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“...Non vive el forse anche sotterra, quando
gli sara muta l'armonia del giorno,
se puo destarla con soavi cure
nella mente de' suoi1? Celeste € questa
corrispondenza d'amorosi sens,
celeste dote € negli umani; e spesso
per lei s1 vive con l'amico estinto
e l'estinto con not, se pia la terra
che lo raccolse infante e lo nutriva,
nel suo grembo materno ultimo asilo
porgendo, sacre le reliquie renda
dall'msultar de' nembi e dal profano
piede del vulgo, e serbi un sasso 1l nome,
e d1 fior1 odorata arbore amica le cener1 di molli ombre consol.
Sol chi non lascia eredita d’affetti poca gioia ha dell’urna...”

(Ugo Foscolo)

“La grandezza dell'uomo s1 misura in base a quel che cerca
e all'nsistenza con cui egh resta alla ricerca.”

(Martin Heidegger)

“I nostr1 sogni e desider: cambiano 1l mondo.”

(Karl Popper)



Al mio papa, ora piu di prima...

Alla mia mamma, per avermi indicato la strada quando mi ero persa...



Premessa

L’ attivita di ricerca oggetto di questa tesi di Dottorato € stata svolta presso il
Laboratorio di Epatologia Molecolare e di Reumatologia del Dipartimento di Medicina
Clinica e Sperimentale dell’ Universita degli Studi di Padova, sotto la supervisione della

Prof.ssa Patrizia Pontisso e del Prof. Andrea Doria.



Abstract

The hepatitis C virus (HCV) is one of the most successfully persistent
hepatotropic viruses. HCV persists in up to 70% of acutely infected individuals, likely
undermining virus-specific immunity, but leaving host defenses to other agents intact.
HCV carriers may progress to a broad spectrum of liver diseases, as a consequence of
complex interactions between viral and host factors, including the profile of the host
immune response Many studies suggest that cellular immune response plays a crucial
role in the immunopathogenesis of HCV related chronic liver disease, but the
mechanisms through which HCV generates an impairment of the immune system are
largely unknown. Hepatitis C virus (HCV) leads frequently to chronicity of the infection
and the role of B cdlls is largely unknown. The role of B cells in HCV infection is
largely unknown.

Systemic Lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease
characterized by a number of organ manifestations and by the production of a broad
variety of autoantibodies. Beside other immunol ogic disturbances, such as abnormalities
of the complement system, T-B cell interaction, B cell hyperactivity represents a central
feature of SLE. Therefore, characterization of the abnormalities of B cell biology is
essential to gain further insights into the pathogenesis of this disease. SCCA, an ov-
serpin, found in majority of primary liver cancers, is detectable in lymphocytes.To date,
the potential involvement of the Squamous Cell Carcinoma Antigen (SCCA) in the

pathogenesis of SLE and in HCV have not yet been investigated.



Aim of this study was to characterize SCCA expression in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) in HCV infected and in SLE patients.

45 HCV patents (14 chronic hepatitis, 17 cirrhosis, 14 hepatocellular
carcinoma), 12 with SLE and 24 hedthy controls were analyzed. Surface and
cytoplasmic expression of SCCA in PBMC was assessed by FACS analysis. To define
SCCA co-expression in B lymphocytes, different activation molecules (CD27, CD69,
CD71, CD86 and CXCR3) were simultaneously evaluated. In purified B cells, SCCA
RNA was quantified by Real Time PCR and localization of SCCA was defined by
confocal microscopy and FACS analysis after trypsin treatment.

FACS analysis and confocal microscopy showed that SCCA was expressed on
the surface of B lymphocytes in 68% of normal subjects and in 32% of HCV patients (P
< 0.03), independently of disease stage and in SLE patients SCCA resulted not
expressed in any of the patients (P = 0.0000). The higher frequency of SCCA
expression on the surface of B lymphocytes of healthy subjects was associated with
higher levels of serpin expression, compared to SCCA reactivity in HCV infected
patients. Real Time PCR confirmed higher levels of transcription of the serpin in
purified B cells of control subjects. SCCA positivity was significantly associated with
CD27 reactivity.

HCV infection is associated with a marked reduction of SCCA being associated
with the memory B cells molecule CD27 on B lymphocytes surface, suggesting a
possible involvement of SCCA in B cell defects in HCV and in SLE. In SLE patients

the serpin is not expressed on the surface of B lymphocytes. These findings suggest a



possible involvement of SCCA in the deregulation of B cell reactivity, during HCV

infection and SLE.



Riassunto

L’infezione HCV frequentemente cronicizza e I’ evoluzione del quadro dipende
da complesse interazioni trail virus ed il sistemaimmunitario dell’ ospite. Benché siano
state descritte molteplici alterazioni dei linfociti B in corso di infezione cronica da
HCV, il ruolo dei linfociti B nella mancata eliminazione del virus é ancora largamente
sconosciuta. Dati recenti indicano che la serpina Squamous Cell Carcinoma Antigen
(SCCA), associata con la proliferazione cellulare, € individuabile nei linfociti. Il Lupus
Eritematoso Sistemico (LES) & una maattia infiammatoria cronica multifattoriale che
coinvolge diversi organi. E’caratterizzato da una patogenesi autoimmune, da diverse
manifestazioni d'organo e dala produzione di auto-anticorpi. Diversi studi
documentano alterazioni nell’omeostasi dei linfociti B nel LES, come |’ espressione
aberrante di recettori o I’ attivazione di vie di traduzione del segnale che controllano la
proliferazione e il differenziamento delle cellule B, la produzione di anticorpi e
I” apoptosi, suggerendo un ruolo chiave del linfociti B nell’immunopatogenesi del LES.

Lo scopo del presente studio € stato la caratterizzazione dell’ espressione di
SCCA nelle cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC) in pazienti affetti da
virus dell’ epatite C eda LES.

Sono stati analizzati 45 pazienti con infezione da HCV, compresi: 14 pazienti
con infezione cronica, 17 pazienti con cirros epatica e 14 pazienti con carcinoma
epatocellulare, 12 pazienti con Lupus Eritematoso Sistemico (LES). 24 soggetti sani

sono stati utilizzati come controlli. L’ espressione di superficie e intracitoplasmatica di



SCCA nei PBMC e dtata andlizzata mediante FACS. Nei linfociti B purificati,
I”espressione di SCCA a livello trascrizionale e stata quantificata mediante Real Time
PCR. La locaizzazione cellulare della serpina € stata definita mediante analis in
microscopia confocale ed e stata confermata mediante citofluorimetria a flusso dopo
trattamento dei linfociti B purificati con tripsina. Allo scopo di definire la co-
espressione della serpina nei linfociti B, sono state contemporaneamente analizzate
differenti molecole di attivazione (CD27, CD69, CD71, CD86 e CXCR3).

L’analisi citofluorimetrica e la microscopia confocale hanno documentato che
SCCA ¢ espressa sulla superficie dei linfociti B nel 68% dei soggetti sani e nel 32% dei
pazienti (P < 0.03). L’entita di espressione della serpina e risultata ridotta nei pazienti
HCV positivi rispetto ai controlli (P = 0.0348). Nei pazienti affetti da LES, SCCA non e
risultata espressa in nessuno dei soggetti analizzati (P = 0.0000). La localizzazione della
serpina sulla superficie dei linfociti B e stata ulteriormente confermata, mediante FACS,
dopo trattamento delle cellule B con tripsina. La quantificazione di SCCA-RNA
mediante Real Time PCR ha confermato la minore espressione della serpina nei linfociti
B purificati dei pazienti HCV positivi rispetto ai controlli. La positivita di SCCA &
risultata significativamente correlata con |'espressione della molecola CD27,
tipicamente associata alle cellule B della memoria (P = 0.0069). L’ entita di espressione
di CD27 é risultata significativamente aumentata nei linfociti B esprimenti SCCA neli
soggetti sani rispetto ale cellule B dei pazienti HCV positivi (P = 0.0408), mentre nelle
cellule B non esprimenti SCCA non € stata riscontrata nessuna differenza tra i due
gruppi. Inoltre, & stata documentata una correlazione diretta (r = 0.98) tra |’ entita di

espressione della serpina e lareattivita per CD27. In accordo con questi risultati,




I"analisi dell’ espressione di CD27 nei linfociti B nei pazienti HCV infetti ha mostrato
unasignificativa diminuzione dellafrequenza di cellule B CD27+ rispetto ai controlli (P
= 0.0085).

| risultati ottenuti documentano una diminuita espressione della serpina SCCA
nei linfociti B di pazienti HCV positivi rispetto ai soggetti sani. In questi pazienti la
ridotta espressione € associata ad una riduzione dei linfociti B della memoria attivati.
Questi dati suggeriscono un possibile ruolo di SCCA nel deficit del processo di
maturazione dei linfociti B durante I'infezione da HCV, con potenziali riflessi sulla
scarsa efficienza del sistema immune nella eliminazione virale Nei pazienti affetti da
LES la serpina non é risultata essere espressa a livello di superficie dei linfociti B,
fornendo nuove ipotesi circa i difetti di funzione dei linfociti B nel LES. Questi dati
suggeriscono un possibile coinvolgimento della serpina SCCA nelle deregolazione della
reattivita delle cellule B, tipicamente riscontrata nell’ infezione da virus dell’ epatite C e

nei pazienti affetti da Lupus Eritematoso Sistemico.
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1

| ntroduzione

|| sistema immunitario: | linfociti B

1.1. Il sstemaimmunitario

La funzione principae del sistema immunitario € quella di proteggere
I” organismo dell’ ospite da agenti patogeni mediante un complesso sistemadi controllo e
di eliminazione dell’ agente stesso. In linea generae, esistono due tipi di risposta: innata
(o naturale) ed acquisita (o specifica). La prima € cogtituita dalle barriere chimico-
fisiche (PH, pelle, mucose, saliva, lacrime ecc.), dai fagociti, dal sistema del
complemento, mentre la seconda s distingue in umorale (mediata dai linfociti B) e
cellulo-mediata (mediata dai linfociti T). La differenza principale tra i due tipi di
immunita consiste nel fatto che la risposta di tipo acquisito € molto piu specifica per
I"agente che I’ ha indotta, inoltre |’ efficacia della risposta immunitaria aumenta ad ogni
successivo incontro con |o stesso patogeno.

Le risposte immunitarie sono mediate in primo luogo da leucociti che
comprendono cellule fagocitiche (monociti, macrofagi e granulociti neutrofili) che s

legano al patogeno, lo internalizzano e lo distruggono. Dato chei leucociti utilizzano
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dei sistemi di riconoscimento primitivi e non specifici, queste modalita rientrano nella
cosiddetta “immunitainnata’ *.

Un atro gruppo di leucociti e rappresentato dai linfociti; rappresentano gli
elementi centrali di tutte le risposte di tipo acquisito in quanto sono in grado di
riconoscere specificamente il singolo patogeno. i linfociti sono distinti in tre
popolazioni: linfociti T, linfociti B e cellule Natural Killer (NK) (Figura 1). Tutti i
linfociti derivano da cellule staminali del midollo osseo, ma mentre i linfociti T

maturano nel timo, i linfociti B maturano nel midollo osseo %3 (Figura 2).

FAGOCITI MONONUCLEATI =>
(monociti/macrofagi, cellule APC) COMPLEMENTO/CITOCHINE
BASOFILI
NEUTROFILI |:> CITOCHINE
EOSINOFILI
CELLULE NK
(grandi linfociti
granulari-LGL) I:> CITOCHINE
LINFOCITI T (Tc, Thi, Th2)
LINFOCITI > ANTICORP!
MASTOCITI
< @ MEDIATORI DELLA FLOGOSI
A
PIASTRINE
. —  CELLULE TISSUTALI (cellule endoteliali) |:> CITOCHINE/INTERFERONI

Figura 1. Cellule del sistema immunitario. Principai componenti del sistema

immunitario, con indicazione delle cellule che producono i mediatori solubili.
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CELLULA STAMINALE

l LINEA ERITROIDE I [ LINEA LINFOIDE ] LINEA MIELOIDE
I 1 l v l
ERITROBLASTO LINFOCITI T (timo) NK LINFOCITI B (borsa di PMN MONOCITA
Fabrizio/milza e
ﬂ ﬂ ﬂ linfonodi) ﬂ
PIASTRINE ERITROCITA o INFOCITI T HELPER PLASMACELLULA MACROFAGO
[—]
C®LINFOCITIT CITOTOSSICI @
ANTICORPI

Figura 2. Origine delle cellule del sistema immunitario. Differenziamento dei
principali componenti del sistema immunitario a partire da un’unica cellula staminale

pluripotente: linea eritroide, linealinfoide e linea mieloide.

I linfociti T e B auto-reattivi vengono eliminati, nel timo e nel midollo osseo,
altraverso una selezione negativa che definisce la cosidetta “tolleranza centrale”.
Tuttavia talvolta alcune di queste cellule auto-reattive sfuggono alla selezione ed i loro
recettori sono in grado di riconoscere gli antigeni con una certa affinita’. Nonostante la
presenza di cellule auto-reattive, in condizioni normali non s sviluppano eventi di
autommunita (risposta immunitaria contro il self) grazie al’ esistenza di un sistema di

controllo chiamato “tolleranza periferica’. Esistono acuni meccanismi responsabili di
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questo processo come la mancata attivazione delle cellule dendritiche (DCs) che
esprimono peptidi self ed i bassi livelli di molecole costimolatorie >

Ciascun linfocita B e in grado di riconoscere una specifica molecola antigenica
mediante un recettore di superficie. Dopo il riconoscimento, la cellulaB s divide e s
differenziain plasmacellula, 1a quale produce e secerne una grande quantita di molecole
(anticorpi) che rappresentano la forma solubile del recettore che ha riconosciuto
I’ antigene 3.

I linfociti T s dividono in molte sottopopolazioni ciascuna delle quali possiede
diverse funzioni. Una sottopopolazione interagisce con i linfociti B, facilitando la loro
proliferazione, differenziazione e sintesi di anticorpi; |’atra interagisce con i fagociti
mononucleati potenziandone le loro attivita. Queste due sottopopolazioni sono note con
il nome di linfociti T helper (Th) e linfociti T citotossici (Tc). | linfociti T riconoscono
I” antigene solo in associazione a marcatori di membranadell’ ospite ed il riconoscimento
avviene attraverso una molecola di superficie, il TCR (T Cell Receptor), correlabile per
funzioni e per struttura a recettore di superficie per |’ antigene dei linfociti B (BCR, B
Cell Receptor). Le cellule B agiscono sia mediante la produzione di proteine solubili (le
citochine) che fungono da segnale per atre cellule, sia mediante interazioni cellula-
cellula®®,

Lo sviluppo dei linfociti T e B a partire da una cellula staminale pluripotente
richiede un differenziamento che passa attraverso una serie di eventi che iniziano nel
midollo osseo e terminano nel timo (linfociti T) o nel tessuti linfoidi periferici (linfociti

B) (Marrak). Duranteil differenziamento, i linfociti acquisiscono la capacita di
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riconoscere gli antigeni “self” dai “non self” attraverso |’espressione di recettori
antigene-specifici chiamati rispettivamene TCR e BCR °.

Il TCR e costituito da una catena o e da una catena  unite da un ponte
disolfuro, mentreil BCR é costituito daimmunoglobuline di membrana. Laformazione
del TCR e del BCR € un processo complesso in cui un ruolo determinante e svolto
dall’IL-7 e coinvolge numerosi enzimi. Il BCR riconosce polipeptidi ed oligopeptidi,
incluse strutture secondarie e terziarie (antigeni conformazionali) e antigeni non
peptidici °. Al contrario, il TCR riconosce solo piccoli peptidi lineari di 10-12
aminoacidi che sono stati processati e presentati dalle cellule APC (Antigen Presenting
Cell) in associazione alle molecole MHC "8,

Nelle risposte di tipo acquisito, i linfociti sono i depositari dei meccanismi di
riconoscimento dell’ antigene che s verificano tramite la “selezione clonale”. Quando
un antigene si lega alle poche cellule in grado di riconoscerlo, queste ultime proliferano
rapidamente fino a sviluppare un numero sufficiente di cellule specifiche per poter
eliminare |’ antigene stesso. In altri termini, in un processo chiamato selezione clonale,
' antigene selezionai cloni specifici per i propri determinanti antigenici °.

Il sistema immunitario € caratterizzato da un’enorme plasticita e, dopo
I’avvenuta eliminazione del patogeno, le cellule che sono intervenute nella risposta
immunitaria ritornano alle condizioni iniziali, ristabilendo la cosidetta “omeostas
immunitaria’ 1. L’ attivazione dei linfociti T & programmata per essere autoregolata ed &
associata ad una parallela stimolazione ed attivazione di recettori di tipo inibitorio. Tra
questi figurano CD32, CD22 e gp49B1 caratterizzati dalla presenza di sequenze

conservate alivello della porzione citosolica del recettore stesso *°.
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Talvolta alcuni linfociti possono sopravvivere alo shrinkage della risposta
immunitaria originando il pool di cellule delle memoria che, in caso di un successivo
contatto con il patogeno, attueranno una risposta immunitaria specifica, veloce e
maggiormente efficace con conseguente rapida eliminazione del bersaglio.

In conclusione, I’ efficacia del sistema immunitario dipende dall’ interazione di
diversi componenti, sia umorali che cellulari e che si sviluppano in diverse fasi della
vita fetale e neonatale precoce. Le caratteristiche principali della risposta immunitaria
sono la diversita e la specificita (la risposta € diretta unicamente verso il patogeno che
causa I’infezione), la capacita di distinguere il “ self” dal “non self” (& essenziale infatti
che un sistema di protezione specifico sia in grado di distinguere sostanze o agenti
estranel 0 “non self”) e lamemoria. Il sistema immunitario si e sviluppato mediante un
unico meccanismo di ricombinazione genetica che ha prodotto un repertorio di
meccanismi e di effettori virtualmente illimitato a partire da un numero limitato di geni.
Per la sua versdtilita e capacita di adattamento, per la sua fine regolazione dei
meccanismi di risposta , il sistema immunitario rimane imparagonabile a qualunque

altro sistema biologico.
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1.2. | linfociti B: aspetti generali, strutturali efunzionali

Le cellule B rappresentano il 5-15% del pool totale dei linfociti circolanti e
classicamente esprimono  immunoglobuline sulla loro  superficie (queste
immunoglobuline sono prodotte dallo stesso linfocita, a contrario di quelle legate alla
superficie del  mastociti, prodotte sempre da linfocita). Le molecole
immunoglobuliniche agiscono come dei recettori specifici per I’antigene e, a differenza
dei TCR, possono esistere sia in forma solubile (gli anticorpi) sia come recettore di
superficie per |’antigene. La maggior parte delle cellule B circolanti esprime sulla sua
superficie due isotipi di immunoglobulinadotati della stessa specificita le IgD ele IgM;
solo pochi linfociti circolanti esprimono 1gG, IgA o IgE. Una differenza fondamentale
trai linfociti T e B € che mentre il TCR dei linfociti T riconosce solo piccoli peptidi
processati e presentati dalle cellule APC in associazione alle molecole MHC di classe |
o Il, I'immunoglobulina pud riconoscere strutture complesse tridimensionali dette
“ determinanti conformazionali” .

Comeillustrato nellafigura 3, i linfociti B umani e murini esprimono anche altre
molecole in superficie quali gli antigeni MHC di classe Il fondamentali nell’interazione
tralinfocita T e cellula B. Le molecole di classe Il sono rappresentate dagli antigeni |-
di topo e dagli antigeni DP, DQ e DR nell’uomo. Sulla superficie dei linfociti B, sono
identificabili anche il recettore per il frammento C3b del complemento (CR3) ed il

recettore per il C3d (CR2). Sono inoltre espressi anche recettori per le IgG non prodotte

daquel linfocita (FcyRII). Comunque, i pit importanti marcatori di superficie utilizzati
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per identificare i linfociti B sono il CD19, il CD20 ed il CD22. Altre molecole
specifiche vanno dal 72 al 78 (il CD72 & stato anche identificato sui linfociti murini) .
L’ attivazione del linfociti B comporta una maggiore espressione di marcatori di

superficie gia presenti e |’ espressione de novo di marcatori prima assenti (marcatori di

attivazione).
TOPO UOMO
CD19
lgMa
IgB CD20
slg
I-A/I-E IgB
1 HLAD
Ly-2 (CD72
y-2(CD72) LINFOCITA B ) co

CR1 CR1 (CD35)

g CR2 (CD21)
Q co72

CD5

CR2

B220 (CD45, Lyb-5)
Ly-1(CD5) |ME-R

Figura 3. Marcatori di superficiedei linfociti B circolanti umani e murini. A sinistra
vengono rappresentati schematicamente i marcatori di superficie dd topo, a destra quelli
dell’uomo. Molte di queste molecole sono omologhe. In questo caso sono rappresentate con lo

stesso colore.
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I linfociti B sono generati dal differenziamento di progenitori ematopoietici
staminali e, allo stadio maturativo completo, sono in grado di generare una risposta
immunitaria efficace contro i patogeni. Essi si sviluppano direttamente nelle aree
emopoietiche del fegato fetale dove le cellule staminai linfoidi proliferano, s
differenziano e vanno incontro al riarrangiamento genico per le immunoglobuline. In
seguito queste cellule maturano a linfociti pre-B che diventano poi linfociti B immaturi
ed infine linfociti B maturi che, dopo stimolazione antigenica, possono differenziarsi in

cellule dellamemoria o in plasmacellule (cellule produttrici di anticorpi), (Figura4).

CELLULA STAMINALE
LINFOIDE

LINFOCITI PRO-B
(PROGENITORI)

LINFOCITI PRE-B

LINFOCITI B
IMMATURI

LINFOCITI B MATURI

LINFOCITI B
ATTIVATI/BLASTI

LINFOCITI B
MEMORIA

PLASMACELLULE

riarrangiamento dei|geni delle I antigene >

IgM* di
membrana

IgM" e di IgD" di
membrana

IgM* e di IgD" di
membrana

1gG" e di IgA” di
membrana

Ig "
citoplasmatiche

catene 4"
citoplasmatiche

Figura 4. Differenziazione de linfociti B. | linfociti B si differenziano dalle cellule

staminali in linfocit B vergini che, dopo I'incontro con I'antigene, possono diventare

plasmacellule o linfociti memoria, dopo una fase di proliferazione, attivazione edi

trasformazione blastica
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Successivamente la sede della linfopoiesi B passa dal fegato al midollo osseo.
Lalinfopoiesi B alivello del midollo osseo non s svolge in aree distinte, tuttavia € stato
dimostrato che i progenitori dei linfociti B sono adiacenti all’endostio delle lamelle
ossee 2. La maggior parte (oltre il 75%) dei linfociti B che matura nel midollo osseo
non raggiunge il circolo generale, ma va incontro ad apoptosi e viene fagocitata dai
macrofagi midollari. Durante le prime fas della maturazione dei linfociti B sono
necessari dei fattori di crescitae di differenziamento e recettori per questi fattori sono
espressi in vari stadi della maturazione delle cellule B.

Il modello strutturale degli anticorpi € quello proposto da Porter nel 1962 che
prevede una struttura delle immunoglobuline a quattro catene: due catene pesanti (H,
50-77 kDa) e due catene leggere (L, 25 kDa). Vi sono due tipi di catene leggere (x e 1)
e cinque tipi di catene pesanti che corrispondono ale cinque classi di immunoglobuline
(v, o, K, 6 e€). Le catene possiedono una regione costante (C) ed una regione variabile
(V). Le due catene leggere hanno due ponti disolfuro, mentre a livello delle catene
pesanti esistono quattro ponti disolfuro. Ciascuno di questi legami porta alla formazione
di un anello polipetidico che rappresenta la porzione centrale di una regione piu ampia
(110 residui) che viene chiamato “dominio”; il dominio piu esterno, sia della catene
leggere sia di quelle pesanti, corrisponde alla regione variabile delle due catene,
rispettivamente V| e V. | domini V delle catene pesanti e leggere s associano per
formareil sito di legame per I’ antigene e la specificita di ciascun sito di legame dipende
dagli aminoacidi presenti nella catena. Quindi anticorpi con differente specificita

possiedono sequenze aminoacidiche diverse nellaregione V. La diversita anticorpale
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trae origine da eventi di “ricombinazione genica’ proprio alivello dei locus genici per le
catene leggere e pesanti.

Il legame dell’ antigene con il BCR innesca fondamentalmente quattro processi
principali: proliferazione del linfociti B (nei linfonodi), differenziamento in
plasmacellule che producono anticorpi, formazione delle cellule della memoria e
presentazione dell’ antigene alle cellule T. 1l BCR utilizza delle chinasi Src-type per dare
inizio allatrasduzione del segnale e questo processo viene aumentato dall’ intervento del
complesso costimolatorio CD21-CD19-CD81. CD21 € il recettore della proteina C2d
del complemento: C3d interagisce con CD21 e con |'antigene legato al BCR e
determina un cambiamento nel CD19 aumentando il segnale intracellulare.
Successivamente a legame dell’ antigene con le immunoglobuline di superficie, la
cellula B internalizza, processa ed esprime gli epitopi antigeni in MHC eli presentaale
cellule T. Le celule T possono modulare le funzioni del linfociti B in vari modi: le
citochine 1L-4, II-5, 11-6, IL-2 e I'IFN-y aumentano la proliferazione dei B ed il
differenziamento in plasmacellule.

L’interazione tra le cellule T e le cellule B implica il legame della molecola
CD40 con il suo ligando (CD40-L) che gioca un ruolo chiave nello switching isotipico
delle immunoglobuline. Infatti, i linfociti B naive esprimono sulla superficiele IgM ele
IgD, mentre dopo la stimolazione si verifica uno switch per cui producono IgA, 1gG
o IgE ¥ 3. Comunque, anche dopo lo switch, la specificita dell’ anticorpo prodotto da un
determinato clone rimane identica cioe un clone cellulare pud produrre un solo tipo di
sito di legame per I’antigene e questo puo far parte di molecole anticorpali di classe

differente. In pratica, un clone cellulare e programmato per produrre un solo tipo di
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catena leggera ed un solo tipo di regione V per la catena pesante, ma puo operare o
switch di quest’ultima su regioni C di catene pesanti appartenenti a class diverse.
Questo processo € caratterizzato da eventi di ricombinazione dei geni delle catene
pesanti delle immunoglobuline. Gli anticorpi prodotti da una plasmacellula di un dato
clone hanno tutti la stessa specificita ed appartengono tutti ala stessa classe
immunoglobulinica.

La funzione principale dei linfociti B e quella di produrre gli anticorpi, ma
nell’ambito della risposta immunitaria di tipo innato svolgono anche altre funzioni
come |’ espressione dei Toll Like Receptors (TLRs), infatti i linfociti B esprimono livelli
elevati di TLR-9 e di TLR-10. L’espressione di quest’ultimi risulta aumentata dopo
I attivazione del BCR o con I’intervento della molecola CD40. Dal momento che TLR-9
riconosce le regioni CpG non metilate tipiche dei batteri con genoma a DNA ed e
coinvolto nelle risposte iniziali a microraganismi, le cellule B possono dungue svolgere
delle funzioni tipiche della risposta immunitaria innata. L’espressione inducibile del
TLR nelle cellule B puo rappresentare un link tra le risposte immunitarie innate e quelle
acquisite *. Le cellule B possono inoltre produrre delle citochine infiammatorie (es. IL-
6, IL-10) che indirizzano la differenziazione dei linfociti T naive in Thl e Th2 *,
secernere dei fattori che possono direttamente mediare la distruzione del patogeno *°.
Infine, i linfociti B possono fungere anche da APC, in particolare le cellule B esprimenti
lamolecola CD5 ed il fattore reumatoide " % 19,

Alle funzioni di tipo acquisito, si aggiungono delle funzioni che rientrano nel

contesto dellarispostaimmunitaria di tipo innato. Tra queste vi sono: regolazione delle
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risposte T-dipendenti, ruolo nell’ attivazione delle cellule dendritiche %°, regolazione del
differenziamento dei linfociti T, infine up-regolazione di molecole costimolatorie °.

In conclusione, i linfociti B rappresentano uno dei tipi cellulari fondamentali
nella risposta immunitaria dove svolgono diverse funzioni che abbracciano sia risposte
di tipo acquisito siadi tipo innato, divenendo cosi un anello di congiunzione cruciale tra

due tipi di rispostaimmunitaria.
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2

| ntroduzione

Virusdell’epatite C (HCV), Lupus Eritematoso

Sistemico (LES) elinfociti B

2.1. Il virusdell epatiteC (HCV)

2.1.1. Aspetti generali

Il virus dell’epatite C (HCV) e I'unico membro del genere hepacivirus
appartenete ala famiglia del Flaviviridae. L'HCV é caratterizzato dalla presenza di un
envelope e possiede un menoma ad RNA a singolo filamento con polarita positiva. Il
genoma é costituito da 9.600 nucleotidi con un singolo open reading frame (ORF) che
codifica per una poliproteina precursore di 3.000 aminoacidi (Figura4).

La poliproteina viene processata dalle proteas virali e della cellula ospite nel
reticolo endoplasmatico. | prodotti proteici comprendono: la proteina core (C) che
costituisce la maggior parte del nucleocapside; le proteine glicosilate dell’ envelope (E1
e E2); un oligo peptide (p7) che sembra essere una viro-porina; proteine non strutturali

coinvolte nell’ azione proteolitica (NS2, NS3, N), nellaformazione dei complessi di
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replicazione (N$4B), nel legame con I’'RNA (NS5A) ed una polimerasi RNA-
dipendente (RdRp) .

Una delle caratteristiche dell’HCV particolarmente importante in relazione alla
risposta immunitaria della cellula ospite € I instabilita genomica che determina un’alta
variabilitd con un alto tasso di mutazione (1.5-2 * 10° sostituzioni di base per sito

gnomico per anno) e la conseguente generazione di mutanti virali.

5'UTR Open reading frame ~8400bp 3'UTR
-_— 1 1] | I | 1 S | I 1 —
HVR1 HVR 2
Core E1 E2 P7 NS2 NS3 NS4a NS4b NS5a NSSb

1191 [192:303] | o8d 746 | [so-t0eel - oariesy | [1711-1972 | a7a2ae0 | 2data0iz |

Envelope z |
p?gtr:;ase n=n RNA-dependent
Viroporin Protease cofactor RNA polymerase

MNucleocapsid
Autoprotease

|
Helicase

Figura 4. Il virus dell’ epatite C (HCV): genoma, struttura polipeptidica e funzioni
proteiche. Il genomadi HCV é costituito un ORF di circa 9.400 bp che viene tradotto in una

singola poliproteina di 3.000 aa. Il polipeptide viene poi tagliato in 10 proteine mature, come
indicato. Vengono mostrate anche le funzioni dei prodotti proteici conosciuti e la posizione

dellaregioni ipervariabili 1 e 2. [DaLloyd et al., 2007. Immun and Cell Biology 85: 24-32].
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Essendo un virus epatotropico, I"'HCV replica nel fegato  (Figura 5). Il suo
ciclo vitale &€ conosciuto solo in parte dal momento che non esiste ancora un sistema di
colture cellulari efficace. Comunque, negli ultimi anni sono stati fatti numerosi
progressi in tal senso mediante I’utilizzo di nuovi sistemi di espressione del virus.
L’HCV replica primariamente negli epatociti, ma diversi studi hanno documentato la
presenza di genoma virale e di antigeni in atri tipi cellulari quali le cellule di Kupffer e
le cellule endoteliali. Inoltre, il virus e stato trovato anche nel leucociti periferici, nei

linfonodi, nelle cellule epiteliai del cervello 2. Questi rappresentano dei siti di

repl Icazione extra epatl ca.
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W32 | NS4B| N3SD
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Rephcation

Figura . Ciclo vitale dell’HCV. E, envelope; NS, non structural protein; POL, polymerase;

[Da Rehermann et al., 2005. Nat Rev Immunol. 5: 215-229].
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2.1.2. HCV erispostaimmunitaria: i linfociti B

L’ HCV éuno dei virus epatotropici con la maggiore capacita di persistenza e di
cronicizzazione 2. L' HCV persiste in oltre il 70%-80% degli individui infetti e
I"infezione puo evolvere in un ampio spettro di malattie epatiche che vanno dall’ epatite
cronica alacirros epatica e all’ epatocarcinoma. L’ esito dell’infezione ed il grado della
malattia sono il risultato di complesse interazioni tra il virus e la risposta immunitaria
dell’ ospite, incluso il profilo di risposta immunitaria dell’ ospite % 2 (Figura 5). Molti
studi suggeriscono un ruolo chiave della risposta immunitaria di tipo cellulare nel

controllo dell’infezione daHCV e nell’ immunopatogenesi della malattia epatica 2" 2% %

%31 ‘ma i meccanismi attraverso cui I'infezione HCV genera un impairment della
risposta immunitaria (quindi la mancata eliminazione del virus da parte del sistema
immunitari) e la progressione della malattia a non sono stati ancoradel tutto chiariti.
Molti studi hanno dimostrato |I'importanza della risposta immunitaria T-mediata
nel controllo dell’infezione virale, mail ruolo del linfociti B nella risposta immunitaria
in corso di infezione da virus C € ancora ampiamente sconosciuto. Tuttavia € stata

documentata la presenza di anticorpi envelope-specifici nel siero di pazienti con epatite

C cronica, indicando |’ esistenza di una rispostaimmunitaria B-mediata *.
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Figura 5. La risposta immunitaria innata e adattativi nell’epatite C. La risposta
immunitaria innata coinvolge |’ attivazione di macrofagi del fegato (M@), cellule dendritiche,
cellule NK e cellule NKT. La risposta immunitaria acquisita comprende tra gli effettori i
linfociti T helper (CD4"), i linfociti T citotossici (CD8") ed i linfociti B. CTL, cytotoxic T
lymphocytes, HCV, hepatitis C virus;, IFN,interferon; IL, interleukin; MHC, maor
histocompatibility complex; NK, natural killer; TNF, tumor necrosis factor. [Da Szabo et al.,

2006. Clin Liver Dis, 10: 753-751].
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L’infezione cronica da HCV € spesso associata ad un ampio spettro di
alterazioni a carico dei linfociti B. La produzione di anticorpi neutralizzanti verso il
virus e ancora incerta, sebbene sembra verificars in talune circostanze. Tavolta, gli
anticorpi neutralizzanti vengono prodotti a basse concentrazioni e questo potrebbe
favorire la selezione di virus mutati che contribuiscono al diffondersi dell’infezione.
Inoltre, le cellule B possono proliferare in modo aberrante e produrre il fattore
reumatoide, come ad esempio durante |e manifestazioni extragpatiche *.

Le attuali conoscenze sulle possibili funzioni dei linfociti B nell’ HCV ed il ruolo
del virus nell’ espansione clonale delle cellule B proposte da Mondelli * sono descritte
nellafigura6.

Negli ultimi anni diversi studi hanno indagato la risposta immunitaria B-mediata
anche in relazione all’evoluzione clinica dell’infezione. In particolare, in letteratura
esistono diversi contribuiti circa il ruolo della regione ipervariabile 1 (HVR1) durante
I'infezione da HCV. E’ stato dimostrato che anticorpi, generati dopo immunizzazione,
contro HVRL1, specifici per i motivi altamente conservati, possono riconoscere I’RNA
del virus presente nel plasma del pazienti e di bloccare il legame di HCV dle cellule
Molt-4 che normalmente sono in grado di legare il virus *. Ad ogni modo il ruolo di
HVR1 nell’interazione tral’ ospite ed il virus resta tuttora sconosci uto.

L’infezione da HCV e frequentemente associata a manifestazioni extra epatiche
quali la crioglobulinemia mista di tipo Il ed il linfoma non Hodgkin's B che sono
caratterizzate dalla proliferazione dei linfociti B e dalla loro espansione clonale *.
L’ espansione monoclonale non-neoplastica tipica delle crioglobulinemia e quella

neoplastica del linfomanon Hodgkin's sono probabilmente dovute ad una stimolazione
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antigenica prolungata®’. Il meccanismo attraverso cui | infezione promuove una potente
selezione clonale dei linfociti B € attualmente sconosciuto, probabilmente € un
processo multistep caratterizzato dall’accumularsi di mutazioni genetiche similmente a
quanto accade in alcuni linfomi associati all’infezione cronica da Helicobacter pilori *.
La capacita del virus di stimolare direttamente le cellule B tramite la tetraspanina CD81
che lega specificamente la glicoproteina E2 suggerisce che siain grado di svolgere
delle funzioni che vanno oltre la semplice persistenza dell’ infezione. Infatti, la presenza
di HCV replicante puo risultare nell’ espansione clonale di cellule B esprimenti regioni
variabili delle immunoglobuline che comunemente sono espresse nei  disordini
linfoproliferativi associati a virus C. Perché avvenga questo € ancora oggetto di
speculazione. Sebbene vi siano sufficienti evidenze in favore del ruolo dei prodotti
genici virali nell’indurre I’espansione clonale dei linfociti B, restano ancora molti
aspetti da delucidare circa la capacita del virus di infettare e di replicare in dltri tipi
cellulari diversi dagli epatociti.

In conclusione, I'HCV puo sviluppare diverse strategie per eludere la clearance
immunitaria e stabilire un’infezione persistente. L’elevata quantita di particelle virali
prodotte durante la fase iniziadle dell’infezione pud causare la non efficiente risposta
immunitaria di tipo innato ** “°. La variabilita intrinseca dell’HCV, verosimilmente
indotta dalla pressione immunologia selettiva dell’ ospite su alcune porzioni del virus
pud portare ala selezione di mutanti resistenti alla risposta T-mediata ** *2. Diverse
evidenze suggeriscono che la proteina core pud inibire la funzionalita dei linfociti T **
“_Comunque, attualmente il significato reale della risposta immunitaria B-mediata in

corso di infezione daHCV é largamente sconosci uto.
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Figura 6. Funzioni dei linfociti B nell’infezione da HCV. (A) In acune circostanze, puod
verificarsi la produzione di anticorpi neutralizzanti. Questi anticorpi dovrebbero essere prodotti
ad alte concentrazioni e possibilmente avere un ampio spettro di specificitd. Talvolta pero, gli
anticorpi neutralizzanti potrebbero essere prodotti a basse concentrazioni e con un specificita
ristretta; questo favorirebbe da una parte | a selezione dei mutanti virali e dall’latra potrebbe
incrementare la suscettibilita ad infettarsi di altre cellule. (B) In aggiunta alla classica
produzione dia anticorpi, le cellule B possono proliferare in modo aberrante e produrre il fattore
reumatoide, come in manifestazioni extrepatiche quale la crioglobulinemia. Polipeptidi di HCV
(come le glicoproteine E2 e NS3) possono diminuire I’ attivazione fisiologica dei linfociti B
interagendo con la molecola CD81 e il complesso del BCR inducendo un’ espansione clonale

che pud determinare una proliferazione maligna. [Da Mondelli 2003. Antiv Res 60: 111-115]
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2.2. LupusEritematoso Sistemico (LES)

2.2.1. Caratteristichegenerali

Il Lupus Eritematoso Sistemico (LES) € una malattia infilammatoria cronica
multifattoriale caratterizzato da una patogenesi autoimmune, che coinvolge divers
organi ed apparati, trai quali spiccano per gravita o prevalenza la cute, le articolazioni,
il rene, il sistem polmonare, il pericardio, il sistema ematopoietico ed il sistema nervoso
centrale ®°.

Nella patogenesi del LES sono sono coinvolti fattori genetici (associazione con
HLA DR2 e DR3), ambientali (raggi Uv, farmaci, agenti chimici), virai (HTLV-1,
HIV, HCV), endocrini (ormoni sessuali) ed immunologici.

| principali fattori immunologici coinvolti nel LES sono:

1 disregolazione a carico dei linfociti T: modificazioni numeriche e funzionali con
espansione di cellule T autoreattive e perdita della tolleranza verso gli antigeni
self;

2. disregolazione de linfociti B: aumento della produzione spontanea di
immunoglobuline, produzione di autoanticorpi;

3. formazione di immunocomplessi (costituiti principalmente da anticorpi legati ad
a DNA) che s depositano a livello tissutale provocando delle reazioni
inflammatorie che portano all’ attivazione del sistema del Complemento e delle

piastrine e conseguente richiamo di polimorfonucleati e di macrofagi;
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4. produzione di autoanticorpi: anti citoplasma (anti-RNP), anti fattori sierici (anti-
globulina), anti fosfolipidi (anti-cardiolipina, lupus anticoagulant), anti elementi

cellulari (anti-eritrociti, anti-piastrine);

5. alterazioni dell’apoptosi: aumento della morte cellulare programmata con
rilascio di nucleosomi nello spazio extra cellulare e conseguente produzione di
autoanticorpi;

6. disregolazione delle citochine: aumento della produzione di IL-10 in seguito alla
alterazione del promotore del gene per IL-10 che mappa sul cromosoma 1 nella
regione 319. Qui sono presenti anche i geni per alcuni componenti della via del
Complemento, per Fas-L.

Nellafigura 7 viene schematizzata la patogenesi del LES.
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2.2.2. LESerispostaimmunitaria: i linfociti B

Il meccanismo alla base dell'immunopatogenesi sembra essere una iper-attivita
dei linfociti B autoreattivi dovuta ad attivazione policlonale, con conseguente
produzione di auto-anticorpi reattivi verso diversi antigeni (anticorpi antinucleo, anti-
DNA nativo o a doppia elica) *. Questi auto-anticorpi sono diretti verso antigeni di
superficie (es. eritrociti, leucociti) e verso antigeni circolanti con conseguente
formazione di immunocomplessi circolanti. Non e noto il perché della produzione di
autoanticorpi, mai principali meccanismi responsabili sono fondamentalemnte due.

Il primo meccanismo prevede che la risposta immune sia direttamente stimolata
dagli autoantigeni e quindi sia T-dipendente. Questa ipotesi € sostenuta dal fatto che gli
autoanticorpi nel LES originano da un riarrangiamento genico e da mutazioni somatiche
tipiche nelle risposte indotte da antigeni.

Secondariamente, sembra che i linfociti B siano stimolati in modo aspecifico.
Infatti, nel LES I'aterazione principale € una iper-attivita dei linfociti B autoreattivi
dovuta ad attivazione policlonale, con conseguente produzione di auto-anticorpi reattivi

verso diversi antigeni ** %

. Questi auto-anticorpi sono diretti verso antigeni di superficie
(es. eritrociti, leucociti) e verso antigeni circolanti con conseguente formazione di
immunocomplessi circolanti (Figura 8). Non & ancora chiaro il perché di una cosi
elevata produzione di auto-anticorpi; a questo proposito, sono state avanzate diverse
ipotesi che comprendono la stimolazione aspecifica dei linfociti B (attivazione

policlonale) forse da parte di Heat Shock Protein prodotte dalle cellule sotto stress o da

parte di superantigeni che possono attivare in modo aspecifico i recettori dei
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linfociti T e quindi stimolare secondariamente i linfociti B. Quest'ultima ipotesi &
sostenuta dal fatto che gli auto-anticorpi nel LES derivano da un riarrangiamento genico
e da mutazioni somatiche tipiche di una rispostaindotta da antigeni “°#'.

In conclusione, I'iperattivita dei linfociti B dovuta a diverse alterazioni nelle vie

di trasduzione del segnale giocano un ruolo determinante nella patogenesi del LES.

Comunque, i meccanismi allabase di cid non sono stati ancoradel tutto chiariti.

I ormoni sessuali I
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Figura 8. LES: eziopatogenesi. Principali agenti eziopatogenetici nel LES con riferimento

a ruolo del linfociti B.
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3

|ntroduzione
Squamous Cell Carcinoma Antigen (SCCA)

3.1. Squamous Cell Carcinoma Antigen

3.1.1. Caratteristichegenerali

Lo Squamous Cell Carcinoma Antigen (SCCA) € una proteina ad alto peso
molecolare (45 KDa), caratterizzata da due isoforme (SCCA1 e SCCA?2), appartenente
alla superfamiglia delle serpine.

Le serpine (serine proteinase inhibitors) sono inibitori di proteasi seriniche che
generalmente regolano diverse vie di traduzione del segnale come il riarrangiamento
citoscheletrico, I’ adesione cellulare, la morte cellulare programmata e la proliferazione
cellulare ®® “°: recenti dati indicano che SCCA pud indurre crescita tumorale attraverso
I'inibizione dell’apoptosi e la deregolazione della proliferazione cellulare *® . Le
serpine sono quindi coinvolte in attivita biologiche di notevole importanza per il
mantenimento dell' omeostasi cellulare, svolgendo un'azione di regolazione a livello
della cascata proteolitica che, com'e noto, rappresenta un momento fondamentale di
numerosi processi cellulari >

SCCA ¢ iper-espressa in diversi tumori maligni di origine squamocellulare

53, 54

(cancro della cervice utering, dell'esofago, del polmone, ecc.) ein caso di tumori
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benigni di origine epiteliale *°; attualmente viene utilizzata come marcatore sierologico
per il carcinoma della cervice uterina *°. Diversi studi indicano che SCCA1 gioca un
ruolo importante nella diminuzione dell'apoptosi in vitro e nell'aumento della crescita
tumoralein vivo *’.

SCCA e dtata identificata come proteina cellulare di binding del virus
dell’ epatite B (HBV) nel fegato *®. Dal momento che le cellule mononucleate possono
essere infettate dall’HBV ** ®, & possibile che anche nelle cellule mononucleate SCCA
faccia da recettore di membrana per il virus, permettendone I’internalizzazione. Studi
precedenti hanno documentato la localizzazione citosolica di SCCA ®! e dati pili recenti
hanno mostrato una localizzazione anche a livello di membrana plasmatica
suggerendo un possibile ruolo come recettore o come inibitore di proteas attivo.

Recentemente e stata dimostrata |'iper-espressione di varianti serpiniche diverse,
quali SCCA1 e SCCA2, anche nel tumore primitivo del fegato ®. Nell' epatocarcinoma,
SCCA contribuisce ad attivare proteine chiave del ciclo cellulare coinvolte nella
proliferazione cellulare, induce modificazioni morfologiche e ultrastrutturali tipiche
della progressione neoplastica ed inibisce I'apoptosi, in vitro. E' stato inoltre
documentato che, nel siero di soggetti con HCC, la serpina € presente in associazione a
Ig di classe M, sotto forma di immunocomplessi circolanti, dosabili mediante saggi
immunoenzimatici (ELISA) ®. Dati preliminari evidenziano la sua presenza anche nei
linfociti periferici di pazienti con carcinoma squamoso dellalingua®.

SCCA é presente fisiologicamente anche nello strato spinoso e granulare di
alcuni epiteli squamos normali (ectocervice, epidermide, esofago, tonsille, ecc.) dove

sembraintervenire nellaregolazione del differenziamento cellulare. Un aumento del
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livello di SCCA e stato osservato anche a livello della cute in caso di aterazioni
dermatologiche, quali eczema, pemfigo e psoriasi, patologie polmonari (tubercolosi) e
insufficienza renale, il che fa supporre che la serpina svolga un ruolo cruciale durante il

processo infiammatorio % ©’.

3.1.2. Aspetti strutturali efunzionali

L’antigene iniziamente isolato consisteva in un’'unica proteina con peso
molecolare di circa 45 kDa®; successive analisi hanno permesso di caratterizzare pil di
dieci frazioni proteiche con diversi punti isoelettrici (Pl), compresi tra 5.9 e 6.6. Queste
frazioni sono distinte in due gruppi principai: la frazione acida con peso molecolare di
44.5 kDa e punto isoelettrico compreso tra 5.9 e 6.2, la frazione neutra con peso
molecolare di 44.9 kDa e punto isolelettrico compreso tra 6.3 e 6.6. *°. Tali componenti
sono distribuite diversamente nel vari tessuti, in particolare quella acida é presente alla
periferia del tessuto tumorale e viene rilasciata in circolo dalle cellule squamose
maligne, mentre quella neutra si trovasiain alcuni carcinomi sia negli epiteli squamosi
norma“ 70,71, 72.

La localizzazione delle due componenti (acida e neutra) corrisponde alla
frazione citosolica cellulare ®, malaloro presenzain circolo fa pensare al’ esistenza di
un meccanismo o di secrezione attiva o di rilascio passivo da parte delle cellule che le

producono 3 ™.
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Il clonaggio del cDNA di SCCA (1190 nucleotidi che codificano per una
sequenza di 390 amminoacidi) da parte di Suminami nel 1990 ha permesso di
evidenziare che la sequenza amminoacidica € omologa a quella di altre serpine e in

particolar modo a quelle appartenenti allafamiglia delle ov-serpine, cosi chiamate per la

somiglianza con I’ ovoalbumina . Nella figura 9 & mostrata la struttura molecolare di

SCCA 8,

Figura 9. Struttura molecolare di SCCA. Struttura secondaria della serpina SCCA
foglietti B (A, B, C) sono mostrati rispettivamente in rosso, blu e verde; le otto o-eliche vanno

dalla hA ala hH. Il sito di reazione (RCL), in grigio s trova sulla sommita della molecola

[Gettins 2002. Chem Rev 102: 4751-4804].
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| geni che codificano per SCCA sono due e sono localizzati nel cromosoma 18,
nella regione g21.3 di 600 kb ”". Questi geni sono distribuiti in tandem sul cromosoma
(appaiamento testa-coda): il gene piu vicino a centromero codifica I'SCCA isolato
iniziadmente e successivamente denominato SCCA1, quello piu vicino alla regione
telomerica codifica per SCCA2 " (Figura 10). Probabilmente essi derivano da eventi di

duplicazione di un gene ancestrale comune ". Sulla base di questo e, tenendo conto dei

punti isoelettrici caratteristici di ciascuna frazione, s € concluso che la forma neutra

viene codificatadal gene SCCA1 elaformaacidada gene SCCA2.
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TEL I:"'_.,’.. S - —?‘ — i, CEN
D18S83(A27LY PATZ - i"DIBS86(AS6R) . - BCLZ
il s R s —toos
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D18S79(A211R) i DI8S86(AS6R)* maspin
e — SOKb
C) $AS6R i
" i3ge % 69 A i Y R T
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Figura 10. Mappaggio e clonaggio dei geni delle serpine localizzati in 18921.3. A)
Mappa della regione. B) Mappa di yB29F7. C) Cloni del fago A5S6R . D) Mappa di SCCAl e

SCCAZ2 [Silverman et al., 1998. Tum Biol 19: 480-487].
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Le due proteine SCCA1 e SCCA2 mostrano un’ elevata omologia di sequenza:

infatti, si e visto chei due geni presentano un'omologiadi sequenza nucleotidica pari al

98%, mentre le due proteine che codificano sono omologhe a 92% nella sequenza
amminoacidica ®. Come le altre serpine, SCCA1 e SCCA2 presentano una struttura
secondaria che alternafoglietti f ed a eliche. Il centro di reazione (RSL) e caratterizzato
da una sequenza amminoacidica conservata, ma esistono delle differenze tra le due
proteine. Infatti, SCCA1 a livello del centro di reazione (P1-P1’) presenta i residui
amminoacidici Ser-Ser, mentre SCCA2 & caratterizzata dai residui Ser-Leu 8. Questa
sostituzione rende conto della diversa specificita d’ azione delle due proteine che, infatti,

agiscono su target molecolari diversi.

Ancora oggi, il ruolo svolto da SCCA1 e da SCCA2 non e ben chiaro. Quello
che si sa e che esse, come le atre serpine, intervengono nella regolazione dei processi
proteolitici andando ad inibire, in maniera irreversibile, acune proteasi; questa
caratteristica funzionale € confermata anche dalla presenza di residui di Alanina nel
centro di reazione (P15-P9) che sembrano contribuire in maniera significativa ale
funzioni inibitorie delle serpine ®. | loro bersagli di azione sono comunque diversi e ci®
dipende (come detto precedentemente) dalle differenze a livello del centro di reazione.
SCCAL1 inibisce sia le proteasi seriniche, come la chimotripsina, sia le cisteina proteasi
papaina-like, come le catepsine K, S, |; invece, SCCA2 inibisce le proteas seriniche

chimotripsina-like, come la catepsina G e la chimotripsina delle mast-cellule 5% %,

Pertanto, SCCA1 e SCCA2 svolgono un’azione di regolazione della cascata

proteolitica che, come e noto, rappresenta un momento fondamentale di numerosi
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processi cellulari ®. Questa funzione ha di sicuro delle importanti implicazioni a
livello dei processi neoplastici, da momento che I’ equilibrio tra le proteasi ed i loro
inibitori pud influenzare la mobilita, I’invasivita, la proliferazione e la morte cellulare

stessa .

Un atro aspetto ancora da delucidare riguarda il ruolo di SCCA negli epiteli
squamosi normali. La sua presenza e stata riscontrata soprattutto a livello della cute e
dell’ectocervice, dove pare intervenire nella regolazione del differenziamento
dell’ epitelio squamoso #*. Sempre a livello della cute, si & osservato un aumento del
livello di SCCA anche in caso di eczema e di psorias, il che fa supporre un ruolo
protettivo svolto dall’antigene durante il processo infiammatorio . Un aumento del
titolo di SCCA €& stato riscontrato anche in caso di scompensi polmonari quali
tubercolosi, cisti bronchiali, sindromi da insufficienza respiratoria negli adulti. Questo
significherebbe che SCCA interviene non solo durante la trasformazione neoplastica,
ma anche in condizioni fisiologiche normali in particolari tessuti e durante
I"inflammazione. La serpina sembra quindi avere in vivo un ruolo nella risposta
immunitaria sia in condizioni fisiologiche sia durante processi patologici cronici,
indicando il suo probabile coinvolgimento nell'immunosorveglianza. Come questo
avvenga e qualesiail suo reale significato per il momento non € ancorachiaro. FE’
stato segnalato che l'insufficienza renale é frequentemente associata a concentrazioni
elevate di SCCA, in parte legate a riduzione della clearance renale del peptide stesso .
Inoltre, le manifestazioni dermatologiche sono frequenti nel Lupus Eritematoso
Sistemico (LES) ed esse potrebbero essere riconducibili a livelli elevati di SCCA #. 1|

LES é caratterizzato dall'alternarsi di fasi di attivita e di inattivita dellamalattia, il che
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ha delle importanti implicazioni prognostiche e terapeutiche. La conoscenza della
possibile evoluzione della malattia e della riattivazione sono fondamentali per prevenire

danni sistemici irreversibili.



v

Scopo dellates

Lo scopo dellatesi &

lo studio dell'espressione della serpina SCCA nelle cellule mononucleate di
sangue periferico di soggetti infetti davirus dell’ epatite C (HCV) ed affetti da Lupus

Eritematoso Sistemico (LES);

valutare il possibile coinvolgimento di SCCA nel controllo della risposta
immunitaria, analizzando la sua espressione nelle cellule mononucleate e le vie di

trasduzione del segnale;

studiare la correlazione tralivello di espressione di SCCA e attivitadella

malattia;
caratterizzare I'espressione di SCCA ne linfociti B di pazienti affetti da

infezione HCV ed in pazienti affetti da Lupus Eritematoso Sistemico (LES) in

relazione alle molecole di attivazione delle cellule B.
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4
Materiali e M etodi

4.1. Pazienti

Cellule mononucleate di sangue periferico (Peripheral Blood Mononuclear
Cedlls, PBMC) sono state ottenute, previo consenso informato, da 45 pazienti infetti da
virus dell’ epatite C (HCV), compresi: 14 pazienti con infezione cronica (7 maschi, 7
femmine, eta media + deviazione standard: 50.4 + 17.1 anni), 17 pazienti con cirrosi
epatica (8 maschi, 9 femmine, eta media + deviazione standard: 59.5 + 13.7 anni) e 14
pazienti con carcinoma epatocellulare (7 maschi, 7 femmine, eta media + deviazione
standard: 72.5 + 6 anni), 12 pazienti con Lupus Eritematoso Sistemico (LES). 24
soggetti sani (10 maschi,14 femmine, eta media + deviazione standard: 29.8 + 6.1 anni)
sono stati utilizzati come controlli. Le caratteristiche cliniche e demografiche della

popolazione studiata sono riportate nella Tabella 1.
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CONTROLLI EPATITI CIRROSI EPATOCARCINOMA LES
CRONICHF EPATICHE
N° TOTALE 24 14 17 14 12
Sesso (N°)
Maschi 10 7 8 7 7
Femmine 14 7 9 7 5
Eta (media = DS, anni) 208+6.1 504+ 17.1 595+ 13.7 725+6 39+5

Tabella 1. Caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti. Sono riportate le
caratteristiche cliniche e demografiche della popolazione studiata: controlli, pazienti HCV
positivi (epatiti croniche, cirrosi epatiche ed epatocarcinomi) e pazienti LES positivi. L’ eta e

indicata come valore medio + deviazione standard (DS).

4.2. Anticorpi e reagenti

Per I’analisi dell’espressione di membrana mediante Citometria a Flusso, le
cellule sono state marcate con differenti combinazioni di anticorpi monoclonali
coniugati con diversi fluorocromi. Di seguito vengono riportati gli anticorpi utilizzati:
anti-human CD4—phycoerythrin-cyanine-5 (PE-Cy5.5), anti-human CD8-phycoerythrin
(PE), anti-human CD16-PE, anti-human CD14-PE, anti-human CD19-PE-Cy5.5, anti-
human CD27-alophycocyanin (APC), anti-human CDG69-fluorescein isothiocyanate

(FITC), anti-human CD71-FITC, anti-human CD86-PE e anti-human CXCR3-FITC
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(tutti gli anticorpi da BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Gli anticorpi sono stati
utilizzati alle concentrazioni raccomandate dall’azienda produttrice. Per
I"identificazione della serpina SCCA e stato effettuata una marcatura indiretta
utilizzando |’anticorpo monoclonae anti-human SCCA (Xeptagen S.p.A., Marghera,
Ve, Italy) alla concentrazione di 8 pg/ml, un anticorpo anti-human 1gG1l (Caltag,
Burlingame, CA) come controllo isotipico e I’anticorpo policlonale anti-mouse 1gGs-
FITC (DakoCytomation, Glostrup, DE). Questi ultimi due anticorpi sono stati utilizzati
alle concentrazioni suggerite dal produttore. L’anticorpo monoclonale anti-human
CD19 coniuigato ale microbiglie e stato ottenuto da Miltenyi Biotec (Bergish
Galdbach, GE) e le soluzioni Fix and Perm Solutions da Caltag (Burlingame, CA,
USA).

Per I’analisi in microscopia confocale, sono stati utilizzati i seguenti anticorpi:
mouse anti-human SCCA (Xeptagen S.p.A., Marghera, Ve, Italy), mouse anti-human
IgG1l (Cdtag, Burlingame, CA, USA), goat anti-mouse |gGs-Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) e mouse anti-human CD19 (BD Bioscience, San
José, CA, USA).

| reagenti utilizzati per I’amplificazione quantitativa di Real-Time PCR sono

stati acquistati da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
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4.3. Separazionedellecellule

4.3.1. Isolamento delle cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC)

| PBMC sono dstati isolati da campioni di sangue periferico anticoagulato
mediante centrifugazione in gradiente di densita Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Lavitdita cellulare é stata valutata mediante la tecnica di esclusione

del trypan blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.3.2. Purificazionedsei linfociti B

| linfociti B totali sono stati isolati mediante selezione positiva dalle cellule
mononucleate di sangue periferico utilizzando delle microbiglie coniugate al’ anticorpo
anti-human CD19 e le apposite colonne di purificazione MACS (Miltenyi Biotec,
Bergish Galdbach, GE), secondo quanto riportato nella scheda tecnica del prodotto. I
controllo della purezza dei linfociti B isolati € stato effettuato mediante I'analisi
dell’ espressione del marcatore CD19 per i linfociti B ottenuti e del marcatore CD3 per i
linfociti non B (frazione negativa). Questa procedura ha documentato una purezza della

sospensione cellulare superiore al 95%.
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4.4. Analis in Citometria a Flusso

L’ espressione di superficie ed intracitoplasmatica della serpina SCCA nelle
diverse sottopopolazioni linfomonocitarie € stata studiata in Citofluorimetria mediante
doppia marcatura. Come anticorpo primario e stato utilizzando un anticorpo
monoclonal e anti-human SCCA e come anticorpo secondario un anticorpo anti-mouse
coniugato a fluorocromo FITC. Al fine di caratterizzare la reattivita dei diversi subset
cellulari alla serpina, le cellule sono state marcate con un pannello di anticorpi
monoclonali, ciascuno specifico per il proprio Cluster of Differentiation (CD): anti-
CD4-PE-Cy5.5, anti-CD8-PE, anti-CD16-PE, anti-CD14-PE e anti-CD19-PE-Cy5.5. In
ciascun esperimento, e stata anche valutata la fluorescenza delle cellule incubate con
I"anticorpo caratterizzante il controllo isotipico per determinare il livello di

autofluorescenza delle cellule

4.4.1. Caratterizzazione dell’ espressione di superficiedi SCCA

0.5 x 10° PBMC /ml sono stati incubati con I’ anticorpo primario monoclonae
anti-human SCCA (Xeptagen S.p.A., Marghera, Ve, Italy) a temperatura ambiente per
15 minuti, seguito dall’incubazione con I'anticorpo secondario anti-mouse 1gGs
coniugato a FITC (DakoCytomation, Glostrup, DE) a temperatura ambiente per 15
minuti. Il fenotipo delle diverse popolazioni linfomonocitarie € stato determinato
mediante I’ utilizzo di specifici anticorpi diretti contro i marcatori immunologici: CD8,

CD16 e CD14 coniugati a fluorocromo PE, CD4 e CD19 coniugati a PE-Cy5.5. Ogni
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esperimento includeva anche cellule incubate con |’ anticorpo monoclonale anti-1gG1

come controllo isotipico.

4.4.2. Digestione con tripsina

Per confermare la localizzazione di superficie della molecola SCCA nei linfociti
B, I'andis in Citometria a Flusso e stata effettuata anche sulle cellule B purificate
dopotrattamento con tripsina. Le cellule sono state incubate con tripsina allo 0.05%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) per 10 minuti aat 37° C. La tripsina € stata poi
rimossa e le cellule sono state lavate due volte con PBS prima della marcatura per
SCCA. Quest’ ultima procedura corrisponde a quella descritta nella sezione 4.4.1. Come
controllo, sono stati eseguiti parallelamente degli esperimenti in cui le cellule venivano

incubate con il terreno di coltura anziche con latripsina.

4.4.3. Caratterizzazione dell’ espressioneintracitoplasmatica di SCCA

Per I’analisi dell’ espressione intracitoplasmatica della serpina, le cellule sono

state fissate e permeabilizzate con le soluzioni di fissazione e di permeabilizzazione (Fix

and Perm Solutions, Caltag, Burlingame, CA) a temperatura ambiente per 10 minuti

prima della marcatura per SCCA.
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4.4.4. Associazione con le molecoledi attivazione de linfociti B

Al fine di definire meglio il profilo dei linfociti B esprimenti SCCA alivello di
membrana plasmatica, sono stati analizzati i profili di espressione di differenti molecole
tipicamente associate all’ attivazione delle cellule B. In particolare, e stato utilizzato il
seguente pannello di anticorpi monoclonali coniugati a fluorocromi: anti-CD27-APC,
anti-CD69-FITC, anti-CD71-FITC per le molecole di attivazione dei linfociti B, anti-
CD86-PE per il recettore delle chemochine e anti-CXCR3-FITC per le molecole co-
stimolatorie. La procedura di marcatura applicata & la medesima decritta sopra dove agli
anticorpi diretti contro i marcatori di membrana sono stati sostituiti da quelli diretti
contro le molecole di attivazione. La componente eritrocitaria € stata lisata mediante
trattamento della sospensione cellulare con una soluzione di 0.14 M NH,4CI, 0.017 M
TrissHCI (pH 7.2). Le cellule cosi marcate sono state lette al citometro FACS Calibur
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) e la popolazione totale di cellule vitali é

stata analizzatain secondo i parametri di Forward Scatter (FSC) e di Side Scatter (SSC).
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4.5. Microscopia confocale

Lalocalizzazione alivello cellulare della serpina e stata val utata anche mediante
microscopia confocale. | linfociti B purificati sono stati incubati con |” anticorpo
monoclonale anti-human CD19/FITC (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) per 20
minuti, atemperatura ambiente. Dopo due lavaggi con PBS, le cellule B sono state
seminate alla concentrazione di 0.3 x 10°/ml, in un volume di 50 pl/pozzetto, su vetrini
precedentemente trattati con poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Le
cellule sono state poi fissate aggiungendo paraformaldeide al 4% ed incubando per 10
minuti a temperatura ambiente. Per |a localizzazione intracitoplasmatica di SCCA, le
cellule fissate sono state lavate due volte con PBS e permeabilizzate con Triton X-100
ambiente. Prima della marcatura per la serping, i siti di legame proteici aspecifici sono
stati saturati mediante incubazione con BSA al 1% per 30 minuti. La marcatura indiretta
per la serpina e stata effettuata incubando le cellule con 8 pg/ml di anticorpo
monoclonale anti-SCCA per 20 minuti e, dopo due lavaggi in PBS, con I’ anticorpo
secondario anti-mouse 1gGs-FITC (DakoCytomation, Glostrup, DE). La specificitadella
marcatura e stata controllata utilizzando parallelamente un anticorpo primario (anti-
IgG1) della stessa classe isotipica di quello per SCCA. Le cellule cosi marcate sono

state osservate a microscopio confocale Biorad 2001 MP.
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4.6. Determinazione quantitativadi SCCA

4.6.1. Estrazionedd RNA ereazionedi retrotrascrizione

L’RNA totale & stato estratto dai linfociti B purificati (CD19") di 10 controlli, di
10 pazienti LES" e di 10 pazienti HCV®, mediante il metodo del Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). | linfociti B sono stati incubati con 1 ml Trizol/8 x 10° cellule per
5 minuti atemperatura ambiente (fase di omogeneizzazione) seguita dalkl’ incubazione
con 0.2 ml di cloroformio per 15 minuti (fase di separazione). Dopo aver centrifugato i
campioni a 12.000 x g per 15 minuti a + 4°C, I’'RNA e stato precipitato in 0.5 ml di
alcol isopropilico per 10 minuti (fase di precipitazione), seguita dalla centrifugazione a
12.000 x g per 10 minuti a+ 4°C. Il pellet ottenuto e stato lavato con 1 ml di etanolo al
70% freddo e centrifugato a 7.500 x g per 5 minuti a+ 4°C (fase di lavaggio). L’'RNA é
stato risospeso in acqua DEPC e la purezza (Azo/Azg > 1.8) € stata determinata
mediante | ettura spettrof otometrica (Beckman DU530). L’ RNA estratto e quantificato &
stato retrotrascritto a DNA complementare (cDNA). Inizialmente e stato digerito il
DNA residuo trattando 1 ug di RNA/campione con 1 pl Deoxyribonuclease |,
Amplification Grade, 1 ul Dnase I, Reaction Buffer 10X (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) in acqua DEPC a temperatura ambiente per 15 minuti. | campioni sono stati poi
incubati con 1 pl di EDTA 25 mM per 10 minuti a 65°C. Sono stati aggiunti 1 pl di
Oligo dT (500 ug/ml) e 1 pl di DNTP 10 mM e la soluzione e stata mantenuta a 65°C

per 5 minuti. Il cDNA é stato dunque sintetizzato a partire dal RNA utilizzando 4 pl di

First-Strand Buffer 5X, 2 pl di DTT 0.1 M, 1 pl di RNAse OUT e RT Superscript 11
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alla concentrazione di 200 unita/ug. La mix e stata

incubataa42° C per 50 minuti e mantenutaa—80° C fino al’ utilizzo.

4.6.2. Real-Time polymerase chain reaction (PCR)

Lareazione di amplificazione quantitativa (Real-time PCR) ¢ stata effettuata con
lo strumento LightCycler® (Roche, Mannheim, GE). A questo proposito, sono stati
disegnati specifici primers per laserpina SCCA1 avvaendos del programma Primer3
(versione 0.4.0). Di seguito vengono riportate le sequenze dei primers usati: (470-490)
forward 3 -GCAAATGCTCCAGAAGAAAG-Y, (710-730) reverse 3-
CGAGGCAAAATGAAAAGATG-5. Lamix di reazione (20 pl) era cosi costituita: 4
pl di FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green | master Mix (Roche, Manheim, GE),
0.25 ul di ciascun primer 20 uM, 1 ug di DNA dei linfociti B o dello standard. Le
condizioni di amplificazione utilizzate sono state le seguenti: 95° C per 10 minuti
seguiti da 45 cicli a 94° C per 10 secondi, a 58° C per 10 secondi, a 72° C per 10
secondi e a 37° C per 30 secondi. La concentrazione del cDNA di SCCA e stata
determinata generando una curva di taratura mediante 6 diluizioni seriali del plasmide
contenente il gene per SCCAL (p25-SCCA).

Samples were tested in duplicate and each PCR run included a negative control, as well

as blank (water) sample to check for PCR contamination.
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4.7. Analis de dati

Per I’analis degli eventi acquisiti a FACS e stato utilizzato il programma
Macintosh CellQuest software program (Becton Dickinson).
L’analis statisticadei dati e stata effettuata utilizzando i pacchetti applicativi GraphPad
View versione 4.0 e Statistica versione 7.1 per Microsoft. | dati ottenuti sono stati
elaborati statisticamente e vautati secondo il test di Fisher, di Mann Whitney a e la
correlazione di Pearson quando opportuno. La normalitadei campioni e stata val utata
secondo il test di Kolmorov-Smirnov. Per tutte le analisi e stato calcolato il valoredi P e

valori di P <0.05 sono stati considerati significativi.
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Risultati

5.1. Caratterizzazione dell’espressione di SCCA nei divers tipi di

cdlulelinfomonocitarie

5.1.1. SCCA di superficie

Per definire la distribuzione della serpina SCCA nelle diverse class di cellule
mononucleate di sangue periferico, € stata analizzata la sua espressione a livello di
membrana cellulare e di citoplasma mediante Citometria a Flusso.

In termini di numerosita dei linfociti totali, i soggetti sani hanno mostrato la
stessa frequenza dei pazienti con infezione da virus C, mentre i pazienti con LES hanno
mostrato una ridotta frequenza di linfociti periferici (dati non mostrati), in accordo con
quanto riportato in studi precedenti % #. Come riportato nella figura 11, SCCA &
risultata espressa sulla superficie dei linfociti B nel 68% dei controlli, mentre la
percentuale di pazienti HCV positivi che esprimevano la serpina € risultato
significativamente diminuito (38% epatite cronica, P = 0.05; 47%; cirros epatica, P =
0.068; 27% epatocarcinoma, P = 0.0068). Al contrario, nei pazienti affetti da LES,
SCCA non e risultata espressa in nessuno dei soggetti analizzati (P = 0.0000). Per

quanto concerne le altre popolazioni cellulare considerate (monociti, linfociti T e cellule
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Natural Killer), nessuna differenza tra i controlli ed i pazienti, ssa HCV positivi sia

affetti da LES, e statariscontrata .

SCCA di superficie
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Figura 11. Distribuzione di superficie di SCCA nei PBMC. L’espressione di SCCA
sulla superficie delle cellule mononucleate dei soggetti sani, dei pazienti HCV e LES positivi €
stata valutata mediante analisi citofluorimetrica, utilizzando un anticorpo monoclonae anti-
SCCA. | diversi sottotipi cellulari sono stati identificati utilizzando un pannello di anticorpi,
ciascuno specifico per il proprio Cluster of Differentiation (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD14,
anti-CD16 e anti-CD19. In ordinata: percentuae di soggetti positivi per SCCA sulla superficie
delle cellule mononucleate. | valori di P sono stati calcolati con il test di Fisher; P < 0.05 e stato

considerato statisticamente significativo.
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Nell’ambito dei soggetti che hanno mostrato una reattivita per SCCA sulla
superficie dei linfociti B, la maggiore reattivita dei soggetti sani per SCCA e risultata
essere associata con un aumento dell’entita di espressione della serpina negli stessi,
rispetto a pazienti HCV positivi. In particolare, sono state riscontrate differenze
statisticamente significative trai diversi gruppi di pazienti (epatite cronica vs controlli,
P = 0.0378 ; cirrosi epatica vs controlli, P = 0.0426; epatocarcinoma vs controlli, P =
0.0209), in associazione con il grado di progressione della malattia, come riportato nella

figural2.
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Figura 12. Espressione di SCCA ne divers gruppi di pazienti. L’espressione di
SCCA sulla superficie delle cellule mononucleate dei soggetti sani, dei pazienti HCV e LES
positivi € stata valutata mediante analisi citofluorimetrica. Le cellule esprimenti SCCA sono
state calcolate come percentuae de linfociti B CD19 positivi che esprimevano SCCA. In
ordinata: espressione di SCCA sulla superficie dei linfociti B. Le linee attraverso ciascuna
colonna rappresentano il valore medio di espressione per ogni gruppo. | valori di P sono stati

calcolati conil test di Mann-Whitney; P < 0.05 é stato considerato statisticamente significativo.
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5.1.2. SCCA intracitoplasmatica

Per quanto riguarda I’ espressione intracitoplasmatica di SCCA, la maggiore
reattivita per la serpina é stata riscontrata nelle cellule Natural Killer dei pazienti con
epatocarcinoma (epatocarcinoma vs controlli, P = 0.005). Le differenze di reattivita per
SCCA nei pazienti con epatocarcinoma, sono state documentate anche rispetto agli altri
due gruppi di soggetti HCV positivi (epatocarcinoma vs epatiti cronica, P = 0.0064;
epatocarcinoma Vs cirrosi epatica, P = 0.0275). Al contrario, i pazienti con LES non
hanno dimostrato nessuna significativa differenza di reattivita rispetto ai  soggetti
controllo. Inoltre, nessuna differenza significativa € stata osservata negli dtri tipi
cellulari (Figura13).

Anche in relazione all’espressione intracitoplasmatica di SCCA é stata
considerata I'entita di espressione della serpina. In particolare, i pazienti con
epatocarcinoma hanno mostrato, alivello delle cellule Natural Killer, valori superiori in
termini di entita di espressione (epatocarcinoma vs controlli, P = 0,0057;
epatocarcinoma vs epatite cronica, P = 0.0426; epatocarcinoma vs cirrosi epatica, P =
0.0132 ), come riportato nella figura 14. | pazienti con LES non hanno documentato

nessuna differenza, rispetto ai soggetti di controllo, in termini di espressione di SCCA.
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Figura 13. Distribuzione intracitoplasmatica di SCCA nei PBMC. L’espressione di
SCCA nel citoplasma delle cellule mononucleate dei soggetti sani, dei pazienti HCV e LES
positivi e stata valutata mediante analisi citofluorimetrica, utilizzando un anticorpo monoclonale
anti-SCCA. | divers sottotipi cellulari sono stati identificati utilizzando un pannello di
anticorpi, ciascuno specifico per il proprio Cluster of Differentiation (anti-CD4, anti-CD8, anti-
CD14, anti-CD16 e anti-CD19. In ordinata: percentuale di soggetti positivi per SCCA alivello
citoplasmatico nelle cellule mononucleate. | valori di P sono stati calcolati con il test di Fisher;

P < 0.05 é stato considerato statisticamente significativo.
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Figura 14. Espressione di SCCA intracitoplasmatica nelle cellule Natural Killer nei
diversi gruppi di pazienti. L’espressione intracitoplasmatica di SCCA nelle cellule
mononucleate dei soggetti sani, dei pazienti HCV e LES positivi & stata valutata mediante
analis citofluorimetrica. Le cellule esprimenti SCCA sono state calcolate come percentuale
delle cellule Natural Killer CD16 positive che esprimevano SCCA. In ordinata: espressione di
SCCA intracitoplasmatica nelle cellule NK. Le linee attraverso ciascuna colonna rappresentano
il valore medio di espressione per ogni gruppo. | valori di P sono stati calcolati con il test di

Mann-Whitney; P < 0.05 é stato considerato statisticamente significativo.
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5.2. Localizzazione di SCCA sulla superficiede linfociti B

5.2.1. Microscopia confocale

La localizzazione a livello cellulare di SCCA é stata determinata mediante
analisi in microscopia confocale sui linfociti B purificati, in un gruppo di 10 soggetti
sani, di10 pazienti HCV positivi edi 10 LES positivi.

Come riportato nella figura 15, la serpina SCCA e presente a livello di
membrana plasmatica delle cellule B purificate, mentre a livello citoplasmatico la sua

espressione é trascurabile.

5.2.2. Citometria a Flusso: trattamento con tripsina

Per verificare ulteriormente la localizzazione di superficie di SCCA nei linfociti
B purificati, e stata valutata I’espressione della serpina in citofluorimetria dopo
trattamento delle cellule con tripsina. Come riportato nella figura 16, in seguito a
trattamento con tripsinag, € stata documentata una riduzione della reattivita per SCCA

rispetto a quanto osservato nelle cellule non trattate di controllo.



CONTROLLO

SCCA

Figura 15. Localizzazione di SCCA nei linfociti B purificati mediante microscopia
confocale. La localizzazione di superficie della serpina e stata vautata mediante
microscopia confocale in linfociti B purificati. In questa figura e rappresentata un
immagine ottenuta dall’analisi microscopica sui linfociti B di un soggetto sano. Le
cellule sono state marcate con un anticorpo monoclonale anti-SCCA (A1) e la specificita
della marcatura € stata verificata utilizzando un anticorpo anti-lgG1 come controllo isotipico

(A2). A destra sono riportate le rispettive immagini in campo chiaro (B1 e B2). Ingrandimento

originale x 60.
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Figura 16. Effetto del trattamento con tripsina su SCCA di superficiein linfociti B
purificati. Andlisi citofluorimetrica del profilo di espressione di SCCA di superficie in cellule

B prima e dopo digestione con tripsina Una riduzione dell’espressione di SCCA é stata

osservata dopo trattamento con |’ enzima.
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5.3. Determinazione quantitativa del RNA di SCCA nei linfociti B

purificati: Real-time PCR

L'RNA di SCCA e stato quantificato mediante Real-time PCR a fine di
verificare I’ ativazione a livello trascrizionale del gene per SCCA. A questo proposito
sono stati analizzati 10 soggetti sani, 10 pazienti HCV positivi e 10 pazienti con LES.

Come riportato nella figura 17, I’amplificazione degli acidi nucleici ha
documentato una maggiore attivita trascrizionale nei linfociti dei controlli rispetto ai
pazienti HCV positivi. L’attivita trascrizionale nei pazienti con LES e risultata

trascurabile.
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Figura 17. Real-time PCR per SCCA nei linfociti B purificati. L’'RNA di SCCA e
stato quantificato mediante real-time PCR in linfociti B purificati di soggetti sani, di pazienti
HCV positive e di pazienti con LES.

In ordinata: N° copies/100 ng total RNA x 10%° . Le colonne rappresentano | valori medi e le
barre di errore rappresentano le deviazioni standard (DS). La concentrazione di SCCA € stata

normalizzata rispetto all’ RNA totale.
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5.4. Espressonedi SCCA e marcatori di attivazione nel linfociti B

Con lo scopo di definire I’ espressione della serpina SCCA in relazione a profilo
di attivazione dei linfociti B, sono stati analizzati differenti marcatori di attivazione dei
linfociti B, mediante Citometria a Flusso. In questa fase dello studio sono stati
considerati solo i pazienti HCV positivi, dal momento chei risultati precedenti avevano
documentato la mancata di espressione di SCCA sulla superficie del linfociti B nei
pazienti con LES. Le molecole analizzate sono le seguenti: CD27, CD69, CD71, CD86
e CXCRS3.

Come mostrato nella figura 18, nessuna differenza significativa tra i soggetti di
controllo ed i pazienti e stata documentata in relazione all’ espressione delle molecole
CD69, CD71, CD86 e CXCR3, sia nelle cellule CD19"/SCCA™ che in quelle
CD19'/SCCA". Al contrario, i valori di espressione della molecola CD27 sono risultati
significativamente piu elevati nel linfociti B positivi per SCCA dei controlli rispetto alle
cellule B del pazienti HCV positivi (P = 0.0408, Figura 8), mentre nessuna differenza é
stata osservatatrai due gruppi nelle cellule B negative per SCCA (Figura 19).

Inoltre, e stata documentata una correlazione diretta (r = 0.98) tra I’ entita di
espressione di SCCA e lareattivita per lamolecola CD27 (Figura 20).

In accordo con i precedenti risultati, I’analisi dell’ espressione di CD27 nel
linfociti B dei pazienti ha mostrato che la frequenza delle cellule B positive per CD27
negli HCV + é significativamente inferiore rispetto a quanto trovato nei soggetti sani (P

=0.0085, Figura 21).
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Figura 18. Distribuzione delle molecole di attivazione dei linfociti B in relazione
all’espressione di SCCA.

In ordinata: percentuale di soggetti positive per i diversi marcatori di attivazione sulla superficie
dei linfociti B. Le colonne rappresentano la percentuae di linfociti B CD19"/SCCA™ per
ciascunamolecoladi attivazione. | valori di P sono stati calcolati conil test di Fisher; P <0.05 e

stato considerato significativo.
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Figura 19. Distribuzione delle molecole di attivazione dei linfociti B in relazione
all’espressione di SCCA.

In ordinata: percentuale di soggetti positive per i diversi marcatori di attivazione sulla superficie
dei linfociti B. Le colonne rappresentano la percentuae di linfociti B CD19"/SCCA™ per
ciascuna molecoladi attivazione. | valori di P sono stati calcolati con il test di Fisher; P<0.05¢e

stato considerato significativo
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Figura 20. Marcatore di attivazione CD27 ed SCCA nel linfociti B nel soggetti sani
e nel pazienti HCV positivi.. Correlazione tra i linfociti B CD19/SCCA™ ed i linfociti B
CD19'/CD27" . | valori di P sono stati calcolati con il test di the Mann-Whitney; P < 0.05

e stato considerato significativo.
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Figura 21. Distribuzione della frequenza di CD27 sui linfociti B nel soggetti sani e
nel pazienti HCV positivi. Le linee attraverso ciascuna colonna rappresentano il valore
medio per ogni gruppo. | valori di P sono stati calcolati con il test di the Mann-Whitney; P

< 0.05 e stato considerato significativo.
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6

Discussione

L’infezione davirus dell’ epatite C (HCV) e caratterizzata da un €l evata tendenza
alla cronicizzazione il cui risultato € lo sviluppo di malattie croniche del fegato che
possono evolvere in cirrosi epatica ed epatocarcinoma . L'HCV & in grado di
sviluppare diverse strategie per eludere I’eliminazione del virus da parte del sistema
immunitario dell’ ospite stabilendo quindi un’infezione persistente dove |’ evoluzione del
guadro clinico dipende da complesse interazioni tra il virus ed il sistema immunitario
dell’ ospite.

Molti studi hanno documentato |'importanza della risposta immunitaria T-

dipendente nel controllo dell’infezione virde

, mentre il ruolo della risposta
immunitaria mediata dai linfociti B non e stato ampiamente studiato. Infatti, benché
siano state descritte molteplici alterazioni dei linfociti B in corso di infezione cronica da
HCV, il ruolo dei linfociti B nella mancata eliminazione del virus é ancora largamente
SCONOSCi uta.

Il Lupus Eritematoso Sistemico (LES) e una malattia infiammatoria cronica
multifattoriale che coinvolge diversi organi. E' caratterizzato da una patogenesi
autoimmune, da diverse manifestazioni d’organo e dalla produzione di auto-anticorpi.
Divers studi documentano delle alterazioni nell’omeostasi dei linfociti B nel LES,

come |’ espressione aberrante di recettori o I attivazione di vie di traduzione del segnae

che controllano la proliferazione e il differenziamento delle cellule B, la produzione di
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anticorpi e I'apoptosi, suggerendo un ruolo chiave de linfociti B
nell’immunopatogenesi del LES. Non e ancora chiaro il perché di una cosi elevata
produzione di auto-anticorpi; a questo proposito, sono state avanzate diverse ipotesi che
comprendono la stimolazione aspecificadei linfociti B (attivazione policlonale) forse da
parte di Heat Shock Protein e l'intervento dei linfociti T. Quest'ultimaipotes e sostenuta
dal fatto che gli auto-anticorpi nel LES derivano da un riarrangiamento genico e da
mutazioni somatiche tipiche di una rispostaindotta da antigeni ¢ #.

Il ruolo biologico dell’inibitore di proteasi seriniche Squamous Cell Carcinoma
Antigen (SCCA) e stato ampiamente studiato negli ultimi decenni, ma molti aspetti
rimangono tuttora poco chiari. In particolare, SCCA é stata trovata in cellule di tipo
neoplastico in tessuti di origine epiteliale e recentemente & stata documentata la sua
presenza anche in linfociti periferici di pazienti neoplastici ®. Gli effetti biologici di
guesta molecola non sono ancora stati del tutto definiti, sebbene diversi studi hanno
riportato un aumenta resistenza all’ apoptosi conferita da SCCA °" e dati preliminari
supportano il suo ruolo nel controllo della proliferazione cellulare e della
metastatizzazione *.

SCCA é presente fisiologicamente anche nello strato spinoso e granulare di
alcuni epiteli squamos normali (ectocervice, epidermide, esofago, tonsille, ecc.) dove
sembra intervenire nella regolazione del differenziamento cellulare. Un aumento del
livello di SCCA é stato osservato anche a livello della cute in caso di aterazioni
dermatologiche, quali eczema, penfigo e psoriasi, patologie polmonari (tubercolosi) e

insufficienzarenale, il che fa supporre che la serpina svolga un ruolo cruciale duranteil
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processo infiammatorio °® ®’. Data la mancanza di certezze circa il meccanismo
patogenetico del LES, in passato sono stati utilizzati diversi antigeni di superficie (es.
CA 125, CD27) come indice di attivazione dei linfociti T e della malattia stessa, ma
nessuno ha dato risultati soddisfacenti %. Proprio per la sua interazione con cellule del
Sistema Immunitario in caso di infezioni virali (HCV), SCCA potrebbe agire
modulando la risposta immunitaria anche nel LES e questo potrebbe contribuire a
spiegare, in modo innovativo, altri aspetti della patogenesi a base immunologica. E'
stato segnalato che l'insufficienza renale € frequentemente associata a concentrazioni
elevate di SCCA, in parte legate a riduzione della clearance renale del peptide stesso ™.
Inoltre, le manifestazioni dermatologiche sono frequenti nel LES ed esse potrebbero
essere riconducibili alivelli elevati di SCCA ¥

Il presente studio e stato condotto allo scopo di valutare |’ espressione di SCCA
nelle Cellule Mononucleate di Sangue Periferico di pazienti con infezione da virus
dell’ epatite C a divers gradi di malattia ed in pazienti affetti da Lupus Erythematosus
Multisistemico (LES), in relazione alle molecole di attivazione delle cellule B.

| risultati ottenuti hanno mostrato la presenza della serpina sulla membrane e nel
citoplasmadi divers tipi di cellule linfomonocitarie. In particolare, laclasse cellularein
cui SCCA é risultata essere espressa a livelli elevati € proprio quella dei linfociti B.
Infatti, la maggior parte dei soggetti sani ha documentato una reattivita per SCCA sulla
superficie delle cellule B, mentre nei pazienti con infezione da HCV la percentuale di
positivita e risultata significativamente diminuita e associata ad una minore entita di
espressione della serpina stessa.. Nel pazienti con LES non € stata documentata nessuna

reattivita per la serpina sulla superficie dei linfociti B.
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Nelle altre sottoclassi linfomonocitarie, SCCA € stata frequentemente trovata
sulla superficie dei monociti e delle cellule Natural Killer, senza differenze trai soggetti
sani ed i pazienti, sslaHCV positivi siaLES positivi.

| risultati ottenuti dopo amplificazione quantitativa tramite real-time PCR hanno
evidenziato la trascrizione attiva della serpina nelle cellule B purificate, escludendo
quindi la possibilita di un suo legame passivo sul lato esterno della membrana
palsmatica. | soggetti con LES hanno mostrato una trascurabile attivita trascrizionale,
indicando quindi che la mancata reattivita dei linfociti B per la serpina € dovuta
all’assenza di attivitatrascrizionale per la stessa.

La localizzazione di SCCA sulla superficie dei linfociti B e stata confermata
anche dalla microscopia confocale e dall’analisi in citometria dell’ espressione della
serpina dopo digestione triptica. Questi risultati confermano la localizzazione cellulare
di questa molecola che, studi precedenti, riportavano alivello citoplasmatico ®, sebbene
fosse anche stata riportata in precedenza una sua localizzazione sulla membrana
plasmatica > %.

Per definire ulteriormente |’espressione di SCCA sui linfociti B, sono state
analizzate delle molecole di attivazione delle cellule B nelle popolazioni cellulari
positive e negative per la serpina. Sebbene acuni studi riportino livelli ridotti della
molecola CD27 nei linfociti B circolanti ¥, I’analisi citofluorimetrica ha mostrato che
I’espressione di SCCA e direttamente correlata con i livelli di CD27, un molecola
appartenente alla famiglia dei recettori del TNF, tipicamente associata alla maturazione

dei linfociti B e allaevoluzione in cellule della memoria . Nessuna differenzatrai
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controlli ed i pazienti é stata osservata per le altre molecole di attivazione analizzate
(CD69, CD71, CD86 e CXCR3).

Nei pazienti HCV infetti, la ridotta espressione di SCCA e risultata essere
associata con una paralela diminuzione dei valori di CD27, indicando un possibile
coinvolgimento della serpina nella deregolazione del processo maturativo dei linfociti
B. Risultati contrastanti sono stati riportati in letteratura sulla frequenza di espressione
dei linfociti B CD27" nei pazienti con infezione da HCV. Quando espress come
percentuale dei linfociti totali periferici, e stato descritto un aumento della loro
frequenza *, mentre frequenze minori rispetto ai soggetti sani sono state documentate
da altri autori % . | risultati esposti nel presente studio, sono in accordo con quanto
riportato dagli autori che indicano una minore attivazione delle cellule B della memoria
nei soggetti infetti da HCV rispetto ai controlli sani. Nel complesso, questi dati
suggeriscono che, in corso di infezione da virus dell’ epatite C, SCCA potrebbe essere
coinvoltane difettimaturativi dei linfociti B.

Il ruolo dei linfociti B nell’infezione da epatite C € stato poco considerato in
passato, ma in un recente lavoro vengono considerate ampiamente le svariate funzioni
de linfociti B nell’infezione cronica da HCV, evidenziando I'importanza di questa
risposta immunitaria *. | nostri dati indicano che la riduzione dell’ espressione della
serpina non € associata con il grado di progressione della malattia o 1o sviluppo di
epatocarcinoma, suggerendo quindi un ruolo di SCCA nella persistenza del virus e nel
difetti alla base della mancata eliminazione del virus da parte del sistema immunitario.
La deregolazione di SCCA potrebbe dunque rappresentare uno del molteplici

meccanismi utilizzati dal virus per eludereil controllo immunitario.
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Nei pazienti con Lupus Erythematosus Multisistemico la serpina SCCA non e
risultata espressa sulla superficie dei linfociti B e la frequenza delle cellule B CD27" &
risultata diminuita, come diversi studi presenti in letteratura hanno documentato in
passato %. Il ruolo dei linfociti B nel LES & stato ampiamente descritto in precedenza e
negli ultimi anni € stata documentata |’importanza delle cellule B della memoria nei
meccanismi di risposta autoimmune *. La mancata reattivita delle cellule B per la
serpina potrebbe rappresentare un elemento di lettura del deficit maturativo dei linfociti
B riscontrato in corso di unamalattia a patogenes autoimmune qualeil LES.

A livello citoplasmatico e stato trovato un incremento della reattivita per la
serpina nelle cellule natural killer di pazienti con epatocarcinoma, con valori
significativamente superiori rispetto aquelli riscontrati negli altri due gruppi di pazienti.
Questo aspetto suggerisce che I'incremento di espressione di SCCA sia legato a
processo neoplastico piu che al’infezione virale. Ad ogni modo questo aspetto sara
oggetto di ulteriori studi. Al contrario, i pazienti con LES non hanno dimostrato nessuna
significativa differenza di reattivita rispetto ai soggetti controllo, suggerendo quindi che
le cellule NK non hanno unarelazione diretta con la serpina

| risultati ottenuti indicano che la serpina SCCA é espressa fisiologicamente
sulla superficie dei linfociti B della memoria (CD27%) e che I'infezione da virus
dell’epatite C € associata ad una marcata riduzione della popolazione di cellule B
CD27'/SCCA". Inoltre, nei pazienti con LES la serpina non & risultata essere espressa a
livello di linfociti B, mentre la frequenza dei linfociti B CD27" & risultata inferiore

rispetto a quanto osservato nei soggetti sani.
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In conclusione, laridotta capacita maturativa delle cellule B in corso di infezione
virale potrebbe essere uno dei difetti del sistema immunitario che contribuiscono
al'instaurarsi della persistenza virale, quindi con potenziali rifless sulla scarsa
efficienza del sistemaimmune nella eliminazione virale. Inoltre, |’ assenza di SCCA nei
linfociti B potrebbe rappresentare un elemento nuovo nel fornire nuove ipotes circa i
difetti di funzione dei linfociti B nel LES. Nel complesso, i dati discussi nel presente
lavoro suggeriscono un possibile coinvolgimento della serpina SCCA nelle
deregolazione della reattivita delle cellule B, tipicamente riscontrata nell’ infezione da

virus dell’ epatite C e nel pazienti affetti da Lupus Eritematoso Sistemico.
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