite con Trombina. Il prodotto della 
digestione operata dalla Trombina e le proteine non digerite sono state caricate su gel di poliacrilammide e sottoposti 
ad analisi wester blot decorato con anticorpo diretto contro l’epitopo di 6 istidine. 

 

 

6.3 Saggi funzionali 

Negli anni passati nel nostro laboratorio sono stati investigati gli effetti della somministrazione 

esogena di OPN sulla attivazione di PBMC e monociti, dimostrando che OPN gioca un ruolo nella 

produzione di IFN−γ, IL-17 e TIMP-1 e protegge i linfociti T dalla AICD (Activation Induced Cell 

Death). [62] Questi test sono stati utilizzati al fine di validare la funzionalità delle proteine 

ricombinanti da noi prodotte e di studiare il ruolo di ciascuno dei due frammenti generati dal taglio 

della trombina.  
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6.3.1 Effetti sull’apoptosi 

Il saggio di protezione dalla morte cellulare è stato utilizzato per valutare la funzionalità  e gli effetti 

delle proteine ricombinanti umane da noi prodotte. Il tasso di mortalità è stato valutato sfruttando 

l’incapacità  delle cellule morte di espellere il colorante Blu di Tripano. La % di sopravvivenza è 

stata ottenuta paragonando il numero di cellule vive (non colorate) nel campione attivato con anti-

CD3 in presenza delle proteine ricombinanti con il punto sperimentale condotto in loro assenza. I 

valori ottenuti sono stati normalizzati rispetto al campione non trattato e paragonati a quelli ottenuti 

in presenza della proteina commerciale rhOPN. I risultati mostrano che OPN prodotta in laboratorio 

è in grado di inibire in maniera significativa la morte cellulare con un effetto del tutto paragonabile 

a quello della molecola ricombinante commerciale. Inoltre, entrambi i frammenti N- e C-terminale 

si sono dimostrati efficaci nella protezione dalla morte dei linfociti indotta dall’attivazione (figura 

4). Da questi risultati è  possibile concludere che OPN è un efficace fattore di protezione contro la 

morte cellulare indotta dall’attivazione e che questo effetto dipende dall’interazione con diversi 

ligandi riconosciuti dalle varie porzioni della molecola. 

 

 
 

Figura 4. Effetti di OPN sulla sopravvivenza dei linfociti T. I linfociti T sono stati stimolati con anti-CD3 (10µg/ml) 
per indurre attivazione in presenza o in assenza 1µg/ml di OPN commerciale o delle differenti forme di OPN 
ricombinante home made a concentrazioni equimolari. I risultati sono espressi come % di sopravvivenza cellulare. Nel 
grafico sono rappresentate la media ± l’errore standard di 5 esperimenti indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione 
con il solo anticorpo anti-CD3 utilizzando il test di Wilcoxon. 
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6.3.2 Secrezione di IFN-γγγγ 

La funzionalità delle proteine ricombinanti rhOPN home-made è stata inoltre testata per la capacità 

di indurre secrezione di IFN-γ da parte di linfociti T CD4+ attivati con 1µg/mL di anticorpo anti-

CD3 (clone OKT3) e di 1µg/ml di anti-CD28. Anche in questo caso gli effetti delle proteine 

ricombinanti da noi prodotte sono stati confrontati con quelli indotti dalla proteina rhOPN 

commerciale. I livelli di secrezione di IFN-γ da parte di linfociti T CD4+  in presenza di OPN home-

made risultano sovrapponibili a quelli indotti in presenza della proteina commerciale, confermando 

la bontà della nostra preparazione proteica. Entrambi i frammenti sono risultati essere coinvolti 

nella secrezione di questa citochina (figura 5). 

 

 
Figura 5. Effetti di OPN sulla produzione di IFN-γγγγ da parte di linfociti T CD4+. I linfociti T CD4+ sono stati  
attivati con anti-CD3 (1 µg/ml)  e anti-CD28 (1 µg/ml) in presenza o in assenza 1µg/ml di OPN commerciale o delle 
differenti forme di OPN ricombinante home made a concentrazioni equimolari. Nel grafico sono rappresentate la 
media ± l’errore standard di 3 esperimenti indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione sperimentale condotta in 
assenza di OPN,  utilizzando il test di Wilcoxon. 
 
 

 

6.3.3 Secrezione di IL-17 

Dal momento che IL-17 è coinvolta nella progressione della SM, e OPN è in grado di sostenere il 

fenotipo Th-17, è stato valutato quale fosse l’effetto delle nostre proteine ricombinanti sulla 

produzione di questa citochina da parte di linfociti T CD4+. I linfociti CD4+ sono stati attivati con 
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un anticorpo anti-CD3 e uno anti-CD28, in presenza di IL-6 e IL-1β. IL-17 è stata dosata nei 

surnatanti delle colture cellulari dopo 5 giorni di stimolazione con i costrutti di OPN mediante 

saggio ELISA. Il basale, rappresentato dai linfociti T CD4+ stimolati con anti-CD3+anti-CD28, 

mostra un certo grado di secrezione di IL-17 se pur a livelli bassi, dimostrando l’attività intrinseca 

dei linfociti T di produrre la citochina in seguito ad attivazione. Si può osservare che la presenza di 

OPN induce e incrementa in maniera significativa la secrezione di IL-17. La molecola commerciale 

e la molecola home-made OPN inducono simili livelli di secrezione di IL-17. Al contrario il 

confronto dell’effetto esercitato dalle due porzioni N- e C-terminale dimostra che OPN N-terminale 

è significativamente più attiva nella induzione di IL-17 rispetto alla porzione C-terminale (figura6). 

Questi dati suggeriscono che antagonisti della porzione N-terminale di OPN potrebbero essere 

utilizzati per inibire la secrezione di IL-17 indotta da OPN. 

 

 

 

 
Figura 6. Effetti di OPN sulla produzione di IL-17 da parte di linfociti T CD4+. I linfociti T CD4+ sono stati  
stimolati con anti-CD3/anti-CD28 con aggiunta di IL-6 e IL-1β in presenza o in assenza dei diversi costrutti di OPN 
ricombinante con il tag 6xHis a concentrazioni equimolari. I surnatanti sono stati raccolti al quinto giorno ed è stato 
valutata la secrezione di IL-17 mediante ELISA. Nel grafico sono rappresentate la media ± l’errore standard di 7 
esperimenti indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione con il solo anticorpo anti-CD3+anti-CD28; § p<0,05 della 
condizione in presenza di OPN N-ter rispetto a quella con OPN C-ter,  utilizzando il test di Wilcoxon.  
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6.3.4 Secrezione di TIMP-1 

In passato è stato dimostrato che OPN è in grado di indurre secrezione di TIMP-1 da parte di 

monociti e che TIMP-1 inibisce, in vitro, sia l’AICD che la morte indotta da Fas dei linfociti T. 

Pertanto è stata studiata anche l'interazione funzionale tra OPN e TIMP-1, due molecole coinvoltie 

nella risposta infiammatoria e nella patogenesi della SM. In particolare è stato valutato l’effetto dei 

diversi costrutti di OPN sull’espressione di TIMP-1 da parte di monociti in vitro. La valutazione 

della secrezione della proteina ha dimostrato che la popolazione dei monociti, in assenza di 

qualsiasi stimolo, è in grado di secernere TIMP-1 dopo 48 ore di coltura. Tutte le proteine 

ricombinanti sono state testate per la capacità di indurre secrezione di TIMP-1 da parte di monociti 

purificati da sangue periferico di donatori sani, e i loro effetti sono stati paragonati a quelli 

determinati dalla stimolazione con la rhOPN commerciale. La porzione N-terminale risulta avere un 

effetto minore, anche se significativo (figura 7). Questi dati suggeriscono che antagonisti di OPN e 

in particolare della porzione C-terminale potrebbero essere utilizzati per inibire la secrezione di 

TIMP-1 indotta da OPN.  

 

 

  

Figura 7. Effetti di OPN ricombinante sull'espressione di TIMP-1 da parte di monociti. I monociti sono stati stimolati 
con 1µg/ml di rhOPN o con concentrazioni equimolari dei frammenti N- e C-terminale. I surnatanti sono stati valutati 
in ELISA dopo 48h di stimolazione. Nel grafico sono rappresentate la media ± l’errore standard di 6 esperimenti 
indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione senza alcun trattamento, utilizzando il test di Wilcoxon.  
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6.4 Ricerca di anticorpi anti OPN nel siero dei pazienti con SM 

Dal momento che non sono disponibili kit commerciali per la ricerca di anticorpi anti OPN abbiamo 

deciso di mettere a punto un ELISA indiretto home made, sfruttando la disponibilità delle molecole 

ricombinanti di OPN (prodotte come descritto precedentemente), usate come antigene di cattura. 

Inoltre le stesse proteine sono state utilizzate dal gruppo del Prof. Sblattero per effettuare uno 

screening di una libreria fagica anticorpale. Questo screening ha permesso di isolare e produrre due 

anticorpi anti OPN (descritti successivamente); uno di essi è stato utilizzato come calibratore 

interno del saggio. 

La figura 8 mostra i risultati ottenuti espressi come unità arbitrarie calcolate sulla base 

dell’assorbanza data da quantità scalari dell’anticorpo anti OPN purificato, utilizzato come 

calibratore del test. L’analisi effettuata sul siero di 107 pazienti e 69 controlli sani ha permesso di 

identificare la presenza di anticorpi anti OPN e di rilevare che il loro titolo è significativamente 

aumentato nei pazienti con SM rispetto ai controlli (la media degli anticorpi anti-OPN rilevati è 

stata rispettivamente 11µg/ml e 7,8 µg/ml) (p<0.05) Stratificando i pazienti sulla base della  forma 

clinica della malattia è stato possibile rilevare che i più alti livelli di auto-anticorpi si associano alle 

forme progressive della malattia o ai pazienti con malattia in fase attiva. 

Risultati analoghi sono stati ottenuti utilizzando come antigene di cattura due diverse preparazioni 

commerciali della OPN (dati non mostrati). Inoltre al fine di valutare la specificità del test i sieri di 

pazienti SM e controlli sani sono stati testati in western blotting per valutare la loro capacità di 

riconoscere OPN ricombinante immobilizzata su un supporto di nitrocellulosa. Il 47% dei sieri dei 

pazienti (25 su 53 sieri testati) e il 32% dei controlli (12 su 26 sieri analizzati) sono risultati positivi 

per la presenza di anticorpi anti OPN. Anche in questo caso la differenza tra pazienti e controlli è 

risultata statisticamente significativa  (p<0.05) (figura 9).  

Poichè le due porzioni N- e C-terminale di OPN che derivano dal taglio enzimatico operato dalla 

trombina potrebbero avere ruoli patogenetici diversi abbiamo voluto valutare la specificità della 

risposta anticorpale, che si è dimostrata diversa nei diversi pazienti (figura 10). Ciò suggerisce che 

un’immunizzazione passiva personalizzata potrebbe essere proposta come terapia per la SM. 
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Figura 8: Dosaggio di anticorpi anti OPN nel siero di pazienti con SM. Gli anticorpi anti OPN sono stati rilevati 
mediante un ELISA indiretto home-made. L’analisi è stata effettuata su 107 pazienti con SM (quadrati grigi) e 69 
controlli sani (quadrati bianchi). Le linee in nero rappresentano la mediana (8.4 µg/ml nei pazienti vs 5.4 µg/ml nei 
controlli) e i boxes il 25° e 75° percentile. Il valore della p è stato calcolato utilizzando il test statistico di Mann-
Whitney U-test. 

 

 

 

 

 

Figura 9: Analisi Western blot. La presenza di autoanticorpi anti OPN è stata verificata mediante analisi western blot. 
L’analisi è stata effettuata su 53 pazienti e 38 controlli. E’ stata rilevata positività nel 47% e nel 32% dei casi, 
rispettivamente (p<0.05). 
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Figura 10. Valutazione della specificità antigenica. La specificità antigenica degli anticorpi anti OPN è stata valutata 
mediante ELISA indiretto home made utilizzando le proteine ricombinanti N- o C-.terminale. Il grafico mostra i valori 
di OD450 ottenuti 
 

 

 

6.5 Immunizzazione attiva contro OPN. 

La vaccinazione contro OPN è stata effettuata utilizzando la proteina murina ricombinante da noi 

prodotta cross-linkata all’ovalbumina [80]. La formazione dei complessi OPN-OVA è stata 

verificata mediante Western Blotting decorato con anticorpo anti OPN e anti OVA (dati non 

mostrati). I complessi OPN-OVA sono stati somministrati a topi femmine C57B/6 settimanalmente 

per 4 settimane, prima dell’induzione della malattia. Come mostrato in figura 11a i topi vaccinati 

con OPN hanno mostrato un decorso della malattia significativamente migliore rispetto ai topi di 

controllo (p<0.05). L’esordio della malattia è invece risultata uguale nei due gruppi di animali.  

Inoltre, è stata valutata la produzione degli anticorpi anti-OPN nel siero degli animali sia prima che 

dopo l’induzione dell’EAE, con lo stesso saggio ELISA utilizzato per valutare la presenza di auto-

anticorpi anti OPN nel siero umano. I risultati mostrati in figura 11b indicano che la vaccinazione 

con OPN è in grado di indurre la produzione di anticorpi anti-OPN. Tali anticorpi non sono presenti 

negli animali non immunizzati con OPN ne negli stessi animali, prima dell’immunizzazione, e sono 

presenti prima dell’induzione della malattia. Inoltre tali anticorpi permangono nel tempo nel siero 

degli animali immunizzati.  
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Figura 11. Effetti dell’immunizzazione attiva contro OPN. La vaccinazione è stata effettuata con OPN cross-linkata 
con OVA. (A) Score clinici degli animali immunizzati (in nero) e di controllo (in bianco,) espressi come media dei 
punteggi dei singoli topi±DS. (B) misurazione degli autoanticorpi anti OPN negli animali effettuata prima della 
vaccinazione, dopo le 4 settimane di vaccinazione (prima dell’induzione dell’EAE) o dopo 30 giorni dall’induzione 
dell’EAE. Il valore della p è stato calcolato utilizzando il test statistico di Mann-Whitney U-test. 
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6.6 Produzione di anticorpi anti-OPN 

Le proteine ricombinanti da noi prodotte sono state utilizzate come esca nella ricerca di anticorpi 

specifici per il frammento N- o C-terminale, mediante la tecnica del phage-display. La strategia 

utilizzata ha previsto l’utilizzo di una libreria di scFv ovvero di frammenti anticorpali 

corrispondenti alle regioni VH e VL degli anticorpi.  Una volta isolati i frammenti anticorpali di 

interesse possono essere ingegnerizzati al fine di aumentare la stabilità della molecola e migliorarne 

l’efficacia terapeutica.  

Nel nostro caso con questo metodo sono stati identificati 2 frammenti anticorpali: 1 diretto contro la 

porzione N-terminale e 1 contro la porzione C-terminale di OPN. Le porzioni VH/VL identificate 

mediante phage-display sono state fuse alla sequenza che codifica per il CH2-CH3 delle IgG1 

umane, mediante clonaggio nel vettore pHYGRO, ingegnerizzato dal laboratorio del Prof. Sblattero. 

I minibodies così prodotti sono stati clonati nel vettore pUCOE precedentemente descritto e 

trasfettati stabilmente in cellule CHO-s. Questo ha permesso, ancora una volta di ottimizzare la 

produzione della molecola corrispondente. La figura 12 mostra l'analisi Western blot dei surnatanti 

di coltura di cellule che producono stabilmente ognuno di questi anticorpi, decorato con anticorpo 

anti-SV5. 

Le rispettive cellule sono state coltivate in terreno sintetico e la proteina corrispondente purificata 

mediante cromatografia per affinità su colonna di proteina A. Anche in questo caso il prodotto della 

purificazione proteica è stato dializzato overnight contro PBS e controllato su gel di 

poliacrilammide colorato con blu di Coomassie. Il risultato, mostrato in figura 13, ha permesso di 

verificare la corretta concentrazione della preparazione proteica ottenuta, mediante il confronto con 

una curva di BSA a concentrazione nota, e di verificare l'assenza di proteine contaminanti o di 

bande di degradazione.  
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Figura 12. Western Blotting dei surnatanti di coltura di cellule CHO-s trasfettate stabilmente con i plasmidi che 
codificano per miniantibodies anti-OPN. Le sequenze VH/VL specifiche per ciascun frammento di OPN sono state 
clonate nel vettore pHYGRO e prodotte come miniantibodies nel surnatante di coltura di cellule CHO-s trasfettate 
stabilmente. La figura mostra il Western Blot decorato con anticorpo anti-SV5corrispondente al minibody specifico per 
la porzione C-terminale di OPN (A) e per la porzione N-terminale (B) 
 
 
 
 

 

 
 
 
Figura 13. Quantificazione su gel di poliacrilammide colorato con Blu di Coomassie. I prodotti di purificazione di 
ciascun miniantibody sono stati valutati su gel di Comassie per stabilirne la corretta concentrazione e l’assenza di 
contaminanti.  
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6.7 Riconoscimento di OPN da parte degli anticorpi anti-OPN 

Gli anticorpi prodotti sono stati saggiati per la capacità di riconoscere le diverse porzioni di OPN e 

la molecola intera, mediante test ELISA indiretto, in cui l'antigene è stato adsorbito sul fondo della 

piastra e il legame del miniantibody è stato visualizzato mediante l'aggiunta di un anticorpo capace 

di riconoscere il Fc coniugato ad HRP. La figura 14 mostra il risultato ottenuto espresso come 

valore di assorbanza a 450 nm. Come mostrato, l’anticorpo selezionato contro la porzione C-

terminale riconosce questo frammento e la molecola intera, mentre non dà alcun segnale in presenza 

della sola porzione N-terminale della molecola. Al contrario l’anticorpo selezionato contro la 

porzione N-terminale, riconosce questa porzione, ma solo in maniera ridotta la molecola intera. 

Questo potrebbe essere dovuto al fatto che il dominio riconosciuto dall’anticorpo sia mascherato 

nella molecola intera dalla presenza del dominio C-terminale. Inoltre questo anticorpo mostra un 

certo grado di legame anche per la sola porzione C-terminale di OPN.  

 

 

 
Figura 14. ELISA con minibodies anti-OPN.  I minibodies sono stati testati per la capacità di riconoscimento di 
2µg/ml di ciascuna molecola ricombinante di OPN. Il legame è stato visualizzato mediante l’ausilio di un anti-Human 
coniugato con HRP.                      
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6.8 Valutazione della azione bloccante OPN degli anticorpi  

Il saggio di protezione dalla morte cellulare è stato utilizzato per verificare l’abilità del minibody 

anti-OPN C-terminale di inibire la capacità di OPN di proteggere i linfociti T attivati dalla morte 

cellulare indotta da attivazione. Come mostrato in figura 15 la percentuale di sopravvivenza delle 

cellule stimolate in presenza di rhOPN e contemporaneamente dell’anti-OPN C-terrminale è del 

tutto paragonabile a quella delle cellule stimolate in presenza del solo anti-CD3. Questo risultato 

indica che tale anticorpo è in grado di inibire totalmente gli effetti anti-apoptotici di OPN. 

 
  

 
 
Figura 15. Effetti dell’anti-OPN Ctter sulla sopravvivenza dei linfociti T. I linfociti T sono stati stimolati con anti-
CD3 (10 µg/ml) per indurre attivazione in presenza o in assenza 1µg/ml di OPN commerciale e/o di 10µg/ml dell’anti-
OPN. I risultati sono espressi come % di sopravvivenza cellulare. Nel grafico sono rappresentate la media ± l’errore 
standard di 5 esperimenti indipendenti. *p<0,05 rispetto alla condizione con rhOPN utilizzando il test di Wilcoxon. 
 

 

 

6.9 Effetti dell’immunizzazione passiva contro OPN 

Il minibody diretto verso la porzione C-terminale di OPN ha mostrato cross-reattività anche per le 

proteine murine. Data la sua capacità di inibire in vitro l’abilità anti apoptotica di OPN questo 

minibody è stato utilizzato in un protocollo di immunizzazione passiva eseguito iniettando 50µg 

della molecola in PBS il quinto, settimo e nono giorno dopo l’induzione della malattia, prima della 

comparsa dei sintomi neurologici. Come mostrato in figura 16 i risultati sono stati subito molto 
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promettenti dal momento che gli animali immunizzati presentavano un andamento della malattia 

significativamente migliore rispetto agli animali trattati con immunoglobuline di controllo (p<0.05). 

Tuttavia questi effetti sono scomparsi dopo pochi giorni a causa della comparsa di una risposta anti 

farmaco, ovvero di anticorpi anti-anticorpo (figura 17). Infatti la molecola somministrata presenta 

la porzione costante delle immunoglobuline umane e pertanto risulta capace di stimolare il sistema 

immunitario di topo. Nonostante questo però abbiamo voluto ripetere la somministrazione della 

molecola anche dopo la comparsa dei sintomi al fine di valutare le potenzialità di tale anticorpo in 

un protocollo di immunizzazione terapeutica. Gli score di malattia dei topi immunizzati con l’anti-

OPN sono stati, nei giorni immediatamente successivi al trattamento, significativamente inferiori 

rispetto a quelli degli animali di controllo (p<0.05) evidenziando la capacità della molecola di 

revertire l’andamento della malattia. Anche in questo caso però gli effetti non sono stati duraturi nel 

tempo a causa dell’immunogenicità della molecola.  

 

 
Figura 16. Effetti dell’immunizzazione passiva contro OPN. Gli score clinici degli animali immunizzati (in nero) e di 
controllo (in bianco,) sono stati misurati giornalmente e sono espressi come media dei punteggi dei singoli topi±DS. Il 
valore della p è stato calcolato utilizzando il test statistico di Mann-Whitney. 
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Figura 17. Analisi della risposta anti farmaco. I sieri degli animali immunizzati sono stati testati per la presenza di 
anticorpi diretti verso il minibody anti-OPN, prima del trattamento(T0) e alla scomparsa degli effetti clinici (T13). Le 
barre nere si riferiscono al siero degli animali immunizzati con il minibody, mentre le barre bianche agli animali 
trattati con IgG di controllo. I risultati sono espressii come media dell’assorbanza ottenuta±DS.  
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7. DISCUSSIONE 
 

La sclerosi multipla (SM) è una malattia infiammatoria e demielinizzante del sistema nervoso 

centrale (SNC), mediata da una risposta autoimmune dei linfociti T helper proinfiammatori (Th1 e 

Th17) e dei linfociti T citotossici (CTL) contro antigeni della guaina mielinica.  

Diversi studi indicano che un ruolo nella patogenesi della malattia è giocato da OPN. I livelli di 

OPN sono significativamente elevati nel siero e nel plasma dei pazienti con SM e questa citochina 

sembrerebbe essere implicata nelle ricadute neurologiche della forma RR della malattia. Evidenze 

del ruolo patogenetico di OPN nella SM derivano anche da studi effettuati nel modello murino della 

malattia, l’Encefalomielite Autoimmune Sperimentale (EAE). È stato infatti dimostrato che topi 

privi di OPN sviluppano un quadro EAE meno severo rispetto ai topi normali e la somministrazione 

di rOPN a tali topi induce una ricaduta immediata con successiva evoluzione verso la forma 

progressiva e la morte.  

OPN è prodotta ad alti livelli nella matrice extracellulare della barriera ematoencefalica, dove 

potrebbe giocare un ruolo nel reclutamento dei linfociti nei tessuti cerebrali infiammati. Inoltre 

OPN esplica il suo ruolo patogenetico sostenendo l’infiammazione e inducendo stimoli proliferativi 

e antiapoptotici nei linfociti autoreattivi.  

Gli effetti patogenetici di OPN dipendono dalla capacità della molecola di interagire con diversi 

ligandi; questa capacità è a sua volta legata alle modificazioni post-traduzionali cui OPN può essere 

soggetta. Il taglio proteolitico operato sulla molecola dalla Trombina è di particolare interesse 

perché permette l’interazione con l’integrina α4β1. Questa integrina è coinvolta nella migrazione 

dei linfociti nel SNC ed è il bersaglio del farmaco Natalizumab, un anticorpo monoclonale 

umanizzato il cui utilizzo ha mostrato una riduzione dei sintomi e delle lesioni cerebrali nei due 

terzi dei pazienti trattati. 

Il taglio della Trombina determina la formazione di due frammenti di OPN: N- e C-terminale. Il 

frammento N-terminale è coinvolto nell’interazione con diverse integrine, e presenta due siti criptici 

di interazione con l’integrina α4β1. Il frammento C-terminale è responsabile dell’interazione con 

alcune isoforme del recettore CD44.  

Il ruolo patogenetico di tali frammenti nella SM è, ad oggi, poco chiarito e potrebbe essere cruciale 

per lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici. Le conoscenze del loro ruolo ad oggi disponibili sono 

solo parziali e derivano per lo più da studi di inibizione in vitro dei singoli recettori di OPN. 

Al fine di studiare l’attività dei due frammenti di OPN in vivo (nel topo) e in vitro (nel topo e 

nell’uomo) abbiamo deciso di produrre costrutti ricombinanti della proteina full-lenght umana e 

murina, e dei rispettivi frammenti N- e C-terminale. Inoltre, sia per la OPN umana che per quella 
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murina, è stato generato un quarto mutante corrispondente alla proteina full-lenght mutata nel sito 

di taglio della Trombina e quindi incapace di generare i due frammenti e di legare l’integrina α4β1.  

Tutte le proteine ricombinanti sono state prodotte in un sistema di espressione eucariotico che ha 

consentito di ottenere proteine con le corrette modificazioni post-traduzionali. Inoltre il sistema di 

produzione proteica è stato ottimizzato al fine di massimizzarne la resa. Questo obiettivo è stato 

raggiunto da un lato agendo sulla quantità della proteina prodotta dal clone cellulare, e dall’altro 

agendo sulle condizioni di coltura delle cellule trasfettate stabilmente. 

Al fine di aumentare la produzione delle molecole ricombinanti, il cDNA ad esse corrispondente è 

stato clonato nel vettore di espressione eucariotico pUCOE-MB,  ingegnerizzato dal gruppo di 

lavoro del Prof. Sblattero. Questo vettore  si basa sull’utilizzo degli elementi di espressione UCOE 

(ubiquitously-acting chromatin opening elements) che sono isole CpG non metilabili presenti nel 

promotore di geni housekeeping che fanno sì che la cromatina intorno al transgene integrato sia in 

uno stato conformazionale aperto e quindi sia trascrizionalmente attiva. L’utilizzo di questi elementi 

permette quindi di massimizzare la trascrizione genica, e di conseguenza la traduzione proteica, in 

maniera indipendente dalla posizione del transgene sul cromosoma.  

I plasmidi ricombinanti corrispondenti sono stati trasfettati in cellule CHO-s coltivate in terreno 

sintetico in un sistema innovativo di coltura cellulare, con il nome di CELLine™, che permette di 

ottenere concentrazioni di proteine ricombinanti 50-100 volte più alte rispetto al mantenimento in 

coltura tradizionale. 

Le molecole ricombinanti sono state riconosciute non solo da anticorpi anti istidina ma anche da 

anticorpi specifici per ciascun frammento di OPN. Esse sono state purificate mediante 

cromatografia per affinità su colonna al Nichel e quantizzate mediante densitometria sulla base di 

una curva di BSA a concentrazione nota. La digestione enzimatica con Trombina delle molecole 

ricombinanti intere ha dimostrato che le mutazioni inserite nel cDNA di OPN rendono la molecola 

capace di resistere all’azione proteolitica della trombina.  

Saggi di stimolazione in vitro ci hanno permesso di verificare che le molecole prodotte sono dotate 

di funzionalità biologica. In particolare in tutti i saggi effettuati gli effetti della molecola 

ricombinante home made corrispondente a OPN intera sono stati del tutto sovrapponibili a quelli 

ottenuti dalla molecola ricombinante commerciale. I risultati ottenuti si aggiungono ai dati già 

presenti in letteratura suggerendo che OPN giochi un ruolo importante nell’insorgenza e nella 

progressione dell’autoimmunità, sia attraverso l’inibizione dell’apoptosi linfocitaria che attraverso 

la secrezione di citochine pro-infiammatorie di tipo Th1 e Th17.  

Inoltre gli esperimenti in vitro condotti sono stati finalizzati ad effettuare uno studio sistematico 

degli effetti dei due frammenti generati dal taglio della trombina, il cui ruolo relativo non è ancora 
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pienamente conosciuto. Le conoscenze fino ad ora ottenute, presenti in letteratura, sono state per lo 

più ricavate in maniera indiretta attraverso il blocco dei singoli recettori di OPN; al contrario 

l’approccio qui utilizzato è stato finalizzato a valutare in maniera diretta e più completa gli effetti di 

ciascuno dei due frammenti. I risultati ottenuti supportano l’idea che durante l’infiammazione, 

l’attivazione della trombina e il conseguente taglio di OPN determini la formazione di frammenti 

con ruoli parzialmente diversi rispetto alla molecola intera. A sostegno dell’idea che l’attivazione 

della trombina giochi un ruolo nella patogenesi della malattia è interessante ricordare che 

l’inibizione di questo enzima in vivo (attraverso la somministrazione dell’inibitore irudina) si è 

dimostrata capace di revertire i sintomi clinici della malattia nel topo [64;81].  

I risultati ottenuti dimostrano che la produzione di IL-17 è prevalentemente legata alla porzione N-

terminale di OPN, i cui effetti sono maggiori di quelli ottenuti con la molecola intera. La porzione 

C-terminale non è stata in grado di indurre un incremento significativo di questa citochina. L’IL-17 

è una citochina pro-infiammatoria con funzioni anti-apoptotiche, che esercita un ruolo chiave nella 

patogenesi della SM. Per questo motivo questi risultati suggeriscono che l’utilizzo di un anticorpo 

neutralizzante la porzione N-terminale potrebbe rappresentare un utile strumento terapeutico per 

inibire la secrezione di IL-17 e migliorare il decorso della SM. 

Dall’altro lato i risultati ottenuti suggeriscono che anche il frammento C-terminale possa giocare un 

ruolo patogenetico. Esso ha mostrato effetti anti-apoptotici e capacità di indurre secrezione di IFN-

γ. Inoltre si è dimostrato in grado di indurre -in misura maggiore rispetto al frammento N-terminale- 

la secrezione di TIMP-1, un inibitore delle metalloproteasi. Negli anni passati il nostro laboratorio 

ha dimostrato che TIMP-1 inibisce, in vitro, sia l’AICD che la morte indotta da Fas dei linfociti T.  

Studi ulteriori dovranno essere effettuati per caratterizzare meglio la funzione di queste molecole 

attraverso l’utilizzo in vivo delle proteine murine. Ciononostante si può affermare che i due 

frammenti di OPN si presentano come potenziali target per la messa a punto di nuove strategie 

terapeutiche per la Sclerosi Multipla o altre malattie autoimmuni in cui essa è coinvolta.  

 

Diversi studi hanno recentemente evidenziato che l’immunizzazione contro citochine pro-

infiammatorie è efficace nel trattamento delle malattie autoimmuni [73; 78-81]. Questi studi si 

basano sull’evidenza che anticorpi diretti verso citochine proinfiammatorie sono fisiologicamente 

prodotti durante la risposta autoimmune e possono far parte del meccanismo volto a ridurre 

l’infiammazione [2]. Dal momento che OPN è una citochina chiave nella patogenesi della SM ci 

siamo chiesti se autoanticorpi contro OPN siano presenti nel siero di pazienti con questa malattia. 

La ricerca di tali auto-anticorpi è stata effettuata utilizzando un saggio ELISA indiretto da noi 

messo a punto, la cui realizzazione ci ha permesso di superare il limite della mancanza di kit 
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commerciali. La realizzazione di questo test ha sfruttato la disponibilità delle proteine ricombinanti 

di OPN da noi prodotte. Inoltre un anticorpo anti OPN isolato e prodotto in collaborazione con il 

laboratorio del Prof. Sblattero è stato utilizzato come calibratore interno del saggio. 

Questo approccio ci ha permesso di identificare la presenza di anticorpi anti OPN e di rilevare che 

essi sono significativamente aumentati nei pazienti con SM rispetto ai controlli sani. Inoltre 

stratificando i pazienti in base alla forma clinica della malattia è stato possibile evidenziare che i più 

alti livelli di autoanticorpi anti-OPN correlano con le forme progressive o con la malattia in fase 

attiva. L’identificazione di anticorpi anti-OPN nella SM è un risultato molto innovativo dal 

momento che non ha precedenti in letteratura. Infatti autoanticorpi anti OPN sono stati trovati, 

nell’uomo, solo in pazienti con Artrite Reumatoide e Osteoartrite, ma il loro ruolo nella patogenesi 

di queste malattie non è stato chiarito. I risultati ottenuti in questa tesi suggeriscono che OPN e 

anticorpi anti-OPN possano giocare ruoli opposti nella patogenesi della SM. Infatti  

La presenza di questi autoanticorpi nei controlli sani è confortante circa la loro non tossicità e il loro 

possibile uso in vivo per antagonizzare gli effetti patogenetici di OPN. A tale proposito è 

interessante notare che dati di letteratura indicano come l’immunizzazione del topo con un plasmide 

codificante per OPN aumenti la produzione di anticorpi contro OPN e migliori il decorso cronico 

dell’EAE se somministrato prima dell’induzione della malattia [72]. Questi studi indirizzano verso 

la messa a punto di protocolli di immunizzazione contro OPN per il trattamento della SM. Con 

queste premesse abbiamo voluto mettere a punto un protocollo di immunizzazione attiva finalizzata 

a sostenere la produzione di autoanticorpi anti-OPN educando il sistema immunitario a produrre 

anticorpi neutralizzanti la molecola. 

Dal momento che i vaccini a DNA sollevano dubbi circa la loro sicurezza per la salute la 

valutazione dell’efficacia di una immunizzazione attiva contro OPN è stata eseguita mediante un 

protocollo di immunizzazione effettuato utilizzando la OPN ricombinante murina da noi prodotta, la 

cui immunogenicità è stata aumentata attraverso il legame all’ovalbumina. La vaccinazione contro 

OPN è stata effettuata prima della comparsa dei sintomi e si è dimostrata in grado di indurre la 

produzione di un elevato titolo di autoanticorpi diretti verso questa citochina. La presenza di tali 

anticorpi si  accompagna alla diminuzione degli score di malattia degli animali trattati rispetto ai 

controlli indicando la capacità di tali anticorpi di contrastare gli effetti patogenetici di OPN. La 

vaccinazione si è dimostrata in grado di indurre una risposta efficace e duratura, come dimostrato 

dal fatto che sia gli effetti clinici sia la presenza di autoanticorpi nel siero, permangono nel tempo. 

Studi ulteriori saranno eseguiti per valutare l’efficacia di una vaccinazione terapeutica. Inoltre, 

poiché i due frammenti N- e C-terminale potrebbero giocare ruoli parzialmente diversi nella 
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patogenesi della SM ci proponiamo di valutare gli effetti di una vaccinazione diretta verso ciascuno 

di essi. 

Il fatto che i diversi pazienti analizzati siano eterogenei dal punto di vista degli anticorpi prodotti 

indirizza ad approfondire la possibilità di una strategia di immunizzazione passiva personalizzata. 

Anticorpi ricombinanti umani sono comunemente isolati nei laboratori di ricerca utilizzando la 

tecnologia del phage display. Questo è un metodo in vitro per selezionare anticorpi, che si basa sulla 

creazione di librerie di anticorpi di grandi dimensioni, dai quali gli anticorpi monoclonali di 

interesse possono essere selezionati sfruttando la loro capacità di legame all’antigene. Negli ultimi 

anni librerie fagiche anticorpali sono state utilizzate per selezionare anticorpi umani specifici ad alta 

affinità contro un certo numero di antigeni tumorali, con elevato potenziale sia diagnostico che 

terapeutico. Uno dei vantaggi offerti da questa tecnica è dato dal fatto che i frammenti anticorpali, 

isolati contemporaneamente alla selezione, possono essere successivamente ingegnerizzati per 

ottimizzarne diverse caratteristiche, tra cui farmacocinetica, immunogenicità, attività di legame, 

funzioni effettrici.  

Questo approccio ci ha permesso di isolare i scFv corrispondenti a due anticorpi anti-OPN e di 

produrli come proteine di fusione con la regione Fc delle IgG1 umane per formare “minibodies”. Di 

essi, uno è diretto verso la porzione C-terminale di OPN, l’altro è stato selezionato per la sua 

capacità di interagire con la porzione N-terminale ma ha mostrato una seppur minima cross-

reattività per la porzione C-terminale della molecola. 

I minibodies prodotti si offrono come possibili strumenti atti ad antagonizzare gli effetti pro-

infiammatori e/o antiapoptotici di OPN. In particolare l'anticorpo diretto verso la porzione C-

terminale della molecola si è dimostrato in grado di annullare la capacità di OPN di ridurre la morte 

cellulare indotta da attivazione. La capacità mostrata da questo anticorpo di riconoscere la 

corrispondente molecola murina lo ha reso inoltre un potenziale strumento per l'allestimento di studi 

ulteriori in vivo nel modello murino della EAE, finalizzati a mettere a punto un protocollo di 

immunizzazione passiva contro OPN. Esso si è dimostrato in grado di migliorare in maniera 

significativa il decorso della malattia rispetto al trattamento con il controllo isotipico, in un 

protocollo di immunizzazione sia preventiva che terapeutica. Tuttavia gli effetti della molecola, 

sebbene molto entusiasmanti, sono stati subito contrastati dalla comparsa di una risposta anti 

farmaco. È importante, a tale proposito, ricordare che la molecola è interamente umana e quindi in 

grado di indurre una risposta da parte del sistema immunitario murino. La produzione di un 

anticorpo costituito dalla porzione variabile di tale anti-OPN fusa al Fc delle immunoglobuline 

murine permetterà nel prossimo futuro di ampliare questi studi. 
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In conclusione questo lavoro ha previsto l’impiego di un approccio biotecnologico che ha permesso 

di indagare e approfondire il ruolo di OPN e dei due frammenti generati dal taglio della trombina 

nella insorgenza della malattia autoimmune. Inoltre i risultati mostrati hanno permesso di 

dimostrare per la prima volta la presenza di autoanticorpi anti-OPN nel siero dei pazienti con SM, e 

di suggerire che essi siano finalizzati a contrastare gli effetti patogenetici della molecola. Questo 

risultato indirizza verso la ricerca di strategie terapeutiche volte a sostenere il titolo di tali anticorpi, 

che si presentano quindi come un utile strumento per il trattamento della malattia. In particolare sia 

la vaccinazione attiva che l’immunizzazione passiva contro OPN potrebbero in un futuro prossimo, 

rappresentare  una nuova strategia terapeutica per la SM. 
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ABSTRACT  

B7h, expressed by several cell types, binds ICOS expressed by activated T cells. We have 

previously shown that B7h triggering by ICOS-Fc inhibits human endothelial cell adhesiveness. 

This work investigated the effect of ICOS-Fc on human monocyte-derived dendritic cells (DCs). 

We found that DCs matured with LPS in the presence of ICOS-Fc (mDCsICOS) produced higher 

amounts of IL-23 and IL-10, and promoted a higher secretion of IL-17A and IL-17F in mixed 

lymphocyte cultures than did those matured with LPS alone (mDCs). Moreover, mDCsICOS pulsed 

with the KLH antigen during the maturation phase were better stimulators of antigen-specific MHC 

class I-, but not class II-, restricted T cells than mDCs. This was probably due to promotion of 

cross-presentation since it was not detected when the Flu-MA58–66 antigen was directly loaded on 

already mature mDCs and mDCsICOS. Finally, ICOS-Fc inhibited the adhesion of both immature 

DCs and mDCs to vascular and lymphoid endothelial cells, their migratory activity, and expression 

of the Rac-1 activator β-Pix involved in cell motility. These data suggest that B7h stimulation 

modulates DCs function with effects on their maturation and recruitment into tissues. This opens a 

novel view on the use of interactors of the ICOS:B7h system as immunomodulatory drugs. 
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Introduction  

Full activation of naïve T cells requires their receipt of three signals from APC (1). The first is 

delivered through the TCR upon recognition of the antigenic peptide presented by the appropriate 

MHC; the second is provided by T cell costimulatory molecules engaged by their ligands expressed 

on APC; and the third is delivered by cytokines in the microenvironment. In the absence of these 

signals, T cells become anergic or die by apoptosis (2).  CD28, the best-known T cell costimulatory 

molecule, is constitutively expressed by T cells. It binds B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) on APC 

and promotes T cell proliferation and cytokine secretion (3,4). Cytotoxic T lymphocyte-associated 

molecule-4 (CTLA-4) belongs to the CD28 family and binds the same ligands as CD28, but it 

transduces negative signals, down-modulating T cell activation. B7.1 and B7.2, too, transduce 

signals upon engagement by CD28 or CTLA-4 and modulate APC function: this has been 

described as "reverse signalling" (5). Reverse signalling triggered by CD28-Fc, a fusion molecule 

of the extracellular portion of CD28 with the Fc portion of  IgG, leads to the production of IL-6 

from mouse dendritic cells (DCs) and thus results in their activation, whereas CTLA-4-Fc up-

regulates IDO and degrades tryptophan to products that inhibit T cell proliferation (5,6). Other 

members of the CD28 family are ICOS, Programmed Death 1 (PD-1), and B- and T-lymphocyte 

attenuator (BTLA) (7-10), whereas other members of the B7 family are B7h, B7H1, B7H3, B7H4, 

and B7-DCs (10,11-14).  

ICOS (CD278) is a costimulatory molecule selectively expressed by activated T cells (7,15-17). It 

binds B7h (CD275, also known as B7H2, B7-RP1, ICOSL, GL50) expressed by both 

haematopoietic and non-haematopoietic cells. B7h is constitutively expressed by B cells, 

macrophages, DCs, and a subset of mouse spleen T cells. In monocytes, expression is up-regulated 

upon activation. B7h is also expressed by vascular endothelial cells (EC), epithelial cells, and 

fibroblasts (3,18-24). This expression pattern suggests that the ICOS:B7h interaction has a role in 

both T cell activation in lymphoid organs, and the control of T cell function at sites of 

inflammation. ICOS function has been extensively investigated in T cells, where it seems to 

modulate cytokine secretion by predominantly acting on recently activated/memory cells, whereas 

it is less effective in naïve T cells, whose activation and IL-2 secretion seem to mainly depend on 

CD28 costimulation (3,7,10,25-27). Moreover, substantial differences in ICOS function have been 

reported in mouse and human cells. In mice, ICOS triggering has been predominantly related to 

induction of IL-4-secreting Th2 cells, or  IL-10-secreting regulatory T (Treg) cells, but it can also 

induce IFN-γ-secreting Th1 cells and support IL-17 secreting Th17 cells in some circumstances 

(28-30). In humans, it has been reported that ICOS-mediated costimulation of naïve Th cells elicits 

different responses depending on the cytokine milieu, since it promotes IFN-γ secretion in the 
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presence, and IL-10 and TGF-β secretion in the absence of IL-2 (31). Moreover, ICOS triggering 

has been shown to induce IL-17 secretion in a subset of cord blood cells (32). The differences 

between the two species might be partly due to the B7h capacity to weakly interact with CD28 and 

CTLA-4 in humans but not in mice, using binding sites different than that interacting with ICOS 

(33). 

The primary aim of this work was to assess a different aspect of ICOS function, i.e. the reverse 

signaling, triggered through B7h, on human DCs and it was prompted by our recent research 

showing that B7h ligation by ICOS-Fc significantly inhibits the capacity of  HUVEC to adhere to 

several tumor cell lines and polymorphonuclear cells (PMNs). Therefore, the B7h:ICOS interaction 

may modulate the spread of cancer metastases and the recruitment of PMNs in inflammatory sites 

(34). Moreover, other authors have shown that, in mice, B7h triggering induces partial maturation 

of immature DCs (iDCs) with prominent augmentation of IL-6 secretion (35). 

In peripheral tissues, iDCs are specialized in antigen uptake and processing for MHC presentation 

(36,37). In the presence of inflammatory mediators, such as Toll-like receptor ligands and 

inflammatory cytokines, iDCs differentiate to mature DCs (mDCs) able to activate T cells and 

characterized by decreased endocytic activity, increased expression of costimulatory and MHC-

class II (MHC-II) molecules, and increased cytokine secretion (38-40). They are at least 100 times 

more potent than macrophages in activating naïve T cells in vitro and are able to “cross-present” 

endocytosed proteins on MHC-class I (MHC-I), in addition to the standard presentation on MHC-II 

(41,42). iDCs are recruited to sites of inflammation by inducible inflammatory chemokines, such as 

CCL5, whereas mDCs are directed to draining secondary lymphoid tissues by constitutive 

chemokines, such as CCL19 and CCL21, via upregulation CCR7 (43). In this study, we show that 

the triggering of B7h substantially modulates LPS-induced maturation of DCs by influencing 

cytokine secretion and promoting cross-presentation. Moreover, it inhibits DCs adhesiveness to 

EC, their migratory activity, and expression of the Rac-1 activator β-Pix involved in cell motility.  
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Materials and Methods 

Cells 

PBMC were obtained by density gradient centrifugation from buffy coats provided by the local 

Blood Transfusion Service (Novara, Italy).  

iDCs were prepared from CD14+ monocytes, isolated from PBMC with the Monocyte Isolation Kit 

II (Miltenyi Biotec, GmbH, Germany), by culture for 5 days in culture medium (CM), composed of 

RPMI 1640 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), 2 mM L-glutamine (Invitrogen), and 10% FBS 

(Invitrogen) or serum free medium supplement (Lonza, Basel, Switzerland), supplemented with 

recombinant human GM-CSF (800 U/mL, Immunotools, Friesoythe, Germany) and IL-4 (10 

ng/mL, R&D Systems, Minneapolis, MN). Cytofluorimetric characterization showed that 

monocytes expressed CD14 and B7.2, but not CD1a, B7.1, and B7h. In iDCs, CD1a, B7.1, and B7h 

were up-modulated, CD14 was down-modulated, and B7.2 was unchanged (data not shown). 

In the maturation assays, iDCs were cultured for 2 additional days in CM in the presence of LPS 

(Escherichia coli, serotype 055:B5, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 1 µg/mL or ICOS-Fc 1 µg/mL, 

or both. ICOS-Fc was a fusion protein of the extracellular portion of human ICOS fused to the 

human IgG1 Fc and similar results were obtained with purchased (R&D Systems) and in house 

produced reagents (34). Controls were performed using in house produced F119SICOS-Fc, carrying 

the F119S substitution in the ICOS amino acid sequence, ICOS-msFc, in which the human ICOS 

was fused with a mouse Fcγ portion, and CTLA-4-Fc 1 µg/mL (R&D Systems). In some 

experiments, the soluble human IgG1 Fc was also used as a control (R&D Systems) and had no 

effect on DCs maturation (data not shown).  

The DCs surface phenotype was assessed by immunofluorescence and flow cytometry using FITC- 

and PE-conjugated (mAb) to CD14, HLA-DR (Caltag, Burlingame, CA), CD1a, CD80, CD83, 

CD86, HLA-A,B,C (Becton Dickinson Pharmingen, San Jose, CA), and B7h (BioLegend, San 

Diego, CA). 

 

Mannose receptor-mediated endocytosis 

Cell endocytosis was assessed by evaluating uptake of FITC-dextran (molecular weight, 70 kDa; 

Invitrogen). Briefly, each DCs sample was split into two fractions of 1 x 105 cells which were 

incubated with 1 mg/mL FITC-dextran at either 37° or 0°C for 60 minutes. Uptake was then 

stopped by adding ice-cold PBS followed by extensive washes in a refrigerated centrifuge, and 

cells were analysed by flow cytometry. Antigen uptake was expressed as the difference of mean 

fluorescence intensity (∆MFI) between the test sample performed at 37°C and the control sample 

performed at 4°C. 
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Mixed Lymphocyte Culture (MLC) 

DCs (5x103) were co-cultured in 96-well round-bottom plates for 5 days at a 1:20 DCs:lymphocyte 

ratio with allogeneic PBL or CD8+ or CD4+ T cells purified with the Human CD8 or CD4 

Microbeads kits (Milteniy Biotec). Supernatants were then collected and used for cytokine analysis. 

In the final 6 hours of culture, 0.5 µCi [3H] thymidine (Perkin Elmer, Waltham, MA) were added to 

each well; cells were then harvested with a semiautomatic cell harvester and their radioactivity was 

measured with a β-counter (Perkin Elmer).  

 

Cytokine analysis 

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, CCL20, TNF-α and 

IFN-γ were evaluated using standard ELISA (R&D Systems; BioLegend).  

 

Antigen presentation assays 

iDCs were resuspended at 1x106/mL in serum-free RPMI 1640 and incubated with 10 µg/mL 

keyhole limpet hemocyanin  (KLH, Calbiochem, Darmstadt, Germany) for 6 hours at 37°C. They 

were then washed and resuspended in RPMI 1640 supplemented with 5% heat-inactivated AB 

human serum (Lonza), and matured for 24 hours with LPS in presence or not of ICOS-Fc. They 

were then cocultured with autologous T cells, purified with the Human PanT Microbeads Kit 

(Milteniy Biotec) at a DCs:T ratio of 1:10. On day 7, specific activation was evaluated by ELISpot 

assay on total T cells or on CD8+ or CD4+ T cells purified with the Human CD8 or CD4 

Microbeads kits (Milteniy Biotec). 

To assess whether ICOS-Fc modulated the ability to present HLA-A2-restricted peptides to T cells, 

differentially matured DCs from HLA-A2+ donors were resuspended at 1x106/mL in serum-free 

RPMI 1640, pulsed with the influenza matrix Flu-MA58–66 peptide (GILGFVFTL; Primm) (3 

µg/mL) for 4 hours at 37°C, and then cultured with autologous T cells at a 1:10 ratio. On day 7, the 

recovered cells were restimulated in the same conditions by Flu-MA58–66-pulsed DCs and 1 ng/mL 

of recombinant IL-2 (Sigma-Aldrich). After another 7 days, specific activation was evaluated by 

ELISpot assay.  

HLA-A2+ CD8+ T clones specific for Flu-MA58-66 provided by Dr. Claudia Giachino (University of 

Torino, Italy) were expanded in RPMI 1640 supplemented with 5% AB human serum and IL-2 (250 

U/mL, Sigma-Aldrich) and expanded every 2 weeks with 1 µg/mL phytohaemagglutinin (PHA, 

Sigma-Aldrich), 250 U/mL IL-2, and 0.5x106/mL allogenic-irradiated PBMC. They were used for 

the functional test 2 weeks after stimulation.  
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ELISpot assay 

5x104 T cells were cultured, at a 30:1 ratio, with unpulsed or KLH-pulsed mDCs in a final volume 

of 100 µL of AIM-V medium (Invitrogen) in 96-well ELISpot assay plates (Millipore, Bedford, 

MA, USA), previously coated with 100 µl of human primary anti-IFN-γ mAb solution (BD 

Biosciences). In some experiments, 5x103 Flu-MA58-66 -T cells were cultured, at a 10:1 ratio, with 

unloaded and Flu-MA58-66-loaded mDCs. ELISpot assays were performed following the 

manufacturer’s instructions. Substrate (AEC Staining Kit, Sigma-Aldrich) was added to each well 

to develop the spots. Reaction was stopped after 10–20 minutes with water, and the membrane was 

left to dry in the dark. The spots were counted by computer-assisted image analysis (Transtec 1300 

ELISpot Reader, AMI Bioline, Buttigliera Alta). Data are expressed as number of specific spots/105 

cells; specific spots were those obtained in the presence of antigen-pulsed DCs minus those 

obtained in the presence of antigen-unpulsed DCs. 

 

Cells adhesion assay 

 HUVEC were isolated from human umbilical veins by trypsin treatment (1%) and cultured in 

M199 medium (Lonza) with the addition of 20% FCS and 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin, 5 UI/mL heparin, 12 µg/mL bovine brain extract, and 200 mM glutamine. HUVEC 

were grown to confluence in flasks and used at the 2nd-5th passage. Informed consent was obtained 

from all donors. Human Dermal Lymphatic Endothelial Cells (HDLEC) were purchased from 

PromoCell and cultured with Endothelial Cell Growth Medium MV2 (PromoCell, Heidelberg, 

Germany). 

HUVEC and HDLEC were grown to confluence in 24-well plates and then treated or not with       

ICOS-Fc, or F119SICOS-Fc or CTLA-4-Fc (2 µg/mL) for 30 minutes, washed with fresh medium 

twice, and incubated for 1 hour with the iDCs or mDCs (5x104 cell/well). The 1 hour incubation 

time was chosen to allow full sedimentation of the adhering cells, but similar results were obtained 

with a shorter incubation time (30 minutes). In some experiments, iDCs or mDCs and HUVEC or 

HDLEC were pre-treated with ICOS-Fc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc (2 µg/mL) for 30 minutes, 

washed with fresh medium twice, and used in the adhesion assays. After incubation in the adhesion 

assay, non-adherent cells were removed by washing three times with M199. The centre of each well 

was analysed by fluorescence image analysis (33). Adherent cells were counted by the Image Pro 

Plus Software for   micro-imaging (Media Cybernetics, Bethesda, MD, version 5.0). Single 

experimental points were assayed in triplicate, and the standard error of the three replicates was 

always below 10%. Data are shown as percentages of inhibition vs the control adhesion measured 
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on untreated HUVEC or HDLEC; this control adhesion was 2��2 cells/microscope fields (n=6) for 

iDCs and in a similar range for mDCs, in the adhesion to both HUVEC and HDLEC.  

 

Migration assay 

In order to determine the effects of ICOS-Fc on iDCs or mDCs migration, we used the Boyden 

chamber (BD Biosciences) migration assay. iDCs or mDCs (5x103 cell/well) were plated onto the 

apical side of 50 µg/mL Matrigel-coated filters in serum-free medium in the presence and absence 

of ICOS-Fc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc (2 µg/mL). Medium containing 10-6M N-formyl-Met-

Leu-Phe (nfMLP, Sigma-Aldrich) or 200 ng/mL CCL5 (R&D Systems) was placed in the 

basolateral chamber as chemoattractant for iDCs; 250 ng/mL CCL19 (R&D Systems) or 250 ng/mL 

CCL21 (R&D Systems) was used as chemoattractant for mDCs. After 6 hours, the cells on the 

apical side were wiped off with Q-tips. Cells on the bottom of the filter were stained with crystal-

violet and counted (five fields of each triplicate filter) with an inverted microscope. The results are 

expressed as the number of migrated cells per high-power field. 

 

Western blot analysis 

Cells were treated or not with ICOS-Fc or F119SICOS-Fc (4 µg/ml) at 37°C for 30 minutes. Then, 

they were lysed in 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% v/v Triton X-100, 

phosphatase and protease (P2850, P8340, Sigma-Aldrich) inhibitors for 20 minutes at 4°C. The 

supernatants were collected after centrifugation at 14,000 rpm for 30 minutes, and 35 µg of proteins 

were run in a 9.3% SDS-polyacrilamyde gel, and transferred onto a nitrocellulose membrane. Filters 

were blocked with TBS (10 mM TrisHCl pH 7.9; 150 mM NaCl) containing 5% nonfat milk and 

1% Tween 20 for 1 hour at room temperature, and probed overnight with anti-β-Pix (SH3 domain) 

rabbit polyclonal antibody (Millipore, Billerica, MA) followed by the appropriate horseradish 

peroxidase-conjugated secondary reagent and detected by enhanced chemiluminescence. 

Densitometric analysis was performed by the Multi-Analyst (version 1.1, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA).  

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the Friedman test followed by a Dunn post hoc analysis. 

Results are shown as medians and interquartile ranges (IQR).  
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Results 

 

Effect of B7h stimulation on DCs maturation 

Monocytes were induced to differentiate to iDCs by a 5-day culture with GM-CSF and IL-4. 

Because activation stimuli, such as LPS, induce iDCs maturation to mDCs, we assessed the effect 

of B7h stimulation in this process by using ICOS-Fc to trigger B7h. iDCs were treated for 2 days 

with control medium (iDCs), LPS (mDCs), ICOS-Fc (iDCsICOS), or LPS plus ICOS-Fc 

(mDCsICOS). We then compared their surface marker expression and endocytic, cytokine secretion, 

allostimulatory, and antigen presentation activities. 

Analysis of surface expression of B7h, B7.1, B7.2, CD83, HLA-DR, and class I HLA, showed that 

treatment with LPS upregulated B7.1, B7.2, CD83, HLA-DR, and class I HLA as expected, 

whereas ICOS-Fc had no effect since no differences were found comparing iDCs with iDCsICOS, 

and mDCs with mDCsICOS (data not shown). Endocytic activity was assessed by evaluating uptake 

of FITC-conjugated dextran. Results showed that ICOS-Fc did not exert any effect on this activity 

since iDCs and iDCsICOS displayed the same ability to capture antigens, and that this activity was 

similarly down-regulated in mDCs and mDCsICOS (data not shown). 

Assessment of cytokine secretion by measuring levels of IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, and 

TNF-α in the supernatants of the 2-day DCs cultures showed that secretion of all these cytokines 

was almost undetectable in iDCs and it was unchanged in iDCsICOS  (data not shown). Treatment 

with LPS upregulated secretion of IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-23, IL-1β and TNF-α and, 

intriguingly, mDCsICOS displayed a different cytokine secretion pattern from mDCs, with higher 

secretion of IL-23 and IL-10, and lower secretion of IL-6 and, at a lesser extent, TNF-α (Fig. 1). By 

contrast, secretion of IL-12p70 and IL-1β were unchanged (Fig.1). To assess the specificity of the 

ICOS-Fc effect, mDCs maturation was induced in the presence of either F119SICOS-Fc, that is a 

mutated form of ICOS incapable to bind B7h (44), or ICOS-msFc, in which the human ICOS was 

fused with a mouse Fcγ portion to minimize interaction with the human Fcγ receptors, or CTLA-4-

Fc, which binds B7.1/B7.2 but not B7h. Results showed that ICOS-msFc exerted the same effect as 

ICOS-Fc, whereas F119SICOS-Fc did not exert any effect. CTLA-4-Fc increased IL-10, and 

decreased IL-6, and did not change IL-12p70 and IL-1β similarly to ICOS-Fc but, differently from 

ICOS-Fc, it had no effect on IL-23 and TNF-α (Fig.1).  

Evaluation of the DCs allostimulatory activity – by assessing the lymphocyte proliferative response 

of PBL, CD4+ and CD8+ T cells in allogeneic  MLC – showed that lymphocyte proliferation 

induced by mDCs was significantly higher than that induced by mDCsICOS in all lymphocyte 

preparations (Fig. 2). To assess whether differences in cytokine secretion displayed by mDCs and 
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mDCsICOS paralleled differences in their ability to polarize the Th cell response, we evaluated 

secretion of IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, and CCL20 in the supernatants 

from these MLC. Compared to mDCs-driven MLC, MLC driven by mDCsICOS displayed 

significant up-modulation of IL-17A and IL-17F, and down modulation of IL-2 in PBL and CD4+ 

T cells (Fig.3). The effects induced by ICOS-Fc were not ascribable to binding of the Fcγ1 portion 

of ICOS-Fc to DCs Fcγ receptors, since they were also displayed by mDC matured in the presence 

of ICOS-msFc, but not by those matured in the presence of F119SICOS-Fc (Fig. 3). By contrast, 

mDCs and mDCsICOS  did not differ in their capacity to induce secretion of IFN-γ, IL-10, and 

CCL20 in all lymphocyte populations and IL-2 in CD8+ T cells (supplementary Table I). IL-4, IL-

21, and IL-22 were undetectable in every cell population and in all experimental conditions (data 

not shown). 

Similar experiments performed using iDCs and iDCsICOS detected minimal MLC proliferation and 

cytokine secretion with no substantial differences between iDCs and iDCsICOS (data not shown).  

In the MLC, the ICOS-Fc effects were not due to decreased interaction between ICOS on T cells 

and B7h on DCs as a consequence of B7h down-modulation or blocking by the ICOS-Fc used to 

prepare mDCsICOS. Staining with anti-B7h mAb showed, in fact, similar expression levels in mDCs 

and mDCsICOS; and staining of these cells with anti-human Ig antibodies did not disclose any 

residual ICOS-Fc bound on the cell surface (data not shown). Moreover, surface expression of 

ICOS was not different in T cells activated in the different MLC settings (data not shown). 

 

Effect of B7h stimulation on antigen presentation 

To assess whether B7h triggering modulates DCs antigen presentation, iDCs were pulsed with 

KLH, matured with LPS in the presence and absence of ICOS-Fc, and then used as stimulators of 

autologous T cells (45). After 7 days of primary culture, T cells were re-challenged with the same 

stimulators in the presence and absence of MHC-I or MHC-II blocking antibodies; secretion of 

IFN-γ was then assessed by ELISpot to detect the MHC-II and MHC-I restricted response 

respectively, since IFN-γ secretion can efficiently detect activation of both CD4+ and CD8+ T cells. 

The results showed that mDCsICOS induced higher proportions of IFN-γ secreting MHC-I restricted 

cells than mDCs, whereas both stimulators elicited similar responses in the MHC-II restricted 

population (Fig. 4A). Moreover, mDCsICOS displayed a similar stimulatory activity when matured 

in the presence of either ICOS-Fc or ICOS-msFc, whereas those matured in the presence of 
F119SICOS-Fc displayed a similar activity as plain mDCs. By contrast, mDCs matured in the 

presence of CTLA-4-Fc displayed lower stimulatory activity than plain mDCs in both MHC-I and 

MHC-II restricted T cells (Fig. 4A), which is in line with the notion that CTLA-4-Fc induces 
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suppressive functions in DCs (6). To confirm these results, in a distinct set of experiments, CD4+ 

and CD8+ cells were purified from the 7 day primary culture, re-challenged with the same 

stimulators, and analyzed for IFN-γ secretion by ELISpot. The results obtained with the different 

ICOS-Fc variants on purified CD4+ and CD8+ cells strictly paralleled those obtained with whole T 

cells in the presence of anti-MHC-I and -MHC-II antibodies respectively. The inhibitory effect of 

CTLA-4-Fc, too, was still detectable but it was significant in CD4+ cells only (Fig. 4B). Similar 

experiments performed in iDCs showed that iDCs and iDCsICOS displayed a similar low capacity to 

induce IFN-γ secreting cells in both MHC-I and MHC-II restricted T cells (data not shown). 

The increased ability of mDCsICOS to activate MHC-I restricted T cells might be ascribed to 

potentiation of their capacity to cross-present endocytosed antigens in MHC-I or to increase of their 

intrinsic costimulatory activity. To distinguish between these possibilities, mDCs and mDCsICOS 

obtained from HLA-A2+ donors were pulsed with the influenza virus matrix peptide Flu-MA58–66 

after their maturation in order directly to load the peptide on surface HLA-A2 molecules, skipping 

the antigen processing step, and then used to activate autologous T cells. ELISpot analysis of IFN-γ 

secreting cells showed similar proportions of positive cells using mDCs, mDCsICOS or those 

matured in the presence of either ICOS-msFc or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc (Fig. 4C). To 

confirm these results, the experiments were repeated using CD8+ T cell clones specific for Flu-

MA58–66 presented on HLA-A2+, as responder cells. In this case, too, ELISpot analysis did not 

detect substantial differences using the different stimulators (Fig. 4C). These data indicated that the 

increase of mDCsICOS ability to activate MHC-I restricted T cells might be ascribed to promotion of 

antigen cross-presentation and not to an increase in their costimulatory activity toward CD8+ T 

cells. 

 

Effect of B7h stimulation on DCs adhesiveness and migration 

In a previous work, we showed that ICOS-Fc inhibited adhesion of several tumor cell lines to 

HUVEC by triggering B7h expressed on either HUVEC or the tumor cell lines. To assess the effect 

of B7h triggering on iDCs and mDCs adhesion to ECs, we performed adhesion assays using both 

HUVEC and HDLEC. Either DCs or the EC lines were pretreated or not with ICOS-Fc for 30 

minutes, washed, and incubated together in the adhesion assay; as a control, cells were treated with 
F119SICOS-Fc or CTLA-4-Fc. The results showed that pre-treatment with ICOS-Fc significantly 

inhibited adhesion of both iDCs and mDCs to both HUVEC and HDLEC by about 50%. Inhibition 

was similar when B7h was triggered on either ECs or DCs or both cell types. By contrast, 

pretreatment with F119SICOS-Fc or CTLA-4-Fc had no effect (Fig. 5).  

Since adhesive mechanisms are also involved in DCs migration, we used a Boyden chamber 
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migration assay to investigate the effect of B7h triggering on spontaneous migration of iDCs and 

mDCs, migration of iDCs driven by nfMLP or CCL5, and migration of mDCs driven by CCL19 or 

CCL21. iDCs or mDCs were seeded in the upper chamber of a Boyden chamber in the absence and 

presence of either ICOS-Fc, F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc, and left to migrate toward the lower 

chamber loaded with medium in the absence or presence of the above indicated chemotactic agents. 

The results showed that iDCs and mDCs displayed a spontaneous migration that was increased by 

each chemoattractant and, in all conditions, substantially inhibited by ICOS-Fc, but not by 
F119SICOS-Fc and CTLA-4-Fc (Fig. 6). 

 

ICOS-Fc alters β-Pix-mediated signaling. 

β-Pix is a Rac-1 activator involved in cell migration (46). Its downmodulation inhibits cell 

spreading, lamellipodial formation, and integrin-induced increase of Rac1 activity. To evaluate 

whether treatment with ICOS-Fc influences β-Pix expression, we treated iDCs and mDCs with 

ICOS-Fc or F119SICOS-Fc for 30 minute and then analyzed β-Pix expression by Western blot. 

Results showed that treatment with ICOS-Fc decreased expression of β-Pix in both iDCs and 

mDCs, whereas no effect was exerted by F119SICOS-Fc (Fig. 7). 

  



99 
 

Discussion 

This work showed that reverse signaling mediated by B7h modulated the DCs response to LPS by 

influencing cytokine secretion and the ability to drive T cell activation and differentiation. 

Moreover, it modulated DCs adhesiveness and migration. 

Analysis of surface marker expression, endocytic activity, and cytokine secretion showed that B7h 

triggering per se was unable to induce DCs maturation, whereas, as expected, this was induced by 

LPS with down-regulation of endocytic activity and up-regulation of B7.1, B7.2, CD83, and MHC 

expression, allostimulatory activity, and secretion of TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10, and IL-23. 

Treatment with either ICOS-Fc or CTLA-4-Fc modulated this LPS-induced cytokine secretion with 

increase of IL-10 and decrease of TNF-α and IL-6, whereas IL-23 secretion was increased by 

ICOS-Fc only. 

IL-1β and IL-6 are involved in differentiation of proinflammatory Th17 cells characterized by 

secretion of IL-17, IL-21, IL-22, and IL-26, whereas IL-23 is involved in their expansion 

(30,47,48). Therefore, B7h triggering in DCS may promote expansion of differentiated Th17 cells 

through the increased IL-23 secretion, which was supported by the finding that mDCS
ICOS 

stimulated higher secretion of IL-17A and IL-17F than did plain mDCs in MLC assays. By 

contrast, they did not influence secretion of IL-21 and IL-22, secreted by subsets of Th17 cells (49, 

50). Therefore, B7h triggering seemed to modulate DCs maturation by increasing their ability to 

expand Th17 cells, which was intriguing in light of data showing that the triggering of ICOS on T 

cells supports differentiation of Th17 cells in the presence of appropriate cytokine milieus (32). 

Therefore, the ICOS:B7h interaction between DCs and T cells may trigger bidirectional signals that 

biphasically cooperate to induce and expand Th17 cells. In the T cell activation step, ICOS 

triggering promotes differentiation of Th17 cells; in the DCs maturation step, B7h triggering 

promotes secretion of IL-23 supporting Th17 cell expansion.  

A further effect mediated by B7h triggering was potentiation of mDCs ability to activate the T cell 

response to endocytosed antigens in the context of MHC-I involving CD8+ T cells, but not in the 

context of MHC-II involving CD4+ T cells. This seemed to be due to increased cross-presentation 

of the antigen and not to increased expression of either MHC-I or costimulatory molecules 

involved in activation of CD8+ T cells. The effect of B7h triggering, in fact, required antigen 

processing since it was detectable when KLH was loaded on maturing DCs, but not when the Flu-

MA58–66 peptide was loaded on already matured DCs. Specificity was shown by the ineffectiveness 

of F119SICOS-Fc and by the different effect exerted by CTLA-4-Fc, which inhibited mDCs ability to 

activate both the MHC-I and MHC-II restricted responses to KLH; this is in line with reports 

showing that CTLA-4-Fc induces DCs to produce the suppressive molecule IDO (6). Incomplete 



100 
 

understanding of the molecular machinery of cross-presentation makes difficult to conjecture how 

it may be supported by B7h triggering. However, it is noteworthy that the Th17-switch induced by 

B7h-stimulated DCs might further support the cross-presentation induced by B7h stimulation since 

IL-17 has been shown to promote cross-presentation in mice (51). 

These results are quite different from those reported in regard to mouse bone marrow-derived DCs 

by Tang et al. showing that, in the absence of other stimuli, B7h triggering induced partial 

maturation of iDCs (35). This is mediated by a p38 MAPK dependent signal with selective 

augmentation of IL-6 secretion; a similar effect was detected by Orabona et al. by using CD28-Fc 

to trigger B7.1 and B7.2 (5). Moreover, in these murine DCs, B7h triggering increased expression 

of CD80, CD83, CD86, and MHC-II, phagocytosis, and antigen-presentation to CD4+ Th cells, and 

supported their polarization to Th1 cells (35). However, the differences between these data on mice 

and our results on human DCs are not surprising in light of the several different functions that 

ICOS displays in the two species (25-31). Finally, B7h triggering substantially inhibited adhesion 

of both iDCs and mDCs to vascular and lymphoid EC and their spontaneous and chemokine-driven 

migration. Again, the effect was specific because it was not induced by F119SICOS-Fc and CTLA-4-

Fc. Apparently, the effect was not due to modulation of the expression of adhesion molecules or 

chemokine receptors, as detected by surface immunofluorescence of CCR1, CCR7, ICAM-1, 

ICAM-2, VCAM-1, MadCAM, E-selectin (CD62E), CD62P, CD15s (Sialyl Lewis X), Sialyl 

Lewis A, CD31, CD34, CD40, and CD44v (data not shown).  

By contrast, ICOS-Fc down-regulated expression of β-Pix, a Rac-1 activator recruited by activated 

integrins and required for rapid nascent adhesion turnover. Downregulation of β-Pix expression 

prevent cell spreading, lamellipodial formation, and increase of Rac1 activity (44,52,53). By 

contrast in DCs, we did not detect any effect in ERK phosphorylation that we have previously 

shown to be down-modulated by ICOS-Fc in EC (34), and similar negative results were obtained 

on JNK, p38, AKT, STAT1, and STAT3 (data not shown). 

DCs are the most potent APC of the immune system involved in the initiation of the acquired 

immune response, and they are the only type of APC that can activate naïve T cells and initiate the 

immune response (36,43,54). Key features of this activity are the abilities of iDCs to migrate to the 

sites of inflammation in response to inflammatory chemokines, to endocytose antigens, and to 

mature to mDCs moving to the T cell areas of secondary lymphoid organs, where they present the 

endocytosed antigens to both MHC-I and MHC-II restricted naïve T cells, and initiate the immune 

response. Most iDCs reside within the tissues and do not recirculate, but some of them 

constitutively traffic to lymph nodes via the afferent lymph and play a role in the induction of 

peripheral tolerance (36,54). Infection and inflammation dramatically increase DCs migration as 
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the result of maturation events that increase DCs motility and responsiveness to lymph tropic 

chemoattractants (36). In this process, mDCs downregulate chemokine receptors, such as CCR1, 

CCR2, CCR5, and CXCR1, required for pro-inflammatory chemotaxis in the tissues, and 

upregulate those, such as CCR7, required for migration to the lymph nodes. Their entry in the 

afferent lymphatics involves ICAM-1 and VCAM-1 and several other adhesion molecules only 

partly shared with those involved in the leukocyte interaction with vascular EC (36). 

In this scenario, our data suggest that B7h triggering may play a key role in modulating DCs 

function. Its ability to block iDCs migration would be crucial for arresting these cells in the 

inflamed tissues where they can load the antigens in both MHC-II and MHC-I, favored by the 

effect of B7h triggering on cross-presentation. Then, its ability to block mDCs migration would be 

crucial to arrest these cells in the secondary lymphoid tissues where they can activate both CD4+ 

and CD8+ T cells and, possibly, support differentiation of Th17 cells. In this context, the inhibitory 

effect exerted by B7h signaling on DCs adhesion to EC might be important to inhibit the 

transendothelial migration of these cells and favor their permanence in the tissues. 

ICOS-Fc has been used to treat several pathological conditions in mice with the aim of blocking the 

ICOS:B7h interaction. However, this and previous reports suggest that it may also act as an agonist 

of B7h signalling, and that these multifaceted effects may account for the heterogeneous results 

obtained in different disease models and using different types of ICOS antagonists. Therefore, 

before proposing therapeutic uses of ICOS-Fc, more work is needed to depict its global effect both 

in vitro and in vivo. 
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Figure Legends 

 

FIGURE 1.  

Cytokine secretion of DCs treated with different stimuli. B7h triggering substantially modulates the 

cytokine pattern secreted by DCs. DCs were cultured with LPS in the presence and absence of 

either ICOS-Fc, or ICOS-msFc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc in serum-free medium and culture 

supernatants were harvested after 2 days and examined for cytokine production by ELISA. Data 

represent the median and IQR of results from 8 independent experiments performed in triplicate 

and marked with distinct symbols. *: p<0.05 vs mDCs prepared with LPS alone.  

 

FIGURE 2.  

Alloreactive proliferation induced in different lymphocyte populations by DCs treated with 

different stimuli. mDCs were prepared in the presence and absence of either ICOS-Fc, or ICOS-

msFc, or F119SICOS-Fc, and used as stimulators against allogeneic PBL or purified CD4+ or CD8+ 

cells at a stimulator/responder ratio of 1:20 for 5 days. [3H] thymidine (0.5 µCi/well) was added in 

the final 6 hours of culture and radioactivity uptake was measured by a β-counter; data are 

expressed as median and IQR of the results from 6 experiments performed in triplicate and marked 

with distinct symbols.  

*: p<0.05 vs mDCs prepared with LPS alone. 

 

FIGURE 3.  

Cytokine secretion induced in different lymphocyte population by DCs treated with different 

stimuli. mDCs were prepared in the presence and absence of either ICOS-Fc, or ICOS-msFc, or 
F119SICOS-Fc, and used as stimulators as described in Figure 2. Cytokine secretion was assessed in 

the supernatants by ELISA after 5 days of culture; data are expressed as median and IQR of results 

from 6 experiments performed in triplicate and marked with distinct symbols. *: p<0.05 vs mDCs 

prepared with LPS alone. 

 

FIGURE 4.  

Antigen presentation activity of iDCs induced to mature with several stimuli. iDCs pulsed with 

KLH and matured with LPS in presence and absence of ICOS-Fc, or ICOS-msFc, or F119SICOS-Fc, 

or CTLA-4-Fc were used as stimulators of autologous T cells in 7 day cultures. A, Lymphocytes 

recovered from each culture were restimulated in IFN-γ ELISpot plates with the same stimuli in the 

presence and absence of MHC-I (left) or MHC-II (right) blocking antibodies (n=6).  B, CD4+ and 
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CD8+ cell were purified from the lymphocytes recovered from each culture and, then, restimulated 

in IFN-γ ELISpot plates with the same stimuli (n=6).  C, HLA-A2+ DCs matured with LPS in the 

absence and presence of ICOS-Fc, or ICOS-mFc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-Fc, and 

subsequently loaded with Flu-MA58–66 were used to stimulate autologous T cells previously 

expanded with the same stimulus (left) or HLA-A2+ matched anti-Flu-MA58–66 CD8+ T cell clones 

(right) in IFN-γ ELISpot plates (n=4). Data are expressed as number of specific spots and are the 

medians and IQR of the results from 4-6 experiments performed in triplicate and marked with 

distinct symbols. *: p<0.05 vs to mDCs prepared with LPS alone. 

 

FIGURE 5.  

Effect of ICOS-Fc on iDCs and mDCs adhesion to EC lines. EC lines (HUVEC and HDLEC) 

and/or DCs (iDCs and mDCs) were pre-treated or not with ICOS-Fc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4-

Fc  (2µg/mL) for 30 minutes, washed and then incubated together for 1 hour in the adhesion assay. 

The legend of the horizontal axes shows which cells were pre-treated with the indicated reagent. 

Data are expressed as the percentage of inhibition versus the control adhesion obtained with 

untreated cells and are the medians and IQR of the results from 5 experiments performed in 

triplicate. *: p<0.05 vs the control. 

 

FIGURE 6.   

Effect of ICOS-Fc on iDCs and mDCs migration. iDCs or mDCs were plated into the apical side of 

Matrigel-coated filters in the presence and absence of ICOS-Fc, or F119SICOS-Fc, or CTLA-4  (2 

µg/mL). The basolateral chamber was loaded with medium in the presence and absence of nfMLP 

or CCL5 for iDCs, and CCL19 or CCL21 for mDCs. The cells migrated to the bottom of the filters 

were stained using crystal-violet and counted (5 fields of each triplicate filters) using an inverted 

microscope after 6 hours. Data are expressed as the migrated cells in each condition and are the 

medians and IQR of the results from 5 experiments performed in triplicate. *: p<0.05 versus the 

own control. 

 

FIGURE 7.   

Effect of ICOS-Fc on β-Pix expression in DCs. iDCs (right) or mDCs (left) were treated with 

ICOS-Fc or F119SICOS-Fc (4µg/ml) for 30 minutes and then β-Pix and GADPH expression was 

analysed by Western blot. The upper panels show the β-Pix and GADPH expression from the same 

gel. The bar graphs show the medians and IQR of the densitometric analysis from 5 experiments. *: 

p<0.05 vs the control. 
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Highlights:  

B7h-Fc or B7.1-Fc have different effects on secretion of TH17 and TH9 cytokines in naïve TH 

cells.  

B7h-Fc preferentially induce IL-17A and IL-10, whereas B7.1-Fc is effective on IL-17F and IL-9 

too. 

The minimal cytokine milieu to induce both TH17 and TH9 cytokines includes TGFβ1+IL-1β. 

In the presence of TGFβ1+IL-1β, B7.1-Fc but not by B7h-Fc induces high levels of IL-9. 
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Abbreviations:  

(TH): T helper  

(APC): antigen-presenting cells 

(TCR): T cell receptor 

(mAbs):  monoclonal antibody 

(PBMC): Peripheral Blood mononuclear cells 

(ICOS) Inducible Costimulator 

(TGF-β): Transforming Growth Factor-β 

(IL-): Interleukine- 

(INF-γ): Interferon-γ 

(PB): Peripheral Blood 

(Ig): Immunoglobulin 
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Abstract 

ICOS and CD28 are expressed by T cells and are involved in costimulation of cytokine production 

in T helper (TH) cells. ICOS binds B7h expressed by several cell types, whereas CD28 binds B7.1 

and B7.2 expressed by activated antigen presenting cells. This work investigated the role of B7h 

and B7.1 in TH17 and TH9 cell differentiation by assessing activity of recombinant B7h-Fc and 

B7.1-Fc on human naive TH cells activated in the presence of different combinations of exogenous 

cytokines. In the presence of TGF-β1 and IL-1β (ΤΗ17 promoting condition), B7h-Fc was more 

effective than B7.1-Fc in inducing IL-17A and IL-10 secretion, whereas B7.1-Fc was more 

effective in inducing IL-17F.  Dual costimulation with B7h-Fc and B7.1-Fc displayed an 

intermediate pattern with predominance of IL-17F over IL-17A, secretion of high levels of IL-10, 

and secretion of IL-9 levels lower than those induced by B7.1-Fc alone. In the presence of TGF-

β1 and IL-4 (ΤΗ9 promoting condition), B7h-Fc induced IL-17A only, whereas B7.1-Fc induced 

also IL-17F, IL-10, and high levels of IL-9. Experiments on memory TH cells showed that B7h-Fc 

mainly supported secretion of IL-17A and IL-10, whereas B7.1-Fc supported secretion of IL-17A, 

IL-17F, IL-10, and IL-9. These data indicate that B7h and B7.1 play different roles in modulation 

of TH17 and TH9 differentiation. This plasticity might be important in the immune response to 

pathogens and tumors, and in the development of autoimmune diseases, and should be taken in 

consideration in designing of immunotherapeutic protocols triggering ICOS or CD28. 

 

Keywords: ICOS, CD28 IL-17, IL-9, TH17, TH9 
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1. Introduction 

Activation and differentiation of naïve T helper (TH) cells requires three signals from antigen-

presenting cells (APC). The first is delivered through the T cell receptor (TCR) upon recognition of 

the antigenic peptide presented by the appropriate MHC molecule, the second by T cell 

costimulatory molecules engaged by their ligands expressed on APC, and the third by cytokines in 

the microenvironment [1,2].  

The best known TH cell costimulatory molecule is CD28, which is constitutively expressed by all 

TH cells, binds B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) on APC, and promotes cell proliferation and 

cytokine secretion [3-5]. Another TH costimulator is ICOS (CD278), which belongs to the CD28 

family and is selectively expressed by activated T cells [6-8]. It binds B7h (CD275, B7H2, B7-

RP1, ICOSL, GL50) expressed by both haematopoietic and non-haematopoietic cells. B7h is 

constitutively expressed by B cells, macrophages, and dendritic cells, but it is also expressed by 

vascular endothelial cells, epithelial cells, and fibroblasts; ICOS-mediated triggering of B7h 

modulates adhesiveness of vascular endothelial cells to inflammatory and tumor cells [9-10]. This 

expression pattern suggests that the ICOS:B7h interaction has a role in both T cell activation in 

lymphoid organs and the control of T cell function at sites of inflammation [11]. In TH cells, ICOS 

function appears to modulate cytokine secretion by acting on recently activated/memory cells, 

whereas it is less effective in naïve TH cells, whose activation seems to depend primarily on CD28 

costimulation [12-17].  

To date, four types of effector TH cells are generally recognized, namely TH1, TH2, TH17, and 

Treg cells, characterized by secretion of different patterns of cytokines [18]. Under certain 

circumstances, these patterns may switch from that of one lineage toward another suggesting that 

TH cells are plastic depending on the inflammatory conditions [19]. Their differentiation from 

naïve TH cells depends on the cytokine environment during activation, but a role may also be 

played by the costimulatory receptors delivering the “second signal”. For instance, CD28 

costimulation induces secretion of high amounts of IL-2 supporting most types of T cells, whereas 
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ICOS costimulation is incapable to induce IL-2 but potently induces IL-10 secretion. Moreover, 

substantial differences have been reported in humans and mice since ICOS triggering induces 

secretion of high amounts of IL-4 in mice but IFN-γ in humans, which are associated with TH2 and 

TH1 cells respectively [20-25]. These differences might be partly due to the capacity of the human 

but not the mouse B7h to weakly interact with CD28 and CTLA4, using binding sites different 

from that used by ICOS [26]. 

Recent data showed that ICOS and CD28 may also play a different role in differentiation of TH17 

cells, which are involved in the immune response against certain parasites and in some autoimmune 

diseases [27-30]. In humans, they are characterized by the production of IL-17A, IL-17F, IL-21, 

IL-22, and IL-26 and their differentiation is dependent on the transcription factor retinoic acid-

related orphan nuclear receptor C2 (RORC2) [31]. TH17 differentiation is controlled by several 

cytokines and is inhibited under TH1 and TH2 polarizing conditions, i.e. presence of IFN-γ and IL-

4, respectively. In mice, TH17 differentiation requires TGF-β1 and IL-6, is amplified in an 

autocrine fashion by IL-21, and is further promoted by IL-23 [32]. In humans, TH17 differentiation 

involves the same cytokines, but their relative contributions are debated [31, 33-37].  

Early reports suggested that both ICOS and CD28 were involved in TH17 differentiation in mice 

[28, 38]. More recently, studies using ICOS-deficient mice indicated that ICOS was dispensable for 

TH17 differentiation, but it was necessary for TH17 cells to attain full effector functions [39]. In 

humans, ICOS was found to be more effective than CD28 in inducing IL-17A and IL-17F secretion 

in peripheral blood (PB) “memory” TH17 (CCR4+CCR6+), Treg (CD25+CD127loFoxP3+), and TFH 

(CXCR5+CD45RO+) cells, but not in TH1 (CXCR3+CCR4-CCR6+) and TH2 (CCR4+CXCR3-

CCR6-) cells [40]. Moreover, in long-term cultures, ICOS but not CD28 triggering was capable to 

support development of TH17 cells from umbilical cord blood naïve TH cells 

(CD4+CD45RA+CD25-) but only in the presence of a TH17-polarizing milieu containing TGF-β1, 

IL-6, IL-1β, IL-23, and neutralizing antibodies to IFN-γ and IL-4 [40].  
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TH cells generated under TH17-promoting conditions comprises not only IL-17 secreting cells, but 

also cells secreting IL-9, exerting its activity on several cell types including T cells, mastcells, 

eosinophils, and epithelial cells. IL-9 secretion has been initially ascribed to TH2 cells, but recent 

reports described a distinct subset of TH9 cells characterized by secretion of IL-9 and IL-10, 

lacking secretion of IFN-γ, IL-4, and IL-17, and involved in development of allergic airway disease 

and in the response to parasitic infections [19]. However, IL-9 production is not unique to such cells 

since it may also be expressed by Tregs and TH17 cells [18].TH9 cell differentiation is supported 

by CD28 costimulation and requires presence of TGF-β1 and IL-4, whereas no data are available on 

the role of ICOS. 

This work compared the activity of fusion proteins of the extracellular portion of human B7h or 

B7.1 fused to the human IgG1 Fc (i.e. B7h-Fc and B7.1-Fc) and dissected the role of the cytokine 

microenvironment in induction of TH17 and TH9 cytokine secretion in short term cultures of PB 

naïve TH cells from adult donors. The aim was to provide information helping to understand the 

variable effects that these reagents have when used as systemic or local immune modulators in vivo. 

Results showed that B7h-Fc was more effective than CD28 in induction of IL-17A and IL-10, 

whereas B7.1-Fc was more effective in induction of IL-17F and IL-9. The minimal cytokine 

microenvironment to obtain these responses was presence of TGF-1β plus either IL-1β or IL-4, but 

IL-6 and IL-21 further supported production of these cytokines.   
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2. Materials and Methods 
 

2.1. Cells 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by density gradient centrifugation from 

buffy coat provided by the local Blood Transfusion Service (Novara, Italy). Naïve CD4+ T cells 

were purified by panning to remove CD11b+, CD45RO+, CD25+, CD19+, and HLA-DR+ cells with 

the appropriate monoclonal antibody (mAbs), followed by use of the CD4+ T Cell Isolation Kit II 

(Miltenyi Biotec) or directly with CD4+ T naïve Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec). This 

approach provided >97% cells displaying the phenotype CD3+CD4+CD45RA+CD14-CD16-, as 

assessed by direct immunofluorescence and flow cytometry. 

CD4+CCR6+ were purified by using the CD4+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) followed by 

positive selection with a PE-conjugated anti-CCR6 mAb and anti-PE magnetic beads (Miltenyi 

Biotec). CD4+CD45RO+ were purified by using the Memory CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi 

Biotec). 

2.2. TH cell differentiation assay 

Round-bottom 96-well plates were coated with 100 µl of anti-CD3 mAb (OKT3) overnight at 4°C. 

To stimulate ICOS or CD28, plates were washed with PBS and further coated with B7h-Fc (5 

µg/ml; R&D System), B7.1-Fc (5 µg/mL; R&D System) for 2 hours at room temperature. In some 

experiments, CD28 was stimulated by treating the anti-CD3 coated wells with polyclonal anti-

mouse immunoglobulin (Ig) antibodies (10 µg/ml; Dako Cytomation) followed by anti-CD28 mAb 

(5 µg/ml; ANC28.1/5D10; Ancell), each for 2 hours at room temperature.   

Plates were then washed with PBS and purified naïve CD4+ T cells were seeded at 105 cells/well in 

triplicate in 200 µl of in RPMI 1640 (Gibco) plus 10% FCS, or EX-VIVO 20 Serum Free (Lonza). 

Where indicated, cultures were performed in the presence of the following recombinant cytokines: 

IL-1β and IL-4 (10 ng/ml; PeproTech), IL-6 (20 ng/ml; PeproTech), IL-21 (100 ng/ml; 

Immunotools), IL-23 (20 ng/ml; R&D Systems), and TGF-β1 (5 ng/ml; R&D Systems). To analyze 
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cytokine secretion, supernatants were collected at day 5 of culture and standard enzyme-linked 

immunosorbent assays (ELISA) were used to evaluate secretion of IL-17A (R&D Systems), IL-

17F, IL-17A/F, IL-9 (eBioscience), and IL-10 (Biolegend). To analyze cell proliferation, [3H] 

thymidine (0.5 µCi/well) was added during the last 6 h of culture; cells were then harvested and 

[3H] thymidine uptake was evaluated with a β-counter (Perkin Elmer).  

2.3. Real-time PCR   

Total RNA was extracted and transcribed to cDNA with Cells-to-cDNA II Kit (Ambion) from cells 

collected at day 5 of culture after re-stimulation with PMA (50 ng/mL, Sigma-Aldrich) plus 

Ionomycin (1 µg/mL, Sigma-Aldrich) for the last 5h.  Transcripts were quantified by real-time 

PCR on an ABI PRISM 7000 sequence detector (Applied Biosystems) with Applied Biosystems 

predesigned TaqMan Gene Expression Assays in duplicate for each sample. Relative quantification 

was performed using the comparative ∆∆CT method. 

The following probes were used (Applied Biosystems assay identification numbers in parentheses):  

IL-17A (Hs00174383_m1), IL-17F (Hs00369400_m1), RORc (Hs01076112_m1), IL-26 

(Hs00218189_m1), PU.1 (Hs02786711_m1). For each sample, mRNA abundance was normalized 

to the amount of ribosomal protein HPRT (Hs99999909_m1).  

 

2.4. Statistical analysis 

The non-parametric paired Wilcoxon test was used to compare differences in all experiments. 

Values of P < 0.05 were considered statistically significant. 

 

3. Results 

 

3.1. Differential effect of costimulation mediated by B7h-Fc and B7.1-Fc on expression of TH17-

related cytokines 

To investigate the cytokine milieu necessary to support IL-17A secretion in naïve TH cells, we 
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analyzed IL-17A secretion induced by B7-Fc in the presence of different combinations of 

recombinant cytokines. Experiments were performed in the absence of neutralizing antibodies to 

IL-4 and IFN-γ, often used to increase IL-17 secretion, to allow these cytokines to endogenously 

influence the cell response. Purified PB naïve TH cells were incubated in serum free medium in 

wells pre-coated with anti-CD3 mAb in the presence and the absence of B7h-Fc and different 

combinations of exogenous TGF-β1, IL-1β, IL-6, IL-21, and IL-23. The data in figure 1 reveal that 

IL-17A secretion was always undetectable in the absence of TGF-β1. In the presence of TGF-β1, 

IL-1β or IL-21 were able to induce IL-17A, with a higher induction observed in the presence of 

both the exogenous cytokines. In contrast, IL-6 and IL-23 did not induce IL-17A secretion even in 

the presence of TGF-β1 and did not increase secretion induced by TGF-β1+IL-21, but they 

increased secretion induced by TGF-β1+IL-1β (Fig. 1).  

Then, we compared the effect of B7h-Fc and B7.1-Fc on IL-17A secretion in PB naïve TH cells 

and we extended the analysis to IL-17F, the IL-17A/F heterodimer, and IL-10, which can be 

secreted by TH17 cells. Naïve CD4+ T cells were activated with anti-CD3 mAb plus either B7h-Fc 

or B7.1-Fc and were cultured in the presence or absence of TGF-β1+IL-1β together with either IL-

6, or IL-21, or IL-23, or the three cytokines combined. ELISA analysis of the culture supernatants 

showed that B7h-Fc was more efficient than B7.1-Fc in inducing IL-17A (Fig. 2A) and IL-10 (Fig. 

2C) secretion in the presence of TGF-β1+IL-1β with or without the other cytokines. In B7h-Fc 

costimulated cells, IL-10 secretion was substantially increased by addition of either IL-6 or IL-21 

to the culture medium. Conversely, IL-17F secretion was induced to higher levels by B7.1-Fc than 

by B7h-Fc provided that TGF-β1 and IL-1β were supplemented with at least one of the other 

cytokines (Fig. 2B). By contrast, secretion of the IL-17A/IL-17F heterodimer was undetectable in 

all culture conditions (data not shown). 

To determine if these effects were manifested at transcriptional level, we evaluated expression of 

the IL-17A and IL-17F mRNA by real time PCR in cells activated for 5 days using the conditions 
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above followed by reactivation with PMA+Ionomycin for 5 hours. This analysis was also extended 

to the IL-26 mRNA which is also expressed by human TH17 cells. IL-17A mRNA analysis (Fig. 

3A) was largely in agreement with the protein data since B7h-Fc significantly induced higher levels 

of IL-17A mRNA than B7.1-Fc in the presence of TGF-β1+IL-1β with either IL-6, or IL-21, or IL-

23. IL-17F mRNA analysis (Fig. 3B) paralleled the protein data since B7.1-Fc significantly induced 

higher levels than B7h-Fc under all culture conditions where TGF-β1+IL-1β were present. IL-26 

mRNA was induced to relatively low levels, but in each case induction was significantly higher 

with B7.1-Fc than with B7h-Fc. Moreover, the IL-26 mRNA was induced at the highest levels 

when all recombinant cytokines were present in both B7h- and B7.1-costimulated cells (Fig. 3C). 

 

3.2. Differential effect of B7h-Fc and B7.1-Fc on expression of TH9-related cytokines 

Differentiation of TH9 cells requires presence of TGF-β1+IL-4, but IL-9 secretion can also be 

induced, at lower levels, in the presence of TGF-β1+IL-1β [19]. Therefore, we compared ability of 

B7h-Fc and B7.1-Fc to induce secretion of IL-9, IL-10, IL-17A, and IL-17F in the presence of 

either TGF-β1+IL-1β or TGF-β1+IL-4. Moreover, we assessed the effect of the dual costimulation 

with B7h-Fc+B7.1-Fc in the same conditions to assess the reciprocal interference of the two 

costimuli. PB naïve CD4+ T cells were activated with anti-CD3 mAb plus B7h-Fc and/or B7.1-Fc 

and cultured with either TGF-β1+IL-1β (TH17 promoting conditions) or TGF-β1+IL-4 (TH9 

promoting conditions) in the presence and absence of IL-6+IL-21 supporting both TH17 and TH9 

cells [35, 41, 42]. Secretion of IL-17A, IL-17F, IL-10, and IL-9 was then assessed by ELISA in the 

culture supernatants (Fig. 4). 

In the presence of TGF-β1+IL-4, B7h-Fc induced levels of IL-9 secretion that were similar to those 

induced by B7.1-Fc. Secretion of IL-17A, IL-17F, and IL-10 induced by B7h-Fc or B7.1-Fc were 

in line with those shown in the previous experiments. The dual use of B7h-Fc+B7.1-Fc increased 

secretion of IL-10 and, at a lesser extent, IL17A, but decreased secretion of IL-9 compared with the 
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effect exerted by either B7h-Fc or B7.1-Fc. Addition of IL-21+IL-6 did not change the pattern of 

IL-9 secretion, and the effect exerted on secretion of IL-17A, IL-17F, and IL-10 was in line with 

that shown in the previous experiments. In these conditions, the dual use B7h-Fc+B7.1-Fc induced 

high secretion of IL-10 and IL-17F, and low secretion of IL-17A similar to those induced by B7.1-

Fc, and decreased secretion of IL-9 compared with the effect exerted by either B7h-Fc or B7.1-Fc. 

In the presence of TGF-β1+IL-4, B7h-Fc induced secretion of lower levels of IL-9 and IL-10 than 

B7.1-Fc, whereas IL-17A secretion was similarly induced by each costimulus; dual use of B7h-

Fc+B7.1-Fc decreased secretion of IL-9, but increased secretion of IL-10 compared to the effect 

exerted by B7.1-Fc alone; IL-17F was almost undetectable with any stimulus. When also IL-

21+IL-6 were added to the cultures, B7h-Fc still induced secretion of minimal levels of IL-9, IL-

10, and IL-17F, but it induced similar levels of IL-17A as B7.1-Fc; by contrast, B7.1-Fc induced 

substantial levels of all cytokines; dual use of B7h-Fc+B7.1-Fc increased secretion of IL-10 and, at 

a lesser extent, IL-17A but it decreased secretion of IL-9 and had no effect on secretion of IL-17F 

compared to the effect exerted by B7.1-Fc alone. 

 

 

3.3. Induction of the RORC2 and PU.1 transcription factors  

The transcription factors RORC2 and PU.1 are involved in differentiation of TH17 and TH9 cells 

respectively. To further address the effect of B7h-Fc in TH17 and TH9 differentiation, we analyzed 

its capacity to support expression of Rorc2 and PU.1 mRNA in naïve TH cells activated in TH17 

and TH9 conditions as described above.  

In the presence of TGF-β1+IL-1β, B7h-Fc induced similar levels of the Rorc2 mRNA as B7.1-Fc, 

and copresence of both costimuli substantially increased these levels. In the further presence of IL-

6+IL-21, B7h-Fc induced similar levels of the Rorc2 mRNA as B7.1-Fc, but copresence of both 

costimuli decreased these levels (Fig. 5A), which was in line with the decreased IL-17A secretion 



126 
 

detected in this condition (Fig. 4C). By contrast, the PU.1 mRNA was always barely detectable 

(data not shown) 

In the presence of TGF-β1+IL-4, both the Rorc2 and the PU.1 mRNAs were detectable only in the 

further presence of IL-6+IL-21. In these conditions, Rorc2 was induced at higher levels by B7.1-Fc 

than by B7h-Fc and these levels were substantially increased by costimulation of both receptors 

(Fig. 5A), which was in line with the increased IL-17A secretion detected in this condition (Fig. 

4C); PU.1 was detectable only using B7.1-Fc (Fig. 5B), which was in line with high IL-9 secretion 

detected in this condition (Fig. 4C). 

 

3.4. Effect of B7h-Fc and B7.1-Fc in memory T cells 

To evaluate the effects of B7h-Fc and B7.1-Fc in memory T cells, we used two T cell preparations: 

CD4+CCR6+ T cells which comprise memory TH cells producing IL-17 [43], and CD4+CD45RO+ 

TH cells which comprise whole TH memory cells. Cells were activated as described above and 

cultured with a cytokine cocktail composed of TGF-β1, IL-6, and IL-21 supplemented with either 

IL-1β (TH17 promoting conditions) for CD4+CCR6+ cells, or IL-4 (TH9 promoting conditions) for 

CD4+CD45RO+ cells. Secretion of IL-17A, IL-17F, IL-10, IL-9, and the IL-17A/F heterodimers 

was then evaluated by ELISA in the supernatants. 

In CD4+CCR6+ cells, B7h-Fc induced higher amounts of IL-10 and lower amounts of IL-17F, IL-

17A/F and IL-9 than B7h-Fc. Dual use of B7h-Fc+B7.1-Fc increased secretion of IL-10, whereas 

secretion of IL-9 was intermediate between those induced by each costimulus alone; secretion of 

IL-17F and the IL-17A/F heterodimer was similar to that induced by B7.1-Fc. Secretion of IL-17A 

was induced at similar levels by all costimuli (Fig. 6). 

In CD4+CD45+ T cells, B7.1-Fc induced higher levels of IL-9 and IL-10 than B7h-Fc and these 

levels were further increased by use of both costimuli. All costimuli induced similar high levels of 

IL-17-A and minimal levels of IL-17F and IL-17A/F (Fig. 6) 
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4. Discussion 

This work shows that costimulation with B7h-Fc or B7.1-Fc have different effects on secretion of 

TH17 and TH9 cytokines in naïve TH cells. The overall data indicate that B7h-Fc is more selective 

than B7.1-Fc since it exerts a preferential effect on IL-17A and IL-10, whereas B7.1-Fc is highly 

effective on IL-17F and IL-9 too.  

In naïve TH cells, the minimal cytokine milieu to induce secretion of both TH17 and TH9 cytokines 

included TGFβ1+IL-1β, whose effect was potentiated by a cocktail composed of IL-6 and IL-21. In 

these conditions, B7h-Fc induced secretion of IL-17A and IL-10 more efficiently than B7.1-Fc, 

which in turn induced higher secretion of IL-17F and expression of the IL-26 mRNA; by contrast, 

secretion of IL-9 was similarly induced by the two costimuli. When IL-1β was substituted with IL-

4, the most striking response was the secretion of high levels of IL-9 induced by B7.1-Fc but not by 

B7h-Fc, which in turn displayed a selective effect in induction of IL-17A. By contrast, B7.1-Fc 

induced also secretion of IL-10, IL-17A, and low levels of IL-17F.  

The different effects displayed by B7h-Fc and B7.1-Fc on IL-17A secretion cannot be ascribed to 

differential induction of endogenous IL-4 or IFN-γ, since qualitatively similar differences were 

obtained by activating the cells in the presence of antagonists of these cytokines (data not shown).  

Memory TH cells, too, responded differently to B7h-Fc and B7.1-Fc, and B7h-Fc was more 

selective than B7.1-Fc in inducing cytokine secretion. In CD4+CCR6+ cells cultured in TH17 

promoting conditions, B7h-Fc induced similar levels of IL-17A as B7.1-Fc, but it induced higher 

levels of IL-10 and lower levels of IL-17F and IL-9 than B7.1-Fc. In CD4+CD45RO+ cells cultured 

in TH9 promoting conditions, B7h-Fc induced high levels of IL-17A only, whereas B7.1-Fc 

induced high levels of IL-9 and IL-10 too. 

Dual costimulation with B7h-Fc+B7.1-Fc influenced these patterns in a complex manner and 

displayed different effects in different cytokine milieus. In most culture conditions, it increased 

secretion of IL-10 and decreased secretion of IL-9, whereas the effect on secretion of IL-17A was 

variable in the different conditions. 
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Secretion of IL-17F was more dependent on the cytokine milieu than that of IL-17A since it 

required that the minimal milieu, containing either TGFβ1+IL-1β or TGFβ1+IL-4, was enriched 

with at least IL-6 and/or IL-21. Moreover, presence of IL-4 substantially decreased secretion of IL-

17F in all culture conditions, whereas it had no substantial effect on secretion of IL-17A. 

In naïve TH cells, neither B7h-Fc nor B7.1-Fc induced secretion of IL-17A/F heterodimers even 

when substantial amounts of both IL-17A and IL-17F were induced. In contrast, especially when 

costimulated with B7.1-Fc, substantial amounts of the heterodimer were produced by “memory” 

CCR6+ TH17 cells. These data suggest that IL-17A and IL-17F were produced by distinct cell 

subsets in the naïve TH cell cultures, whereas memory TH cells comprised substantial amounts of 

cells producing both cytokines.  

IL-17A and IL-17F are homodimers sharing about 50% sequence identity and several biological 

activities including the induction of proinflammatory cytokines and antimicrobial peptides, 

neutrophil recruitment, mucosal immunity against extracellular pathogens, and an involvement in 

several autoimmune diseases [29, 30]. However, certain features distinguish these two cytokines. 

Specifically, the ability to upregulate transcription factors and proinflammatory molecules appears 

lower for IL-17F than for IL-17A. Furthermore, IL-17A but not IL-17F appears to play a role in 

development of collagen-induced arthritis, contact hypersentitivity, and delayed-type 

hypersensitivity [44]. In the mouse model of OVA-alum induced asthma, IL-17A promotes the TH2 

response, whereas IL-17F has a regulatory role in restricting allergic asthma development. In 

contrast, in dextran sulfate sodium-induced colitis, IL-17A played a protective role, whereas IL-17F 

appeared to exacerbate the intestinal inflammation. In multiple sclerosis lesions, IL-17A but not IL-

17F was detected [45]. Finally, in gastric adenocarcinoma, IL-17A induced activation of MAPK, 

AP-1, and NF-κB, and secretion of high amounts of IL-8, whereas IL-17F induced activation of 

NF-κB alone and secretion of low amounts of IL-8 [45]. IL-17 receptor usage, too, has been 

reported to be partly different since IL-17A seemed to preferentially interact with IL-17RA, 

whereas IL-17F with IL-17RC [46]. Plasmon resonance experiments showed that IL-17A, IL-17F, 
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and IL-17A/F heterodimers bound to IL-17RC with comparable affinities, but with different 

affinities to IL-17RA where the affinity for IL-17A highest, IL-17F lowest, and intermediate for the 

heterodimer. Moreover, biological activity of IL-17A was primarily inhibited by soluble IL-17RA, 

IL-17F by soluble IL-17RC, and  IL17A/F heterodimer by both receptors [47]. 

Paulos et al. [40] reported that ICOS triggering is a potent inducer of IL-17A secretion in umbilical 

cord blood naïve TH cells in the presence of a TH17-polarizing milieu containing IL-1β, IL-6, IL-

23, neutralizing antibodies to IFN-γ and IL-4. By contrast, triggering of CD28 and dual 

costimulation of CD28+ICOS were poorly effective in inducing IL17A secretion. Moreover, IL-10 

secretion was induced at comparable levels by each costimulus. The inconsistencies with our results 

may partly depend on the different TH cell source since naïve cord blood TH cells include high 

proportions of recent thymic emigrant cells, which may influence the response and are rare in adult 

PBMC [48]; moreover, their stimulation protocols were different from ours since they triggered 

CD28 and ICOS by means of either mAb or cells transfected with the costimulatory ligands and 

expanded cells in long term (15 days) cultures using serum-containing medium.  

Both CD28 and ICOS signaling uses PI3K but their different signaling outcomes may be due to the 

ability of CD28, but not ICOS, to bind the Grb-2/GADS adaptor proteins and the Itk and Lck 

kinases, and their differential usage of PI3K subunits [49]. Moreover, ICOS costimulation has been 

reported to induce higher levels of NFATc1 than CD28 costimulation [21] which is intriguing at the 

light of the notion that NFATc1 activity is involved in induction of IL-17A, but not IL-17F [50]. 

 

5. Conclusions 

The overall data suggest that costimulation mediated by B7.1 triggers distinct effector functions 

depending on the cytokine microenvironment, i.e. it induces IL-17F secreting cells in the presence 

of TGFβ1+IL-1β, and IL-9 secreting cells in the presence of TGFβ1+IL-4. By contrast, 

costimulation mediated by B7h is generally biased toward induction of IL-17A secreting cells and 

supports cell plasticity by favouring contemporary secretion of IL-10, which substantially 
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modulates TH17 cell function [51]. IL-10 can be produced by several cell types, including TH1 and 

TH17 cells, where it negatively regulates their function and can be induced by strong TCR 

stimulation leading to sustained Erk activation [18]. This suggests that IL-10 serves to control the 

magnitude of many types of immune responses and to prevent tissue damage. This plasticity might 

be important in the immune response to pathogens and tumors, and in the development of 

autoimmune diseases, and should be taken in consideration in designing of immunotherapeutic 

protocols triggering ICOS and/or CD28. 
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Figure Captions 

Fig. 1. IL-17A secretion promoted by naïve CD4+ T cells. Naïve CD4+ T cells were activated in the 

presence or absence of different combinations of cytokines with anti-CD3 mAb plus B7h-Fc in 

Serum Free medium with and without recombinant TGF-β1. IL-17A secretion was measured by 

ELISA in the culture supernatant at day 5. Results are from one representative experiment out of 

five experiments and are expressed as means±SD from triplicate cultures. Statistical analysis was 

performed on the data from the five experiments using the Wilcoxon paired test; (*) marks 

significant differences (p<0.05) between cells grown in the presence and absence of TGF-β1 in 

each cytokine milieu; (#) marks significant differences between ICOS-costimulated cells grown in 

the presence of TGF-β1+IL-1β and those grown in the presence of other cytokine milieus.   

 

Fig. 2. Secretion of IL-17A, IL-17F, and IL-10 induced in naïve CD4+ T cells by costimulation with 

B7h-Fc or B7.1-Fc. Naïve CD4+ T cells were stimulated with anti-CD3 plus either B7h-Fc or B7.1-

Fc in the presence of different combinations of TGF-β1, IL-1β, IL-6, IL-21, and IL-23. Secretion of 

IL-17A (A), IL-10 (B) and IL-17F (C) was assessed by ELISA in the supernatants at day 5; data are 

from one representative experiment out of nine experiments and are expressed as means±SD from 

triplicate cultures. Statistical analysis was performed on the data from the total experiments using 

the Wilcoxon paired test; (*) marks significant differences (p<0.05) between B7h-Fc and B7.1-Fc 

costimulated cells in each cytokine milieu. 

 

Fig. 3. Expression of the IL-17A, IL-17F, and IL-26 mRNA induced in naïve CD4+ T cells by 

costimulation with B7h-Fc or B7.1-Fc. Naïve CD4+ T cells were stimulated as in Figure 2 and  

mRNA encoding for IL-17A (A), IL-17F (B), and IL-26 (C) was evaluated by real time PCR at day 

5 after re-stimulation with PMA/Ionomycin for the last 5 hours; cycling threshold values were 

normalized to those of mRNA encoding HPRT, and expression detected in B7.1-Fc-treated cells 

was set as 1.0; data are from one representative experiment out of six experiments. Statistical 
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analysis was performed on the data from the total experiments using the Wilcoxon paired test; (*) 

marks significant differences (p<0.05) between B7h-Fc and B7.1-Fc costimulated cells in each 

cytokine milieu. 

 

Fig. 4. Expression of IL-9, IL-10, IL-17A, and IL-17F induced in naïve CD4+ T cells by 

costimulation with B7h-Fc and/or B7.1-Fc in TH17- and TH9-promoting conditions. Naïve CD4+ T 

cells were stimulated with anti-CD3 plus either B7h-Fc and/or B7.1-Fc in the presence of different 

combinations of TGF-β1, IL-1β or IL-4, IL-6, and IL-21. Cytokine secretion was evaluated by 

ELISA after 5 days of culture. Results are from one of six representative experiments, error bars 

indicate the SD from triplicate culture; (*) mark significant differences from costimulation of B7h-

Fc alone; (#) mark significant differences from costimulation of B7.1-Fc alone. 

 

Fig. 5. Rorc2 and Rora mRNA expression induced by naïve T cell costimulation with B7h-Fc or 

B7.1-Fc. Experiments were performed as in Figure 3 and levels of mRNA encoding for RORC2 

and PU.1 were evaluated by real time PCR. Data are from one representative experiment out of six 

experiments. Statistical analysis was performed on the data from the total experiments using the 

Wilcoxon paired test; (*) mark significant differences from costimulation of B7h-Fc alone; (#) 

mark significant differences from costimulation of B7.1-Fc alone. 

 

Fig. 6. Secretion of IL-17A, IL-17F, IL-17A/F, and IL-10 induced in “memory” TH cells by 

costimulation with B7h-Fc or B7.1-Fc. “Memory” CD4+CCR6+ T cells were stimulated as in 

Figure 3 in the presence and absence of a cytokine cocktail of TGF-β1, IL-1β, IL-6, IL-21, and IL-

23; secretion of IL-17A (A), IL-17F (B), IL-17A/F (C), and IL-10 (D) was assessed by ELISA in 

the supernatants at day 5. Data are from one representative experiment out of five experiments. 

Statistical analysis was performed on the data from the total experiments using the Wilcoxon paired 

test; (*) mark significant differences from costimulation of B7h-Fc alone; (#) mark significant 

differences from costimulation of B7.1-Fc alone. 
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Abstract  

 

Autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) is caused by genetic defects decreasing Fas 

function and is characterized by lymphoadenopathy/splenomegaly and expansion of CD4/CD8 

double-negative T cells. This latter expansion is absent in the ALPS variant named Dianzani 

Autoimmune/Lymphoproliferative Disease (DALD). In addition to the causative mutations, the 

genetic background influences ALPS and DALD development. We previously suggested a disease-

modifying role for the perforin gene involved in familial hemophagocytic lymphohistiocytosis 

(FHL). The UNC13D gene codes for Munc13-4 which is involved in perforin secretion and FHL 

development and thus another candidate for a disease-modifying role in ALPS and DALD. In this 

work, we sequenced UNC13D in 21 ALPS and 20 DALD patients and compared these results with 

sequences obtained from 61 healthy subjects and 38 multiple sclerosis (MS) patients. We detected 

four rare missense variations in three heterozygous ALPS patients carrying p.Cys112Ser, 

p.Val781Ile, and a haplotype comprising both p.Ile848Leu and p.Ala995Pro. Transfection of the 

mutant cDNAs in HMC-1 cells showed that they decreased granule exocytosis compared to the 

wild-type construct. A further rare missense variation, p.Pro271Ser, was detected in a healthy 

subject, but it did not decrease Munc13-4 function. These data suggest that rare loss-of-function 

variations of UND13D are risk factors for ALPS development. 

 

 

Keywords: MUNC13-4, Autoimmunity, Lymphoproliferation, FHL, Fas  
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Introduction 

Cells expressing Fas/Apo-1 (CD95), a ubiquitous death receptor, undergo apoptosis upon interaction 

with Fas ligand (FasL) [1,2]. Deleterious mutations in the Fas gene (FAS) give rise to the autoimmune 

lymphoproliferative syndrome (ALPS), characterized by lymphadenomegaly and/or splenomegaly 

due to polyclonal accumulation of lymphocytes, and peripheral expansion of CD4/CD8 double-

negative (DN) T cells [3,4,5,6,7,8]. In addition, patients often display autoimmune manifestations 

that predominantly involve blood cells.  The underlying pathophysiology of ALPS resides in the 

role of Fas/FasL interaction in the T cell response. The Fas/FasL interaction does not induce 

apoptosis in resting and recently activated T-cells, but instead induces apoptosis several days after 

cell activation. This delayed induction of apoptosis is involved in shutting-off immune responses, 

lymphocyte lifespan regulation, and maintenance of peripheral tolerance.   

In addition to mutations in FAS, a small number of ALPS patients have been shown to have 

mutations in the genes encoding FasL (FASL) or caspase-10 (CASP10), a downstream effector in 

the Fas/FasL pathway. As a substantial proportion of ALPS patients lack mutations in FAS, FASL, 

and CASP10, it seems likely that mutations in unknown genes encoding other downstream 

components of the Fas cell death pathway may give rise to the other ALPS cases [7,8]. We have 

also described an incomplete form of ALPS showing defective Fas function, autoimmunity, and 

lymphoproliferation, but lacking the expansion of DN T cells. This variant form has been named 

Dianzani Autoimmune Lymphoproliferative Disease (DALD) by Victor McKusick (OMIM 

#605233) [8,9,10,11]. Patients with DALD did not display mutations in FAS, FASL, or CASP10, but 

most of the parents displayed a defect in the Fas pathway. These data suggest that mutations in 

genes encoding downstream effectors of the Fas pathway may also give rise to DALD.  

In addition to the Fas defect, the clinical presentation of ALPS also appears to be influenced by 

modifier genes. In mice, a disease displaying features of ALPS has been reported for MRL lpr/lpr  

and gld/gld mice, carrying mutations of FAS and FASL, respectively.   Disease presentation in these 

mice is dramatically affected by strain background, with strains other than MRL showing much 

milder phenotypes when homozygous for either lpr or gld mutations [1,12]. These background 

effects likely explain the incomplete penetrance of ALPS mutations in humans [13]. Most ALPS 

patients are heterozygous for the FAS mutation, but parents carrying the same mutation are 

generally healthy. The same observation is true in DALD, where parents typically display defective 

Fas function, but are otherwise healthy [10,11]. This observation indicates that mutations in genes 

of the Fas pathway may be necessary but not sufficient for ALPS development and variations in one 

or more additional genes may influence disease presentation [7]. 
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In addition to the autoimmune component of ALPS, individuals with this disorder are also predisposed 

to lymphomas in adulthood [14]. The predisposition to lymphoma may be a consequence of 

lymphocyte accumulation and defective cytotoxic actions of cytotoxic T lymphocytes (CTL) and  

natural killer (NK) cells, using the Fas/FasL system as a cytotoxic weapon. In previous studies, we 

suggested that variations in other genes involved in the cytotoxicity of CTL and NK cells may 

influence ALPS/DALD presentation, since we correlated certain variants of the perforin gene 

(PRF1) with ALPS/DALD susceptibility [15,16]. Perforin is stored in the lytic granules of CTL and 

NK cells and plays a crucial role in cell-mediated cytotoxicity by forming pores in the target cell 

membrane [17]. Perforin deficiency is responsible for familial hemophagocytic lymphohistiocytosis 

(FHL), an autosomal recessive disease characterized by bouts of prolonged fever, 

hepatosplenomegaly, and cytopenia due to defective function of CTL and NK cells. In patients with 

FHL, defective clearance of virus-infected cells may be responsible for cytokine and effector cell 

overproduction with massive tissue damage [18]. Fas function is normal in FHL and hence is not a 

contributing factor of this disease [19]. Since the perforin variations that influenced ALPS/DALD 

susceptibility might affect cytoxicity of CTL and NK cells, we reasoned that other proteins 

functioning in this or related pathways may also influence ALPS/DALD presentation.  

Aproximately 40% of FHL cases are due to mutations of PRF1 (FHL2) with another 40% due to 

mutations of UNC13D (FHL3) which encodes Munc13-4, another component of the cytotoxic 

machinery. A small number of patients with FHL have been found to harbor mutations 

of STX11 (FHL4) or STXBP2 (FHL5), which code for syntaxin-11 and Munc18-2, respectively. 

These proteins are thought to participate in the transport, membrane fusion, or exocytosis of 

perforin-containing lytic granules [20]. 

The aim of this work was to analyse the UNC13D gene for variations in ALPS and DALD patients 

to assess its potential role as a disease-modifier gene. We found that loss-of-function variations of 

UNC13D are relatively frequent in patients with ALPS suggesting that it may have a role 

influencing the presentation of this lymphoproliferative disorder. 
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Materials and methods 

Patients  

We analysed 41 unrelated Italian patients, 21 with ALPS and 20 with DALD. All patients were 

diagnosed at the Paediatric Department of the University of Turin using criteria established at the 

2009 ALPS NIH International Workshop [8]. FAS (NCBI ID: 355) and CASP10 (ID: 843) were 

sequenced in all patients as reported previously [9,10]. Among the ALPS patients, seven carried 

heterozygous mutations of FAS (ALPS-FAS), fourteen did not carry any known mutation (ALPS-

U). Fas function was evaluated in all ALPS and DALD patients and the available parents as 

previously reported [9,10]. Briefly, activated T-cells were treated with anti-Fas mAb (CH11, 1ug/ml) 

and survival was assessed after 18 hr. Results were expressed as specific cell survival %. The upper 

limit of the normal range was calculated as the 95th percentile of data obtained from 150 healthy 

controls; two or more were run in each experiment as positive controls. None of the patients 

fulfilled the diagnostic criteria for FHL. The total of 61 healthy individuals were used as controls 

for UND13D sequencing; a second cohort of 100 healthy controls were used to genotype the rare 

variations. Moreover, UNC13D was sequenced in 38 patients with Multiple Sclerosis (MS) from the 

MS Center of the "Amedeo Avogadro" University of Eastern Piedmont (Novara). The study was 

planned according to the guidelines of the local ethical committee "Azienda Ospedaliera della 

Carità” di Novara that approved the study (Protocol 106/CE). For the patients followed at Paediatric 

Department of the University   of Torino, a written informed consents was signed by the patients or 

by the parents if they were minors. 

 

UNC13D sequencing 

Genomic DNA was isolated from peripheral blood samples using a BioRobot® EZ1 Workstation 

(Qiagen, Jesi, Italy). Exons and intron-exon boundaries of UNC13D (ID: 201294), were amplified 

and directly sequenced in both directions with the BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  Primers are available upon request.  

Sequences were analyzed and compared with the reported gene structure.  The missense variations 

identified in patients were also assessed in parents. 

Allele expression was evaluated in total RNA extracted from peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) from heterozygous donors. RNA was reverse transcribed into cDNA with the 

ThermoScriptTM RT PCR System (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and the exons containing 

the UND13D variations were amplified. PCR products were subcloned into the pGEMT vector 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA) and transformed into TOP10 E.Coli competent cells 
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(Invitrogen). In each patient, 30 independent colonies were selected; plasmid DNA was extracted 

with QIAPrep Spin miniprep Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) and sequenced. 

 

Functional analysis of the variations 

Munc13-4 cDNA (ImaGenes, BioDiscovery, Inc.Suite CA, USA) was subcloned into the pcDNA 

3.1 expression vector (Invitrogen) and the Sv5 tag was added at the 5′ end by PCR. The mutants 

were created in the Munc13-4 wild-type construct by PCR and then transfected into HMC-1 (gently 

provided by C. Dianzani) cells by Amaxa Cell Line Nucleofactor Kit V (Lonza, Basel, 

Switzerland), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 4 µg of each construct were co-

transfected with 1 µg of the pEGFP vector. Transfection efficiency was analysed by 

cytofluorimetric evaluation of the % of GFP expressing cells. To investigate Munc13-4 expression 

levels, cells were lysed and proteins resolved by gel electrophoresis were analysed using 

monoclonal antibodies raised to Sv5 and actin (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, 

USA). Immunoreactive proteins were visualized with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG  

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Canada). 

To investigate primary granule exocytosis, transfected HMC-1 cells (1x106/ml) were incubated in 

Tyrod Buffer (Hepes 10mM pH=7.4, NaCl 173mM, KCl 2.9mM, NaHCO3 12mM with 1.6mM 

CaCl2 and 5mM Glucose) and stimulated with 10-6 M formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 

peptide (fMLP, Sigma-Aldrich) at 37°C for 10 min. Exocytosis was then assessed on the GFP 

expressing cells, by cytofluorimetric analysis of CD63 expression using the mean fluorescence 

intensity between stimulated and unstimulated cells set at 100% [21]. 

The functional effect of the FAS mutations was assessed by transfecting the mutated cDNA in 293T 

cells. Wild type cDNA of FAS bearing the FLAG tag at the 5′-end was a kind gift of Giovina 

Ruberti (National Research Council, CNR, Rome). The p.Gln273His and  mutants were created in 

the FAS construct by PCR. Cells were transfected and lysed as for Munc13-4 and immunoblotted 

with anti-FLAG mAb (Sigma-Aldrich). Fas function was evaluated by assaying caspase-8 activity 

as previously reported [22]. 

 

Functional analyses of patient NK cells 

PBMC were cultured overnight at 37° C in 5% CO2 in medium with or without Interleukin-2 (600 

UI/ml) (Proleukin, Chiron Corp., Emeryville, USA) to test degranulation of resting and activated 

NK cells, respectively. PBMC derived from patients’ relatives and/or unrelated healthy donors were 

tested in parallel. Surface expression of CD107a was assessed on CD3-CD56+ cells upon co-

incubation of PBMC with K562 cells in the presence of Phycoerythrin-conjugated anti-CD107a 
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mAb for 2 hours at 37° C, as previously described [23,24]. Thereafter, cells were stained with APC-

conjugated anti-CD56 and PerCP-conjugated anti-CD3 mAb and analysed by flow cytometry 

(FACSCalibur, Becton Dickinson Biosciences, California, USA). Results were considered as 

∆%CD107a (i.e. % CD107a+ cells in stimulated samples - % CD107a+ cells in unstimulated 

samples). All reagents were from BD Biosciences. NK cells were also purified using the RosetteSep 

method (StemCell Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada) following manufacturer’s 

instructions and cultured in appropriate conditions to obtain high numbers of polyclonal activated 

NK cells [23]. To analyze the cytolytic activity in 4 hours 51Cr-release assays, PBMC were tested 

against K562 cells, while activated NK cells were tested against the HLA-class I-negative B-EBV 

cell line 721.221, as previously described; lytic units (LU) were calculated at 30% lysis [23,24]. 

 

Statistical analysis 

Results from studies on protein function were compared by the Student’s T test for paired samples. 

Genotype distributions were analysed with the Fisher’s exact test. All P values are 2-tailed and the 

significance cut-off was p<0.05.  
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Results 

Genetic analyses 

The coding sequences (exons and intron boundaries) of UNC13D were sequenced in 21 patients 

with ALPS (ALPS-FAS: N=7; ALPS-U: N=14) and 20 with DALD. We identified 6 heterozygous 

missense variations in UNC13D in 8 patients (2 ALPS-FAS, 3 ALPS-U, 3 DALD). The variations 

and their inheritance are described in Table 1 and Figure 1. 

Two variations had been previously described in patients with FHL; two patients carried 

p.Ala59Thr (c.175G>A; rs9904366) and three p.Arg928Cys (c.2782C>T; rs35037984). Four other 

variations were identified, i.e. p.Cys112Ser (c.335G>C; rs141540493), p.Val781Ile (c.2342G>A; 

rs149871493), p.Ile848Leu (c.2542A>C; rs144968313), and p.Ala995Pro (c.2983G>C; 

rs138760432). These variations have been recently described in the dbSNP database as rare variants 

with an allele frequency <0.01 and each variant was found in a single patient. Pt. 4 carried two 

variations, p.Ile848Leu and p.Ala995Pro inherited from the same parent. 

To assess the variation frequency in the general populations and in subjects with a different 

autoimmune disease, we sequenced UNC13D in 61 healthy controls and 38 patients with MS. 

Results showed that p.Ala59Thr was found in 5 healthy controls and 3 MS patients, and 

p.Arg928Cys in 8 healthy controls and 2 MS patients. Moreover, one healthy control carried the 

novel variation p.Pro271Ser (c.811C>T) absent in the other groups (Table 2).  Since p.Ala59Thr 

and p. Arg928Cys were detected in all patient and control groups with similar allelic frequencies, 

they were not further considered. Since p.Cys112Ser, p.Val781Ile, p.Ile848Leu, and p.Ala995Pro 

were detected in the ALPS group only, we further assessed their frequency in the Italian population 

by genotyping them in 100 additional healthy controls. None of these variations were identified in 

these healthy controls indicating their allele frequency is relatively low. 

Of the five patients whose inheritance pattern of UNC13D variations could be determined, four 

(80%) were maternal and one (20%) was paternal (Table 1). To evaluate whether this apparent bias 

was due to genetic imprinting favoring expression of the maternal allele, we performed RT -PCR on 

mRNA derived from Pt.2, and Pt.7, and two other patients who were heterozygous for the common 

synonymous polymorphism c.3198A>G (p.Gln1066Gln). Complementary DNA was then cloned 

and 30 independent clones were sequenced for each patient. Results showed that both alleles were 

expressed at approximately the same levels in each subject, which did not support maternal genetic 

imprinting in these patients (data not shown). 
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Functional analyses 

Fas-induced cell death assessed in T cells from the ALPS and DALD patients carrying the UNC13D 

variations is shown in Figure 2A. All patients displayed defective Fas function except for Pt.1 

whose Fas function was considered of borderline significance.   

The FAS mutations present in Pt.1 and Pt.2 were p.Gln273His and p.Gln261Lys missense mutations 

respectively. To assess their effect on Fas function, the wild-type (FasWT) and mutated (FasGln273His, 

FasGln261Lys) forms of Fas cDNA were transfected into 293T cells. Twenty four hours after 

transfection, 293T cells were harvested and caspase-8 activity was assessed in cell lysates. Results 

showed that caspase-8 activation was significantly lower in the cells transfected with FasGln273Lys 

and FasGln261Lys than in those transfected with FasWT (Fig 2B). 

The effects of the UNC13D missense variations on Munc13-4 protein expression and NK function 

were evaluated in all patient PBMC. NK function was evaluated by assessing the cytotoxic activity 

of resting NK cells against K562 cells, and that of activated NK cells against the HLA-class I-

negative B-EBV cell line 721.221. Resting and activated NK cells were also tested for granule 

exocytosis, the most appropriate assay to detect Munc13-4 defects [25]. Results showed that values 

were in the normal range for all patients (data not shown), which was consistent with previous data 

on donors carrying heterozygous mutations of UNC13D. 

To further assess the functional effect of the UNC13D variations detected in one subject only, they 

were inserted into a cDNA encoding UNC13D fused to the SV5 epitope tag. The Munc13-4wt, 

Munc13-4Cys112Ser, Munc13-4Val781Ile, Munc13-4Ile848Leu, Munc13-4Ala995Pro, Munc13-4Ile848Leu/Ala995Pro, 

and Munc13-4Pro271Ser constructs were transfected into the HMC-1 mastocytoma cell line. Western 

blot analysis showed that all constructs were expressed at similar levels indicating that the 

polymorphisms did not have a substantial effect on Munc13-4 expression (data not shown). To 

assess the effect of these variations on Munc13-4 function, we evaluated the capacity of fMLP to 

induce secretory granule fusion with the plasma membrane in HMC-1 cells. Fusion was monitored 

by an increase in CD63 expression on the cell surface. Figure 3 shows that fMLP increased surface 

expression of CD63 by similar amounts in the cells transfected with Munc13-4wt or Munc13-

4Pro271Ser constructs.  In contrast, fMLP increased CD63 expression to a significantly lower extent in 

cells transfected with the Munc13-4Cys112Ser, Munc13-4Val781Ile, Munc13-4Ile848Leu, Munc13-4Ala995Pro, 

and Munc13-4Ile848Leu/Ala995Pro constructs (*p<0.05). In untransfected cells fMLP-stimulated CD63 

expression was lower than transfected cells (data not shown). 
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Discussion 

Munc13-4 is a member of the Munc13-like family of proteins. It is involved in vesicle exocytosis, 

and is highly expressed in CTL, NK cells, and mast cells. It is characterized by two C2 domains 

separated by long sequences containing two Munc13-homology domains (MHD) [26,27,28,29]. C2 

domains bind calcium ions and are involved in targeting proteins to cell membranes; MHD domains 

are essential for the cellular localization of Munc13-4. Once granules have tethered to the plasma 

membrane, a priming step is required to enable fusion of the granule membrane with the plasma 

membrane. In this priming step, cytotoxic granules interact with a docking complex composed of 

Munc18-2 and syntaxin-11. Munc13-4 then triggers switch of syntaxin-11 from a closed to an open 

conformation enabling fusion [29].  

The present study detected six missense variations of UNC13D in ALPS-FAS (2/7, 29%), ALPS-U 

(3/14, 21%), and DALD (3/20, 15%) patients. Among them, two (p.Ala59Thr, p.Arg928Cys) had 

been previously reported in FHL3, whereas the other four (p.Cys112Ser, p.Val781Ile, p.Ile848Leu, 

p.Ala995Pro) were reported in the dbSNP database as rare variations with unknown functional and 

pathological significance. Moreover, both Ile848Leu and Ala995Pro have been described in one 

patient with systemic Juvenile Idiopathic Arthritis (SJIA) [30] 

Only p.Ala59Thr and p.Arg928Cys were found in more than one patient, with the former carried by 

an ALPS-U and a DALD patient, and the latter by an ALPS-FAS and two DALD patients. These 

p.Ala59Thr and p.Arg928Cys variations were detected in several healthy controls and MS patients 

with similar allelic frequencies (p.Ala59Thr: ALPS 2.4%, DALD 2.5%, healthy controls 4.1%, MS 

4%; p.Arg928Cys: ALPS 2.4%, DALD 5%, healthy controls 6.5%, MS 2.6%). These data argue 

against substantial role for these variations in ALPS and DALD. The p.Ala59Thr variation had been 

previously reported in two families with FHL, but always in cis with a pathogenic mutation making 

it difficult to assess its contribution to pathogenesis [31]. The p.Arg928Cys variation had been 

previously reported in FHL patients and a recent genotype-phenotype study detected it in 8 patients 

carrying biallelic UNC13D mutations from 7 unrelated families [24]; yet, some of these FHL3 

patients had a third missense mutation too. Perhaps, it could be a mild variant whose effect could 

not be detected by the small groups of subjects used in our study.  

The other four variations were carried by three ALPS patients and were absent in DALD and MS 

patients, and in the healthy controls, who showed one further variation (p.Pro271Ser), absent in the 

other groups. The p.Cys112Ser variation was located in the C2A domain involved in Munc13-4 

function. This variation was detected in an ALPS-FAS patient who also carried the p.Pro261Lys 

FAS mutation. The FAS and the UNC13D mutations were inherited from the father and the mother, 

respectively, and both mutations decreased the function of the relative protein. The p.Ile848Leu and 
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p.Ala995Pro variations were carried by an ALPS-U patient and were in cis since both of them were 

inherited from the mother. Their functional analysis showed that both of them decreased Munc13-4 

function. The p.Val781Ile  variation located in the MHD2 domain was shown to influence Munc13-

4 function. This variation was detected in a single ALPS-U patient. Finally, the p.Pro271Ser 

variation detected in the healthy control was located in the C2A domain but functional analysis 

showed that it did not decrease Munc13-4 function; this lack of functional effect was confirmed by 

in silico analysis with the SIFT 4.0.3 software (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) (data not 

shown). 

These data showed that rare loss of function variations of UNC13D are observed in ALPS patients 

with a higher frequency (7%) than in the healthy control (0%), DALD (0%), and MS (0%) groups. 

Thus, these variations may have an impact in the development of ALPS. Support for this hypothesis 

comes from a patient who carried loss-of-function mutations in FAS, UNC13D, and XIAP. He was 

not included in this study because the genetic and clinical complexity of his picture fulfilled the 

diagnostic criteria of ALPS but also shared features of FHL and X-linked lymphoproliferative 

disease (Chiocchetti et al, submitted).  

Defective function of Fas and Munc13-4 might cooperate in disrupting the ability of the immune 

system to shut off and interfere with the anti-viral response. These processes involve both Fas and 

NK/NKT cell function whose cytotoxicity is crucial for the clearance of virus-infected cells and 

fratricide of activated immune cells [32]. Persistence of viral infection and an inability to switch off 

the immune response may contribute to the lymphocyte accumulation and the autoimmune reactions 

displayed by ALPS patients. 

These data suggest that the UNC13D variations may be considered part of an oligogenic 

background predisposing to ALPS development. This may involve genes encoding for perforin 

(PRF1), osteopontin (OPN), and Signaling Lymphocyte Activation Molecule-Associated Protein 

(SH2D1A), whose variations have been suggested to be risk factors for ALPS or DALD 

development. From this point of view, it is noteworthy that patients 1, 3, 4, 5, 6, 7, and 8 also 

carried the c.1239A>C variation of OPN, associated with ALPS and DALD [33]. Further, patients 2 

and 8 displayed hemizygosity for the -349T variation of SH2D1A, which has been associated with 

ALPS and DALD [34]. Finally, patient 7 also carried the p.Ala91Val variation of PRF1, which has 

been associated with DALD [16]. 

ALPS and DALD display a similar clinical picture and share an inherited defect of Fas function and 

the modifying effect exerted by variants of OPN, PRF1, and SH2D1A. However, DN T cell 

expansion is only present in ALPS, which may mark immunopathologic differences since a direct 

role has been ascribed to these cells in ALPS development. This work shows that mutations of 
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UNC13D may also represent an immunologic difference since they were detected in ALPS but not 

in DALD patients. Moreover, the UND13D variations were not detected in MS patients, which 

suggested that they are not a common risk factor for autoimmunity. However, a possible role of 

UNC13D in development of autoimmune diseases other than ALPS has been previously suggested 

by a report describing a child with SJIA who carried compound heterozygous mutations of 

UNC13D [35]. Moreover, decreased NK function has been detected in patients with systemic 

juvenile rheumatoid arthritis [36]. By contrast, the OPN and PRF1 variants were involved in 

development of several other autoimmune diseases [37,38,39,40,41,42,43,44]. Future whole genome 

or exome sequencing studies will reveal the complex genetic scenario that may contribute to ALPS 

and DALD.  
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Figure Legends 

Figure 1. UNC13D and FAS variations carried by ALPS/DALD patients. Graphical 

representation (not in scale) of the Munc13-4 [A] and Fas [B] proteins (upper schemes: numbers 

indicate the amino acid positions) and genes (lower scheme: boxes represent the exons; arrows 

indicate the mutations). C2: C2 domain; MHD: Munc13-homology domain. PLAD: preligand 

assembly domain; TM: transmembrane domain; DD: death domain.  

 

Figure 2. Defective Fas function in ALPS/DALD patients carrying UNC13D variations. [A] 

Fas-induced cell death in patients’ T cells. Dotted line: upper limit of normal range. [B] Fas 

expression and function in lysates of 293T cells transfected with the wild-type (WT) or mutated 

form of FAS (Pt.1: p.Gln273His, Pt.2: ) detected by western blot analysis (upper panel) and 

caspase-8 activity (lower panel), respectively.  

 

Figure 3. Functional effect of the UNC13D variations. HMC-1 cells were transiently transfected 

with UNC13D WT and mutated forms, and CD63 expression was evaluated upon fMLP treatment. 

[A] Representative cytofluorimetric histograms of CD63 expression in fMLP-treated (black) or 

untreated (white) cells. [B] Means and standard errors from six experiments; asterisks mark the 

statistically significant differences versus cells transfected with the WT form. 
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Table 1. Gene variations detected in patients with ALPS or DALD. 

 
Patient 
(gender

) 

Diagnosis Fas function*  FAS UND13D 

  Pt F M Variation Inh † Variation Inh † 

 

Pt.1 
(female

) 
 

ALPS-FAS D D N p.Gln273His 
    
(c.819G>C) 

F p.Arg928Cy
s 

(c.2782C>T
) 

M 
or F‡ 

Pt.2 
(male) 

 

ALPS-FAS D ND ND p.Gln261Lys 
(c.755G>A) 

F p.Cys112Se
r 

(c.335C>G) 

M 

Pt.3 
(female

) 
 

ALPS-U D D D - - p.Ala59Thr 
(c.175G>A) 

M 

Pt.4 
(male) 

 
 

ALPS-U D D D - - p.Ile848Leu 
(c.2542A>C

) 
p.Ala995Pr

o 
(c.2983G>

C) 

M 
 

M 

Pt.5 
(female

) 
 

ALPS-U D ND ND - - p.Val781Ile 
(c.2342G>

A) 

ND  

Pt.6 
(male) 

 

DALD D D D - - p.Ala59Thr 
(c.175G>A) 

F 

Pt.7 
(female

) 
 

DALD D D D - - p.Arg928Cy
s 

(c.2782C>T
) 

M 

Pt.8 
(male) 

DALD D D ND - - p.Arg928Cy
s 

(c.2782C>T
) 

ND 

*: D=defective, N=normal, Pt=patient, F=father, M=mother 
†: Inheritance, F=father, M=mother; ND= not determined; no parent displayed ALPS, DALD, XLP,  
or FHL; Pt.1’s mother had rheumatoid arthritis. 
‡: both parents carried the variation 
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Table 2. Missense variations detected in 21 ALPS, 20 DALD, 38 MS patients, and 61 healthy 
controls. 
 

 Functional effect‡ ALPS 
(N=42)* 

 

DALD 
(N=40)* 
 

Controls 
(N=122)* 

MS 
(N=76)* 

Frequent 
variations

† 

 

     

Arg928Cys 

 

Not done 1 2 8 2 

Ala59Thr 

 

Not done 1 1 5 3 

Total alleles with frequent variations 

 

2 3 13 5 

Private  
Variation

s† 

 

     

Ile848Leu‡ 

Ala995Pro‡ 

 

 Loss-of-function‡ 

 Loss-of-function‡ 

1 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Cys112Ser 

 

Loss-of-function 1 0 0 0 

Val781Ile 

 

Loss-of-function 1 0 0 0 

Pro271Ser 

 

Normal function 0 0 1 0 

Total alleles with loss of function  
private variations 

3 
[p=0.03]§ 

0 0 0 

*: allele numbers  
†: amino acid substitution   
‡: carried in the same allele 
§: P value vs Controls (Fisher exact test) 
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