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Abbreviazioni

AcMo Anticorpo monoclonale

Ag Antigene

APC Cellula presentante I'antigene

AR Artrite reumatoide

a—-SMA Actina del muscolo scheletrico

BAL Lavaggio bronco alveolare

bFGF Fattore di crescita basale dei fibroblasti
CD Gruppi di differenziazione

CTGF Fattore di crescita del tessuto connettivo
DC Cellule dendritiche

EC Cellule endoteliali

ECDS En coup de sabre

ECM Matrice extracellulare

EPC Precursori delle cellule endoteliali

FITC Fluoresceina isotiocianato

GM-CSF Fattore stimolante le colonie di monociargulati

GVHD Graft versus Host Desease

HAT Iston acetil transferasi

HCMV Citomegalovirus umano

HDAC Iston deacetilasi

HLA Antigene di istocompatibilita

HSC Cellule staminali ematopoietiche

Ig Immunoglobulina

IL Interleuchina

JLS Sclerodermia Localizzata Giovanile

LGL Grandi linfociti granulati

MCP-1 Proteina chemio tattica dei monociti
MHC Complesso maggiore di istocompatibilita
MIP-1a Proteina macrofagica inflammatoria 1
MMP Metalloproteasi della matrice extracellulare
MSC Cellule mesenchimali staminali
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MO
NK
NKR
PBMC
PDGF
PE

Sl

SL
SNP
SS

Tc
TGH3
Th
TIMP
TNFa
VEGF

Midollo osseo

Linfociti natural killer

Recettori delle cellule NK

Cellule mononucleate isolate dal sangue @&cih
Fattore di crescita derivato dalle piastrine
Ficoeritrina

Sistema Immunitario

Sclerodermia Localizzata

Polimorfismo di un singolo nucleotide
Sclerodermia sistemica

Linfociti T citotossici

Fattore di crescita trasformarfie

Linfociti T helper

Inibitore tissutale delle metallo proteasi
Fattore di necrosi tumorate

Fattore di crescita dell’endotelio vascolare



Riassunto

Introduzione: La Sclerodermia Localizzata Giovanile (JLS) & umalattia
inflammatoria cronica di origine sconosciuta. Ritpella Sclerodermia Sistemica (SS)
guesta forma é piu comune nei bambini e le ledibnbtiche che la caratterizzano sono
limitate alla pelle e ai tessuti sottocutanei. lbadsi € dovuta ad un’eccessiva deposizione
di collagene da parte dei fibroblasti ed é la ¢ar@tica piu evidente della patologia,
tuttavia altri eventi quali le alterazioni del Sista Immunitario (SI) e della
microvascolatura sono cruciali e sembrano precdddierosi.

Le cellule NK sono importanti esecutori del Sl tal&vo ed uccidono
selettivamente cellule infettate da virus o caneergenza una precedente immunizzazione,
la loro attivita e regolata da recettori inibited attivatori presenti sulla superficie.

La sclerodermia € caratterizzata da ischemiattitse da difetti nei processi di
angiogenesi e vasculogenesi probabilmente dovutired diminuita mobilizzazione dal
MO dei progenotori endoteliali (EPC) che hannowwia cruciale in essi.

Scopo dello studian questo studio si & indagato il ruolo del Sl agihtogenesi
della JLS analizzando la distibuzione delle sotpmp@zioni cellulari del sangue periferico
e l'espressione dei recettori delle cellule NK (NKR caratterizzando [I'infiltrato
inflammatorio delle lesioni cutanee. Inoltre, sostate quantificate le EPC nel sangue
periferico dei pazienti affetti da JLS.

Materiali € metodiQuesto studio fa parte di @rial multicentricorandomizzato

in doppio cieco per valutare l'efficacia terapemtidel farmaco immunomodulatore
metotrexate (MTX). Sono stati arruolati 42 pazieatn diagnosi di JLS e 39 bambini sani
come controlli. Dopo l'arruolamento i pazienti soskati suddivisi in maniera casuale in
due gruppi: ad un gruppo e stato somministrato MiEXociato a prednisone (PDN) per 3
mesi seguiti da solo MTX per altri 9 mesi; all’altun farmaco placebo associato a PDN
per i primi 3 mesi dopo i quali il PDN e stato tolt.o scopo € stato quello di valutare se il
MTX inducesse un miglioramento della malattia. Nahgue periferico dei pazienti si é
analizzata la distribuzione di alcune sottopopalazicellulari utilizzando un panello di
AcMo comprendenti CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, C5&5Z, TCRgd, HLA-DR; e
stata valutata I'espressione dei NKR utilizzandgannello di AcMo comprendente EB6G,
GL183, DEC, ZIN, BAT221, KP43, Z199, P25, AZ20, BA®L, AZ20, Z231, MA152,

PP35, QA79; sono stati condotti test di rilascid B€r per valutare I'attivita citotossica
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delle cellule NK dei pazienti affetti da JLS e sastate quantificate le EPC usando gli
AcMo CD34, CD133, KDR. Inoltre e stata eseguitaamalisi immunoistochimica (IC)
sulle biopsie ottenute dalle lesioni cutanee deaiigudi per identificare le popolazioni
presenti nell’infiltrato infammatorio usando glcAMo CD45, CD3 e CD20.

Risultati: Dallanalisi dei NKR & emerso un aumento signiiica
dell’espressione del recettore di citotossicita RBB/NKp46 (8+0.7%vs 5+0.8%, p<0.05)
e del recettore inibitore DEC/KIR3DL2 (11+5.2%0+0.2%, p<0.05) nei pazienti rispetto
ai controlli. Quest'ultimo marcatore aveva un’altiabilita d’espressione tra i pazienti. A
3 mesi, I'espressione di NKp46 era ridotta daltéraento con MTX (4+£0.8%s 8+0.7%,
p<0.05) cosi come quelle di AZ20/NKp30 (3+0.8%06+0.7%), MA152/NKp80 (7+1.1%
vs 12+0.8%), PP35/2B4 (1611.7%s 26+1.3%) e QA79/P75 (6+£0.8%s 11+0.7%), ma
non dal trattamento con il farmaco placebo. Tuétatale effetto non si € mantenuto dopo
12 mesi di trattamento indicando che era piu pribimente dovuto all’associazione del
MTX con il PDN. Dai saggi di citotossicita e emerdee I'attivita citotossica delle cellule
NK dei pazienti era mediamente aumentata rispeticarage di normalita dell’adulto e
dopo 12 mesi di trattamento con MTX si mantenel& fafine, il numero delle EPC era
significativamente ridotto nel sangue periferica gazienti affetti da JLS rispetto ai
bambini sani (1.4+0.3vs 4.7+1.2cellule, p<0.05) cosi come quello delle well
CD34/KDR" (45+9.3 vs 91+21.0cellule) e quello delle cellule CDO34440+29.9vs
542+46.3cellule). L'analisi IC delle biopsie cutanena evidenziato un infiltrato
infiammatorio caratterizzato soprattutto dalla prem di linfociti T CD3, ma anche di
linfociti B CD20". Dopo 12 mesi di trattamento con MTX i linfocitirégredivano pit del
50% mentre i linfociti B scomparivano.

Conclusioni:Nel loro insieme questi dati suggeriscono chezigi affetti da
JLS analizzati erano caratterizzati da un quadr@auinentata attivita citotossica delle
cellule NK conseguente probabilmente allaumensdl’@spressione del recettore di
citotossicita NKp46. Anche i recettori KIR sembragaavere un ruolo nei meccanismi di
autoimmunita caratteristici di questa patologia. haomalie della neoangiogenesi
riscontrate in questi pazineti potrebbero esserautdoalla deplezione del numero delle
EPC nel sangue periferico. In generale, il MTX seardvere un importante effetto locale
cutaneo dove induce una consistente riduzioneimféttato inflammatorio mentre non

sembra influenzare I'assetto immunologico nel sanggriferico.



Abstract

Background:Juvenile Localized Scleroderma (JLS) is a chronftammatory
disease of unknown aetiology. It is more commonhitdren with respect to the Systemic
one (SS) and it is characterized by fibrotic lesiéimited to the skin and subcutaneous
tissues due to an abnormal deposition of collagethé fibroblasts. Abnormalities in the
Immune System (IS) and in the microvasculature iameortant and seem to precede
fibrosis.

NK cells are the most important cells of the ien#; they can kill target cells
without an antigen presentation and their actiwstystrictly regulated by both inhibitory
and activating receptors expressed on their surfi¢® patients have tissue ischaemia and
defective angiogenesis and vasculogenesis probdistyto a reduced mobilization of
endothelial progenitor cells (EPCs) from the boragrow.

Aim of the study:To explore how the IS can contribute to the pathegi of
the disease by analyzing lymphocyte distributiod BiKK cell receptors (NKR) expression,
by quantifying EPCs in the peripheral blood frone thatients and by evaluating the
inflammatory infiltrate in the skin lesions fromettiopsies.

Methods: This study is part of a randomized double blinadidical trial for
evaluating metotrexate efficacy as therapeutictineat. Forty two consecutive untreated
JLS patients and 39 healthy controls entered thdystPatients were analyzed at the
beginning of the study and then randomized into swbgroups: one group was treated
with MTX in association with prednisone (PDN) fom3onths followed by the treatment
with just MTX for 9 more months; the other groupsiteeated with placebo in association
with PDN, followed by just placebo for 9 more maomthPeripheral blood samples were
evaluated by flow cytometric analysis for the exgien of CD3, CD4, CD8, CD19, CD56,
CD57, TCR® and HLA-DR. NKR were evaluated by determining EEd,183, DEC,
ZIN, BAT221, KP43, 7199, P25, BAB281, AZ20, Z231A¥52, PP35, QA79 positivity.
EPCs were characterized by the co-expression of 4CDGD133 and KDR.
Immunoistochemical analysis of the skin biopsiess warformed by quantification of
CD45', CD3 and CD20 cells.

Results:NK cells from JLS patients showed an increased expression of the

cytotoxic receptor BAB281/NKp46 (8+0.7% vs 5+0.8p&0.05) and reduced expression
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of the inhibitory one DEC/KIR3DL2 (11+5.2% vs 0+062 p<0.05). However, DEC was
found to have very variable values in JLS patiefiise expression of BAB281 was
reduced after 3 months of treatment with MTX (4£0.8s 8+0.7%, p<0.05) the same
happened for the expression of other activatorgptxs like AZ20/NKp30 (3+0.8% vs
6+0.7%), MA152 (7+£1.1% vs 12+0.8%), PP35 (16+1.78@6+1.3%) and QA79(6+0.8%
vs 11+0.7%). All these effects were not kept ouiluhe end of the 12 month follow up,
suggesting that were probably due to the assoniatfoMTX with PDN rather than to
MTX itself. Concerning EPC, JLS patients showed dowirculating levels of CD34
(440+29.9 vs 542+46.3cellule), CD34KDR® (45+9.3 vs 91+21.0cellule) and
CD34/CD133/KDR" (1.4+0.3vs 4.7+1.2cellule). Finally, the inflammatory infitre in
the affected skin tissue was rich in CD&lls and in B lymphocytes. All these cells
decreased significantly after MTX treatment, thedll-component disappeared.
ConclusionsJLS patients present an enhanced expression dfkheell activity
probably related to the enhanced expression otytmtoxic receptor NKp46. Abnormal
neo angiogenesis, found in these patients, couldelded to a decreased number of
circulating EPCs. MTX affects the disease locadityskin level, by a consistent reduction
of the inflammatory infiltrate while does not inflnce the immunological pattern in the

peripheral blood.
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1. INTRODUZIONE

1.1 La Sclerodermia

1.1.1 Classificazione

La Sclerodermia € una malattia cronica che colpmagcipalmente la cute, ma puo
interessare anche articolazioni, vasi sanguignorghni interni. Esistono due forme di
malattia: la Sclerodermia Localizzata (SL) e laeBus$i Sistemica (SS) e da molti anni
queste due malattie sono considerate come enpi@rate. Nella SL le lesioni fibrotiche
sono, di solito, limitate alla pelle e ai tessubttscutanei come il tessuto adiposo, il
muscolo e qualche volta 'ods®iversamente dalla forma sistemica, non & accgmgta
dal fenomeno di Raynaud e da acrosclerosi e notog¥olgimento degli organi interni e
la prognosi e, in genere, buona. Alcune forme di &Ino relativamente miti e
autolimitanti, altre possono avere un’evoluzioneesa ed essere difficili da gestire.
Esistono diverse forme cliniche e il fattore urafite € la presenza di un ispessimento
cutaned.

Negli ultimi anni molti autori hanno tentato di staficare la SL, ma spesso le proposte
sono risultate poco chiare poiché c’erano moltdeddhze tra le varie classificazioni,
soprattutto nella terminologia. Questo ha condatloun‘inevitabile confusione e ad una
difficolta nel paragonare diverse forme clinicheasdervazioni scientifiche. Dal momento
che nessuna di queste classificazioni & stataatalith questo studio si é fatto riferimento
alla classificazione proposta da Peterson nel 1986 base alla morfologia la SL &
classificata in tre varianti:

1. morfea a placche: caratterizzata da una o pocleelaovali discrete con un centro

di colore avorio ed un bordo violaceo;

2. sclerodermia lineare: caratterizzata da lesiomdmche interessano soprattutto gli
arti e possono coinvolgere il muscolo sottosta@ieando le lesioni interessano il
volto viene dettan coup de sabre (ECDS);

3. morfea generalizzata: € una forma severa di Sliteaizzata da lesioni diffuse con

frequente coinvolgimento muscolare.
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1.1.2 Epidemiologia

Sebbene la SL sia una malattia rara, nell’infagzmolto piu frequente della SS. La
prevalenza della malattia & sottostimata; é rip@nte’incidenza di 2,7 casi ogni 100.000
bambini/annoLa malattia € nettamente prevalente nel sesso feilncon un rapporto

F:M=2-4:1 e interessa soprattutto una popolaziémazienti con eta inferiore a 16 anhi

1.1.3 Eziopatogenesi

A tutt'oggi la ricerca rivolta specificatamentelaalSL e piuttosto limitata. La
maggior parte degli studi si e focalizzata sullace8 la supposizione che la SL presenti
danni tissutali simili a quelli della SS, ma alcefementi suggeriscono che le due malattie
rappresentino quadri patologici disthmtia SL e la SS vengono distinte in base alla
distribuzione e alla densita dell'infiltrato infiamatorio e al coinvolgimento del derma
papillare, infatti i fenomeni infammatori sono pwidenti nella SL e la sclerosi del derma
papillare che é frequente nella SL, € assente B8la5tudi anatomo-patologici condotti su
cute e tessuti sottocutanei in pazienti con SLnbatimostrato che nelle fasi iniziali sono
presenti edema ed ipervascolarizzazione, successita compaiono la sclerosi, un
abnorme deposito di collagene e la perdita degleasi cutanei con atrofia finale.

A livello molecolare, la sclerodermia e carattesita da anormalita in diversi tipi
cellulari: le cellule endoteliali, le cellule musan lisce, le cellule del SI (linfociti B,
linfociti T, macrofagi, neutrofili), le cellule dirigine mesenchimale. Sebbene la fibrosi del
tessuto connettivo sia la caratteristica piu evieledella malattia, la sua origine risiede,
probabilmente, nelle alterazioni della microvastota e del SI (Figura 1).

L’eziologia della sclerodermia non € nota majtg@me che essa insorga in soggetti
geneticamente predisposti in seguito ad uno stimahbientale ignoto. Fattori quali gli
agenti infettivi, lo stress ossidativo, I'esposirmoa solventi organici e tossine e la presenza

di microchimerismo sono stati proposti come probalenti eziologici® (Figura 1).

-12 -



‘ agente eziologico ‘

background genetico
permissivo

|

alterazioni molecolari
sulle cellule farget

|

‘ fibroblasti ‘ ‘ cellule endoteliali ‘ ‘ linfociti B ‘ ‘ linfociti T ‘
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citochine

Figura 1. Ipotesi patogenetiche.
La sclerodermia insorge per l'azione di un agentolegico (virale, chimico, stress ossidativo,
microchimerismo) su un ambiente genetico predispneausando modificazioni cellulari e molecolari a

livello di molteplici tipi cellulari. Modificata ddimenez, 2004

Fattori genetici e immunogenetici

Il contributo dei fattori genetici nell’evoluziondella sclerodermia € messo in
evidenza da varie osservazioni: I'esistenza di grégmigliari di malattia; I'alta frequenza
di disordini autoimmuni oppure la presenza di anticarpi nei membri della famiglia dei
pazienti; le differenze nella prevalenza e nellenifiestazioni cliniche tra diversi gruppi
etnici; la diversa prevalenza di certi alleli HLA wifferenti gruppi etnici e tra pazienti con
differenti assetti clinici della malattia o confeifenti profili di autoanticorpi

La concordanza della SS tra gemelli identici ei par 4.2% e non é
significativamente differente dalla concordanzaladehalattia nei gemelli dizigotici
(5.9%), invece la concordanza per la presenza ekifsgi autoanticorpi e alta. Queste
osservazioni indicano che i fattori genetici eradisono importanti per lo sviluppo di un
determinato profilo di autoanticorpi, ma non sondfisienti per lo sviluppo della
malattid.

La prevalenza della malattia varia a seconda delifone geografica e dell’etnia.
Negli USA va da 242 a 286 casi per milione di peesduttavia, nei nativi d’America della
tribu Choctaw in Oklahoma (uno dei gruppi piu satidper il ruolo dei fattori genetici

nella SS) l'incidenza nella popolazione € di 46Si geer milione di persone. L’espressione
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della malattia varia molto tra gruppi etrftigli Afro-Americani sono pitl portati ad avere
anticorpi anti-topoisomerasi | e manifestazioni gitavi a livello degli organi interni,
inclusa una piu alta frequenza di fibrosi polmondneece, gli anticorpi anti-centromero
sono piu comuni nelle persone di razza bianca ehdono ad avere anche una forma
limitata di malattia con manifestazioni sistemicheno severe.

Altri fattori genetici possono influenzare I'esps@one della malattia: mutazioni o
polimorfismi in geni rilevanti possono comportane aumento della loro espressione. Ad
esempio, la regione a monte del gene del collaG&Mel A2 contiene numerose ripetizioni
dinucleotidiche che possono aumentarne I'attivéaiga. Alla stessa maniera, nel gene del
fattore trasformant8l (TGH31) sono stati trovati 2 singoli polimorfismi nuctehbci
(SNP) ed i pazienti che li esprimono sviluppanofpaguentemente fibrosi polmonare. Un
altro polimorfismo genetico comune nella SS e quelel gene che codifica per la
fibrillina-1, una grossa proteina della matriceragellulare (ECM). Questo polimorfismo e
localizzato nella regione a monte del gene, e lmesenza e fortemente associata con
I'insorgenza della SS nei Nativi d’America dellébtr Choctaw e nei Giapponesi. Altri
SNP sono stati identificati nei geni che codificgper fattori vasomotori (enzima che
converte I'angiotensina, endotelina e ossido mtsmtasi), per marcatori delle cellule B
(CD19), per chemiochine e i loro recettanchocyte chemoattractant protein-/MCP-1 e
CXCR2), citochine (IL-&x, IL-4 e TNF), per fattori di crescita e i loro recettobofie
mor phogenetic protein type |1 receptor/BMPRII, connective tissue growth factor/CTGF).

Agenti virali

Alcuni agenti virali quali i retrovirus e il citoegalovirus umano (HCMV)
potrebbero essere responsabili dell’eziologia dedlarodermia. L'autoimmunita da parte
di questi agenti potrebbe essere stata scatenataadasposta guidata da un antigedé
che e stato riconosciuto come nseiif dal SI a causa di somiglianze strutturali con una
proteina virale (mimetismo molecolare). In questodm gli autoanticorpi potrebbero
rappresentare I'impronta dell’agente eziologicosila. In supporto a questa ipotesi sono
state individuate omologie di sequenza tra la jmateetrovirale p3%°di vari virus felini
e murini e la topoisomerasi-l, il marcatore antigensclerodermico riconosciuto dagli
anticorpi detti Scl-70 (Sclerodermia-78)Altre ipotesi suggeriscono che il HCMV, per la
sua capacita d’'infettare cellule endoteliali, pbbre essere stato I'agente responsabile del
danno vascolare inizidfe L'infezione originaria, avrebbe generato unaaisp antivirale

autoreattiva nei confronti delle cellule endotelsf. Questa ipotesi & supportata da varie
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osservazioni: I'alta presenza di IgG anti-HCMV ceipdi legare la proteina virale tardiva
UL94 e di indurre apoptosi delle cellule endotéliedi pazienti con S'; 'aumento di IgA
anti-HCMV nei pazienti positivi per gli anticorpi cB70" lo sviluppo di gravi
cambiamenti vascolari fibroproliferativi in cerasi di infezione da CMV; la comparsa di
autoanticorpi nel siero dei pazienti infettati d&l\C che riconoscono la ribonucleoproteasi
Ul (snRNP U1) primariamente diretti contro una eired virale di 70kDa.

Microchimerismo

La presenza in un organismo di cellule geneticamediverse da quelle
dell'individuo ospite e detta chimerismo ed é unadizione che si genera spesso dopo un
trapianto allogenico di MO. Il microchimerismo efidéo dalla presenza in un individuo
di bassi livelli di cellule derivate da un altrodimiduo e il termine & stato coniato per
descrivere la sopravvivenza e proliferazione diutelfetali allogeniche nella circolazione
materna senza l'induzione di un GVHD.

La SS presenta delle somiglianze con una fornmécalidefinitacronic graft versus
host desease (cGVHD) che insorge come complicanza tardiva dagbianto allogenico di
midollo osseo (MO) e che puo sviluppagzginovo oppure come conseguenza di un forma
acuta di GVHD. La cGVHD e un disordine chimerice i manifesta quando le cellule T
e NK dei tessuti donatori trapiantati reagisconatam gli antigeni HLA del ricevente. |l
suo sviluppo dipende dalla competenza immunologiedle cellule trapiantate di
riconoscere l'ospite comeon self e dall'incapacita dell’ospite di montare un’eféate
risposta immunitaria contro il trapianto. Sia la &% la cGVHD possono manifestarsi
come forme limitate o diffuse a seconda dell'estares della malattia; possono presentare
coinvolgimento di vari organi quali la cute, i pam, I'esofago e il cuore; entrambe
presentano alterazioni della microvascolatura eidsalle articolazioni.

La gravidanza e uno stato di reciproca tolleranada madre e il feto che, per la
presenza degli antigeni paterni MHC, equivale adllotrapianto e potrebbe rappresentare
untarget potenziale per il sistema immunitario della madlremeccanismo attraverso cui il
feto evade il sistema immunitario materno rimane a umuestione irrisolta
nellimmunologia. La tolleranza materna dell’allypianto fetale, invece, e il risultato
dell'integrazione di numerosi meccanismi promossiled cellule NK, dalle cellule
presentanti I'antigene (APC) e dalle cellule T prés nella decidua della placenta
materna. Le cellule NK uterine esprimono vari remréthe riconoscono molecole MHC-I
classiche (HLA-G, E), e non (HLA-C), espresse daifablasti extravillosi. Questa
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interazione inibisce la citotossicita delle celllN& e pud contribuire alla tolleranza nei
confronti del feto. Le APC della decidua maternancsgpotenzialmente capaci di
promuovere il rigetto dell’allotrapianto fetale unmkndo I'attivazione delle cellule T
effettrici in seguito al riconoscimento degli MHGtprni. Le cellule T rilasciano varie
citochine, quelle di tipo Thl potrebbero compromettia gravidanza mentre quelle di tipo
Th2, inibendo le risposte di tipo Thl, mediano &pravvivenza del feto. Anche se
circolazione fetale e materna sono separate daitrafoblastici della placenta, esiste un
traffico di cellule attraverso la placenta. In genel trasferimento di cellule dal feto alla
madre €& piu frequente e le cellule fetali ritrovatella circolazione materna sono
trofoblasti, progenitori ematopoietici, eritrobliasticleati o cellule linfoidi.

La sopravvivenza di cellule fetali nei tessuti emat € definita microchimerismo.
La piu comune fonte di microchimerismo e la grauik fonti alternative nel’'uomo e
nella donna che non ha mai avuto una gravidanzssgno derivare da trasfusioni di
sangue, da un gemello o dalla madre. La connesgranmicrochimerismo e malattie
autoimmuni fu individuata per la prima volta nel969 Secondo tale ipotesi, le cellule
fetali 0 materne persistono nel sangue e nei tiedslldh mamma o del figlio come risultato
della compatibilta HLA Il (DRB1). E’ stato ipotizzache queste cellule fetali allogeniche
si attivino in seguito ad uno stimolo ambientalehe montino una GVHD nella madte
L’identificazione di sequenze del cromosoma Y nélADottenuto da biopsie di pelle di
donne affette da SS, che hanno precedentement&rifwadn maschio, supporta questa
ipotesi: la questione, tuttavia, € molto controageerché alcuni studi hanno dimostrato che
il DNA fetale del cromosoma Y & presente anche anng san®, ma si ritiene che
potrebbe essere la quantita e non la mera preski2sdA fetale il fattore cruciale per la
patogenesi della S5 In uno studio recente, nel sangue periferico @i donne
sclerodermiche sono stati individuati linfociti CDé&e portavano il cromosoma Y

indicando che le cellule microchimeriche nella smiermia potrebbero essere linfocitfT

Stress ossidativo

Le specie ossigeno reattive (ROS), generate duragdzioni metaboliche e
biochimiche, hanno svariati effetti: danno ossidatil DNA; danno alle cellule endoteliali
con conseguente attivazione delle piastrine e atondell’espressione delle molecole
d'adesione e della secrezione di citochine infiatome stimolazione, a basse
concentrazioni, della proliferazione dei fibroblagklla pelle e della produzione di

collagené®. In particolare, & stato osservato che nei filasidlsclerodermici lo stress
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ossidativo stimola la produzione transiente delanciochina MCP-1/CCL2 suggerendo
che i ROS possono avere un ruolo regolatorio nélimmazione modulando I'attivita

chemiotattica dei monociti

1.1.4Patogenesi

Lo scopo delle ricerche attuali intorno alla sctenomia € quello di capire come
awviene la transizione dagli eventi iniziali (an@adita vascolari, inflammazione, processi
autoimmuni e atrofia tissutale) fino allo svilupdella fibrosi che e la caratteristica piu
evidente di questa malattfa

Nella sclerodermia la funzione endoteliale altemtta reattivita dei vasi del sangue
provocano risposte inflammatorie locali prolungelte attivano il reclutamento di diverse
componenti cellulari e umorali del sistema immumitache iniziano i processi di
rimodellamento e di riparazione per ristabilire teormale architettura tissutale.
L'incapacita di risolvere I'infliammazione e il damralla microvascolatura fanno si che i
processi di riparazione non vengano conclusi eccls@& il reclutamento e I'espansione di
cellule mesenchimali alterate che persistono mabdellamento del tessuto connettivo
conducendo alla cicatrizzazione e alla fibrosi (ffggl). L’acquisizione di nuovi e piu
definiti modelli di malattia,in vitro e in vivo, hanno provveduto a migliorare la
comprensione dei meccanismi cellulari e molecotainvolti. In particolare, i modelli
murini sono stati studiati estensivamente e sosoltati utili al fine di capire le basi
molecolari della malattfd | modelli murini di sclerodermia possono essem@dévisi in tre
tipologie®>?*

= modelli associati allo sviluppo spontaneo delleattaristiche di SS, in cui

mutazioni avvenute durante l'allevamento vengonoteraute. Ad esempio type

1 tight skin mouse (Tsk1/+f>;

= modelli indotti dall'esposizione ad agenti chim{bleomicina) o dal trapianto di

cellule allogenicheAd esempio Icsclerodermatous graft-ver sus-host;

= modelli creati per manipolazione genetica (mutagemeodificazione com&nock

out, espressione differenziale di geni).

Alterazioni del sistema immunitario umorale
La sclerodermia & una malattia autoimnfiniel siero dei pazienti & stata rilevata
la presenza di autoanticorpi specifici che non saficettamente coinvolti nelle

manifestazioni cliniche della malattia, ma a cadesiialta frequenza e specificita per certi

-17 -



sottotipi clinici, la loro presenza € molto utilerpstabilire la diagnosi, la gravita e la
progressione della malattia e per predire un pnédaluadro degli organi coinvolti.
Anche se la forma sistemica e quella localizzatadtvzidono fibrosi della pelle, le
risposte immunitarie sono diverse tra le due matagli anticorpi anti-topoisomerasi |
(Scl-70) e anti-centromero (ACA) che si ritrovanella S$’, sono assenti nella LS con
poche eccezioni. | principali anticorpi riscontraglla LS sono gli anticorpi anti-nucleo
(ANA), anticorpi anti-DNA a singolo filamento (ss) e il fattore reumatoide (RE)?° |
principali antigeni riconosciuti dagli ANA sono déitoni nucleari (H1, H2A e H2B}" |
nucleosomi sono le unita base ripetute della criovaa¢ sono costituiti da un cuore piu
interno, istoni H3 e H4, ed una porzione piu esteistoni H2A e H2B e H1, relativamente
piu accessibile per il legame da parte degli anpicdercio € stato ipotizzato che, nella
LS, gli anticorpi antiistone siano indotti come immnogeni dai nucleosomi o dalla
cromatina stes3a®
Nei pazienti affetti da LS sono stati riscontrdawvati livelli sierici di varie interleuchine
(IL-2, -4, -6, -8 e TGB1) compresi i loro recettori nella forma solubitL(2R e sIL-6R)
33 e i livelli sierici delle forme solubili di VCAM-led E-selectina che sembrano
correlare con il numero delle lesioni sclerotichee ie numero delle aree coinvolte e
possono essere usati come marcatori dell’attivaziendoteliale. Inoltre, sono elevati

anche i livelli di anticorpi anti-fosfolipidi comi&@nti-cardiolipina (aCLY°.

Alterazioni del sistema immunitario cellulare
Il Sl innato ed adattativo hanno entrambi un rudfi@ve nella patogenesi della SS.
Cio é confermato dalla presenza di importanti ftretl infiammatori di cellule

738 Le cellule

mononucleate nelle lesioni sclerotiche di pelle edyani intern
mononucleate presenti negli infiltrati sono soputadt linfociti CD4 T helper che
esprimono i marcatori di attivazione (MHC-DR), mafagi e mastiociti. L’espansione dei
linfociti T nel tessuto sembra essere oligoclonalgggerendo una risposta guidata
dall'antigene (Ag), anche se esso rimane igfiotha popolazione espansa di cellule
inflammatorie nei tessuti danneggiati e responsatdél rilascio di citochine e fattori di
crescita che iniziano o perpetuano il processmfibo. | macrofagi attivati, che sono tra le
prime cellule ad aumentare nei primi stadi di fdyeilasciano mediatori proinfliammatori
e fibrogenici come il TGP e il fattore di crescita derivante dalle piastf{R®GF). Anche

I mastiociti aumentano nella pelle danneggiata mterde prime fasi di malattia e

producono citochine, fattori di crescita e mediatoclusi I'istamina, le triptasi, TGE; il
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fattore di crescita basale dei fibroblasti (0FQE) e PDGF capaci di attivare i fibroblasti
o le cellule endoteliali.

Nei tessuti danneggiati € stata osservata I'espa@sdi una sottopopolazione di
cellule T CD4 che co-esprimono il recettore per I'lL-2 (IL-2R/@B) ed i fattori di
trascrizione Foxp3. Queste cellule hanno funziomgpeessoria e controllano le risposte
autoreattive mediate dalle cellule T prevenendmofmeni di autoimmunita

Infine, recenti studi si sono focalizzati sul raei linfociti B nellautoimmunita
presente nella sclerodermia e nei modelli murinklls e l'impatto potenziale che la
funzione alterata delle cellule B potrebbe aveltadibrosi tissutale. Questi studi hanno
identificato I'antigene di superficie dei linfocl CD19 e la via di trasduzione del segnale
attivata dal recettore CD21R come componenti irdgrdi mediare I'espansione clonale
delle cellule B e 'immunita umordle Sembra che CD19 funzioni come regolatore del
segnale indotto dal recettore per l'antigene deifotiti B (BCR), modulando il
differenziamento e la produzione di anticorpi direbntro Ag esogeni eelf. Inoltre, le
cellule B alterate producono IL-6 e IL-10 che indmo una risposta di tipo Th2; la
produzione aumentata di IL-6 da parte delle cellle attivate puod promuovere

direttamente la fibrosi tissutale nei pazienti tifféa SS”.

Ruolo delle citochine e chemiochine
Le citochine sono proteine di piccole dimensidd#80kDa) che possono agire in
maniera autocrina o paracrina legandosi a recesoecifici sulle cellule bersaglio: il
legame innesca una cascata di trasduzione del lsegha attiva la trascrizione di
determinati geni bersaglio nel nucleo. A questandeafamiglia appartengono varie
tipologie di molecole:
e interleuchine (IL)
e interferoni (INF)
e fattori stimolanti le colonie (CSF)
e fattori di necrosi tumorale (TNF)
e fattori di crescita (GF)
e chemiochine
Nell'ambito dei linfociti Th esistono due sottoptgzioni Thl e Th2 che rilasciano
differenti profili di citochine. Le citochine umansecrete dalle cellule Thl (principali
cellule effettrici delle reazioni infammatorie kdb-mediate) comprendono INFTNF3 e

IL-2 che attivano reazioni citotossiche, inflammatoe di ipersensibilita ritardata. Le

-19 -



cellule Th2, per contro, producono IL-4, -5, -6, -20, e -13 e sono associate a risposte
anticorpali e allergiche. A seconda del profiloochinico rilasciato esistono risposte
immunitarie di tipo Thl e di tipo Th2.

L’azione di queste citochine sui fibroblasti umamiitro € opposta: IL-4, IL-6 e
IL-13 stimolano la sintesi di collagene al contalNF-y e TNFea sopprimono la
produzione di collagene. Lo spostamento della g&pwerso il tipo Th2 puo indurre
fibrosi del tessuto e produzione di anticorpi elan&S esiste uno sbhilanciamento nella
produzione delle citochine a favore di quelle potThZ™. Le cellule T di memoria attivate
e | mastiociti rilasciano IL-4 che promuove la [fierazione dei fibroblasti, la sintesi di
proteine della ECM come il collagene e la tenas@n#a sintesi dellinibitore delle
metalloproteinasi di tipo 2 (TIMP-2) attraversovia della MAP chinasi p38 (Tabella 1).
L’IL-13 €& una citochina pleiotropica che ha la ceip@ di sopprimere la produzione di
citochine proinfiammatorie nei monociti e nei mdam, di aumentare la crescita ed il
differenziamento dei linfociti B e di promuovere &ntesi delle 1g. Studin vitro
dimostrano che IL-13 & un potente stimolatore detl@iferazione dei fibroblasti e della
produzione di collagene sia in maniera direttaiodeetta attraverso TG¥(Tabella 1).

Le chemiochine sono una famiglia di piccole prae(6-14kDa) con omologia
strutturale del 20-70% che hanno un ruolo impoetanélla migrazione delle cellule
circolanti all'interno dei tessuti (chemiotassi)on§ state caratterizzate piu di 50
chemiochine e la maggior parte di queste presard#irq caratteristiche cisteine (Cys). A
seconda del motivo espresso dalle prime due Cys dassificate come:

e CXC o alfa che hanno laa tra le prime due Cys;

e CC 0 beta che hanno i primi due residui di Cys@h#;

e C o gamma che hanno solo due Cys nella proteinareyat

e CX3C o delta che hanno 3aa che separano le primeykie C
Le chemiochine esercitano i loro effetti attraveisdegame a recettori accoppiati a
proteine G che si trovano sulla superficie delldlut= del SI. Parecchi recettori
chemiochinici si legano a differenti chemiochineagie chemiochine si legano a piu di
uno specifico recettore. Finora sono stati idesdtfi4 recettori CXC umani (CXCR1-4), 8
recettori CC (CCR1-CCRS8), 1 recettore 4OR. Alcuni recettori sono ristretti ad alcuni
tipi cellulari: ad esempio CXCR1 é limitato ai neadili, mentre CCR2 & espresso in
monociti, cellule T, cellule NK, cellule dendritiehe basofili. Alcuni recettori sono
costitutivamente espressi in alcune cellule mestmeo inducibili in altre: per esempio

CCR1 e CCR2 sono costitutivamente espressi nei aifbnma sono espressi nei linfociti
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solo dopo stimolazione con IL-2. Inoltre, I'espress di certi recettori chemiochinici
ristretta allo stato di attivazione e differenziamwedella cellula: infatti, CXCR3 & espresso
sui linfociti T attivati con fenotipo Thl, mentreQR3, oltre ad essere espresso su
eosinofili e basofili, € preferenzialmente espressplinfociti attivati con fenotipo Th2.
Alcuni recettori chemiochinici sono anche espr@ssiellule non ematopoietiche inclusi
neuroni, astrociti, cellule epiteliali ed endotkliandicando che il sistema delle
chemiochine é implicato in altri meccanismi oltila @hemiotassi dei leucociti. | recettori
CC legano solo chemiochine CC e i recettori CX@Giegsolo chemiochine CXC. Questa
restrizione ligando-recettore puo essere corrgiigadifferenze strutturali tra chemiochine
CC e CXC che hanno strutture primarie, secondategzearie simili, ma diverse strutture
quaternarie. Funzionalmente le chemiochine possesere suddivise in:

e chemiochine inflammatorie: espresse nei tessuanmhati dalle cellule residenti e
da quelle infiltrate dopo stimolazione dalle citmehproinfammatorie o durante il
contatto con agenti microbici;

e chemiochine omeostatiche: prodotte costitutivamerge tessuti linfoidi o non
linfoidi come la pelle e le mucose e coinvolte meantenimento del traffico
fisiologico e nel posizionamento di cellule che apengono principalmente al
sistema immunitario specifico;

e chemiochine angiogeniche/angiostatiche: coinvoltéarformazione di nuovi vasi
da quelli preesistenti facilitando in questo modo rigrazione delle cellule
endoteliali.

Nella SS MCP-1/CCL2 ¢ il principale chemioattregt@er i monociti ed attivatore
delle cellule mononucleate e puo agire anche buliiasti stimolandone la produzione di
collagene. In parte questo effetto € mediato dstilmolazione dei fibroblasti a produrre
TGH3, che poi agisce in maniera autocrina per stimdareormazione di ECM. L'm-
RNA e la proteina sono altamente espressi nelierlesclerotiche di pelle e polmoni.
Nella pelle puo essere espressa da fibroblastiyatheciti, cellule mononucleate
dell'infiltrato infammatorio e cellule endotelialnel polmone, nelle cellule dei lavaggi
broncoalveolari (BAL) dei pazienti con coinvolgimterpolmonare (Tabella 1).
Le vie profibrotiche mediate dallasse CCL2-CCR2an&S sono molteplici. | fibroblasti
sclerodermici producono aumentate quantitastéim cell factor (SCF) che stimola i
mastiociti ad aumentare la produzione di MCP-1 ahgua volta stimola i fibroblasti a
produrre piu collagene inoltre, nel polmone, MCRibisce la sintesi della prostaglandina

epiteliale E2 di origine cellulare; la diminuzionella produzione di prostaglandina E2 da
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parte delle cellule epiteliali alveolari risulta imn’aumentata proliferazione dei
fibroblastf*®. Altre chemiochine i cui livelli sono aumentatii AL di pazienti affetti da
SS sono RANTES e la proteina macrofagica infiammatMIP-1a) (Tabella 1). Infine,
I'IL-8 , una chemiochina CXC con potere chemiodttna per i neutrofili i cui livelli sono

aumentati nella pelle e nei BAL dei pazienti affdtt SS*(Tabella 1).

Tabella 1. Citochine e fattori di crescita implicat nella sclerodermia.

BAL: lavaggio broncoalveolare; T@Ffattore di crescita trasformante; MCP-1: protathamioattrattrice
dei monociti; TNFx: fattore di necrosi tumorale alfa.

mRNA/proteine aumentate in | Contributo alla fibrosi
Citochina
TGER pelle, BAL, siero, fibroblasti in aumento della sintesi di collagene e proliferazideefibroblasti,
coltura riduzione della sintesi di collagenasi
c pelle, BAL, siero, fibroblasti in stimola la produzione di collagene, in parte attras TGF-
MCP-1
coltura 3 autocrino
) ) o stimola la produzione di collagene e delle proteiaka ECM e la
IL-4 pelle, siero, fibroblasti in coltura ) ) o )
proliferazione dei fibroblasti
) ] N stimola la proliferazione dei fibroblasti e la puzibne del
IL-13 pelle, siero, fibroblasti in coltura )
collagene, in parte attraverso T@F-
TNF-a pelle, siero riduzione della sintesi del collagénduzione della collagenasi
MIP-1a BAL reclutamento di cellule infammatorie
IL-8 pelle, BAL, fibroblasti in coltura reclutamentb cellule inflammatorie
RANTES BAL reclutamento di cellule inflammatorie

Anomalie vascolari

La SS e caratterizzata da uno squilibrio dellaol@&gone vasomotoria tra
vasocostrizione e vasodilatazione che origina dapmduzione alterata di vasodilatatori
(ossido nitrico) e vasocostrittori (endoteline) & uha iper-responsivita ad essi. Questo
ambiente patologico potrebbe precedere il dannocola® 0 esserne una conseguenza, ma
in ogni caso porta a cambiamenti morfologici e fanali nella circolazione ossia ad un
aumento della permeabilita dei microvasi, ad un ento della migrazione leucocitaria
trans-endoteliale nonché all’attivazione delle egsccoagulativa e fibrinolitica che
culminano nei fenomeni trombotici. La vasculopatdpisce capillari ed arteriole (sebbene
ci siano crescenti evidenze di un coinvolgimentehandei grandi vasi) ostacolando
severamente il flusso sanguigno e riducendo I'essmgione tissutale. Nel sangue dei
pazienti affetti da SS ci sono livelli elevati darv marcatori di attivazione e di apoptosi

delle cellule endoteliali (EC) come I'endotelinald,molecola di adesione intercellulare 1
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nella forma solubile (sICAM-1), la molecola di ame® vascolare 1 nella forma solubile
(sVCAM-1), la trombomodulina ed il fattore di VoniWgbrand e I'apoptosi endoteliale
anticorpo mediata e FAS mediata inducono I'attivaei dei periciti microvascolari e la
proliferazione dell'intima causando I'occlusionei dasi sanguigni e la riduzione della
densita capillar®.

L’ipossia rappresenta lo stimolo principale pendiizione dell’angiogenesi. |l
termine angiogenesi descrive la formazione di nwagi sanguigni da parte di cellule EC
differenziate provenienti dai vasi preesistentilldeclerodermia il fenomeno angiogenico
e insufficiente nonostante la grave ipossia. ltofa& di crescita dell’endotelio vascolare
(VEGF) e un fattore regolatorio per la formazione ndiovi vasi: esso aumenta la
permeabilita vascolare, stimola la migrazione elif@r@zione delle EC ed induce
formazione di strutture tubulam vitro. Considerando che i pazienti affetti da SS hanno
un’insufficiente angiogenesi ci si aspetterebbealiare uno stato dlown-regolazione dei
fattori angiogenici ed una sovrapproduzione diofatangiostatici. Invece, nella zone
ischemiche le molecole angiostatiche non sono qudatimente aumentate e,
sorprendentemente, c’e un sovraespressione di VBG¢he i livelli sierologici di VEGF
sono significativamente aumentati nelle diverse thdla malattia e correlano con lo
sviluppo di ulcere alle dif&

Alterazioni nel processamento del plasminogenocs@us avere profondi effetti
nel’'omeostasi angiogenica. Il plasminogeno e éqursore della plasmina, una proteasi
pro-angiogenica, e dell’angiostatina anti-angioganiQuando é tagliato nel dominio
carbossi-terminale dall’attivatore del plasminogenene prodotta la plasmina. La sua
attivita proteolitica attiva molti fattori pro-arggenici come il VEGF, il TGE e
metalloproteinasi della matrice (MMP). Il plasmieog viene tagliato nel suo dominio
amino-terminale da parecchie proteasi generanddostagne di varie misure che
posseggono attivita anti-angiogeniche. Nella Siviga della plasmina e ridotta mentre la
guantita di angiostatine circolanti nel plasma énentata. La via dell'attivatore del
plasminogeno € stata esaminata in studi che haahdato I'importanza del recettore
dell’'attivatore della plasminogeno urochinasi (UBAfRelle cellule endoteliali isolate da
biopsie di pelle di pazienti affetti da <2 Il sistema uPA-uPAR modula la degradazione
della ECM e I'adesione delle cellule endoteliali @gba durante I'angiogenesi. L’attivita
proteolitica di MMP-12 taglia uPAR producendo urexrdita di motilita cellulare poiché

induce la perdita della connessione integrina-ntadidi uPAR con l'actina del
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citoscheletro. Le cellule endoteliali della micregalatura provenienti da pazienti affetti
da SS hanno elevati livelli di MMP-12 e di uPARIiata.

In contrasto all'angiogenesi, la vasculogenescides la formazione di nuovi vasi
del sangue da parte dei progenitori endoteliatiotanti (EPC) indipendentemente dai vasi
preesistenti. |l rilascio di queste cellule dal N3@0 essere stimolato da citochine e fattori
di crescita angiogenici come il fattore stimolatdecrescita delle colonie di monaociti
granulati (GM-CSF) o il VEGF. Nonostante le graendizioni ischemiche nella SS, |l
processo di rivascolarizzazione che normalmentehilssce il flusso del sangue ai tessuti

ischemici appare fallire, possibilmente come riolti una funzione alterata delle ERC

Fibrogenesi

La riparazione delle ferite € un processo cootdira complesso che vede la
partecipazione di molti meccanismi biochimici e ewallari coinvolti nella crescita e nel
differenziamento cellulari. Una volta terminatddsi iniziali, emostatica ed inflammatoria
acuta, la storia naturale della ferita & dettatdiimfdtrato infiammatorio cronico, dalla
deposizione di ECM e dall'angiogenesi e queste fasilive hanno la loro origine
nell'insieme di mediatori prodotti localmente duearla formazione del coagulo. Le
piastrine del coagulo contengono granuli secretodui sono accumulati numerosi agenti
in grado di stimolare o modulare linflammazioneer(gonina, istamina, eparina,
adrenalina e nucleotidi) nonché fattori di cresc{RDGF e TGPB). L’attivazione
piastrinica nel coagulo porta ad un rilascio lazdto di questi mediatori che, oltre alla
loro ben nota attivita sul tono e sulla permeabilitascolari, stimolano il reclutamento e
I'attivazione in successione di neutrofili, fibralsti, monociti/macrofagi e cellule
dendritiche. Questo infiltrato, in sede di ripaceg tissutale, diviene un’importantissima
fonte non solo di mediatori chimici preformati o w©eosintesi, ma anche di fattori di
crescita e di enzimi in grado di degradare la ECMeutrofili, che popolano linfiltrato per
primi, producono oltre ad enzimi ad attivita degrieh (elastasi, collagenasi, e gelatinasi),
TNFa, l'L-1a e IL-13, MCP-1 e MCP-2, MIP4. La fase riparativa e ulteriormente
potenziata dall’arrivo dei macrofagi che sono uoatd di fattori di crescita ancora piu
importante dei neutrofili. In particolare, oltre dd1 e TNF«, essi producono TGB;
PDGF, fattore di crescita insulino simile (IGF).aTdi essi, TGH é probabilmente il
fattore piu importante nel processo di riparazierfermazione del tessuto di granulazione
per i suoi potenti effetti su quasi tutte le cadlgbinvolte nel processo riparativo e non solo

sui fibroblasti. | macrofagi sono anche una delbegenti principali di uPA, il fattore
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responsabile dell’attivazione del plasminogeno, afseia volta € il precursore ubiquitario
della plasmina, il piu importante enzima fibrinid. Con la secrezione di uPA comincia il
processo di degradazione del coagulo ed iniziaake fdi formazione del tessuto di
granulazione. La plasmina provoca [lattivazione teotitica dei precursori delle
metalloproteasi (proMMP), un insieme di enzimi @egnti il tessuto connettivo. Nel
corso del processo di riparazione delle ferite juewimi sono sottoposti ad un processo
di attivazione/disattivazione; infatti, una voltétieate, le MMP vengono rapidamente
inibite dagli inibitori tissutali delle proteasi (WIP) per permettere il rimodellamento del
tessuto neoformato e la formazione della cicatricari fattori di crescita, citochine e
ormoni ne stimolano (PDGF, IL-1, TN o ne inibiscono (TGE, corticosteroidi) la
sintesi modulandone I'espressione genica.

Il processo fibrotico nella sclerodermia puo esggensato come un processo di
riparazione delle ferite fuori controllo in cui vie perso I'equilibrio tra stimolazione e
inibizione di sintesi della ECM poiché i fibroblgsattivati da un danno non noto,
continuano a produrre componenti della matricectiine profibrotiche, TIMP e inibitore
1 dell'attivatore del plasminogeno (PAI-1), menagroduzione di collagenasi 1 € inibita.
Il meccanismo responsabile per il fenotipo attive fibroblasti sclerodermici rimane
sconosciuto, ma sembra che Tg3ta un elemento cruciale. La sua espressione atalev
nei fibroblasti sclerodermici cosi come nei mornigoiacrofagi e in altre cellule
inflammatorie che infiltrano il tessuto prima are@he compaia fibrosi. Anche i livelli del
recettore TGBRI e Il sono elevati. Nei fibroblasti T@Fstimola la produzione di
collagene e induce la sua propria sintesi (autdiwhe) cosi come quella del fattore di
crescita del tessuto connettivo (CTGF). Vari approterapeutici sono rivolti alla
neutralizzazione dell'azione di questa citochina, sonsiderata la sua azione pleiotropica,
vengono preferite strategie terapeutiche alteraative abbiano comirget le vie del

segnale a valle di TGF

La via di trasduzione del segnale mediata da TQ¥F
Il segnale mediato dal T@Fviene propagato attraverso la via delle proteine
Smad®. Le proteine della famiglia Smad appartengono ar@pi funzionalmente e
strutturalmente distinti:
= Smad attivate dal recettore (R-Smads: Smadl, 5s@cifiche per labone
mor phogenetic protein BMP; Smad2, 3 specifiche per il TGfactivina)

= Smad co-attivatorie (Smad4)
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= Smad inibitorie (Smad6, 7)
In seguito al legame di T@Fcon la componente Il del suo recettore (B&H), la
componente | del recettore (T@R) viene attivata e fosforila le proteine R-Smdmk c
formano omo-oligomeri che si convertono velocemeinteetero-oligomeri contenenti
Smad4. Il segnale attivato dal T@kiene modulato dalla Smad7 endogena (Figura 2).
Questa Smad inibitoria si lega stabilmente al tecetl a livello della membrana cellulare
e compete con le Smad?2, 3 per l'attivazione dedttere prevenendo la loro fosforilazione

e bloccando la trasduzione del segnale.
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Figura 2: Via di trasduzione del segnale mediata d@GFB. TGF3 si lega al recettore IITBR II) che
dimerizza con il recettore MBR 1) che attiva le Smad2/3 fosforilandole. Ndbama attivata Smad2/3 si
legano alla co-Smad ( Smad4) e migrano nel nucke@fivare la trascrizione dei geni del collagdraevia
& controllata dalle Smad inibitorie Smad 6/7. Mindifa da Derk, 2063

Smad7 puo antagonizzare il segnale di BGiche reclutando l'ubiquitina ligasi E3 al
recettore favorendone [l'ubiquitinazione e la susses degradazione proteasoma-
dipendente oppure reclutando le istondeacetiladDAE) ai geni target riducendo

I'acetilazione istonica e reprimendone in questamta trascrizione. Alla luce della sua
importanza come regolatore negativo endogeno deflanon sorprende che, oltre ai
membri della famiglia TGP, anche altri segnali extracellulari possano regaar

I'espressione (TN&, INFy, UV e norepinefrina).
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Le proteine R-Smad e Smad4 nelle cellule normatiosabiquitarie e risiedono
principalmente nel citoplasma, ma dopo stimolaziammmn TGH sono rapidamente
importate nel nucleo dove attivano la trascrizidngeni specifici. Nei fibroblasti umani,
sono stati caratterizzati numerosi elementi e ffatth trascrizione implicati nella
regolazione dei geni del collagene | che é il gibandante collagene dei mammiferi e
consiste di due catenal e a2, che sono espresse in coordinazione. Studi sedji@ne
promotrice del collagene2 hanno indicato che la stimolazione da parte dFd @i tale
promotore € mediata dal legame di Smad3/Smad4 adsaquenza del DNA di 5-bp,
CAGAC, chiamata&8mad binding element che e presente nei promotori di molti geni BGF
regolat?*. Poiché I'affinitd di legame a queste sequenzepade di Smad3 & bassa,
I'attivazione trascrizionale richiede I'assemblaggidi un complesso con fattori
trascrizionali legati a siti adiacenti. La listai geartner trascrizionali delle Smad include:
fos-jun, Spl, FAST-1, TFE-3, ATF-2 e GATA-3. SmairlBeragisce fisicamente con i
coattivatori p300 e CBP che hanno attivita istotiticasferasica intrinseca (HAT).
L’acetilazione enzimatica HAT-mediata debre istonico induce lo scioglimento della
cromatina aumentando I'accessibilita dei fattodastrizionali al DNA e stimolando la
trascrizione dei gertarget. Alternativamente le Smad legate al DNA reclutagaressori
trascrizionali, uno di questi & una proteina chiei&F S interacting factor (TGIF) che, a
sua volta, interagisce fisicamente con le HDACedlutamento di una HDAC da parte del
TGIF ai genitarget specifici risulta in una compattazione della stn& del nucleosoma
che limita 'accesso dei fattori trascrizionali RNA e risulta in una repressione della
trascrizione del genrget.

In ogni caso, non tutte le risposte TIEgate alla fibrosi sono Smad mediate, per
esempio la stimolazione di fibronectina coinvolgevia di traduzione del segnale JNK;
inoltre mentre linduzione di CTGF nei fibroblastiormali € mediata da Smad3,

I'upregolazione di CTGF nei fibroblasti sclerodeciré indipendente dalle Sntad>

La via di Smad e alterata nella SS

La via delle Smad é costitutivamente attivata deordini fibrotici e vari
meccanismi sono stati proposti per spiegare talerfend”. Il primo consiste in un difetto
nella modulazione della via da parte della proténibitoria Smad7 la cui espressione €
spesso elevata nelle malattie infammatorie de#stino ed associata ad una ridotta
responsivita al TGE e ad un aumento della secrezione di citochinenfiamnmatorie. Al

contrario, in altri disordini come la sclerodermi&spressione ridotta di Smad 7 porta ad
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un’iperattivazione della via e ad una risposta ameoal TG nei tessuti danneggiati
{Dong 2002 #146}. Un altro potenziale meccanismo e l'attivazion#ladeia del segnale

in assenza della citochina T@GZFNei fibroblasti sclerodermici sono state ossexvat
un’aumentata fosforilazione e un accumulo nucléa®mad?2/3 endogene in assenza dello
stimolo esogeno e cid puo essere il risultato ddlfaolazione da parte di T@Fprodotto

in maniera autocrina. In questi fibroblasti, ineltta rete di microtubuli del citoscheletro &
distrutta e ci0 suggerisce che [l'alterazione ddlidulina comporti il sequestro e
'accumulo delle Smad da parte del citoscheletroagsenza di stimolo. Un ultimo
meccanismo considera l'elevata trascrizione dei dehcollagene causata da un’elevata
interazione di Smad 3 costitutivamente fosforileta i cofattori Spl e p300 nei fibroblasti

sclerodermici-.

Miofibroblasti

Una caratteristica unica dei fibroblasti espiandaie lesioni di SS é I'acquisizione di un
fenotipo anormale, caratterizzato da un aumentia deitesi del’lECM e dall’espressione
di un marcatore dei miofibroblasti, afactina del muscolo liscio a(SMA)>. |
miofibroblasti, in condizioni fisiologiche, si trano nei polmoni e nello stroma del MO,
mentre durante i processi di riparazione tisswtal® la principale popolazione, anche se
transiente, del tessuto di granulazione. Nei tessudiammati della sclerodermia i
miofibroblasti potrebbero provenire da compartimestlulari multipli infatti, oltre che
dai fibroblasti residenti potrebbero provenire gabgenitori mesenchimali reclutati dal
MO o dalla circolazione inoltre, altre popolaziagi cellule residenti, come le cellule
epiteliali, potrebbero servire da fonte alternatisia cellule simil-fibroblastiche. La
transizione epitelio-mesenchima e un fenomeno beatterizzato durante il danno renale.
Nella SS TGB & l'unico responsabile di questa transizfSneAltri progenitori di
fibroblasti nella SS sono i periciti, cellule deicmovasi che mantengono l'integrita e la
funzione microvascolare regolando ed essendo regtdd’'endotelio. La transizione dei
periciti vascolari in cellule miofibroblastiche nosolo contribuisce direttamente alla
fibrosi, ma promuove anche I'espansione ed il didifieiamento dei fibroblasti residenti

immaturi in miofibroblast’.
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1.1.5 Trattamento

La terapia della SL rappresenta un altro problastara aperto. In letteratura sono
state pubblicate molte relazioni di casi, ma padchal clinici controllati. Gli approcci
terapeutici sono mirati a :

* immunomodulazione;

» cambiamento del tono vascolare;

» controllo della fibrosi.
| trattamenti della SS sono stati utilizzati andeda SL, ma non si ha prova che essi siano
effettivamente efficaci. Nell'ultimo studio conttato, I'uso dell'interferoner non si é
rivelato migliore rispetto al placebo, ma si & détnato utile nel prevenire la comparsa di
nuove lesiont. Sono risultati essere efficaci la D-penicillamita sulfasalazina e gli
steroidi oralff®. Sono stati utilizzati i raggi UV, ma la loro reakfficacia non & stata
confermata in studi controllati. Sono stati utiiizin vari casi la vitamina D e i suoi
analoghi, per via topica o sistemica, con risuliatoraggianti, ma nell’'unico studio
controllato non & risultata pitl efficace del plaz®@b

In tre studi, basse dosi di metotrexate (MTX), pier orale o0 sottocutanea, sono
state associate a corticosteroidi, con risultatbiaggiant®>®%°3 || MTX (4-aminno-N10-
methylpteroyl glutamic acid) € un analogo dell’acido folico ed é gia largareeuntilizzato
per il trattamento di un’altra importante malatiioimmunitaria che é l'artrite reumatoide
(RA) ** Molti meccanismi farmacologici dell’azione del MTsono stati suggeriti inclusa
I'inibizione della sintesi delle purine, la promoare del rilascio di adenosine, l'inibizione
della produzione di citochine proinfiammatorie,sappressione della proliferazione dei
linfociti, della chemiotassi e dell’aderenza deiummefili e la riduzione delle
immunoglobuline sieriche, tuttavia il meccanisma peguale esso a basse dosi modula

I'inflammazione nella RA non & ancora noto.
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1.2 Linfociti Natural Killer (NK)

1.2.1 Caratteristiche morfologiche

II' SI innato ed adattativo contribuiscono allaedd dell'ospite dalle infezioni
intracellulari. Un’efficiente risposta immunitaradattativa dipende dalla presentazione
dell’Ag che avviene per mezzo delle molecole dehplesso maggiore di istocompatibilita
I (MHC-I). Le MHC-I classiche (HLA-A,-B,-C) sono igloproteine altamente polimorfiche
di 44kDa ancorate alla membrana e associate in araarmon covalente allf82-
microglobulina. Sono ubiquitinariamente espresseuite le cellule nucleate e la loro
principale funzione e quella di presentare i pemgitiogeni di 8-9aa ai linfociti T specifici
che esprimono il recettore TGR e il co-recettore CD8. Il riconoscimento di un pep
esogeno (virale, batterico o di altri agenti infeéftpresentato da una cellula presentante
I'antigene (APC) per mezzo di un HLA-I, insieme’iathaggio del co-recettore CDS8 e di
altri co-recettori, induce la funzione effettricelle cellule T verso le cellule infettate. Oltre
agli antigeni HLA classici, esiste un gruppo di sudle meno polimorfiche chiamate
molecole HLA non classiche (HLA-E,-F,-G); anch’essmo glicoproteine ancorate alla
membrana, ma il loro profilo di espressione tiseuta piu ristretto: HLA-E e -G sono
specificamente espressi nella decidua materna @ulargravidanza dove i classici HLA
non sono espressi e vengono riconosciute da aleaeitori delle cellule NK, mentre poco
si sa riguardo ad HLA-F. | processi dellimmunida#tativa appena descritti impiegano un
certo tempo per avvenire, percio € necessaria finigfte immunita innata per proteggere
I'ospite durante questo periodo.

Le principali componenti della risposta immunigamnata sono i linfociti NK che
sono in grado di uccidere, senza una precedent@bdeazazione, le cellule autologhe
infettate da virus e le cellule tumorali. Essi apgagono alla famiglia dei grandi linfociti
granulati (LGL) e rappresentano il 10-15% di tutlinfociti del sangue periferico; nello
stato quiescente hanno un diametro medio dum;8mentre nello stato attivato di 10-
12um e sono riconoscibili, dopo colorazione con Mayivald-Giemsa, non solo per il
nucleo reniforme, ma anche per la presenza nedlagma di granuli azzurrofili (Figura 3).
Poiché molte delle molecole di superficie espresgke cellule NK sono presenti anche
sulle altre cellule ematopoietiche, quello che idggie le NK dalle altre cellule
mononucleate del sangue periferico (PBMC) é lagmes sulla loro superficie di una

combinazione unica dei marcatori CD56, CD16 (ckhenosce il recettore Fc per le IgG,
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FcgRIIl) e CD2 e I'assenza dei marcatori CD3, C@ldelle Ig di superficie. Non tutte le
cellule NK esprimono questo fenotimonsensus e sono stati individuati dei sottogruppi
CD56" CD16 e CD56CD16 che sono funzionalmente diversi tra [5raAltri marcatori di
superficie espressi sulle cellule NK includonoceitettore per I'lL-2 (IL-2R); altri recettori
Fc (FcR); molecole d’adesione (CAM) tra cui (2-integrine sono importanti per
I'attivazione cellulare e per la trasduzione debrsde, mentre leBl-integrine, in
particolare VLA-4, VLA-5 (recettori per la fibrontga) e VLA-6 (recettore per la
laminina), partecipano all’adesione delle cellul&k Mille componenti della ECM e
nell'interazione NKtarget; vari antigeni attivatori come HLA-DR, il recet®rmer la
transferrina (CD71), CD69 e la molecola inducerd#ivazione Leu-23; infine, recettori
clonotipici per il legame alle cellukarget, la cui natura rimane controversa. Tali recettori
sono up- o down-modulati a seconda dello stato d’attivazione ¢atki L'IL-2R €& un
complesso di tre catene polipepticloe(p55), 3 (p75) ey (p64) espresse sulla superficie
delle cellule linfoidi. Ognuna di queste compongnid legare I'lL-2 indipendentemente
dalle altre, ma solo I'interazione @ipiuy oppure dia piu 3 piuy porta alla formazione di
recettori con alta affinita (da foa 10'M). Le cellule NK quiescenti esprimono
costitutivamente la caterfae solo un piccolo sottogruppo di cellule NK (CDR3>16-)
esprime I'lL-2R ad alta attivita. Dopo il legame diL-2 le cellule NK up-regolano
rapidamente I'espressione della cat@na producono le catereede novo che si staccano
rapidamente dalla superficie delle cellule NK (2R), cosi che i recettori IL-2R ad
intermedia affinitd sono individuabili sulle cekuNK stimolate con IL-4n vitro o nei
pazienti che ricevono una terapia con IL-2. Metdreatend3 svolge un ruolo importante
nell'inizializzazione del segnale, quelfae essenziale per l'internalizzazione del recettore
per la trasduzione del segnale indotto da IL-2rdlm®ntrollo del tasso di dissociazione di

IL-2 dal complesso recettoriale.
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Figura 3. Morfologia delle cellule NK. Le cellule NK (freccia) sono grandi linfociti grdati (LGL) e
rappresentano il 10-15% di tutti i linfociti delrggue periferico. Colorati con May Grinwald-Giemsas

riconoscibili per il nucleo reniforme e per la praga di granuli azzurrofili nel citoplasma.

1.2.2Caratteristiche funzionali
Le cellule NK sono dekiller selettivi che non attaccanostlf, ma eliminano le

cellule bersaglio suscettibili senza la necessghpilocessamento o della presentazione
dell’Ag da parte di MHC Il meccanismo alla base dell'interazione tra cellNK etarget
€ ancora poco conosciuto e prevede:

e riconoscimento della cellukarget;

* legame alla celluléarget che € mediato da molecole d’adesione (CAM)

e attivazione e degranulazione attraverso il riarramgnto dei granuli citoplasmatici

e rilascio di enzimi proteolitici;

» lisi della cellulatarget.
Sembra che I'espressione di MHC-I sulle celkaleyet conferisca loro protezione contro la
lisi, mentre I'assenza o la riduzione di tale esgpi@ne induca suscettibilita alla lisi (ipotesi
del missing-self) (Figura 4). Le cellule NK sono in grado di ricaeere le molecole MHC-
| o le molecole MHC-I simili attraverso un’unicaaske di recettori che possono inibirne o
attivarne la funzione. Tali recettori sono in gradbp distinguere le cellule normali
autologhe da quelle allogeniche o trasformate cla@and perso odown-regolata
I'espressione delle molecole MHC-I. In questo cetdg certi virus citopatici hanno
sviluppato strategie per sfuggire al controllo eletlellule NK; HCMV, ad esempio,
produce diverse proteine dettaique short proteins (USP) che in seguito al legame con le
HLA-I, ne modificano la struttura tridimensionalest che non siano piu in grado di essere

riconosciute dai KIR specifici. Di conseguenzacédiule diventano suscettibili alla It
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Per quanto concerne le cellule tumorali, esse rgmo frequentemente HLA-I alterate
sulla loro superficie, ad esempio, piu dell’85% caicinomi metastatici sono caratterizzati
da una mancata espressione delle HLA-I e cuio helaesuscettibili alla lisi. Tuttavia,
I'inibizione da parte delle MHC-I non € sempre siéinte per prevenire la citotossicita
NK questo perché le cellule NK posseggono altrietieei funzionali di natura
prevalentemente attivatoria che operano attravensmeccanismo MHC-I indipendente:
infatti, quando le cellule tumorali o infettate dimus esprimono MHC-I a bassa densita
non impegnando a sufficienza i recettori inibitorsegnali da parte dei recettori attivatori
prevalgono e mediano la lisi della cellula infettat(figura 4). Quindi,
'immunosorveglianza dipende dalla capacita dedldute NK di riconoscere e uccidere i
loro target e le molecole HLA-I, interagendo con i recettoglld cellule NK (NKR),
rappresentano un importante meccanismo di contemll@ per questo che tutte le cellule
NK normali esprimono almeno un recettore inibitacfee riconosce gelf. Ritroviamo una
significativa eccezione nelle prime fasi della nnanione delle cellule NK che avviene nel
MO: le cellule NK immature non esprimono i NKR , mealo i recettori attivanti e un
efficiente macchinario citolitico. La ragione peati exon uccidono le cellule del MO di
passaggio € lattivazione di un meccanismo di @iotee che sembra coinvolgere il
recettore 2B4. 2B4 e NTBA sono membri della fanai@iD2 e hanno una funzione duale,
attivatoria e inibitoria, che dipende dalla disgmiita di proteine regolatorie a valle della
via di trasduzione del segnale chiamate SAP (pretassociate a molecole che conducono
il segnale nei linfociti). Le proteine SAP si legamlla porzione citoplasmatica del
recettore 2B4 o NTBA e conducono un segnale cheapailf’attivazione delle NK.
L’assenza di SAP, un difetto molecolare tipico maypatologia linfoproliferativa legata al
cromosoma X (XLP), risulta in un legame della fos$a SHP-1 a 2B4. L'attivazione di
SHP-1 provoca la defosforilazione di molecole aliatoinvolte nelle vie d’attivazione,
bloccando cosi la citotossicita mediata dalle ¢elINK. 2B4 e espresso nelle NK
addirittura nelle prime fasi del loro differenziamt@ mentre SAP viene espressa solo negli
ultimi stadf”’.

Ci sono altre funzioni delle cellule NK biologicante e fisiologicamente
importanti come ad esempio il fatto che tra i lzifosono le prime ad attivarsi e ad andare
incontro ad espansione in presenza di IL-2. In isegall’attivazione, le cellule NK
sviluppano strutture di membrana chiamate podosdmi facilitano il loro movimento
lungo le superfici solide e il loro legame alle fg@ine della ECM; cio e associato a

cambiamenti nell’espressione dei marcatori di atione e delle CAM sulla superficie.
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Inoltre, le cellule NK attivate sono in grado diogurre varie citochine sia di tipo Thl
come INFy, TNFa, GMCSF, sia di tipo Th2 come IL-5, 10, 13 noncl@&HB. Inoltre, up-

regolano I'espressione di recettori per fattoriraf@attici, citochine, fattori di crescita ed
ormoni e sono in grado di produrre enzimi alcuni geali rimangono associati alle
membrane cellulari e sono coinvolti nelle interaziocellula-cellula, altri sono

intracellulari e vengono rilasciati durante la.lisi

o= =
RECETTORE RECETTORE RECETTORE
ATTIVATORIO RECETTORE ATTIVATORIO INIBITORIO

INIBITORIO
HC-I

cellula autologa

LISI CELLULA

| TOLLERANZA AL SELF | INFETTATA

Figura 4. Meccanismo d'azione delle NKLe cellule NK sono dotate di recettori inibitoriechiconoscono
le MHC-I sulle cellule target autologhe, in questodo mediano la tolleranza pesdf. Le cellule tumorali
o infettate da virus esprimono MHC a bassa dem&itaimpegnando a sufficienza i recettori inibitooisi

che i segnali da parte dei recettori attivatorivptgono e mediano la lisi della cellula infettata.

1.2.31 recettori umani delle cellule NK (NKR)

Ogni cellula NK esprime un repertorio di recettioibitori ed attivatori e l'attivita
citotossica e regolata da un equilibrio tra segmpativenienti da questi recettori che
interagiscono con le molecole MHC-1 e MHC-I sinslille cellule bersaglio. Sono state
descritte tre principali famiglie di NKR:

* killer immunoglobulin Ig-like receptors (KIR) che riconoscono le molecole MHC-I
classiche;
* la superfamiglia deC-type lectine (KLR) che riconoscono le MHC-I non classiche

e le MHC-I simili;

e natural citotoxicity receptors (NCR) i cui ligandi rimangono ancora poco definiti
Infine, un’altra classe di recettori € costituitai do-recettori, ma i loro ligandi e la loro

significativita rimangono sconosciute.
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KIR

| KIR sono la famiglia meglio caratterizzata traNKR®. Questa famiglia
comprende recettori inibitori e attivatori accofpzhe riconoscono in maniera specifica
differenti gruppi allelici delle molecole HLA-A,-BC (Figura 5). Strutturalmente i KIR
sono dotati di domini extracitoplasmatici immundglona-simili 21g-like e 3lg-like),
responsabili del riconoscimento delle HLA-1 e dindai intracitoplasmatici. Sono
classificati inlong e short a seconda della lunghezza dei domini intracitopdsin
(KIR2DL e KIR3DL, KIR2DS e KIR3DS): la coda intraoplasmatica lunga si associa
con un motivo ITIM (motivo inibitorio intracellularbasato su tirosina) e media un segnale
di tipo inibitorio, infatti in seguito al riconosoento di un ligando specifico viene
fosforilata sui residui di tirosina presenti neitmdITIM reclutando specifiche fosfatasi
con omologia Src (SH) 2 (SHP-1, SHP-2), esseng@lila mediazione di segnali inibitori.
La coda corta media segnali attivatori in seguita aua associazione con un motivo
ITAM (motivo attivatorio intracellulare basato swosina). Non esiste un KIR specifico
per ogni molecola MHC-I, ma ogni gruppo di KIR nmsce determinanti condivisi da un
gruppo di molecole MHC-I; inoltre, per molti alleHLA-A e -B non esistono KIR
corrispondenti che li riconoscano indicando cheejertorio dei KIR non e esclusivo per
gli allotipi umani classici. HLA-C e l'isotipo dtlasse | principalmente coinvolto nella
regolazione inibitoria delle cellule NK umane.

Un KIR particolare e il KIR2DL4 che riconosce lalecola MHC-I non classica
HLA-G dotata di limitato polimorfismo e di una distuzione tissutale unica, essendo
espressa sui trofoblasti fetali extravillosi cheradono la decidua materna durante la
gravidanza. A differenza di tutti gli altri KIR ctemno clonalmente distribuiti, KIR2DL4 e
espresso su tutte le cellule NK; nonostante lacak intracitoplasmatica lunga, agisce
come un recettore attivatorio mediando la funzidnprodurre INFy senza attivita litica e
questa funzione attivante non dipende dalla se@udiiM bensi da un dominio
transmembrana intatto. La precisa funzione di questettore non € chiara: un’ipotesi é
che possa mediare la tolleranza del feto emiallicgea la vascolarizzazione al sito di
impianto tramite secrezione di INEurante la gravidanza.

Il repertorio dei KIR espressi dalle cellule NKuh individuo non dipende dal suo
tipo HLA, ma e determinato dal suo genotipo KIRgdni che codificano HLA e KIR
segregano in maniera indipendente. Sono stati ichaiti 15 geni KIR localizzati sul
cromosoma 19p13.4 nel complesso del recettordedenciti (LCR). Esiste un’estesa

variabilita aplotipica nel numero e nel contenuéd geni nonché un’elevato polimorfismo
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allelico per i geni KIR di un individuo. Sono statidividuati due gruppi principali di
aplotipi KIR umani, I'aplotipo A e I'aplotipo B, ibase alla distribuzione e al numero di
geni KIR attivatori e inibitori. Sia il gruppo degplotipi A che il gruppo degli aplotipi B
contengono parecchi KIR inibitori, tuttavia I'aplod A e principalmente inibitore avendo
solo KIR2DS4 e KIR2DL4 come geni per i recettortivatori. Invece, I'aplotipo B
contiene diverse combinazioni di geni KIR attivatdraplotipo A € piu comunemente
espresso in omozigosi rispetto all’aplotipo B cliene espresso solo in eterozigosi. | geni
KIR di un individuo sono polimorfici, cosi avviermbe gli aplotipi KIR che sono identici
per contenuto genico differiscano significativaneeatlivello allelico. In conclusione, il
contenuto di geni KIR, il polimorfismo allelico @ lcombinazione di aplotipi materni e
paterni contribuiscono ad una diversita signifieatnel genotipo KIR di un individuo.
L’espressione dei geni KIR nelle cellule NK umaneiane in modo clonale. Studi su
cloni di cellule NK di individui normali hanno maato che sulle cellule di un dato
individuo possono essere espressi da 1 a 8 differerettori provenienti da tutti i geni
KIR attivatori o inibitori presenti in un dato gdmmw. Questo processo sembra essere
casuale e coinvolge il silenziamento genico perzoa# un meccanismo di metilazione
del DNA. Inoltre, il possesso di un gene KIR fumm@ate non significa che esso sara
espresso sulle cellule NK di un individuo.

KLR

| recettori appartenenti a questa famiglia soeooelimeri costituiti da una subunita
comune (CD94) covalentemente legata ad una catdipeeptidica NKG2, codificata da un
gene della famigli&-type lectine. La loro funzionalita specifica risiede nei domimira ed
extracitoplasmatici delle molecole NKG2 ed esistdntrascritti correlati apparteneti alla
famiglia genica NKG2 localizzati assieme al gene9@&el cromosoma 12p12.3-13.1.
Essi sono NKG2A (e la sua variante ghlicing NKG2B), NKG2C, NKG2E (e la sua
variante NKG2H) e NKG2F. Di questi solo CD94/NKGZAun recettore inibitorio in
quanto la subunita NKG2A possiede una coda intplasmatica lunga con un motivo
ITIM, mentre CD94/NKG2C € un recettore attivatopoiché la catena NKG2C possiede
una coda intracitoplasmatica corta che si assatiana proteina adattatrice che porta un
motivo ITAM. Entrambi riconoscono le molecole MHGwN classiche HLA-E (Figura5).
A tale famiglia appartiene anche il recettore attvio NKG2D il cui gene pur trovandosi
tra quello per CD94 e quelli per NKG2A-E sul cromosm 12p12.3-13.1, ha solo una

piccola omologia di sequenza con NKG2A-E. Diversaimealalle altre molecole NKG2

-36 -



non si associa con CD94 per formare eterodimerienegpresso come omodimero e la
trasduzione del segnale avviene attraverso l'agzmeie del suo dominio intracellulare
con una proteina adattatrice, DAP10, che reclutdéoinositolo 3 chinasi (PI3K) dopo
fosforilazione. NKG2D é costitutivamente espresadudte le cellule NK e da quasi tutte
le cellule T esprimenti la formg del TCR (¥3)%. | ligandi per NKG2D includono i
peptidi polimorfici MHC-I simili (MIC-A, -B) e le poteine che legano ULB16 (ULBP) del
HCMV. Queste molecole, in genere, non sono espraside cellule normali, hanno una
distribuzione tissutale ristretta all’epitelio istmale in condizioni di stress, ma possono
essere indotte anche in tipi cellulari permissoéliule endoteliali, cheratinociti, fibroblasti
e monociti, ma non nei linfociti CD4, CD8, CD19) seguito ad infezioni virali o
batteriche, trasformazione neoplastica e proliferez L'espressione di questi ligandi
rappresenta un segnale dis#df alterato o di pericolo per il sistema immunitanaoato in
seguito al quale vengono promosse le risposte e gelle cellule NK e .

Un altro recettore che riconosce le molecole MH@sh classiche sulle cellule
bersaglio e ileukocyte immunoglobulin like receptor 1 (LIR1) appartenente alla famiglia
immunoglobulin like transcripts (ILT) i cui componenti sono espressi principalneestille
cellule mieloidi, sulle cellule dendritiche e suifbciti B. LIR-1 & un recettore inibitorio

espresso anche sulle cellule NK e che riconosei e G (Figura 5).

HLA-C HLA-B HLA-A HLA-6 HLA-E

_————- Immunoreceptor tyr-based inhibitory motif !

ITAM  Immunoreceptor tyr-based activatory motif |

Figura 5. Specificita HLA dei NKR.
I KIR riconoscono sulle cellule bersaglio le molecéiLA classiche (HLA-A, -B, -C), i recettori LIR-1

riconoscono le molecole non classiche HLA-G, mehKER quelle non classiche HLA-E.
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NCR

I NCR sono recettori di natura attivatoria comugtira immunoglobulino-simile. Ne
sono stati descritti 3, Nkp30, Nkp46 e Nkp44 e sesdusivamente espressi dalle cellule
NK; in particolare NKp46 e NKp30 si trovano sullapgrficie delle cellule NK sia nello
stato quiescente che attivato, mentre Nkp44 & ssprsolo sulla superficie delle cellule
NK attivate. Questi recettori hanno un ruolo crieciaell’'uccisione delle cellule tumorali.
L'importanza dei NCR é stata osservata in paziaffgtti da leucemia mieloide acuta
(AML): le cellule leucemiche esprimerebbero unargita insufficiente dei ligandi per i
NCR e questo le renderebbe resistenti alla citiitgslelle cellule NK*.
Nonostante sia noto il ruolo dei NCR nella difesitamorale e antivirale, poco si sa sulla
natura dei loro ligandf. Recentemente, il gruppo di Arnon ha dimostrate bp46 e
NKp44, ma non NKp30, si legano in maniera speciit&magglutinina (HA) del virus
dell'influenza (IV) e allemagglutinina neuroamirisi del Sendai virus (SA" Il legame
e diretto, avviene tra I'HA e residui sialilati neiomini prossimali dei recettori e
rappresenta una caratteristica generale conseineata molecole di HA derivate da vari
ceppi viralf®. Dall'altra parte, & stato individuato un ligandoale anche per NKp30 che &
pp65, la principale proteina tegumento del HCM\bltre, alcuni studi hanno rivelato che
gli eparan solfati associati alla membrana potreblessere riconosciuti da NKp30 e
NKp46 . In particolare NKp46 riconosce il motivo AIS (proteoglican eparan solfato) di
membrana rendendo possibile la lisi delle celluradral®’’. Oltre a cellule neoplastiche
e a cellule infettate da virus, le cellule NK passdisare cellule infettate da batteri oppure
inibire la crescita batterican vitro e produrre INF che agisce sui macrofagi inducendo
resistenza alle infezioni batteriche intracelldfarL’infezione umana dalycobacterium
tubercolosis fornisce un modello per lo studio della rispostaniunitaria innata ai patogeni
intracellulari. Sembra che le cellule NK lisino ionociti infettati daMycobacterium
Tubercolosis per mezzo di NKp46 e NKG2D. NKG2D riconosce latpinoa UL16 sulle
cellule target, mentre NKp46 si lega per mezzo della vimentinaa proteina del
citoscheletro che mantiene I'architettura del dasmd®.

Co-recettori

Un altro gruppo di molecole di superficie possaoatribuire all’attivazione e alla
citotossicita naturale delle cellule NK e la lompacita di trasdurre il segnale dipende, in
molti casi, da un ingaggio simultaneo di altri ié@e attivatori e per questo motivo, sono

meglio classificati come co-recett®il recettori 2B4 e NTBA possiedono una funzione
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duale opposta, attivatoria e inibitoria, che diperdilla disponibilitd nella loro via di
trasduzione del segnale di molecole SAP che sosenemli per la funzione attivante di
2B4. In condizioni normali, la coda intracitopladioa di 2B4 lega le SAP mediando un
segnale di natura attivatoria mentre, in assenz&AlP, viene trasdotto un segnale
inibitorio. 2B4 e espresso sulle cellule NK, saidiciti Tyd, nonché sul 50% dei linfociti T
CDS8’. Nel topo e nelluomo, 2B4 si lega alla molecol®48 che & diffusamente espressa
sulle cellule ematopoietiche e la sua espressianarentata in seguito a infezione virale o
in seguito a stimolazione da parte di INFB, y. Mentre nelle NK murine questo recettore
ha funzione inibitoria, nelle cellule NK umane h@aZione attivatoria o co-stimolatoria per
altri recettori®’ 8182

Un altro recettore di natura attivatoria & stadaaminato molecola accessoria | di
DNAX (DNAM-I). Il gruppo di Bottino ha individuato ligandi che sono due membri della
famiglia delle nectine: il recettore del poliovir(BVR/CD155) e la nectina 2 (CD112)
Entrambe queste molecole sono espresse abbondattesutle linee cellulari tumorali
comprese quelle dei carcinomi, melanomi e neurtdotais La lisi delle cellule di
neuroblastoma, ad esempio, dipende dall'interazetmeéNCR con i loro ligandi; infatti, le
cellule che non lo esprimono sono resistenti, neemuelle che lo esprimono sono

suscettibili alla lisi da parte delle cellule NK.

1.2.4 NKR e autoimmunita

Il mantenimento dellimmunosorveglianza sulle gldlinfettate o trasformate senza
provocare reazioni autoimmuni € una proprietamggca delle cellule NK che svolgono
guesto ruolo per mezzo di una regolazione negatevgarte di recettori inibitori che
riconoscono le molecole MHC-I sulle cellule normdber evadere questo controllo le
cellule trasformate o infettate possono diminuiespressione dei ligandi per i recettori
inibitori 0 aumentare I'espressione di quelli perrecettori attivatori. Il bilancio
nell’espressione di ligandi attivatori e inibitateterminera se la cellula sara tamget
dell’eliminazione mediata dalle cellule NK (Figuta In varie patologie autoimmuni quali
il lupus eritematoso sistemico (SLE) e la sindraingjogren é stata descritta riduzione del
numero e dell’attivita citotossica dei linfociti NKAnormalita nel numero e nell’attivita
delle cellule NK sono state riportate anche neSar8a con risultati contrastafitill modo
in cui queste cellule mediano fenomeni di autoimitéua attualmente oggetto di studi che
indicano che alcuni NKR potrebbero essere impfitatAd esempio, lo sviluppo

dell’artrite psoriatica € associato all'espressidneerti alleli HLA contemporaneamente a
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certi KIR attivatori in assenza dei KIR inibitori @0 e stato osservato anche per lo
sviluppo della S%.

E’ opinione corrente che i recettori attivatomrsd evoluti da recettori inibitori in
risposta alle infezioni virali. Un caso esemplar@apgpresentato dal recettore 2B4 che nei
topi & inibitorio mentre negli uomini & attivatotio Si pensa che originariamente la natura
di 2B4 fosse inibitoria, ma che con l'espressioredled proteine SAP, sia diventato
attivatorio. Sembra che 2B4 umano abbia manteriigoa potenziale inibitorio che pero
potrebbe aver assunto un ruolo minore nelle ceNifeumane nel corso dell’evoluzione
con l'associazione delle SAP ed e possibile chiit@ione attivante di 2B4 sia evoluta
grazie alla presssione selettiva da parte delleziahi virali; se questo fosse vero, il piu
probabile candidato sarebbe il virus Epstein BEB\(). Studi epidemiologici dimostrano
un’alta carica di EBV nella popolazione umana (gal 99% di sieropositivita in alcune
popolazioni). Si e osservato che i linfociti B itiégi da EBV up-regolano il ligando di
2B4, la molecola CD48, per azione di una proteina@le’ che agisce suéihhancer del gene
CD48; taleup-regolazione potrebbe essere stata usata perrattvaellule NK piuttosto
che per inibirle. L'importanza di 2B4 come recettattivante nell'infezione da EBV e
evidente dall’'alta mortalita della sidrome XLPD @ui I'attivazione delle cellule NK
tramite 2B4 e difettiva. Con 2B4 funzionante conmerecettore attivatorio le cellule NK
umane devono aver perso il livello di tolleranzasdf mediato da 2B4-CD48 e cio
potrebbe aver diminuito la soglia d’attivazione leleNK e potrebbe aver condotto
allautoimmunitd®. In conclusione, secondo tale ipotesi, le malatietoimmuni
potrebbero essere il prezzo pagato da un organgmmnaenere a bada l'infezione virale
originaria e il beneficio derivante dal controlleltinfezione deve essere stato maggiore
rispetto alla perdita dell’auotimmunita generatajdasto cambiamento.

Ci sono altre evidenze del fatto che le cellule piissono essere responsabili di
fenomeni di autoimmunita: per esempio, esse poss@eyvere segnali attivatori e
diventare autoreattive in seguito all'interazioran cellule dendritiche autologhe, cellule
stromali del MO o fibroblasti della peff&®’. Le cellule dendritiche (DC) sono cellule APC
che, in seqguito al legame e al processamento dvifedi o batterici, sono in grado di
stimolare i linfociti T a proliferare ed a produrcgochine inflammatorie comprese IL-1,
IL-12, IL-18. Le cellule NK attivate da IL-2 legante DC autologhe attraverso
I'interazione tra ICAM 1, espresso sulle APC, e UFAl suo recettore, espresso sulle
cellule NK portando all’attivazione della chinasidalcio calmodulina (CAMKII), alla

degranulazione ed al rilascio extracellulare difgy@ra e granzimi, ma l'uccisione delle
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DC autologhe pud essere indotta anche dall'attivezzidella PI3K che avviene in seguito
al legame mediato dai NCR ed € stato dimostratdatisi delle APC correla fortemente
con la densita di superficie dei NCR e che clonicdilule NK che esprimono basse
quantita di NKp30 e NKp46 oppure 'uso di speci#@dMo che mascherano la funzione di
NKp30 e NKp46 riducono fortemente, se non aboliscda lisi delle APE, Le cellule
NK possono danneggiare anche cellule stromali d@l (BMSC) o fibroblasti ottenuti da
biopsie di pelle (SF). Anche questa interazioneene per mezzo del legame tra ICAM1-
LFAL e attiva le cellule NK che producono varieochine proinflammatorie quali INF
TNFa, IL-10 e IL-183. Anche questa funzione sembra essere mediata G& B da
NKG2D che riconoscono sulle cellule stromali e lwoblasti le molecole MIC-A e la
proteina leganteUL16, ULBP3.

Un altro meccanismo che potrebbe spiegare lirmmrg dei fenomeni di
autoimmunita € mediato da NKG2D. NKG2D é espressoitte le cellule NK umane e sui
linfociti Tc e lI'acquisizione del suo ligando MIQil&a superficie delle celluléarget puo
condurre ad una rottura della tolleranza nel momémtcui esso sia indotto in maniera
aspecifica da un processo inflammatorio. Dati tefatura supportano fortemente l'ipotesi
che la via d'attivazione di NKG2D partecipa alldlsppo di disordini immunomedia&fi®
Il coinvolgimento di NKG2D e dei suoi ligandi nellmalattie autoimmunitarie fu
individuato per la prima volta nell’artrite reumatte (AR). Da allora, vari lavori hanno
mostrato che la severita del’lAR correla con I'espane, nel sangue periferico e nei
tessuti sinoviali, di una popolazione di linfoditiCD4" privi della molecola costimolatoria
CD28, ma esprimenti il recettore NKG2D, normalmemissente nei CD4 la cui
espressione & indotta da T®ME IL-15 abbondanti nelle sinovie infiammate deiipat®.
NKG2D riconosce i ligandi MIC espressi in manielderrante sui sinoviociti stimolando
la proliferazione ed il rilascio di INF da parte dei CD4+CD28-autolodhi Il
coinvolgimento dell'interazione NKG2D-MICA é statadividuato anche nella distruzione
dell’epitelio intestinale da parte dei linfociti traepiteliali (IEL) in un’altra patologia
autoimmune, la celiachia. Le molecole MICA sono aidantemente espresse sulla
superficie epiteliale dei pazienti affetti da ceha, tale espressione e indotta dalla
gliandina attraverso un meccanismo in cui e coiavbIL-15. Cio stimola l'attivazione
diretta degli IEL attraverso l'ingaggio di NKGD admcendo ad una citotossicita nei
confronti delle cellule epiteliali bersaglio ed Beguito all'attivazione della risposta
adattativa da parte dei CBJ8
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1.3 Progenitori endoteliali (EPC)

1.3.1 Rigenerazione dell’endotelio vascolare

L’endotelio vascolare rappresenta un confine dinartra il circolo sanguigno ed i
tessuti circostanti. Esso agisce come superficieau®siva per le piastrine ed i leucociti e
produce una varieta di fattori regolatori, comgtestaglandine e I'ossido nitrico (NO). |
soggetti sani hanno un basso ricambio dell'endmtell un basso numero di cellule
endoteliali mature (EC) circolanti, ma lo stress dknno acuto dell’endotelio lo fa
aumentare rapidamente. La rigenerazione dell’efidot@ascolare puo avvenire dalla
migrazione e proliferazione delle EC mature secondoprocesso detto angiogenesi.
Tuttavia la capacita delle EC di sostituire I'eralmt danneggiato € limitata poiché sono
cellule terminalmente differenziate e dotate di sbaspotenziale proliferativo, di
conseguenza tale processo necessita del suppatto tipi cellulari.

Nel sangue periferico degli adulti esiste un giqttounico di cellule circolanti che
derivano dal MO con proprieta simili a quelle degtigioblasti embrionali che hanno la
capacita di proliferare e differenziarsi in celll € mature. Queste cellule sono definite
progenitori endoteliali (EPC) ed hanno la capaditindurre e di modulare I'angiogenesi,
di stimolare la rigenerazione dei vasi del sangaendggiati oppure di indurre la
vasculogenesi con cui si indica la capacita di fmennuovi vasi del sangue senza la

necessita di quelli preesistenti in aree con radafiporto d’ossigeno (Figura 6).

DANNO
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riparazione MANTENIMENTO
danno vascolare |:> DELL' OMEOSTASI
Ischemia (A IDOLLD VASCOLARE
6F |:> OSSEO _'@_'Q' '@
HsC

X
EPO
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neoangiogenesi

—1 S

Figura 6: EPC, angiogenesi e mantenimento dell'omstasi vascolareLe EPC sono mobilizzate dal MO
da diversi fattori e, differenziandosi in EC matuseno responsabili della riparazione del dann@alase,

dei fenomeni di angiogenesi e anche di quelli dcwogenesi.
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1.3.2 Caratterizzazione

Nella gerarchia del sistema ematopoietico il teeriprogenitori” identifica cellule
con un piu basso potenziale differenziativo rigpetta cellule staminali, tuttavia, le EPC
posseggono caratteristiche di staminalita che dwio la capacita di rigenerarsi, la
clonogenicita e la capacita differenziafia La prima descrizione dettagliata
dell'isolamento dei progenitori endoteliali fu ripata da Asahara e collaboratori nel
1997°. Essi descrissero lisolamento dal sangue peciferiper mezzo di biglie
magnetiche, di cellule CD34he, piastrate su fibronectina, crescevano cortgle&on
caratteristiche endoteliali. Alcuni anni dopo, sostati definiti tre marcatori che
caratterizzano queste cellule: i marcatori stamil@D34 e CD133, e il marcatore
endoteliale VGFR2. Successivamente, Hristov e Welveposero uno schema per |l
differenziamento degli emangioblasti umani in ER@ase al cambiamento del profilo dei
marcatori d’espressiofie

1. gli emangioblasti del MO che davano origine alleCERirono definiti come
CD133, CD34, VEGFRZ;

2. le EPC precoci esprimevano, oltre ai marcatori tdimgnalita CD34 e CD133,
marcatori del lineaggio endoteliale, inclusopibtelet endothelial cell adhesion
molecule 1 (PECAM-1/CD31), mentre erano negative per altricatori endoteliali
come il fattore di Van-Willebrandt, VEGF, caderirtaselectina ed ossido nitrico
sintasi endoteliale;

3. le EPC tardive esprimevano ancora CD34, ma no€pili33.

Poiché le CE mature dei grandi vasi sono cellule3€2d esprimono VEGR2, VE-
caderina e fattore di von-Willebrand, sembra chededita di CD133 e, in seguito, di
CD34 rifletta la possibile trasformazione delle E€if€olanti in CE differenziate. Invece,
le EPC della microvascolatura continuano ad espan@D34. Non esiste una chiara
definizione del momento in cui le EPC diventandutelmature e totalmente differenziate
in vivo. Una possibilita e la perdita di CD34/CD133 e wmamcomitante o successiva
espressione del fattore di Von Willebrandt insiezor altri marcatori endoteliali specifici
e un possibile punto di partenza di questo procelerenziativo potrebbe essere la

migrazione dei progenitori endoteliali dal MO atiecolazioné®.
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1.3.3 Origine

La fonte meglio caratterizzata delle EPC sonoelkule staminali ematopoietiche
(HSC). Le HSC si trovano associate alle cellulemstli all’interno di nicchie nel MO
dove sono in uno stato quiescente e sono mobiéizrageguito all’attivazione di proteinasi
come l'elastasi, la catepsina G e le MMP. Questirentagliano proteoliticamente le
molecole di membrana responsabili per il legamédelPC alle cellule stromali del MO,
in particolare, le cellule stromali del MO esprinooih ligando kit (mKit-L) che si lega al
recettore c-Kit sulle EPC quando e nella sua fosalabile (sKitL). La metalloproteinasi
MMP-9 taglia mKitL in sKitL il quale interagisce noil recettore cKit mediando la
trasduzione del segnale essenziale per il diffeaemento e la migrazione delle EPC dal
MO *]Figura 7). | primi studi che evidenziarono cheH8C potevano dare origine a
cellule di natura endoteliale furono eseguiti isdia cellule CD34 o CD133: entrambe
gueste popolazioniin vitro, erano in grado di differenziare in EC se messedrie
condizioni che stimolavano il differenziamento etatiale °*°°  Altri studi evidenziarono
che liniezione di cellule CD34 e CD133 stimolawa neovascolarizzazione dei tessuti

ischemici nei modelli murint®1%

o, B2 Doy
XIF)?::R > € D —> (o ] cD31*
VE-cadherin® @ (o ] \”\I:-ledleﬁu‘
vWF* o vWF

EPC precoci EPC tardive

Figura 7. EPC derivate dal MO. La fonte principaledei precursori endoteliali sono le cellule staminal
ematopoietiche che vengono mobilizzate dal MO. Inalmente queste EPC hanno caratteristiche simil-
angioblastiche, ma una volta in circolo perdono i mrcatori di staminalita per acquisire quelli
endoteliali. Modificata da Hristov, 2003*,
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Anche le cellule mieloidi sono mobilizzate dal MOderivano dalle HSC e ci sono
numerose evidenze del fatto che esse possancetifiare in EE™, anche se dotate di pitl
bassa capacita proliferativa rispetto alle HSEGRE derivate da precursori mieloidi hanno
la stessa capacita di aumentare la neovascolaioreamei modelli sperimentai?
Esistono delle evidenze del fatto che anche lailleethesenchimali staminali (MSC) del
MO, in vivo, possano differenziare in cellule EC e contribugéa neoangiogenesi
103109Figura 8).

In aggiunta a quelle derivanti dal MO, altre p@zobni cellulari possono dare
origine alle EPC. Ad esempio, sembra che il tesadtposo ed il cuore possiedano cellule
staminali residenti in grado di differenziare in ,Cioltre cellule staminali possono
risiedere in altri tessuti adulti, tuttavia le lospecifiche proprieta sono spesso difficili da
stabilire a causa della loro eterogeneita e deliéicalta nella loro identificazione'®
1%9Figura 8).

Una ricca fonte di EPC e il sangue del cordone alitdle. Queste cellule sono
HSC CD34 e CD133, sono pit numerose di quelle del sangue perifegicooltivatein
vitro, sono in grado di differenziare in EC; sono dotiitan’elevata capacita proliferaitva

ed esprimono I'enzima telomerasi, una carattedasfinzionale che é rara nelle altre

popolazioni progenitric?”.
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Figura 8. Origine delle EPC. Le cellule EPC possonderivare dal MO, oppure da precursori mieloidi,

oppure da cellule mesenchimali staminali, oppure daellule staminali tessuto residenti. Modificata da

Urbich, 2004”".
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1.3.4 Isolamento e metodi di valutazione

Sono stati descritti due principali metodi pesdliamento delle EPC dalle cellule
mononucleat®®. La prima tecnica include I'analisi citofluorimie. Le EPC possono
essere isolate dal sangue periferico attraversoctee immunomagnetiche che prevedono
I'utilizzo di biglie magnetiche coniugate ad AcMpeifici per i marcatori di superficie
CD34 o CD133 (Figura 9). Il secondo metodo previedereazione di colturex vivo di
cellule mononucleate o CD34+ isolate da sanguefepe su piastre coperte con
fibronectina o gelatina in presenza di medium dmti®. Le EPC derivate da queste
colture appaiono come unita formanti colonie (CElUgellule aderenti disposte a cerchio
(round cell) con delle cellule filiformi, dotate di fenotipan@oteliale, che si irradiano dal
cerchio centrale. Le EPC CFU ottenute da una @Htub-7 giorni sono dette EPC precoci
e quelle ottenute da una coltura di 1-4 settimaR€ Eardive (Figura 9). La valutazione
delle caratteristiche angiogeniche delle EPC irelud saggio di migrazione basato sulla
capacita chemiotattica delle EPC ed un saggio duiaeali gel per valutare la capacita
delle EPC di formare tubuli da sole o in co-coltacan cellule endoteliali mature CD34
Inoltre, le EPC sono in grado di incorporare ligwipme acetilate a bassa intensita (Ac-
LDL) essendo dotate del recettore per LDL, e datedectine endoteliali specifiche.

Nonostante I'estesa attivita di ricerca attornquaste cellule, & sorprendente che
non ci siano ancora dei critetBndard accettati per la loro definizione; cio deriva tato
che non esistono studi sistematici che riguard@nwakiazioni fisiologiche del numero
delle EPC nei soggetti sani. La mancanza di uniaidefne rende difficile il confronto tra
diversi studi. | dati riguardanti il numero dei gemitori endoteliali nel sangue periferico
degli individui adulti sani non sono omogenei pe@ichi sono forti differenze nelle
procedure di isolamento utilizzate. Ad esempiono studio, dall'isolamento per mezzo di
biglie magnetiche coniugate all’anticorpo anti CD34no state ottenute 645 CD34+ per
ml di sangue partendo da 50ml di sangue perifemieatre in un altro studio, in base ad
un’analisi citofluorimetrica dei PBMC totali, la polazione di progenitori circolanti
endoteliali era di circa 3.000, 5.000 per ml diga*’. In un altro lavoro il gruppo di
Peichev, con l'utilizzo di un anticorpo anti-CD3dntugato a microbiglie, trovava che le
cellule CD133/CD34/VEGFRZ erano circa 0.002% dei PBMC totali, che corrispoad
circa 70-210 cellule per ml di sandueRagioni possibili per spiegare la scarsa omog&nei
dei risultati potrebbero essere le differenze nelume di sangue di partenza, nella
modalita di isolamento e nelle condizioni di codtudnoltre, un periodo di coltura di

parecchi giorni fino a settimane dei progenitorio ptambiare il loro fenotipo, le loro

- 46 -



caratteristiche di progenitori e il loro potenzigieoliferativo. Considerando le grosse
evidenze a favore delle EPC come marcatore (positivhegativo) per le malattie

cardiovascolari, sarebbe d’'aiuto definire un metsidmdard per identificare queste cellule.

mobilizzazzione
dal MO

y«
e
==
>4
SP

= Na

analisi in vitro analisi
MNG citofluorimetrica

e =
= R
=i A££®—>‘%'ﬁk

VEGFR2
1

conta del numero
conta delle EPC CFV di EPC nel SP

Figura 9. Metodi di isolamento delle EPC.

Le EPC possono essere valutate tramite analidlumtimetrica attraverso I'utilizzo di AcMo che n@mno

gli Ag specifici o con un’analisi in vitro che cdste nel piastrare i PBMC ottenuti dal sangue peidb su
piastre coperte con fibronectina. Le EPC che dedvda queste colture appaiono come unita formanti
colonie (CFU).Modificata da Miller-Kasprzak, 206%

1.3.5 Fattori che influenzano numero e funziona vivo

Vari fattori possono influenzare il numero e laZione delle EPGn vivo. Tra di
essi VEGF e SDF-1 hanno un ruolo cruciale nel ldifferenziamento, migrazione e
mobilizzazione dal MO. Il legame di VEGF a VEGFRZ2edra la proliferazione,
migrazione e sopravvivenza delle EPC SDF-1 & una chemiochina espressa in vari
tessuti compreso il polmone, i linfonodi, il fegatal MO. La sua espressione € aumentata
in condizioni di stress come lipossia e l'aumerdella sua espressione nei tessulti
ischemici porta ad un reclutamento di cellule emaigtiche, comprese le EPC, che
esprimono il suo recettore specifico CXCR4 sullpesticie™*

Altri fattori quali gli estrogeni sono in grado @iccelerare il processo di ri-
endotelizzazione dei vasi stimolando la mobilizaaei delle EPC dal M®® Alcuni
studiosi, ad esempio, hanno dimostrato che il teeper la leptina, un ormone prodotto

dal tessuto adiposo, € espresso nelle colture @ Ededive e che la leptina, ad alte
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concentrazioni, ha effetti sulla migrazione dellBG“ Le statine, gli inibitori della
biosintesi del colesterolo, sono in grado di aumenit numero delle EP{@ vitro ein vivo
nei modelli animali e sembra che questo effetto rsediato dall’'attivazione della via
PI3K/Akt™®. Anche I'eritropoietina (EPO), una citochina prtiti dai reni responsabile
per il differenziamento in senso eritrociatariocla produzione € influenzata dall’ipossia,
e un fattore in grado di regolare i livelli dellé*€. Il gruppo di De Groot ha osservato,
infatti, che il numero delle EPC nel sangue pegtedei pazienti affetti da insufficienza
renale avanzata diminuiva significativamente, ma@®/evano EPO umana ricombinante
(hrEPO) presentavano un significativo rilascio dillldle CD34 dal MO al sangue
periferica®.
Infine, molti studi hanno descritto I'influenza dicune condizioni patologiche sul
numero delle EP@ vivo:
= il loro numero e la loro attivita migratoria sondatte nel sangue dei soggetti con
fattori di rischio per le malattie delle arterieraparie (CAD) °**"**> |nvece,
l'infarto acuto del miocardio (AMI) € associato conobilizzazione di queste
cellule dal M3*® mentre traumi vascolari come il trapiantobgipass coronarico
inducono una rapida, ma transiente mobilizzaziaieuecursori endotelidfi®
= Le EPC provenienti da pazienti con diabete medittipo 2 sono caratterizzate da
una ridotta capacita proliferativa, ridotta addsive capacita di formare tubi

120121 inoltre, il numero e la funzionalita delle EPC $®amo

capillari in vitro
essere correlate con una complicanza del diabetipal?, ossia la malattia delle
arterie periferiche (PAD§**%

= | dati di questi studi dimostrano una deplezionendenero delle EPC nel sangue
periferico dei pazienti affetti da AR, un disordinassociato a rischio
cardiovascolare, che sembra essere inversamemdato con lo stato d’attivita

della malatti&d®**?>

1.3.6 EPC nella sclerodermia

La sclerodermia e una malattia caratterizzata ra grave ischemia tissutale. In
genere, lipossia tissutale induce la formazionendbvi vasi del sangue da quelli
preesistenti (angiogenesi) o de novo (vasculoggne® in questa patologia entrambi

questi processi sono difettd$it?°*?’ E’

stato odservato che nei pazienti affetti dailSS
numero delle EPC é diminuito e questa diminuzioséaéa correlata con le caratteristiche

cliniche di coinvolgimento vascolare come le ulcalie ditd?®*?® Nicoletta del Papa e
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collaboratori hanno dimostrato per la prima volte mella SS c’e un forte squilibrio nel
microambiente midollare che coinvolge sia il conipagnto endoteliale che quello
mesenchimale e cido pud giocare un ruolo importaeiéa vasculogenesi difettiva della
sclerodermi&®. Essi, infatti, hanno trovato che il numero d@&RC nel sangue periferico
era sensibilmente aumentato nei pazienti affetts8anelle fasi iniziali della malattia, ma
non in quelli in fase avanzata. | midolli di tutppazienti analizzati contenevano un ridotto
numero di EPC e di cellule stromali entrambe camionalita alterata. Sia i progenitori
endoteliali che quelli stromali esprimevano il o per il VEGF indicando che il MO
era fortemente indotto a differenziare in sensatgidle, majn vitro, solo le EPC isolate
dai pazienti nelle fasi precoci della malattia $ifedenziavano in EC. Il potenziale
angiogenetico delle cellule mesenchimali staminalipazienti con SS e stato studiato in
un altro lavoro in cui viene formulata I'ipotesiechi fallimento nella riparazione del danno
endoteliale in seguito ai danni correlati alla $®¢gbbe essere legato ad un’alterazione nel
differenziamento endoteliale delle cellule mesemetii staminalff*°.
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2. Scopo della tesi

hY

Lo scopo primario di questo studio e stato quelloadprofondire il ruolo
patogenetico del Sl nella JLS. A tal fine, sonai stauolati 42 pazienti affetti da JLS con i
seguenti obiettivi:

1. fotografare l'assetto immunologico a livello delngae periferico e
caratterizzare l'infiltrato inflammatorio presenge livello delle biopsie
cutanee dei pazienti confrontandolo con quello miguuppo di soggetti
sani al fine di identificare possibili misuratori dttivita di malattia
(outcome measure).

2. Poiché lo studio €& inserito all'interno di tmal clinico randomizzato in
doppio cieco per valutare l'efficacia terapeutioal MTX, lo scopo
successivo e stato quello di valutare se il tragtaim con MTX inducesse
un miglioramento della malattia, a tal fine sonatistonfrontati i pazienti
del gruppo trattato con il MTX con quelli trattabn placebo.

3. Considerato che le anormalita vascolari unite attlitiel’angoiogenesi e
della vasculogenesi sono caratteristiche importdntguesta patologia,
sono state quantificate le EPC nel sangue perifeted pazienti affetti da
JLS allo scopo di valutare se esistessero dellerdifize nel numero di
gueste cellule rispetto ai controlli sani e seoilol numero variasse nel

tempo o in seguito al trattamento con MTX.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Trial clinico

Questo studio sulla JLS € inserito all'internaidiprogetto pit ampio relativo ad un

trial multicentrico randomizzato in doppio cieco per valutare l'efficacia del faoma

immunosoppressore MTX come possibile terapia pecuia di questa malattia. Tale

progetto ha previsto la collaborazione di pediagumatologi, dermatologi ed immunologi

e sono stati arruolati pazienti provenienti da div€entri di Dermatologia, Reumatologia

e Pediatria d’ltalia con diagnosi di JLS, definitabase ai criteri di Peterson criteri di

inclusione sono stati i seguenti:

diagnosi definita di JLS nelle sue diverse formme@dre, morfea e morfea
generalizzata);

malattia in fase acuta all’esordio o in fase dadita;

esordio della malattia avvenuto prima dei 16 aretiagl

assenza di terapia immunosoppressiva sistemica @eimesi precedenti

['arruolamento.

| criteri d'esclusione sono stati:

evidenza clinica di Sclerodermia Sistemica;

assenza di attivita clinica delle lesioni;

evidenza di anomalie nel sangue periferico comedenia (con globuli bianchi
(GB) <3500/mnY), neutropenia (con neutrofili (N) <1500/ piastrinopenia
(con piastrine (PLT) <100000/nfn anemia (con emoglobina (Hb) <8g/dl);
trattamento con steroidi (orali o parenterali) eerastg in grado di modificare la
malattia inclusi metotrexate, sulfasalazina o p#arina nei 6 mesi precedenti
I'arruolamento;

presenza di ipercalciuria, ipercalcemia, iperpevatismo, insufficienza renale,
scompenso cardiaco, alterazioni persistenti deliazibnalita epatica, malattie

epatiche croniche o diabete.

Tale studio ha previsto la randomizzazione deigyazin due gruppi:

1.

gruppo MTX: i pazienti sono stati trattati con MTassociato a prednisone (PDN)
per 3 mesi seguiti da trattamento con solo MTX®eresi;

gruppo placebo: i pazienti sono stati trattati confarmaco placebo associato a
PDN per 3 mesi seguiti dal trattamento con solarihaco placebo per 9 mesi.

Il follow up totale & stato per tutti di 12 mesi.
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Lo studio ha previsto inizialmente una valutazidnbase che consisteva in:

valutazione clinica comprendente un esame clinienegple, I'esame cutaneo, il
giudizio medico e il giudizio genitori/paziente;

esami di natura biumorale comprendenti esami géndea valutazione degli
autoanticorpi ed il dosaggio sierico di citochinehemiochine;

esami strumentali che includevano termografia pd#cutanea;

analisi immunologica su sangue venoso perifericm@nento dell’arruolamento e

dopo 3 e 12 mesi e su biopsie cutanee al tempb20neesi.

L’analisi immunologica e consistita in:

tipizzazione delle sottopopolazioni cellulari dahgue;
analisi dell'espressione dei recettori delle cellNK;
quantificazione dei progenitori endoteliali;

saggi di citotossicita per valutare l'attivita aetellule NK;

analisi immunoistochimica (IC) su biopsie cutanes paratterizzare linfiltrato

inflammatorio.

3.2 Pazienti

In questo studio sono stati analizzati 42 pazieoni diagnosi di JLS nelle forme di

lineare, morfea e morfea generalizzata e con diMexsalizzazione anatomica delle lesioni.

| pazienti avevano eta compresa tra 4 e 30 aneira&do 28 femmine (67%) e 14 maschi

(33%); 26 bambini erano affetti dalla forma line@&%), in 8 con localizzazione al volto

(19%), 12 dalla forma morfea (31%) e in 2 le lesirano localizzate al volto (5%), e 3

dalla forma generalizzata (5%); infine 1 bambina effetta da una forma mista (2%)

(Tabella 2). Subito dopo 'arruolamento 2 paziengono ritirati dallo studio percio di essi

e stato effettuato soltanto il prelievo al tempdN@llo studio sono stati arruolati anche 39

bambini sani, di eta compresa tra 10 e 18 annizzditi come gruppo di controllo per

I'analisi citofluorimetrica.
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Tabella 2. Caratteristiche cliniche dei pazienti aruolati nello studio.
In tabella sono riportati il genere e I'eta deiipas, la forma di JLS da cui sono affetti e ladbzzazione

delle lesioni cutanee. ECD&n coup de sabre; JLS forma: classificazione di Peterdon

pazienti | genere| etd) JLS forma| localizzazione
1 F 4 lineare arti e tronco
2 F 11 lineare arti
3 F 13 lineare arti e tronco
4 F 8 | generalizzata
5 M 7 lineare arti e tronco
6 F 12 ECDS volto
7 F 13 ECDS volto
8 F 14 placche -
9 F 10 lineare arti
10 F 10 lineare arti
11 M 10 ECDS volto
12 M 8 ECDS volto
13 F 10 placche arti
14 M 6 placche volto e corpq
15 F 9 | generalizzata
16 F 26 lineare arti
17 M 12 placche -
18 F 17 ECDS volto
19 M 9 placche arti
20 F 10| generalizzatp addome
21 M 13 placche corpo
22 M 15 placche arti e tronco
23 M 13 lineare arti e tronco
24 M 15 ECDS volto
25 F 17 placche arti e troncg
26 F 8 placche volto
27 F 16 placche addome
28 F - placche arti
29 F 7 lineare arti
30 F 8 lineare arti
31 F 13 lineare arti
32 F 7 lineare arti
33 F 14 lineare arti e troncqg
34 F 30 lineare arti e troncqg
35 M 12 lineare arti e tronco
36 F 10 ECDS volto
37 M 9 lineare arti
38 F 8 lineare arti
39 M 14 lineare arti
40 F 7 placche arti
41 F 11 mista arti e addome
42 M 8 ECDS volto
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Dopo I'arruolamento i pazienti sono stati suddivisl gruppo MTX (n=20) e nel
gruppo placebo (n=20). A 3 mesi 'analisi citofliretrica € stata condotta su 13 pazienti
appartenenti al gruppo MTX e su 16 appartenengra@bpo placebo (Tabella 4), mentre a
12 mesi e stata effettuata su 10 pazienti appartealegruppo MTX e su 7 appartenenti al
gruppo placebo (Tabella 5) e questo per i vari vndiiseguito elencati:

* per 4 pazienti le analisi erano ancora in corsauherla stesura di questa tesi e 2 di
essi appartenevano al gruppo MTX e 2 al gruppogblac

* non tutti i genitori/pazienti hanno dato il consemsformato per I'effettuazione del
prelievo di sangue ai tempi previsti dallo studio;

* nel corso detrial alcuni pazienti hanno avuto un peggioramento debdattia per
cui sono usciti dallo studio e sono stati sottopms$tattamenti piu aggressivi.
Difficolta maggiori si sono avute per I'ottenimentiel consenso informato da parte dei
genitori/pazienti ad effettuare la biopsia cutaria#tavia questa e stata eseguita al tempo

0 per la maggior parte dei pazienti mentre podtariho ripetuta al tempo 12 mesi.

3.3 Analisi citofluorimetrica

L’espressione degli Ag sui linfociti dei pazieaffetti da JLS e sui controlli sani e
stata valutata mediante I'analisi citometrica @dl La citometria a flusso & una tecnica di
analisi di cellule in sospensione e rappresenta sinomento di indagine con numerosi
campi di applicazione. Un citometro a flusso si ptansiderare alla stregua di un
microscopio dotato di un sistema automatico dpia® delle cellule e di un dispositivo di
misura della luce che sostituisce I'occhio dell@ssitore.

Lo strumento impiegato per I'analisi in questianein analizzatore FACSCalibur
(Beckton Dickinson; Sunnyvale, CA) (Figura 10) edi citometro automatizzato con
cella a flusso dotato di una sorgente laser ad iArgo

| parametri che possono essere valutati contempamaente in un’analisi
citofluorimetrica dipendono dal numero di sensaspdnibili; in questo caso, un fotodiodo
per la rilevazione dei segnali di diffusione frdetdella luce forward scatter, FSC) e un
fotomoltiplicatore per la rilevazione dei segnalidiffusione laterale della luce e per la
rilevazione dei segnali di fluorescenzidé scatter, SSC). L'analisi citometrica & basata
sulla valutazione di questi parametri in quantd-8C e proporzionale alle dimensioni
cellulari, mentre il SSC fornisce informazioni rile alla complessita strutturale della
cellula ossia alle caratteristiche di rugosita alelsuperficie e di granulosita.

L'espressione degli Ag di superficie ed intracigmatici pud venire evidenziata
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con i fluorocromi, molecole che, se eccitate daspexifica lunghezza d’ond&)( passano
dallo stato fondamentale ad uno stato eccitatoyisovio e poco duraturo, per ritornare
allo stato iniziale elettricamente piu stabile eerio una caratteristica fluorescenza
monocromatica. | fluorocromi utilizzati in questdudio sono stati la fluoresceina
isotiocianato (FITC), la ficoeritrina (PE), la fieotrina-cianina 5 (PECy5) e
I'alloficocianina (APC). Il fluorocromo FITC vieneccitato alla lunghezza d’onda di
488nm dal laser ad Argon e lo spettro d’emissionelé&erde (530+30nm); il fluorocromo
PE viene eccitato alla lunghezza d’'onda di 488ninlaler ad Argon e presenta uno
spettro d’emissione nel rosso (585+42nm); 'APC r& yproteina contenente 6 gruppi
prostetici cromofori, viene eccitata alla lunghezanda di 635nm ed emette a 660nm.
Questo fluorocromo non puo essere eccitato dal ladeArgon A=488nm), ma da un
secondo laser ad Elia£635nm). Infine, la PeCy5 € una molectdadem costituita da
due fluorocromi: il fluorocromo PE, che viene eatita 488nm, la cui radiazione emessa
funge da radiazione eccitante per il secondo flammo, la cianina 5 (Cy5) che emette nel
rosso profondo a 670nm.

In breve, la miscela di cellule marcate vieneafgtissare attraverso un capillare che
crea un flusso continuo di cellule poste l'unaila &ll'altra. Le singole cellule passano
attraverso il raggio laser incidente a singoladestwza, ciascuna cellula disperde la luce in
maniera caratteristica ed il fluoroforo coniugatbAaMo puo essere eccitato, cosicché
emette una luce a frequenza inferiore rispettoal@udella sorgente di eccitazione. Il FSC,
posto lungo l'asse del laser incidente, misuraue Idifratta mentre il SSC, posto a circa
90° rispetto al raggio incidente, misura la ludkesisa e i due tubi fotomoltiplicatori (verde
e rosso) amplificano i segnali derivanti dall’'enos® fluorescente, la quale fornisce
informazioni sul legame degli AcMo marcati e, qujnslll’espressione dei marcatori di
superficie. Tutte le informazioni vengono succemsiente elaborate da usoftware
associato ad ucomputer (Figura 10). Dall'analisi contemporanea El8C e del SSC,
tramite un diagramma a pur{tiot plot), &€ possibile discriminare le popolazioni cellular
che compongono il campione in esame in base atle ¢aratteristiche morfologiche
(dimensione e granulosita). Cio consente di craara regione di analisigéte) che
comprende la popolazione cellulare contro cui sdingtti gli anticorpi marcati. Quando si
utilizza un singolo AcMo marcato con un fluoroforajati ottenuti vengono mostrati con
un istogramma che ha in ascissa l'intensita dirlsoenza (in scala logaritmica) ed in
ordinata il numero di cellule. Se si utilizzano daepit AcMo, ciascuno dei quali e

coniugato con un diverso fluoroforo, i dati vengoappresentati mediante un diagramma
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bidimensionale (citogramma) per un’analisi contaltudei due marcatori. Esaminando
molte cellule, il citofluorimetro pud dare informami “quantitative” sulla percentuale di
cellule che esprimono determinati marcatori e diai@mazioni relative all'intensita con
cui viene espressa una determinata molecola d& ppi@ita cellula. Inoltre, &€ sempre
necessario prevedere un controllo costituito da dahfetti contro Ag non rilevanti, ma
della stessa sottoclasse (isotipo) e marcati costgssi fluorocromi (controllo isotipico)
dell’AcMo di interesse, in modo da valutare il livedel legame aspecifico degli anticorpi

alle cellule.

® }ospensione cellulare

®
Cellaaflusso o ®
()

Filtri (\ Q'
>/\ Processorg

0
l \\ :J// Ij Computer

Lente

LASER

[ o oo ® © ® o [

Figura 10. Funzionamento del citometro a flusso.

La sospensione cellulare passa per una cella soflelse crea un flusso continuo di cellule posted'in fila

all'altra. In seguito, le singole cellule attravems il raggio laser incidente e ciascuna cellutpelide la luce
in maniera caratteristica. Il SSC posto a circar@etto al raggio incidente misura la luce rifle®d i due
tubi fotomoltiplicatori amplificano i segnali degnti dall’emissione fluorescente. Tutte le informaz sono

elaborate da usoftware associato ad ucomputer.

3.4 Analisi immunofenotipica

In questa tesi sono state utilizzate tecniche naimunofluorescenza (IF) con
marcature di superficie dirette e indirette. L’IRretta si basa sulluso di AcMo
direttamente coniugati con fluorocromi, mentre litfiretta utilizza AcMo non coniugati
seguiti da un trattamento con AcMo secondari caatiugon fluorocromi e specifici per
I’AcMo primario non coniugato.

Per la marcatura diretta 30 di sangue periferico di ciascun paziente sont sta

incubati con 5ul di AcMo marcato direttamente con il fluorocromt€, 5 ul dell’ AcMo
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marcato con il fluocromo PE, @ del’AcMo marcato con il fluorocromo PE-Cy5 epb
del’AcMo marcato con APC. Dopo 15 minuti di incaene al buio a temperatura
ambiente sono stati aggiunti 3-4 ml di soluziosanie (cloruro di ammonio, NBI) che &
stata lasciata agire per 10 minuti a temperaturdiente allo scopo di eliminare i globuli
rossi attraverso lisi osmotica. Quindi, i campigono stati centrifugati per 10 minuti a
409g e le cellule sono state analizzate al citommeetitusso dopo averle risospese in 00
di PBS 1X.

Per la marcatura indiretta 10 di sangue periferico di ciascun paziente sont sta
incubati con gli AcMo di interesse (A o con gli AcMo di controllo (fl) non coniugati
per 15 minuti. In seguito i campioni sono statidticon PBS 1X, centrifugati ed incubati
con l'anticorpo anti-mouse immunoglobulin (Caltag, Burlingame, CA) monospecifico
coniugato con il fluocromo FITC per 15 minuti. Sessivamente il campione € stato lisato
seguendo il procedimento descritto in precedenzanalisi € stata fatta utilizzando |l

programma CellQuest Pro (BD bioscience, San Jo&g, C

3.4.1 Tipizzazione delle sottopopolazioni celluladel sangue

Per la tipizzazione delle sottopopolazioni delgeenperiferico € stato utilizzato un
pannello di AcMo commercializzati da Becton Diclons(Sunnyvale, CA, USA), Caltag
Laboratories, Immunotech (Marseille, France) &R Systems (Toronto, Canada) che
includeva: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CDXhti-CD19, anti-CD56, anti-CD57,
anti-humanyd TCR, anti-human HLA-DR.

Per la marcatura sono stati utilizzati AcMo speciper i diversi Ag di interesse
direttamente coniugati a 4 fluorocromi diversi eésiproceduto secondo il protocollo
descritto nel paragrafo “Analisi immunofenotipica’l’analisi & stata effettuata
identificando i linfociti attraverso la valutaziomkel FSC e del SSC e successivamente,
individuando le varie sottopopolazioni cellularepenti nella nuvola linfocitaria per mezzo
degli AcMo specifici per i diversi Ag. Per ogni disasono stati acquisiti 15.000 eventi.
L’analisi citofluorimetrica ha restituito le perdemali d’espressione dei singoli marcatori
che é stato possibile convertire in valori assoa#sendo noto per ciascun paziente il

numero assoluto dei linfociti dal numero dei leutioc
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3.4.2 Analisi fenotipica delle cellule NK

Per l'analisi dell'espressione dei NKR sono stasati AcMo non coniugati,
gentilmente forniti dai Prof. L. Moretta e A. Mot@t (Dipartimento di Medicina
Sperimentale, Universita degli Studi di Genovadjdjall pannello degli AcMo includeva:
EB6 (IgGl), che reagisce con la molecola inibitolfdR2DL1) ed una attivatoria
(KIR2DS1) appartenenti alla famiglia p58/p50 clemnioscono gli alleli HLA-Cw2, -Cw4,
-Cwb5, -Cw6; GL183 (IgG1) che reagisce con una naéemibitoria (KIR2DL2) ed una
attivatoria (KIR2DS2) appartenenti alla famiglia8ya50 che riconoscono gli alleli HLA-
Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8; ZIN (IgG1) che reagisce eora molecola inibitoria (KIR3DL1)
ed una attivatoria (KIR3DS1) appartenenti alla fglaip70 che riconosce l'allele HLA-
Bw4; DEC (IgM) che reagisce con la molecola p1l40RE&DL2) che riconosce gli alleli
HLA-A4, -Al1; KP43 (IgG1), che reagisce con la naaka CD94 che riconosce gli HLA-
E mostrando funzione attivatoria o inibitoria a@®ta che sia associata a NKG2C o
NKG2A; 2199 (IgG2b) che riconosce il recettore itobe NKG2A; BAT221 (IgG2b) che
riconosce il recettore attivatorio NKG2D; P25 (Ig3Zhe riconosce NKG2C/A. Sono
stati utilizzati inoltre gli AcMo AZ20 (IgG1l), Z231(lgGl), BAB281 (IgGl) che
riconoscono rispettivamente NKp30, NKp44 e NKp4&ettori appartenenti alla famiglia
dei NCR. Infine gli AcMo MA152 (IgG1) che riconosdeco-recettore NKp80; PP35 che
riconosce il co-recettore 2B4 e QA79 che riconakce-recettore AIRM1.

L'espressione dei NKR e stata valutata con unacatara indiretta secondo il
protocollo descritto nella sezione “Analisi immuanbtipica”. Per I'analisi sono stati
acquisiti 50.000 eventi ed e stata effettuata ggpoaendo gli istogrammi ottenuti dai
campioni marcati con diversi AcMo specifici per 4l d’interesse rispetto all'istogramma
ottenuto dall’AcMo di controllo, che ha lo stessotipo del’AcMo in esame, ma non é
antigenicamente correlato (Figura 11). Per ogniigmdg esaminato, dopo lo studio
dell'espressione di questi recettori ngdte linfocitario, € stato definito urgate di
acquisizione degli eventi sulle cellule positive @16, che rappresenta la popolazione

NK nei pazienti.
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Figura 11. Analisi dell’espressione dei NKR.
L'analisi dell'espressione dei NKR ¢ stata realtazsovrapponendo l'istogramma dell’AcMo di inteegad
es. BAT221) rispetto a quello dell’AcMo di contrmllAlla percentuale d’espressione del NKR specificé

sottratto il background di fluorescenza dato dalk#o di controllo.

3.4.3 Analisi fenotipica delle EPC

Per la quantificazione delle EPC é stato utiliazat pannello di AcMo coniugati
che comprendeva CD34-FITC (Becton Dickinson), CDABX (Miltenyi Biotechnology;
Bergish Gladbach, Germany), KDR-PE (R e D Systetn Minneapolis, MN) utilizzando
una marcatura diretta di superficie.

Attraverso la valutazione dei parametri di FSC 8CSe stata individuata la
popolazione delle cellule mononucleate e sono ssatiusi i granulociti ed i detriti
cellulari. All'interno della popolazione seleziomatsono state individuate le cellule
CD34'ed analizzate per la duplice e triplice espressitineD133 e KDR' (Figura 12).
Come controllo sono state usate cellule nhon marcagéeMo anti-isotipo. | precursori
circolanti sono stati definiti come CD34 CD133 o CD34/CD133 e i precursori
endoteliali come CD34KDR" o CD133/KDR" e CD133/CD34/KDR". Per I' analisi
sono stati acquisiti 500.000 eventi.
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Figura 12. Analisi immunofenotipica delle EPC.
R1: cellule mononucleate. L'analisi & stata effsiusu R1 individuando le cellule CO3d4 CD133 che

sono state caratterizzate per la doppia marcaanmd&bR.

3.4 Test di citotossicita delle cellule NK

Il test funzionale di citotossicita delle celludK e stato realizzato utilizzando
PBMC isolati dal sangue periferico prelevato darzipati mediante stratificazione su
Ficoll/Hypaque (F/H). Lo scopo del test & quellondsurare l'attivita citotossica di tal
cellule (effettrici) nei confronti di due linee adhri K562 e Raji {arget).L’attivita
citotossica delle cellule NK & direttamente propmrale al rilascio df'Cr da parte di

gueste cellule.

3.4.1 Separazione Ficoll/Hypaque

Il sangue periferico, ottenuto da prelievo veneparinato, € stato separato al fine
di ottenere le cellule mononucleate (PBMC) transteatificazione su Ficoll/Hypaque
(F/H) (Amersham Biosciences; San Francisco, CAle Tizetodo sfrutta la diversa densita
dei PBMC (linfociti e monociti) rispetto agli altelementi corpuscolati del sangue: i
PBMC e le piastrine, a minore densita, si conceotrsopra lo strato di F/H; viceversa, i
globuli rossi ed i granulociti si raccolgono suhéto della provetta. Le piastrine sono state
separate dalle cellule mononucleate mediante lavageressivi. || sangue periferico e

stato diluito in rapporto 1:3 con sodio cloruro%,9soluzione fisiologica) a temperatura
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ambiente e, in seguito, & stato stratificato lemtaten sopra la soluzione di F/H. Si e
proceduto con una centrifugazione a 900g per 2Qutne I'anello di PBMC formatosi

all'interfaccia F/H é stato aspirato e sottopostdug lavaggi successivi con soluzione
fisiologica mediante centrifugazione a 400g (Figd®; le cellule ottenute sono state

contate utilizzando la camera di Burker.

centrifugazione per _ 2 lavaggi per 10
20 minuti a 900g a minuti a 400g a
temperatura PLAESMA temperatura e
ambiente ambiente
SANGUE PIASTRINE e (]
VENOSO PBMC ® ™)
EPARINATO ’
FIH LinFocimi +—>@ L
RBC PMN MONOCITI >€ ! /

Figura 13. Separazione del sangue periferico medisnFicoll/Hypaque

Tramite centrifugazione su F/H sono state isolatedllule mononucleate dal sangue periferico. Ukilee
mononucleate e le piastrine si concentrano sopstrddo di F/H perché hanno densita minore; alreiaf, i
globuli rossi (RBC) e i granulociti hanno una maggidensita rispetto al F/H e si raccolgono sutiodella
provetta.

3.4.2 Celluletarget

Le linee cellulari usate per il test NK sono liretabilizzate ottenute dalksmerican
Type Culture Collection (Rockville, USA).
K562: derivate da effusione pleurica di una donng3danni affetta da leucemia mieloide
in crisi blastica terminale; sono cellule altameinidifferenziate ed appartenenti alla serie
granulocitica;
RAJI: linea di cellule B linfoidi umane ottenutel 963 dalla mascella sinistra di un
ragazzo nero di 11 anni affetto da linfoma di Btirksono cellule rotondeggianti che
crescono in sospensione singolarmente o formangiegati.

Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI1lG4dvitrogen; Paisley, UK)

addizionato con antibiotici e con 10% di FCS e tenn termostato a 37°C al 5% di €O

3.4.3 Test di rilascio deP'Cr

Le celluletarget K562 e Raji (5x16) sono state marcate con 1&0 di >'Cr
(PerkinElmer; Boston, MA) ed incubate per almenord a 37C e al 5% di CQ@ Nel
frattempo i PBMC di paziente (cellule effettricipreo stati contati e risospesi ad una

concentrazione tale da piastrarne 400.000 nei [@ipozzetti di una piastra da 96, 200.000
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nei successivi 3 pozzetti, 100.000 in altri 3 pdtzze 50.000 negli ultimi 3 pozzetti.
Scaduto il periodo di incubazione, le cellubget sono state lavate con RPMI 1640,
contate in camera di Burker e risospese alla cdradone di 1x19 cell/mL. 10QuL di
questa sospensione (1X1@llule) sono stati aggiunti ad ogni pozzetto dplstra da 96
dove erano stati precedentemente piastrati i PBM®@exse concentrazioni tali che cellule
effettrici e bersaglio si trovassero a diversi @pigra loro (40:1, 20:1, 10:1, e 5:1). Dopo
una centrifugata su centrifuga per piastre affincblfule target ed effettrici venissero in
stretto contatto tra loro, é stata eseguita untazione di almeno 4 ore dopo la quale
10QuL del sovranatante di ogni pozzetto sono statiaiticm tubini da conta e contati da
un ycounter il quale ha misurato direttamente i cpm presentix1d* cellule target di
ogni campione marcate cofiCr (cpm exp). In tutti gli esperimenti sono stateyisti
controlli autologhi per determinare il rilascio spaneo (SR) e il rilascio massimo (MR) di
*ICr. 1l rilascio spontaneo & la quantitd®dCr rilasciata dalle celluléarget piastrate con
solo il terreno RPMI 1640; il rilascio massimo églaantita di°’Cr rilasciata dalle cellule
target piastrate con il sapone MAP40 che le lisa perossnotica.

Il rilascio specifico (RS) é stato valutato secotaltormula:

RS (%) = (cpm exp-cpm SR/cpm MR-cpm SR) x100

3.4.4 Analisi immunoistochimica (IC)

L'analisi immunoistochimica sulle biopsie cutarestata effettuata dal laboratorio
della Prof.ssa Fiorella Calabrese (Laboratorio dioPgia Molecolare, Sez. Anatomia
Patologica Speciale, Universita degli Studi di Regjo

II pannello di AcMo primari utilizzati per questialisi comprendeva: CD45
(Novocastra; Newcastle, UK), CD3 (Novocastra) e CJRovocastra).

Un frammento di pelle della lesione e stato otterda ogni paziente mediante
biopsia. Ogni campione e stato fissato in formakhd 0% per 24 ore e sottoposto alle
procedure droutine per l'inclusione in paraffina. Le sezione istoldggc(4um) sono state
tagliate e montate su vetrini ricoperti con silgbako; Tokyo, Japan). Successivamente,
sono state deparaffinate in xilene e reidratate iam¢el passaggi in alcool a diverse
gradazioni. Si e proceduto alla neutralizzaziondladperossidasi endogena usando
perossido di idrogeno/metanolo 0.5% v/v per 10 mhiropo essere state lavate in TBS

1X, sono state saturate con siero normale di capalt 10 minuti. A questo punto, i vetrini
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sono stati incubati con I’AcMo primario diluito siero di cavallo con albumina e tenuti
per tutta la notte a 4°C in un ambiente umido.idkrmgp dopo, sono stati incubati per 30
minuti con I'anticorpo secondario coniugato a lati@nti-mouse ottenuto in cavallo) e

dopo lavaggio in PBS 1X sono stati incubati cocoiinplesso biotina-avidina (ABC) per 6
minuti a temperatura ambiente e infine visualizzger mezzo della 3,3,2-

diaminobenzidina per 2-4 minuti la cui reazione tatss bloccata lavandoli in acqua
distillata. Infine, i vetrini sono stati lavati PBS 1X. Come controlli sono stati usati vetrini
marcati con i soli AcMo secondari. Le valutaziomhmunoistochimiche sono state
effettuate su almeno 3 campi scelti a caso delfuraidi 1mm mediante I'utilizzo di un

programma di analisi morfometrica computerizzataade Pro-Plus versione 5, Media

Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD).

3.5 Analisi statistica

In questo lavoro tutti i dati ottenuti sono stapeessi come media + errore standard
(ES) della media; I'analisi statistica si € basathtestt di Student e sono stati considerati

statisticamente significativi valori con p < 0,09<€0.01.
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4. RISULTATI:

4.1 Tipizzazione delle sottopopolazioni cellulari el sangue

4.1.1 Analisi dei pazienti al tempo 0 mesi.

Tabella 3. Pazienti e controlli al tempo 0 mesi.
I valori di leucociti e linfociti sono espressi cemmedia+ES. Noto il valore dei linfociti rispettd a

leucociti € possibile convertire le percentualnfte dall’analisi citofluorimetrica in valori asadi.

PAZIENTI CONTROLLI

Numerosita 42 39
Leucociti

3 6921+380 7347+360
(cell/mm?)
Linfociti

3 2454+163 2356+157
(cell/mm®)

Analisi delle sottopopolazioni T:
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Figura 14. In questa figura e in tutte quelle che seguirammauesta sezione gli istogrammi

riportano i valori di mediazES. Le barre arancioappresentano le medie calcolate nel gruppo
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controllo, le barre gialle quelle calcolate neiipa#i a tempo 0. In a. e c. i valori sono espréssi

percentuale in b. e d. i valori sono espressi meno assoluto.
Legenda: CD3: marcatore dei linfociti TCD4: marcatore dei linfociti J; CD8: marcatore dei

linfociti T.; yd/3: marcatore per la forma del recettgdedei linfociti T; DR: marcatore per HLA-

DR dei linfociti T attivati.

Analisi dei linfociti B
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Figura 15.

Legenda:CD19: marcatore dei linfociti B

Analisi dei linfociti NK
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Figura 16

Legenda: CD16: marcatore delle cellule NKCD56: marcatore delle cellule NKCD57:

marcatore dei linfociti granulati.

| pazienti arruolati nello studio (n=42) avevanno oumero medio di
leucociti e linfociti su mm di sangue paragonabile al numero riscontrato nel
gruppo di bambini sani (n=39) (Tabella 3). L'anal@tofluorimetrica delle
sottopopolazioni cellulari del sangue é stata wffeéd selezionando i linfociti
attraverso la valutazione dei parametri fisici 8G-e di SSC e individuando

all'interno della popolazione linfocitaria le varsottopopolazioni cellulari per
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mezzo della marcatura con AcMo specifici per i diveAg. Sono stati
caratterizzati i linfociti T (CD3), i linfociti Th (CD4") e i linfociti Tc (CDS8),
dove la somma delle percentuali delle due popataz©D4 e CD8, restituisce
la percentuale dei linfociti CD3 Inoltre sono state identificate la
sottopopolazione dei linfociti T che esprime T¥oRed e stata valutata la co-
marcatura dei CD8con il marcatore d’attivazione HLA-DR.

Dall'analisi dei dati relativi alle sottopopolamio T non emergono

differenze riguardo alla loro distribuzione nei eati affetti da JLS rispetto ai

controlli sani(Figura 14a e b). La popolazione T esprimentedkttore TCR e
comparabile tra i due gruppi, e i linfociti CD8 nasprimono il marcatore
d’attivazione HLA-DR (Figural4c e d).

L’analisi dei linfociti B e stata eseguita utilemzdo I'AcMo CD19 e non
sono state riscontrate differenze di frequenza eutnero assoluto nel sangue
periferico dei pazienti rispetto ai controlli sg§Rigural6a e b).

I linfociti NK sono stati individuati attraversonnarcatori specifici CD16,
CD56 e CD57 e si € trovato che la frequenza erihero assoluto di questi tipi
cellulari sono mediamente ridotti nei pazienti eégp ai controlli essendo
rispettivamente (10£0.7 %s 12+1.7% e 228+20s 316+57cellule), (12+0.8%s
13+1.4% e 286+23vs 343151cellule) e (7+0.8%vs 9+1.8% e 184+29vs
236x59cellule), ma tali differenze sottoposte at statisticd di Student non sono

risultate significative.
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4.1.2 Analisi dei pazienti al tempo 3 mesi

Tabella 4. GruppoMTX e gruppo placebo a 3 mesi.

| pazienti arruolati nello studio sono randomizzatiun gruppo trattato con MTX ed un gruppo

trattato con placebo. L'analisi citofluorimetrica & mesi & stata condotta su 13 pazienti

appartenenti al gruppo MTX/PDN e su 16 appartersemgiuppo placebo/PDN.

PAZIENTI MTX/PDN
T-Om T-3m

Numerosita 42 20 (13)
Leucociti

3 6921+380 9410+958
(cell/mm®)
Linfociti

3 24544163 28691359
(cell/mm?)

PLAC/PDN
T-3m
20 (16)

11148+1158

4088+803

Analisi delle popolazioni T
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Figura 17. Le barre gialle rappresentano le medie calcolategngpo dei pazienti al tempo 0

mesi, quelle verdi rappresentano le medie calcalatggruppo MTX, quelle blu rappresentano le

medie calcolate nel gruppo placebo. In a. e cldrvaono espressi in percentuale in b. e d. invalo

sono espressi in numero assoluto.
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Analisi dei linfociti B
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Dopo l'arruolamento i pazienti sono stati suddiwismaniera casuale tra
quelli che sono stati trattati con il farmaco MTXsaciato al PDN per 3 mesi,
seguiti dal trattamento con solo MTX per 9 mesi2@e quelli che sono stati
trattati con il farmaco placebo associato al PDN3Jmesi, seqguiti dal trattamento
con il farmaco placebo per 9 mesi (n=20). Del gaupfI' X, 4 pazienti non hanno
dato il consenso informato per il prelievo del teraese e per 2 itial clinico era
ancora in corso percio agli effetti 'analisi etata@seguita su 13 individui. Per
guanto riguarda il gruppo placebo, 1 paziente éadaltrial prima dello scadere
dei 3 mesi a causa di un peggioramento della negldlt pazienti non hanno
potuto effettuare il prelievo a 3 mesi per motividistanza geografica e per 2
pazienti iltrial era ancora in corso percio I'analisi € stata cttadeu 16 pazienti.
Inoltre, 2 pazienti si sono ritirati dallo studiasto dopo la diagnosi della
malattia. Dopo 3 mesi i pazienti appartenenti apgo MTX e al gruppo placebo

mostravano un numero di leucociti e di linfociti sum® di sangue mediamente
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piu alto rispetto a quello riscontrato al tempodl) potrebbe essere dovuto
all'effetto del trattamento con il farmaco antifarthmatorio PDN che viene
somministrato ad entrambi i gruppi per i primi 3sin@abella 4).

Dall’analisi delle sottopopolazioni T e risultatbe i pazienti trattati con il
placebo hanno valori assoluti medi di cellule CD@D4 e CDS8 piu elevati
rispetto al tempo O rispettivamente (2805+%44 713+115cellule), (1600+35%
951+67cellule) e (1170+20%s 696+45cellule) e rispetto al gruppo MTX
rispettivamente (2805+54¥s 2106+268cellule), (1600+35& 1118+153cellule)

e (1170+205s 847+122cellule), ma tali differenze non sono tetd significative
(Figura 17b). La popolazione T esprimente il rexettTCR/© era diminuita nel
gruppo placebo rispetto al tempo 0 (3+£0.%86+0.8%) e anche nel gruppo MTX
(4+0.9% vs 6+0.8%), ma entrambe queste differenze non sosaltate
significative (Figura 17c). | linfociti T CD8non esprimevano il marcatore
d’attivazione HLA-DR (Figura 17c e d).

Anche il numero assoluto dei linfociti B é risuttanediamente aumentato
nel gruppo placebo rispetto al tempo 0 (702+28332+37cellule) e rispetto al
gruppo MTX (702+232vs 410+71cellule), tuttavia queste differenze non eran
significative. (Figura 18b).

Si é osservato che il trattamento con MTX per Zint&a indotto una
diminuzione della frequenza e in alcuni casi dehato assoluto delle cellule NK
CD16 (8+2.8%vs 10+0.7% e 172+36 vs 233+21cellule), CDF6+1.5% vs
12+0.7%, p<0.05) e CD57(5+0.9% vs 7+0.8% e 109+23s/s 188+31cellule)
rispetto al tempo 0. Anche nei pazienti del gruptecebo é stata osservata la
diminuzione del numero delle cellule CO1@B+1.75%vs 10+0.66%) e CD56
(8+1.5%vs 12+0.7%, p<0.05) rispetto al tempo 0 (Figura 19a).ePoiché tale
riduzione si é verificata in entrambi i gruppi éopabile che essa sia dovuta
all'effetto del trattamento con PDN somministrai@azienti di entrambi i gruppi

per i primi 3 mesi.
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4.1.3 Analisi dei pazienti al tempo 12 mesi

Tabella 5. Gruppo MTX e gruppo placebo a 12 mesi.
L'analisi citofluorimetrica a 12 mesi € stata cotidsu 10 pazienti appartenenti al gruppo MTX e

7 appartenenti al gruppo placebo.

PAZIENTI MTX PLAC
T-Om T-12m T-12m
Numerosita 42 10 7
Leucociti
3 6921+380 5918+331 7890+967
(cell/mm®)
Linfociti
3 2454+163 2303+194 2343+356
(cell/mm?)

Analisi delle sottopopolazioni T
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Analisi dei linfociti B
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Analisi delle cellule NK
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L’analisi delle sottopopolazioni cellulari del sare a 12 mesi e stata resa
complicata dal fatto che non tutti i pazienti samwivati a concludere itrial
clinico: del gruppo MTX (n=20) 3 pazienti sono usclallo studio prima del
tempo difollow up previsto per ricaduta di malattia, 2 non hann@ datonsenso
informato per effettuare il prelievo del dodicesinmoese, e per 2 pazienti
I'elaborazione dei dati era ancora in corso pelraitalisi effettiva é stata condotta
su 10 pazienti. Del gruppo placebo (n=20) 10 pdizieono usciti dallo studio
prima della conclusione per ricaduta di malatt@ee2 di essi itrial era ancora in
corso percio l'analisi € stata condotta su 7 pazi®opo 12 mesi di trattamento
con MTX o con il farmaco placebo i pazienti pressano un numero medio di
leucociti e di linfociti su mrdi sangue comparabili tra loro e ai valori riscatit
al tempo 0. (Tabella 5).

Dall’analisi della distribuzione delle sottopopztani dei linfociti T non

sono emerse differenze nelle percentuali e nei nuassoluti tra il gruppo MTX
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e il gruppo placebo rispetto al tempo O (Figura 20R). La popolazione yb
continuava a mantenere valori mediamente infenerigruppo placebo rispetto al
tempo O (118+17vs 153+49cellule) e rispetto al gruppo MTX (11818
149+25cellule), anche se le differenze non sondtate significative. (Figura 20c
e d).

Dall’analisi dell’espressione del marcatore CDI19 és osservata una
diminuzione nei pazienti trattati con MTX rispetwd tempo 0 (9+1.7%vs
13+0.9% e 209+4¥s 332+47cellule) e nei pazienti trattati con il faxoo placebo
rispetto al tempo 0 (10£1.6%s 13+0.9% e 210+2¥s 332+47cellule ) anche se
tali differenze, valutate con il test statistitodi Student, non sono risultate
significative (Figura 21).

Infine, il numero di cellule CDI6 CD56 e CD57, che era ridotto a 3
mesi in entrambi i gruppi, a 12 mesi ha riacquastatlori comparabili al tempo 0
e cio ci fa supporre che la riduzione osservatare8i potesse essere stata dovuta
al trattamento con PDN. (Figura 22)

In conclusione, dall’analisi delle sottopopolaziaellulari del sangue é
stato evidenziato che I'assetto immunologico, allordel sangue periferico, dei
pazienti affetti da JLS & pressoché normale e flerdnze osservate a tempo 3
mesi sono probabilmente dovute al trattamento kBBDN che é stato utilizzato in

associazione alla terapia.
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4.2 Analisi dell’'espressione dei NKR

4.2.1 Analisi dei pazienti al tempo 0 mesi

Analisi dell’espressione dei KIR
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F'igura 23.In questa figura e in tutte quelle che seguira'mita sezione “Analisi dell’'espressione
dei NKR”, gli istogrammi riportano i valori di mealtES. Le barre arancioni rappresentano le
medie calcolate nel gruppo controllo, le barrelgiguelle calcolate a tempo 0.

Inoltre, ina e b sono stati riportati i risultati dell’analisi cootfa sulgate dei linfociti, ina come
frequenze irb come valori assoluti; mentre ned sono stati riportati i valori dell’analisi condotta

sul gate delle cellule CD18 in c come frequenze e thcome valori assoluti.

Legenda: EB6: marcatore per il recettore inibitorio KIR2DL (p33 e per il recettore attivatorio
KIR2DS (p50.1) entrambi specifici per 'HLA-G3L183: marcatore per il recettore inibitorio
KIR2DL (p58.2) e per quello attivatorio KIR2DS (p28 entrambi specifici per I'HLA-CDEC:
marcatore per il recettore KIR3DL2 (p140) specifpmy 'HLA-A; ZIN : marcatore per il recettore
KIR3DL1 (p70) specifico per I'HLA-B.
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Analisi dei KLR
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Figura 24.

Legenda: BAT221: marcatore del recettore NKG2D che forma omodimétivatori; KP43:
marcatore del recettore CD9Z199: marcatore del recettore NKG2A che forma eterodimeri
inibitori con CD94;P25: marcatore per il recettore NKG2A e C che formacatameri attivatori

con CD94. L'espressione di NKG2C si ricava dallfedenza d’espressione tra i due marcatori.

Analisi dei NCR
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Figura 25.1 NCR sono espressi esclusivamente sulle cellulepsi€io la loro analisi € stata fatta
solo nel gate dei linfocitiegenda: AZ20 marcatore del recettore attivatorio NKp3AB281:

marcatore del recettore attivatorio NKpZ&231: marcatore del recettore attivatorio NKp44.
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Analisi dei co-recettori
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Figura 26.

Legenda: MA152: marcatore del recettore NKP8BP35: marcatore del recettore 2BQA79:
marcatore del recettore AIRM1/P75.

L’'analisi dell’espressione dei NKR e stata reaiaz sovrapponendo gli
istogrammi ottenuti dai campioni marcati con dive&keMo specifici per gli Ag
d’interesse rispetto all'istogramma ottenuto cofscMo di controllo, che ha lo
stesso isotipo degli AcMo in esame, ma non € amiigenente correlato ad essi
(Figura 11). Per ogni paziente lo studio dell’esprene di questi recettori e stato
eseguito nebate linfocitario ed inoltre, é stato definito wgate di acquisizione
degli eventi sulle cellule CD1p che rappresentano la popolazione NK nei
pazienti. In questo studio, € stata caratterizdéapressione di recettori
appartenenti alle famiglie KIR, KLR, NCR e i co-ettori. Poiché i NCR sono
esclusivamente espressi sulle cellule NK 'anglesi essi e stata eseguita solo nel
gate linfocitario.

Dall'analisi dell’'espressione dei KIR a tempo Oeserso un aumento
dell'espressione di DEC/KIR3DL2 sulle cellule NK idpazienti rispetto ai
controlli (11+5.2%vs 0+0.2%, p<0.05 e 213+10 5+4cellule, p<0.05), tuttavia

essa e risultata essere molto variabile all'intestebgruppo di pazienti affetti da
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JLS assumendo valori compresi in un range varidlal®% e 73%). Tuttavia, la
maggior parte dei pazienti non esprimeva questcabare, cosi come osservato
nei controlli sani. Nonostante cio, la differenzservata tra le medie calcolate per
ciascun gruppo € risultata significativa (p<0.0bja i KIR, e stata osservata la
diminuzione dell’'espressione di GL183/KIR2DL o KIB3 sulle cellule NK dei
pazienti rispetto ai controlli (28+£3.1%s 32+3.2% e 619+9%s 725186 cellule),
anche se questa differenza non e risultata sigmifa. (Figura 23c e d).

Dall'analisi della distribuzione dei recettori KL.R stata osservata una
diminuzione non significativa dell’espressione dekcettore inibitorio
Z199/NKG2A da parte delle cellule NK dei pazier30£5.3%vs 43+2.6% e
801+130vs 1032+119cellule) ed un aumento non significativdl’espressione
del recettore attivatorio P25/NKG2C (54+3.296 48+3.8% e 1165+120ss
1005+115cellule) rispetto ai controlli. Dal momenthe questi recettori si
associano con CD94 per formare dimeri attivatold9@/NKG2C) o inibitori
(CD94/NKG2A), cio potrebbe indicare una tendenzpalde delle cellule NK dei
pazienti a formare dimeri attivatori con una maggidrequenza rispetto ai
bambini sani (Figura 24c e d).

Dall'analisi dell’espressione dei NCR é stato ewiriato un aumento
significativo dell'espressione del recettore ativepo BAB281/Nkp46 (8+0.7%s
5+0.8%, p<0.05 e 176+18 vs 109+21cellule, p<0.08) pazienti rispetto ai
controlli (Figura 25). Questo dato unito a quelklativo allaumento della
frequenza di formazione di dimeri attivatori CD9&KIG2A da parte delle cellule
NK potrebbe indicare un quadro di aumentata adtigitotossica delle cellule NK
dei pazienti affetti da JLS.

Non sono state riscontrate differenze nell’espoessdei co-recettori tra i
pazienti affetti da JLS e i controlli sani (Fig2@).
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4.2.2 Analisi dei pazienti al tempo 3 mesi

Analisi dell’espressione dei KIR
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Figura 27. Le barre gialle rappresentano le medietES caleatai pazienti a tempo O mesi,
guelle verdi le medie calcolate nel gruppo MTX, ltpiblu le medie calcolate nel gruppo placebo.

In a. e c. i valori sono espressi in percentualke i@ d. in numero assoluto.

Analisi dell'espressione dei KLR
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Figura 28.
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Analisi dell'espressione dei NCR
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Analisi dell’espressione dei co-recettori
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Figura 30.

L'analisi dell'espressione dei NKR é stata ripatdbpo 3 mesi nel corso
dei quali i pazienti sono stati sottoposti a tragato con MTX associato a PDN
oppure con il farmaco placebo associato a PDN.

Poco e stato possibile capire rispetto allandametell’espressione di
DEC dopo 3 mesi: la sua variabilita d’espressiore pazienti affetti da JLS
aggiunta alla scarsa numerosita dei gruppi a 3,nesino fatto si che i valori
medi calcolati per i 2 gruppi avessero degli ES tonalevati. Il marcatore
GL183/KIR2DL o KIR2DS che a tempo O aveva valori dspressione
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mediamente inferiori sulle cellule NK dei paziemsipetto ai controlli, a 3 mesi di
trattamento sembra mantenerli tali sia nel gruppXMhe nel gruppo placebo,
indicando che probabilmente la sua espressioneenorodulata dall’azione del
trattamento farmacologico a cui sono stati sottbpiogazienti per i primi 3
mesi.(Figura 27c e d)

Per quanto riguarda I'analisi dei KLR, I'espressalel recettore inibitorio
Z199/NKG2A che era mediamente inferiore sulle delNK dei pazienti a tempo
0, dopo 3 mesi e risultata significativamente auktennel gruppo placebo
rispetto al tempo 0 (58+2.8%6 39+5.3%, p<0.05 e 1692+358 751+127cellule,
p<0.05) e rispetto al gruppo MTX (58+2.80% 39+7.8%, p<0.05 e 16921358 vs
792+181cellule) che, invece, mantiene valori corapdir al tempo O.
Contemporaneamente all’aumento dell’espression&léb é stato osservato un
aumento anche dell’'espressione di CD94 nel grupgoepo sia rispetto al tempo
0 (72+4% vs 63+5% e 2247+381 vs 1305+128cellul@) rsspetto ai pazienti
trattati con MTX (72+4% vs 62+6% e 2247+381 vs 1#4880cellule) (Figura28 c
e d). Quindi, nei placebo, ma non nei MTX é aum@n&gnificativamente la
tendenza da parte delle cellule NK a formare dinméoitori CD94/NKG2A.

Valutando I'espressione del marcatore BAB281/Nkg4émerso che la

sua espressione, aumentata sulle cellule NK deeptaal tempo 0, dopo 3 mesi
di trattamento con MTX e PDN diminuiva in manieigngicativa rispetto al
tempo 0 (4+0.8%s 8+0.7%, p<0.05 e 97+20\8 176+17.8cellule, p<0.05). Cio
non accadeva nei pazienti trattati con placebocoméinuavano ad avere valori di
espressione di questo recettore elevati e compiagauelli ritrovati al tempo 0
(Figura 29). Tra i NCR, € emersa una diminuziongedpressione di un altro
recettore citotossico, AZ20/Nkp30 nei pazienti tatt con MTX rispetto ai
pazienti al tempo 0 (3+0.8%s 6+0.7%, p<0.05 e 79+19s 143+18cellule) e
rispetto ai pazienti trattati con il farmaco placgl3+0.8%vs 6+1.3%, p<0.05 e
79+19vs 185+41.6¢cellule, p<0.05) (Figura 29).

Infine, dall’analisi dei co-recettori, la cui espsione era normale al tempo
0, sono stati osservati valori ridotti delle fregme di espressione di
MA152/NKp80 (7+1.1% vs 12+0.8%, p<0.05); di PP35/2B4 (16+1.7%s
26+1.3%, p<0.05) e di QA79/AIRM1 (6+0.8%6 11+0.7%, p<0.05 e 164+24\6
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235%18.3 cellule, p<0.05) nei linfociti dei paziettattati con MTX rispetto al
tempo 0. Questi risultati non sono stati conferndati’analisi eseguita nel gate
delle cellule CD16 indicando che le differenze osservate sono acaari
probabilmente di altri tipi cellulari che esprimosolla loro superficie i NKR. E’
noto, infatti che tali recettori possono essereressg) anche da alcune
sottopopolazioni di linfociti T come ad esempiaédiule Tyd e CDS.

In conclusione, dall’analisi dei NKR a 3 mesi eessa una tendenza
significativamente aumentata da parte delle celNike dei pazienti placebo a
formare dimeri inibitori CD94/NKG2A imputabile afattamento con il PDN.
Inoltre, 3 mesi di trattamento con MTX inducevanaau riduzione
dell’'espressione di alcuni recettori di naturatossica non solo nelle cellule NK,
ma anche in altri sottotipi linfocitari che li espono.

4.2.3 Analisi dei pazienti al tempo 12 mesi
Analisi dei KIR
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Analisi dei KLR

80 r 1500 T
£
<= (]
& 60 ]
o $ 1000 |
p=}
2 40 5
g (8]
= © 500
o L ©
g 20 £
]
c
0 0
BAT221 KP43 Z199 P25 BAT221 KP43 7199 P25
a. b.
100 1~ 2500
o S *
S 80 © 2000 +
~ Q@
g 60 2 1500
‘» ©
& 40 S 1000 -
o 5
3 20 £ 500 -
>
f =
0 - 0 -
BAT221 KP43 7199 P25 BAT221 KP43 Z199 P25
C. d.
Figura 32.
Analisi dei NCR
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Figura 34.

Durante i primi 3 mesi ddtial i pazienti sono stati trattai con il MTX o
con il placebo associati al PDN e nei successime8i essi sono stati trattati con il
solo MTX o placebo.

L’espressione di GL183, che nelle cellule NK dazienti a tempo 0 aveva
valori mediamente inferiori rispetto ai controllicke, dopo 3 mesi di trattamento,
li manteneva tali sia nel gruppo MTX che nel gruggacebo, analizzata a 12
mesi aveva valori mediamente piu elevati nei paitesttati con MTX rispetto al
tempo 0 (36x8%vs 28+3% e 799+18%s 585+89cellule) e rispetto al placebo
(36+8%vs 21+5% e e 799+18@s 554+99cellule) (Figura 31 c e d).

Dall’analisi dei KLR, I'espressione di Z199 cheenediamente diminuita
nelle cellule NK dei pazienti a tempo O e che d8pwnesi era significativamente
aumentata nel gruppo placebo sia rispetto al tebngia rispetto al gruppo MTX,
dopo 12 mesi di trattamento con placebo diminuiseequisendo valori
paragonabili al tempo 0 e questa riduzione rispatttempo 3 mesi € risultata
significativa (38+1.1%vs 58+2.8%, p<0.05 e 774+7¥s 1692+358cellule,
p<0.05). Al contrario, sulle cellule NK dei pazietrattati con MTX I'espressione
di questo marcatore € aumentata rispetto al tems184.5% vs 39+5.3% e
1161+196 vs 751+127cellule) e rispetto al gruppacebo (51+4.5 vs 38+1.1 e
11614196 vs 774+71cellule) (Figura 32 c e d). Qaedifferenze non sono
significative, ma indicherebbero la tendenza daepdel MTX ad indurre la
formazione di dimeri inibitori. Inoltre, nel grupp@TX, contemporaneamente
all'aumento dell’espressione di Z199 si e osserva@umento non significativo
dell'espressione di KP43 nelle cellule NK rispetb tempo 0 (74+£5.0% vs
6314.5% e 1658+255 vs 1305+128cellule) (Figura #2d). Infine, 'espressione
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di P25 che aveva valori mediamente pill elevatienedlllule CD16 al tempo 0 e
che a 3 mesi li manteneva tali sia nel gruppo placghe in quello MTX, a 12
mesi aumenta nei MTX rispetto al tempo 0 (69+8.38%b4+3.2 e 1612+276 vs
1121+104cellule) e al placebo (69+8.3% vs 44+5.8840.05 e 1612+276 vs
852+85cellule, p<0.05) (Figura 32 ¢ e d). Poiché P2arca sia NKG2C che
NKG2A, dalla differenza con i valori di espressiatieZ199 si € dedotto che tali
cellule tendono a formare dimeri inibitori con magg frequenza.
Contemporaneamente all’aumento dell’espressionB24i nel gruppo MTX si
verifica una riduzione della sua espressione nghgw placebo rispetto al tempo 0
(4415.8% vs 54+3.2% e 852485 vs 1121+104cellulefjuesto fa si che la
differenza osservata tra gruppo MTX e gruppo placela statisticamente
significativa (Figura 32 c e d).

Dall’analisi dei NCR & emerso che BAB281/NKp46 ceenbrava essere
modulato da 3 mesi di trattamento con MTX, a 12 inrexcquista valori
paragonabili al tempo 0 e cio ci ha fatto ipotiezahe il MTX abbia effetto
sull’espressione di BAB281 solo quando associatBR2N. Anche I'espressione
di AZ20 nei MTX riacquista valori paragonabili alfgopolazione di partenza,
confermando quello appena ipotizzato su BAB281gyfa 33)

Il fatto che anche l'espressione dei co-recetthie a 3 mesi sembrava
essere modulabile da MTX, a 12 mesi ritorni a vatomparabili al tempo 0 non
fa che rassicurarci sulla teoria secondo la quéleftetti sull’espressione dei
recettori citotossici osservati a 3 mesi siano doallassociazione MTX/PDN
(Figura 34).
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4.3 Valutazione dell’'attivita citotossica delle cdélile NK
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Figura 35. Il test di citotossicita NK e stato effettuato ibemndo i PBMC dei pazienti
(effettrici),piastrati a diverse concentrazioninde celluletarget marcate cor'Cr piastrate ad una
concentrazione fissa. Il rilascio diCr & proporzionale all’attivita citotossica dellellale NK
presenti. Negli istogrammi in ascissa sono riportedpporti ai quali vengono piastrate le cellule
effettrici rispetto alle celluléarget, in ordinata sono riportati i valori percentualiitascio di®'Cr.

a. Le barre arancioni rappresentanange di normalita dell’adulto espressi come mediatES. L
barre gialle rappresentano le mediezES calcolaievalori percentuali di rilascio del'Cr nei
pazienti al tempo M. Le barre verdi rappresentano le medie+ES calcalaitgalori percentuali di
rilascio del”’Cr nei pazienti trattati con MTX per 12 mesi; latieablu rappresentano le mediexES

calcolate sui valori percentuali di rilascio d&lr nei pazienti trattati con placebo per 12 mesi

L’attivita citotossica delle cellule NK dei paziemffetti da JLS e stata
valutata a tempo 0 prima del trattamento ed al tetth mesi. Dall’elaborazione

dei dati € emerso che le cellule NK dei pazierfatidfda JLS, rispetto aiange di
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normalita nell’adulto, hanno un’elevata attivitdotbssica ai rapporti piu bassi tra
cellule effettrici e cellul¢arget essendo (16£2%s 10+4%) per il rapporto 10:1 e
(11+2%vs 6+3%) per il rapporto 5:1.

Quando il test & stato ripetuto a 12 mesi si @rwaso che in seguito a
trattamento con MTX [attivitd citotossica delle lloée NK continuava a
mantenere valori mediamente piu elevati ai piu ib@ggporti di effettrici etarget
essendo (22+5%s 10+4%) per il rapporto 10:1 e (16x5% 6+3%) per il
rapporto 5:1. | valori riscontrati nel gruppo plboerientravano nei range di

normalita dell’adulto.

4.4 Quantificazione delle EPC

4.4.1 Analisi dei pazienti al tempo 0 mesi
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F.igura 36. L'analisi & stata effettuata sulle cellule CDB.ifdentificate da un AcMo specifico e
valutate per la duplice e triplice espressione @183 e KDR'; e sulle cellule CD133
identificata da un AcMo specifico e valutate perdlgplice espressione di KDR. | precursori
circolanti sono stati definiti come CD34 CD133 o CD34/CD133. b. | precursori endoteliali
come CD3#KDR', CD133/KDR" o CD133/CD34/KDR". | dati ottenuti dall'analisi
citofluorimetrica sono stati espressi come numeroetlule contate su 1xfGventi e sono stati
rielaborati esprimendoli come medie£ES. In araneiovalori relativi ai controlli, in giallo i valar

relativi ai pazienti arruolati al tempo 0.

Legenda: CD34 marcatore ematopoietic@D133 marcatore di staminalit# DR : marcatore del
recettore di VEGF, VEGFR-2 sulle cellule endotélial

Dall’analisi citofluorimetrica delle EPC e emerdwemel sangue periferico

dei pazienti affetti da JLS il numero dei precursematopoietici CD34 &
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mediamente diminuito rispetto ai controlli sani §429.9 vs 542+46.3 cellule)
anche se tale differenza non e significativa (FAg86a); invece non sono state
riscontrate differenze nella numerosita delle dellstaminali CD133 e
CD34'/CD133 nei pazienti rispetto ai controlli. (Figura 36b)

Il numero dei precursori endoteliali CDZ4DR™ era significativamente
diminuito nel sangue periferico dei pazienti affeta JLS (45+9.3vs
91+21.0cellule, p<0.05) cosi come quello dei prseur definiti come
CD34/CD133/KDR" (1.4+0.3vs 4.7+1.2 cellule, p<0.01) (Figura 36b). Anche le
cellule CD133+/KDR mostravano valori mediamente piti bassi nel samtgie
pazienti rispetto ai controlli (10.3+2\s 12.7+2.6 cellule), ma questa differenza

non e risultata significativa.(Figura 36b)

4.4.2 Analisi dei pazienti al tempo 3 mesi
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Figura 37. Le barre gialle rappresentano i valori di mediaxteSpazienti t=0, le barre verdi nei

pazienti trattati con MTX, le barre blu nei pazidrattati con il farmaco placebo.

Dall’analisi del numero delle EPC nei pazienti an8si difollow up si
osservato che nonostante i pazienti trattati con XMavessero quantita
mediamente pit basse di cellule staminali CD33D133 e CD34/KDR" sia
rispetto al tempo O (368+48s 44030 cellule), (229+30rs 278+30cellule),
(165+£33vs 177+20cellule) rispettivamente, sia rispetto azieati trattati con il
farmaco placebo (368+4% 476+50cellule), (229+30s 292+38cellule), (165+33
vs 221+30cellule) rispettivamente (Figura 37a), tiHdapossedevano un lieve
aumento del numero delle cellule CD82D133/KDR" rispetto ai pazienti al
tempo 0 (3.8+2.0r5 1.4+0.3 cellule) e rispetto ai pazienti trattatndb farmaco
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placebo (3.8+2.0vs1.5+£0.8 cellule), ma tali differenze non erano #igative
(Figura 37Db).

4.4.3 Analisi dei pazienti al tempo 12 mesi
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Figura 38.

Dall’analisi delle EPC dei pazienti dopo 12 mesitrdttamento con il
farmaco placebo o con il farmaco MTX, € emerso ple quanto concerne le
cellule staminali ematopoietiche, i pazienti trattaon farmaco placebo
presentavano un abbattimento significativo del momeelle cellule CD3%
CD133 e CD34/CD133 rispetto ai valori che avevano a 3 mesi rispettieate
(238+46vs 476+50cellule, p<0.05), (166+2& 292+38cellule, p<0.05), (116+24
vs 221+30cellule, p<0.05). Invece i pazienti trattatin il MTX mantenevano
valori comparabili al tempo 3 mesi e al tempo §ufa 38a).

Per quanto riguarda i progenitori endoteliali, pezienti trattati con il
farmaco placebo e stata osservata una diminuzionesignificativa del numero
delle cellule CD3%KDR" (1745.5 vs 40+8.4cellule) e valori comparabili al
tempo 3 e al tempo 0 delle popolazioni CDYB®R* e CD34'CD133/KDR*
(Figura 38b). Le EPC che dopo 3 mesi di trattamemao MTX sembravano
aumentate a 12 mesi sono diminuite a valori conigiaral tempo 0 e tale
diminuzione non é significativa (Figura 38b).

Quindi, in generale si e osservato che il MTX ebbe modulare il
numero dei precursori staminali in circolo. Nei igat trattati con placebo,
infatti, € stato osservato un forte abbattimentestio a 12 mesi. Al contrario, il
numero delle EPC non sembra essere modulato dal:Md&> 3 mesi sembrava

aumentare, a 12 mesi tornava ai livelli piu bas#iachormalita.
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4.5 Analisi immunoistochimica
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Figura 39. Negli istogrammi in giallo sono riportati i valadi medie+ES calcolati al tempo 0, in
verde quelli calcolati sui pazienti trattati con MPper 12 mesi e in blu quelli calcolati sui pazient
trattati con placebo per 12 mesi. In ascissa értapw il numero di cellule contate per rhidi
tessuto. Il trattamento con MTX per 12 mesi ha ttwlana regressione di piti del 50% dei CQ45
CD3' e una remissione dei CD20

La biopsia cutanea e stata ottenuta da 21 dei Zi2rmiaarruolati nello studio al
tempo 0 mesi e solo su 8 di questi pazienti e sijp¢duta dopo 12 mesi. Infatti, i
pazienti che avevano localizzazione delle lesiaterstiche al volto non hanno
effettuato biopsia € non sempre i genitori/pazidminno dato il consenso
informato per I'esecuzione della biopsia ed ino#ti@ini pazienti sono usciti dallo
studio prima del tempo dollow-up previsto a causa di un peggioramento della
malattia. Tra i pazienti che hanno effettuato Igplia al tempo 0, 12 erano affetti
dalla forma lineare, 8 da morfea a placche, 1 amdomista. Non sono state
osservate differenze nelle caratteristiche delltiato infiammatorio tra le diverse
forme. Degli 8 pazienti che hanno ripetuto la biapd tempo 12 mesi, 3 erano
stati trattati con placebo e 5 con MTX. Le valuteziimmunoistochimiche sono
state effettuate su almeno 3 campi di tessuto eotanelti a caso della misura di
imnf mediante lutilizzo di un programma di analisi rfoonetrica
computerizzata
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Nellinfiltrato inflammatorio € stata analizzata laresenza di cellule
CD45'. CD45 & un marcatore pan-leucocitario che indiitinfociti, neutrofili,
monociti e granulociti. Tra i linfociti e stata iagata la presenza delle cellule
CD3" e CD20. In media sono state contate 189 cellule CDstbmnf di tessuto,
la popolazione linfocitaria maggiormente rappresenera quella dei linfociti T
CD3" e mediamente sono state contate 99 cellule pérdntassuto. Infine & stata
evidenziata la presenza di una discreta popolaziohiefociti B, mediamente 33
cellule per mmdi tessuto.

Dopo 12 mesi si € osservata una significativa fimhe dell’infiltrato
inflammatorio dei pazienti trattati con MTX e unaarpiale remissione
dell'infiltrato dei placebo. In particolare, i paniti trattati con MTX hanno avuto
una riduzione del 65% delle cellule CD45+ nelliitéito infiammatorio contro il
20% osservato nei pazienti trattati con il placebana riduzione delle cellule
CD3+ del 60% contro il 38% osservato nei pazieatitati con il placebo, infine,
mentre nei MTX la popolazione dei linfociti B laddopresente, era scomparsa e
non se ne contava piu una cellula, nei placebovaubna parziale regressione
dopo 12 mesi.

In conclusione, il MTX sembra avere modulato il ggsso inflammatorio locale
riducendo di oltre il 50% l'infiltrato leucocitarioon particolare efficacia a livello
linfocitario dove si € osservata una drastica riolbz della componente T ed

addiritttura la scomparsa totale della popolaziBne
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5. DISCUSSIONE

In questo studio e stato approfondito il ruolo 8€hella patogenesi della
JLS. Tale patologia € considerata una malattiaimmtone essendo caratterizzata
da alterazioni nel funzionamento del Sl innato atiiivo evidenziate dalla
presenza di autoanticorpi, citochine e fattori discita nel siero dei pazienti e
dalla presenza di infiltrati leucocitari a liveliielle lesioni cutane®.

A tale scopo sono stati valutati 42 pazienti cheme stati arruolati nel

trial clinico randomizzato in doppio cieco su “ efficacia del Metotrexatte in
associazione a Prednisorversus Prednisone nella Sclerodermia Localizzata
Giovanile (Progetto INSIEME)”.

Subito dopo l'arruolamento, i pazienti sono staimdomizzati in due
gruppi: il gruppo MTX, nel quale i pazienti sonatstrattati con MTX associato a
PDN per 3 mesi seguiti da un trattamento con soloXNper altri 9 mesi ed |l
gruppo placebo, nel quale i pazienti sono stattatiacon un farmaco placebo
associato a PDN per 3 mesi seguiti da un trattaonem il solo placebo per altri
9 mesi. Il gruppo di controllo é stato costituita 89 soggetti sani confrontabili
per eta e sesso.

Al fine di identificare le componenti del Sl impdite nelle alterazioni
tipiche della JLS é stata analizzata la distribneiai alcune sottopopolazioni
linfocitarie nel sangue periferico dei pazientitaimpo O rispetto al gruppo di
controllo e si € monitorato se il loro numero ves&in seguito al trattamento con
MTX o con il farmaco placebo dopo 3 e 12 mesi.

In generale, € emerso che I'assetto immunologatsangue periferico dei
pazienti affetti da JLS arruolati in questo stuéi@ pressoché comparabile a
quello dei bambini sani e non c’erano differenzgniicative nella distribuzione
delle sottopopolazioni analizzate. Infatti, la fuegza dei linfociti T e B era
pressoché normale, salvo che a 3 mesi i paziehgjrdppo placebo presentavano
numeri assoluti di cellule CD3CD4’, CDS e CD19 mediamente aumentati
rispetto al tempo O e rispetto ai pazienti trattain MTX, ma questa differenza

oltre a non essere significativa, probabilmentgragentava un effetto dovuto al

93



trattamento con il corticosteroide PDN. Infattil2a mesi il numero dei linfociti T
e B nel gruppo placebo tornava normale.

In contrasto a quanto osservato nel sangue pedfef’analisi IC
dell'infiltrato  infiammatorio presente nelle lesioncutanee mostrava
un’abbondante presenza di leucociti CD4Be erano per la maggior parte cellule
CD3’, inoltre & stata evidenziata la presenza di el@iD20. Il trattamento con
MTX induceva una regressione di oltre il 50% ditdule popolazioni cellulari
analizzate e una remissione completa dei linf@;itndicando che il MTX aveva
un effetto importante sui fenomeni inflammatorcorso localmente.

Vari studi in letteratura hanno analizzato le daratiche dell'infiltrato
inflammatorio delle lesioni sclerodermiche; unodstuin particolare, ha riportato
I'analisi IC di biopsie cutanee di 6 pazienti adalfetti da SL e 3 controlli sani
evidenziando numeri pill elevati di cellule CD1&€D3’, CD4, CD8 e CD57
nell'infiltrato dermico dei pazienti rispetto a dieedei controlli rivelando che i
linfociti T, le cellule di Langerhans e le cellUNK avevano un ruolo importante
in questa patologta’. Alcuni Autori hanno ipotizzato che la sclerodearsia una
patologia guidata dalla risposta ad un Ag specifiagarte dei linfociti T essendo
presenti negli infiltrati inflammatori insieme aiatrofagi gia prima di ogni
evidenza di fibrosf? Inoltre, essi vanno incontro ad un’espansiongoaionale
nel tessutd. Altri hanno dimostrato che nel sangue perifeded pazienti affetti
da SS sono riscontrati livelli elevati di linfocifi con marcatori di attivazione
come IL2-R, HLA-DR e CD25%""*3¥ nonché quelli di alcune citochine quali IL-
2, -4, e -6 che indicherebbero uno stato d’attiwagidei linfociti P*,

Il ruolo dei linfociti B nella SS € meno chiar@moe risulta da alcuni studi:
Tedder, ad esempio, ha dimostrato che i topi temsgi cui linfociti avevano
CD19 over-espresso, perdevano la tolleranza sdf e producevano
spontaneamente auto-anticdrpi Il gruppo di Sato ha evidenziato che i pazienti
affetti da SS presentavawwer-espressione di CD$9e, in un lavoro successivo,
ha dimostrato che nel sangue periferico dei pazieffetti da SS c'era
un'alterazione dell'omeostasi dei linfociti B comn’espansione dei linfociti B
vergini e una riduzione dei linfociti B di memorigntrambe queste popolazioni

presentavangper-espressione del marcatore CD19 responsabile diltoiper-
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attivato dei linfociti B vergirfi®***3%13¢ Altri studi hanno dimostrato che la via di
trasduzione del segnale attivata dallasse CD194FD&ra in grado di mediare
I'espansione clonale e il differenziamento dellBute B, nonché la produzione di
anticorpi diretti contro Ag esogeniself 2,

Mentre le cellule B e T sono le principali respaim$ della risposta
immunitaria adattativa, le cellule NK sono le prpadi componenti del Sl innato
essendo capaci di uccidere le cellule bersagliozasemna precedente
immunizzazione, siano esse tumorali o infettatevidas. Nei pazienti affetti da
JLS analizzati in questo studio non sono statereateealterazioni del numero e
della frequenza delle cellule NK nel sangue peddéettuttavia, la loro attivita
citotossica, valutata con test di rilascio di€r, & risultata superiore ai livelli di
normalita riscontrati nei soggetti sani adulti. &ssmaneva elevata anche in
seguito a 12 mesi di trattamento con MTX, mentre soggetti trattati con il
farmaco placebo rientrava nei valori di normalitéletteratura, vari gruppi hanno
studiato il numero e la citotossicita delle celllNK nel sangue periferico di
pazienti affetti da SS con risultati contraddittaririsultati osservati in questo
studio sono piu vicini a quelli riportati dal grupgi Miller che non ha trovato una
variazione nella frequenza e nel numero assolute dellule NK:°®. Altri hanno
osservato che la frequenza era dimirtdfte un lavoro recente ha mostrato che il
numero era aumentato mentre I'attivita citotossita diminuitd®. In almeno tre
studi I'attivita citotossica era ridofta'®®**% in almeno due aument&ta'®

Le cellule NK esprimono sulla loro superficie reegg di natura inibitoria
che ne regolano I'attivita riconoscendo le moleddldC-I sulle cellule bersaglio.
Quando cio non avviene, i segnali indotti dai remeattivatori presenti sulla loro
superficie prevalgono su quelli inibitori e le cddl NK si attivano lisando le
cellule bersaglio. | recettori espressi dalle dellNK appartengono a 4 famiglie
principali: i KIR, i KLR, i NCR e i co-recettori en questo studio la loro
espressione e stata studiata mediante analisiugtohetrica.l pazienti analizzati
al tempo O presentavano un aumento significatiibedpressione del recettore
citotossico NKp46/BAB281, appartenente alla famaigtlei NCR e non HLA
specifico, e del recettore inibitorio KIR3DL2/DE@&ppartenente alla famiglia dei
KIR e HLA-A specifico. KIR3DL2 ha evidenziato untal variabilta di
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espressione nei pazienti rispetto ai controlli entree al tempo 0 le differenze
osservate sono risultate significative (p<0.05) tampi 3 e 12 mesi la
significativita statistica € andata perduta. Infirono state osservate delle
oscillazioni meno importanti dell’'espressione diuadi recettori appartenenti alla
famiglia dei KLR. Il recettore CD94 appartenent¢ake famiglia, puo formare
eterodimeri inibitori associandosi con il recettdtd&G2A oppure eterodimeri
attivatori associandosi con NKG2C. In questo stuglistato osservato che le
cellule NK dei pazienti affetti da JLS tendevanofamare con maggiore
frequenza eterodimeri attivatori rispetto a quedlegli individui sani. In
conclusione, l'iper-espressione di alcuni recettativatori delle cellule NK e
l'aumento della loro attivita citotossica evideriaialai test di rilascio del*Cr
suggeriscono che nella JLS é presente un quadum’dumentata citotossicita.
Dalla letteratura € emerso chiaramente il ruolociata delle cellule NK
nellimmunosorveglianza. Alterazioni della loro #ionalita comportano
fenomeni di autoimmunita mediati dai loro recefforiAlcuni studi hanno
dimostrato che le cellule NK sono in grado di uec&cellule dendritiche (DC)
autologhe attraverso l'attivazione di almeno duedie vie del segnale e che la
loro capacita citotossica e direttamente propoadmalla densita di superficie dei
NCR, in particolare di NKp46 e NKp30® Molto spesso Iattivitd dei NCR &
associata a quella di un KLR come NKG2*° L’aumento dell’espressione di
un KIR inibitorio osservato in questo studio, pbtvse sembrare contraddittorio
rispetto al quadro descritto finora, ma in letteratsono riportate condizioni in
cui la presenza di certi KIR attivatori in assenzdla controparte inibitoria o di
KIR inibitori in assenza del loro ligando possonedisporre allo sviluppo di
malattie autoimmuni. Per esempio, la presenza B2KIS2 e stata associata con
lo sviluppo delle vasculiti nei pazienti affetti #&R**:; la presenza di KIR2DS2 e
KIR2DL2 in assenza dei ligandi per KIR2DL2 e stassociata con [artrite
psoriatica* inoltre, la presenza del KIR attivatore KIR2DSBeontemporanea
assenza di quello inibitore KIR2DL2 & stata assaci®n lo sviluppo della $%
Una possibile ipotesi € che 'aumento dell’esp@ssidi KIR3DL2 rappresenti la
risposta dellorganismo ad un evento patologicomeoun’infezione virale,

tuttavia questo KIR non trovando le HLA-A sulla suijicie delle cellule
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bersaglio non induce il segnale inibitorio. Contemgmeamente aumenta
I'espressione anche dei recettori attivatori cinemiancanza di segnali inibitori,
attivano le cellule NK. Queste, per motivi ancogadti, non sono in grado di
distinguere ilself dal non-self e rivolgono la loro attivita citotossica anche tron
cellule autologh¥. E’ noto dalla letteratura che, in seguito ad ziee da
HCMV, nel sangue periferico di individui sani sisesva un’espansione di cellule
CD94'/NKG2C". Infatti, i PBMC prelevati da pazienti sani, mesgscoltura con
fibroblasti autologhi infettati da HCMV, presentamo aumento della popolazione
CD94'/NKG2C #3144

Dopo tre mesi di trattamento con MTX associato &RiDbiamo assistito
ad una significativa riduzione dell’'espressione mglettore NKp46 nei pazienti
trattati mentre cio non avveniva in quelli trattadin solo PDN. Inoltre, diminuiva
in maniera significativa anche I'espressione dialtno NCR, NKp30/AZ20, sia
rispetto al tempo O che rispetto ai pazienti ttattan il farmaco placebo. Di
contro, nel gruppo placebo é stato evidenziato wmemto dell’espressione di
CD94 e di NKG2A, ma non di NKG2C indicando una temrh da parte delle
cellule NK di questi pazienti a formare dimeri indsi con maggiore frequenza
rispetto ai pazienti trattati con MTX. Infine, ieguito al trattamento con MTX e
stata riscontrata la diminuzione dell’espressiomeha dei co-recettori 2B4/PP35,
Nkp80/MA152 e p75/QA79. Questi recettori sono imege attivatori e molto
spesso funzionano da coadiuvanti proprio all’atiivlei NCR. L’alterazione della
loro espressione e stata riscontrata nella popmiaziinfocitaria totale, ma non
nella popolazione CD16 cio ha fatto pensare che non fosse a carice dellule
NK, ma di altri tipi cellulari. | co-recettori, coenanche i KLR, possono essere
espressi sia suiyd che sui T CD8 e dati in letteratura hanno dimostrato la
presenza di cellule T CD1d ristrette, con un repertdi recettori simile a quello
delle cellule NK. Tali cellule sono state definitellule NKT ed é stato dimostrato
un loro coinvolgimento in alcuni processi autoimttirt

Dai risultati raccolti in questo studio sembra cheMTX riesca a
modulare I'espressione dei NKR nel sangue peridesmo se in associazione con
i corticosteroidi. Questo € evidenziato dal fattbe cquei recettori, la cui
espressione sembrava essere stata modulata a 3doesi 12 mesi tornano ad
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assumere valori comparabili a quelli basali. Agtpua cio, I'attivita citotossica
delle cellule NK a 12 mesi era elevata nei pazigattati con MTX.

In conclusione, nei pazienti con JLS I'espressideerecettori attivatori e
aumentata (NKp46, CD94/NKG2A) inducendo probabilteesome risultato
'aumento dell’attivita citotossica delle celluleKN Le alterazioni individuate a
livello del sangue periferico non hanno un andameapiecifico e omogeneo per
tutti i pazienti percio, nonostante siano risultsimificative, non sembrano essere
fattori cruciali nell'influenzare I'andamento delfatologia, piuttosto potrebbero
rappresentare degli epifenomeni. Non é esclusoithena malattia di natura
localizzata, com’é la JLS, le cellule NK e i lorecettori possano avere un ruolo
piu incisivo a livello locale dove varrebbe la peeauesto sara il nostro prossimo
obiettivo, di analizzare non solo la loro espraessjoma anche quella dei loro
ligandi che sono stati trovaper-espressi nei tessuti infiammiati

La sclerodermia € una patologia caratterizzatgrdaee ischemia tissutale.
L’apporto ridotto d’ossigeno genera stress ossidathe danneggia le cellule
endoteliali e I'organismo risponde con un aumerdgo fdnomeni di riparazione
del danno, ma l'incapacita di risolverlo porta iah@dellamento incontrollato del
tessuto e alla deposizione di ECM e collagene resguli della fibrosi. Vari
lavori hanno dimostrato che l'angiogenesi e la ubsyenesi sono difettose in
questa patologid®*?’“** Allo scopo di approfondire le cause che inductald
difetti sono state quantificate le EPC nel sangekfgrico dei pazienti arruolati
nello studio e si & monitorato se la numerositqudiste cellule venisse modificata
dal trattamento con MTX. Le EPC sono generalmentard riscontro a livello
del sangue periferico e non é facile identificabezersi studi hanno usato criteri
diversi per caratterizzarle, in alcuni vengono wigfi EPC le cellule CD34KDR"

0 CD133/KDR™ in altri le cellule CD3%CD133+/KDR "8 |n questo studio,
i precursori circolanti sono stati definiti come 890 CD133 o CD34/CD133,
mentre i precursori endoteliali come CDBMR" o CD133/KDR® e
CD133/CD34/KDR". Nel sangue periferico dei pazienti affetti da J8mersa
una deplezione del numero delle EPC CB3®D133/KDR", CD133/KDR",
nonché del numero delle cellule staminali ematdjmbie CD34. Questo ¢ il

primo studio che dimostra una deplezione delle BBI2& JLS, infatti, vari gruppi
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hanno studiato il loro ruolo nelle alterazioni valsti della SS con risultati
contrastanti, alcuni hanno dimostrato una diminoidel loro numerg®**® altri
un aument®. A questa apparente contraddizione sembrava dattcechiarezza
il lavoro di un gruppo lItaliano che correlava ilmero delle EPC con le fasi di
malattia dimostrando come, nella fase inizialejsposta al danno endoteliale, ci
fosse un aumento della loro mobilizzazione dal M@ ei riduceva nel corso
della fase tardiva sottolineando il fallimento dsstemi di riparazioré®. |
risultati ottenuti in questo studio, in cui sonatsarruolati pazienti con malattia in
fase acuta per lo piu all’esordio, sembrano esserentrasto con quanto riportato
proprio dal suddetto studio ed il motivo delle diffnze osservate potrebbe
risiedere nella diversa patologia in oggetto: Sxder Sistemica versus
Sclerodermia Localizzata.

Per quanto riguarda 'andamento del numero ditguesiule nel tempo e
in seguito ai trattamenti previsti dalal, € emerso che i pazienti trattati con MTX
mantenevano livelli costanti sia dei precursori &paietici sia dei precursori
endoteliali. Invece, i pazienti trattati con il pido a 3 mesi avevano un aumento
dei livelli dei precursori ematopoietici e a 12 mes abbattimento del loro
numero, mentre mantenevano costante quello deurs@c endoteliali. Questi
dati suggeriscono che il MTX moduli la mobilizzaaedelle cellule staminali dal
MO mantenedola costante nel corso del tempo e exidenziato dal fatto che i
pazienti che non lo assumono a 12 mesi hanno upleziene significativa del
loro numero nel sangue periferico. Tuttavia, i MTn sembra modulare in
alcun modo il numero dei precursori endoteliali dhegane pressoché costante nel
tempo tra i due gruppi.

In conclusione, i pazienti affetti da JLS presantan aumento dell’attivita
citotossica delle cellule NK, determinato probalgihte dallaumento
dell'espressione di alcuni recettori di citotosgiciTali fenomeni, osservati a
livello periferico, sono troppo poco specifici pessere definiti marcatori di
malattia.

La deplezione delle EPC potrebbe invece rappresentsa caratteristica
specifica della patologia ed essere indice d’'udattda mobilizzazione di questi
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precursori staminali dal MO. Cio avrebbe come cguoesaza difetti
dell’angiogenesi e della vasculogenesi.

La presenza di infiltrati infammatori ricchi dinliociti a livello delle
lesioni cutanee suggerisce che il SI ha un ruotogemetico importante nella JLS,
evidente soprattutto a livello locale dove si vedfil reclutamento di cellule
inflammatorie. Il fatto che esse siano principalteehnfociti T indica che la
patologia & probabilmente guidata da una rispodtaraAg da parte di queste

cellule.
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