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Editoriale

I ricco curriculum degli autori non lascia spazio ad un breve commen-

Ito su questa bella monografia che invito a leggere con curiosita.

Il Prof. Corsi Massimiliano M. ha conseguito la Laurea in Medicina e
Chirurgia, il diploma di specializzazione in Endocrinologia Sperimentale
ed il Dottorato di Ricerca in Fisiopatologia presso 1'Universita di Milano.
Ricercatore Universitario di Patologia Generale e di Patologia Clinica poi,
successivamente € stato chiamato come Professore Associato di Patologia
Clinica presso la stessa. Titolare di tuttii corsi di Patologia Clinica Universitari,
ha ottenuto un contratto di ricerca con il Centro di Patologia Cellulare del
CNR di Milano ed e tuttora coordinatore del Corso di Perfezionamento
in Immunopatologia Clinica presso I'Universita degli Studi di Milano. E'
stato visiting scientist al Karolinska Institutet, presso il Microbiology and
Tumor Biology Center (MTC), Stoccolma, Svezia; al ICP, Institute of Cellular
Pathology della Universita Cattolica di Lovanio, Bruxelles, Belgio e presso il
Dipartimento di Patologia Cellulare e Molecolare, Cancer Center Karolinska
(CCK), Stoccolma, Svezia. Ha ricoperto diversi incarichi istituzionali: segre-
tario regionale, Presidente, delegato regionale, delegato AlPaCMeM per
la WASPLM (World Association of Societies of Pathology and Laboratory
Medicine). E" membro del direttivo FISMELAB (Federazione Italiana Societa
di Medicina di Laboratorio) e del Direttivo Nazionale dell’ ATPaCMeM. E’
autore di 185 lavori scientifici, di cui 82 pubblicazioni su riviste internazio-
nali con Impact Factor (IF) . Ha pubblicato capitoli in libri, monografie e tra-
duzioni di testi universitari. Socio di Societa scientifiche internazionali (ACP,
IPSO, AACC) e nazionali (SIBioC, SIMeL, SIP, SITOX, AIPaCMeM).

Il Prof. Gulletta Elio ha conseguito la Laurea in Medicina e Chirurgia
presso I'Universita degli Studi di Messina. E' stato Assistente Incaricato
di Patologia Generale, presso Universita degli Studi di Messina, quindi
Assistente Ordinario di Patologia Generale, Il Facolta di Medicina e Chirurgia,
Universita degli Studi di Napoli. Ha conseguito la Specializzazione in
Endocrinologia e Malattie del Ricambio e quella in Medicina di Laboratorio
presso 1'Universita degli Studi “Federico II” di Napoli. E' stato PhD
Fellowship e Visiting scientist, Developmental Genetics Section, LMB, NCI,
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NIH, Bethesda, Md, USA, quindi Professore Associato di Microbiologia,
presso I'Universita degli Studi di Napoli. Aiuto presso il Servizio Speciale di
Microbiologia, Policlinico Universitario. Attualmente & Professore Ordinario
di Patologia Clinica, presso la Facolta di Medicina e Chirurgia, Universita
degli Studi di Catanzaro, Direttore responsabile della U.O.C. Servizio di
Patologia Clinica e della Scuola di Specializzazione in Patologia Clinica della
Facolta di Medicina e Chirurgia a Catanzaro. Autore di oltre 150 pubblica-
zioni. E' inoltre Responsabile di Progetti di Ricerca MIUR e Ministero della
Salute, Socio di numerose e qualificate Societa Scientifiche Internazionali e
Nazionali di Medicina di laboratorio.

La Prof.ssa Foti Daniela Patrizia Francesca ha conseguito la Laurea in
Medicina e Chirurgia presso1'Universita di Catania quindi la Specializzazione
in Endocrinologia e quella in Medicina interna. Dottore di Ricerca in Scienze
Endocrinologiche e Metaboliche, & stata Visiting Fellow presso la Clinical
Endocrinology Branch, NIDDK, National Institutes of Health, Bethesda, USA
(Dir. Prof. J. Robbins) e Post-doctoral endocrinologist, Thyroid Molecular
Biology Laboratory, University of California San Francisco, CA, USA (Dir.
Prof. B. Rapoport), attualmente & Professore associato, Patologia Clinica,
Universita degli studi Magna Greecia, Catanzaro, Facolta di Medicina e
Chirurgia. Numerosi i campi di ricerca: gli effetti fisiopatologici dell’ormone
tireotropo (TSH), delle immunoglouline tireostimolanti (TSI) e dell’insulina
su cellule tiroidee in coltura, il trasporto degli ormoni tiroidei in cellule
nervose in coltura, 1'espressione di geni attivati dal TSH, gli autoantigeni
tiroidei mediante applicazioni delle metodologie del DNA ricombinante, la
regolazione dell’espressione genica del recettore dell’insulina e Glut 4 e loro
ruolo nel diabete mellito di tipo 2.

La dott.ssa Galliera Emanuela ha conseguito la Laurea in Scienze biologi-
che, & stata titolare della borsa di studio AIRC (Associazione Italiana per la
Ricerca sul Cancro), laboratorio di Farmacologia Molecolare, presso 1Istituto
di Ricerche Farmacologiche Mario Negri a Milano. Vincitrice di un concorso
per il Dottorato di Ricerca presso I'Universita degli Studi di Brescia & stata
visiting scientist presso laboratorio del prof. Haribabu Bodduluri, The James
Graham Brown Cancer Center, University of Louisville, Louisville KY, USA
ed attualmente e titolare di Assegno di Ricerca presso 'universita degli Studi
di Milano presso l'Istituto di Patologia Generale). Ha seguito diversi corsi di
perfezionamento tra cui: EMBO Course su "Receptor Mechanism and Signal
Transduction" (Bordeaux , France) ed ha ricevuto il Premio Space per Ricerca
sulle Chemochine.

Sergio Rassu
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Citochine: caratteristiche biologiche,
meccanismi patogenetici, appropriatezza
del dosaggio

Caratteristiche biologiche

in coll. con Maria G. Scarmozzino

Le citochine sono molecole biologiche che agiscono come mediatori solu-
bili della immunita naturale e della risposta immunitaria. Costituiscono un
gruppo di proteine o glicoproteine a basso peso molecolare (fino a 25 kD),
prodotte dalle cellule del sistema immunitario, costitutivamente ed in modo
attivamente regolato, durante la fase effettrice dell'immunita naturale e di
quella specifica, per mediare e controllare la risposta immunitaria, la reazio-
ne infiammatoria e la fagocitosi. Attualmente sono descritte come molecole
multifunzionali, assieme alle chemochine ed alle molecole di adesione, che
svolgono importanti attivita biologiche nell’ematopoiesi, immunita, malattie
infettive, tumorigenesi, omeostasi e riparazione dei tessuti, crescita e svilup-
po cellulare (16).

In relazione alla struttura ed all’attivita biologica preponderante, nell'uo-
mo vengono prodotti differenti tipi di molecole attive nel sistema immuni-
tario: interleuchine (IL), tumor necrosis factors (TNF), linfotossine (LT),
interferoni (IFN), colony stimulating factors (CSF), chemochine (CC, CXC),
citochine regolatrici (9).

Le citochine, pitt propriamente dette nel caso delle interazioni linfocitarie,
interleuchine, condividono tre proprieta che rendono i loro effetti biologici
molto complessi, pilt precisamente, pleiotropici, ridondanti e sinergici. I
pleiotropismo consiste nel fatto che le citochine svolgono differenti effetti su
diversi tipi di cellule bersaglio; la ridondanza significa che piti citochine media-
no le stesse attivita biologiche; il sinergismo indica che 1'effetto combinato di
pitt citochine pud risultare maggiore della somma degli effetti biologici delle
singole citochine. Presupposto essenziale per lo svolgimento delle attivita
biologiche delle interleuchine & quello di legarsi a specifici recettori presenti
sulla membrana delle cellule bersaglio. La loro attivita puo essere distinta in
autocrina, quando si legano a recettori presenti sulla membrana dello stesso
tipo di cellula che le secerne; paracrina, quando si legano a recettori presenti
su cellule-bersaglio situate in prossimita delle cellule che le producono; endo-
crina, quando i recettori specifici sui quali si legano sono espressi da cellule e
tessuti fisicamente distanti ed appartenenti a sistemi biologici complessi, sia
in condizioni fisiologiche sia patologiche.
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Il legame di una citochina alla sua cellula bersaglio puo stimolare sia
I’espressione di recettori per citochine, sia la produzione di altre citochine che
a loro volta agiscono su altre cellule bersaglio (effetto a cascata).

Le citochine regolano l'intensita e la durata della risposta immunitaria, sia
di tipo cellulare che umorale, la proliferazione e il differenziamento di varie
cellule, I'induzione della risposta infiammatoria, la regolazione dell’emato-
poiesi, la fisiopatologia dell’endotelio vascolare e la riparazione dei tessuti.
Il tipo e 'ampiezza della risposta immunitaria sono determinati e regolati,
inizialmente, dal meccanismo di riconoscimento dell’antigene. A questo
complesso fenomeno segue la modulazione della risposta stessa che &, per
gran parte, determinata dalla produzione, dal rilascio nel mezzo-ambiente e
dalla efficace attivita biologica delle citochine. Questi fenomeni sono comuni
sia alle risposte fisiologiche e controllate, sia a quelle immunitarie patologi-
che ed alterate nella loro regolazione (1) (Tabella 1).

L'espressione delle citochine ¢ regolata da segnali specifici e complessi
sulla membrana delle cellule che le producono; questi segnali vengono tra-
sdotti in modo da indurre neosintesi di RNA e proteine regolatrici, la promo-
zione della crescita e della differenziazione cellulare (risposta cellulare lenta).
In un modello biologico ben studiato e definito, quale la risposta biologica
ad IL-6 (28), la trasduzione intracellulare del segnale di membrana comporta
inizialmente la dimerizzazione di gp130. Questa ¢ indotta dal legame delle
citochine al recettore, di cui gp130 rappresenta la subunita f. I domini intraci-
toplasmatici, box 1 e box 3, di gp130 sono importanti per I'attivita fosforilante
tirosinica di JAK (Janus chinasi) sulle STAT (Signal Transduction Activators

Citochine: Mediatori solubili della risposta immunitaria

(Monochine, Linfochine, Interleuchine, Colony Stimulating Factors)

- prodotte durante la fase effettrice dell'immunita naturale e di quella specifica
per mediare e regolare la risposta immunitaria ed infiammatoria

- secrezione di breve durata ed autolimitantesi

- la maggior parte delle citochine sono prodotte da molteplici tipi cellulari

- agiscono su differenti tipi di cellule (pleiotropismo)

- lastessa attivita biologica pud essere svolta da pit1 citochine (ridondanza)

- influenzano la sintesi e l'attivita reciproca (cascata di attivazione)

- svolgono la loro azione legando il recettore specifico sulle cellule bersaglio
(attivita autocrina, paracrina, endocrina)

- espressione regolata da segnali specifici (specificita)

- risposta cellulare lenta (neosintesi di rna e proteine) induzione e promozione
della crescita cellulare

Tabella 1.
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Transcription) che, attivatesi a cascata, vengono traslocate nel nucleo per
attivare i fattori nucleari di regolazione della trascrizione. Questo modello &
accettato come valido anche per altre citochine (IFN-y) (4); IL-12 (22).

A rendere ancora pitt complesso il modello e l'attivita biologica delle
SOCS (Suppressor Of Cytokine Signalling), un gruppo di proteine inibitrici
delle vie di traduzione del segnale citochinico. Queste proteine hanno un
ruolo fondamentale nella regolazione fisiologica sia della risposta immunita-
ria naturale sia di quella adattativa. SOSC regolano in modo positivo/nega-
tivo l'attivazione dei macrofagi e delle cellule dendritiche e la maturazione e
la differenziazione dei linfociti T (32).

Il network citochinico, nella fisiopatologia immunitaria, interviene nella
neutralizzazione delle tossine batteriche solubili che richiede la sintesi di
anticorpi (risposta umorale), nelle infezioni virali, quale parte integran-
te della citotossicita cellulo-mediata, nella persistenza dei microrganismi
patogeni nell’organismo ospite, nelle risposte allergiche, nella patogenesi
delle malattie autoimmunitarie e nella comparsa dell'ipersensibilita di tipo
ritardato- Anche nell'uomo & possibile distinguere due sottopopolazioni di
cellule Th CD4" (Th1, Th2) in base alle citochine secrete, capaci di svolgere
funzioni biologiche diverse. Il sottogruppo Thl & responsabile delle funzioni
cellulo-mediate e della attivazione dei linfociti T-citotossici; mentre il sotto-
gruppo Th2 & responsabile della regolazione dell'immunita umorale (8).

Polarizzazione

Il fenomeno della polarizzazione & alla base della risposta immunitaria
ed in esso la predominanza di un tipo di citochine inibisce la proliferazione
e la funzione di cellule capaci di produrre laltro tipo di citochine (Th1/
Th2). Attualmente & largamente condiviso il modello, proposto da Kourilsky
e Truffa-Bianchi (17), in base al quale le cellule coinvolte in una specifica
risposta immunitaria agiscono di concerto le une con le altre. Esso implica
che, nonostante la loro differente attivita funzionale, linfociti T, cellule den-
dritiche, macrofagi, cellule NK ed NKT siano capaci di rispondere in manie-
ra molto coordinata ad un dato stimolo antigenico e condividano elementi
regolatori comuni. In effetti tutte queste cellule, ed anche quelle neuroendo-
crine, sono capaci di dare risposte polarizzate. Questo processo complesso e
coordinato determina un “field” (ambiente) di citochine, caratterizzato dalla
sintesi di gruppi unici di citochine e chemochine e dei loro specifici recettori
e definibile come la “concentrazione locale delle varie citochine presenti in
un determinato sito dell’organismo”.
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La regolazione coordinata dei geni che codificano per I'espressione delle
citochine & fondamentale per ottenere una risposta sincrona ed uniforme. La
regolazione genica & ottenuta tramite fattori trascrizionali (STAT 4, GATA
3)), cosi come dalla presenza di fenomeni epigenetici (metilazione del DNA,
rimodellamento cromatinico, acetilazione degli istoni) (Figura 1).

Attualmente sono descritti 4 “field” nei quali prevalgono rispettivamente
ThO, Th1, Th2, Th17, caratterizzati - gli ultimi tre - dalla presenza prevalente
di IFN-y, IL-4 e IL17. “Field” citochinici polarizzati sono indotti, implementa-
ti e mantenuti da una combinazione di tipi cellulari variabili, ma tutti orien-
tati a rinforzare lo stesso campo. Un determinato "field" citochinico confinato
inizialmente nel sito di presentazione dell'antigene, puo successivamente
diffondere ad altri organi ed a tutto l'organismo. Esso e controllato nella
sua diffusione e pud essere "spento” o riorientato da fenomeni apoptotici.
Alterazioni di questi circuiti di controllo possono contribuire alla patogenesi
di malattie autoimmunitarie. Il modello proposto & basato sulle evidenze che
una cellula T "naive" pud differenziare seguendo qualunque possibile via, a
secondo del particolare gradiente citochinico presente. L'organizzazione e
la diffusibilita del "field" citochinico consente di predire 1'evoluzione della
risposta immunitaria e delle sue conseguenze fisiopatologiche. Un esem-
pio & quello fornito dalla gravidanza che, normalmente, implica a livello
fetoplacentare la prevalenza di un ambiente Th2, che in termini di reattivita
immunitaria dell'organismo tende a far aggravare malattie caratterizzate da
una prevalente produzione di citochine Th2, quale il LES, oppure ad indurre
la remissione dell'artrite reumatoide, malattie con prevalente profilo Thl. II
modello del "field" citochinico &, infine, applicabile per spiegare 1'ontogenesi,

IL-12 ( APC \: IL-4

G

IL- 12R \# L-AR

(_STATE )
STAT 4 e
%] | cATA3
IFN-y IL-4
-4 Thi Th2 IL-5
IL-5 IFN-y

Figura 1. Schema di attivazione della risposta polarizzata Th1/Th2.
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la distribuzione nell'organismo, la maturazione, la differenziazione del siste-
ma immunitario. Se il medesimo modello potra essere applicato alla espres-
sione delle citochine di tipo 3 si comprendera piit in dettaglio il controllo
della risposta immunitaria (Tabella 2).

Una protratta resistenza a molte infezioni dipende dalla capacita innata
del sistema immunitario di coordinare le risposte adattative allo sviluppo di
antigeni specifici. Deficienze in questi eventi possono risultare in una aumen-
tata suscettibilita ai patogeni, mentre una incapacita a regolare una risposta
appropriata pud portare a condizioni patologiche devastanti. Negli ultimi
anni, gli studiosi hanno compreso molto circa i segnali innati che coordinano
le risposte adattative. Accanto alle connessioni cellula-cellula, che forniscono
segnali di attivazione attraverso il peptide MHC/TCR e le classiche attiva-
zioni costimolatorie (B7/CD28), le cellule presentanti I’antigene comunicano
con le cellule T attraverso la via di produzione delle citochine. Le cellule
dendritiche presentanti 1’ antigene e i macrofagi, in conseguenza delle inte-
razioni con diversi prodotti microbici, producono una varieta di questi fattori
solubili che sono responsabili dell’espansione e differenziazione delle cellule
T naive per generare le cellule Thl e Th2. IL-12 & considerata la citochina
segnale prodotta dalle cellule del sistema innato che influenza I'immunita
adattativa cellulo-mediata. Questa ha un ruolo centrale nel promuovere la
differenziazione delle cellule T CD4+ naive in cellule effettrici Th1 e stimola
le cellule NK e le cellule T CD8+ a produrre IFNy. IL-12 & richiesta per lo
sviluppo di risposte adattative innate verso molti patogeni cellulari; e data
la sua importante funzione non sorprende che essa risulti implicata nello
sviluppo di varie condizioni inflammatorie ed autoimmuni (Figura 2).

La scoperta delle IL-23 e IL-27, strettamente associate alla IL-12, ha modi-
ficato le prospettive sulle cause e la prevenzione delle malattie autoimmuni.
In particolare, alcune di esse sono mediate da una nuova classe di cellule
Th (Th17) associate ad alterati livelli di IL-23 e IL-27. Quanto detto, fornisce
importanti implicazioni per lo sviluppo di nuove terapie per il trattamento di
patologie autoimmuni organo specifiche. Poiché i livelli di IL-23 p19 e IL-17
sono aumentati nelle malattie come: la sclerosi multipla, morbo di Crohn,
psoriasi, fibrosi cistica, asma e artrite reumatoide, questo costituisce un target
molto importante ai fini del trattamento. Studi sull’IL-27 hanno confermato
la tesi che questa citochina abbia attivita peculiari sul sistema immunitario.
Ci sono situazioni in cui emerge chiaramente una sua apparente attivita
proinfiammatoria, perd ci sono anche numerose evidenze, provenienti da
studi su modelli murini, che indicano un suo ruolo dominante nella sop-
pressione dell’iperattivita immunitaria. Queste conoscenze potrebbero essere
messe a disposizione per nuove strategie terapeutiche: il blocco di IL-27
potrebbe essere utile ad aumentare I'immunita indotta dai vaccini oppure
trattamenti con IL-27 potrebbero sopprimere risposte immunitarie inappro-
priate (15, 27)
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CITOCHINE MEDIATORI DELLTMMMUNITA” NATURALE
PROTEZIONE CONTRO LE INFEZIONI VIRALLI,
INNESCO DELLA REAZIONE INFTAMMATORIA
Interferon (Alfa-1, Alfa-2, Beta)
Prodotti da NK, T, B (alfa); da cellule infettate da virus (beta)
Tumor Necrosis Factor (TNF-Alfa, Beta)
Mediatore principale della risposta contro i batteri gram-negativi
Interleuchina 1 (IL-1)
Prodotta dai monociti ad attivita fagocitaria, da cellule ad attivita macrofagica,
Interleuchina 6 (IL-6)
Prodotta da macrofagi, cellule endotelio vascolare, fibroblasti in risposta ad IL-1

CITOCHINE CHE AGISCONO SULLE CELLULE INFIAMMATORIE
Interferon vy
Glicoproteina omodimero di due polipeptidi identici di 17kD prodotta da CD4 attivati
daIL-2, da CD8, Thl, NK.
Potente attivatore dei fagociti i mononucleati

CITOCHINE CHE REGOLANO ATTIVAZIONE, CRESCITA e DIFFERENZIAZIONE
dei LINFOCITI

Interleuchina 2 (IL-2)

E' responsabile principale del passaggio dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare dei

linfociti T. Possiede attivita autocrina sui CD4 e paracrina su CD4 e CD8. Determina

direttamente I'ampiezza della risposta immmunitaria.

Interleuchina 4 (IL-4)

Fattore di crescita e differenziazione dei linfociti B.Switch factor per la sintesi di IgE

Inteleuchina 5 (IL-5)

Differenziazione delle cellule B. Switch isotipico IgA.

Differenziazione ed attivazione eosinofili.

Interleuchina 7 (IL-7)

Crescita e maturazione delle cellule pre-B e pre-T

Proliferazione e differenziazione di LAK e CTL

Interleuchina 12 (IL-12)

Sintetizzata da cellule ad attivita fagocitaria in risposta ad infezione batterica o pato-

geni intracellulari, o da linfociti B

Controregola gli effetti biologici di IL-4

Transforming Growth Factor beta

Monomero di 12.5 kD. Forma attiva dimerica.

Prodotto da megacariociti, macrofagi, cellule ad attivita macrofagica

Attivita regolatrice ed "anti-citochina"

Segnale di interruzione della risposta immune

(segue)
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(Colony Stimulating Factors - CSF)
Interleuchina 3 (IL-3)

Prodotta da Th2 e cellule epiteliali timiche.
GRANULOCYTE-MACROPHAGE CSF

MACROPHAGE CSF
GRANULOCYTE CSF

CITOCHINE CHE STIMOLANO L'EMATOPOIESI

(MULTILINEAGE COLONY STIMULATING FACTOR)

Attiva cellule progenitori ematopoietiche (stadi precoci)

Tabella 2.
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Figura 2. Schema della risposta polarizzata (Th1, Th2) indotta da differenti

microrganismi patogeni (Cfr. Ref.30)
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Recettori e trasduzione del segnale

L'interazione recettore-ligando sulla membrana delle cellule che produ-
cono le citochine induce segnali specifici che vengono trasdotti in modo da
indurre neosintesi di RNA e proteine regolatrici, crescita e differenziazione
cellulare. Possono essere descritti tre tipi di recettori cellulari per le citochine
e per altri fattori di crescita: recettori citochinici di classe II; recettori che uti-
lizzano la subunita vy, e recettori il cui segnale dipende dalla dimerizzazione
di gp 130. La trasduzione intracellulare del segnale di membrana, che in
generale consiste nella omo- od eterodimerizzazione dei recettori specifici,
comporta la regolata fosforilazione delle tirosina.chinasi delle famiglia JAK,
associate ai recettori. La fosforilazione, JAK-dipendente, della porzione intra-
citoplasmatica del recettore crea un punto di attacco per le proteine conte-
nenti SH2. Tra i substrati della fosforilazione in tirosina, i pitt importanti sono
le proteine trasduttori del segnale ed attivatori della trascrizione (STAT).
Numerose citochine sono capaci di attivare la via JAK/STAT, ma anche quel-
la Ras-MAPK, fosfatidil-inositolo-3 (PI3) e fosfolipasi-C-y (PLCy) (Figura 3).

Le ricerche sulle citochine si sono concentrate per anni sul meccanismo
col quale esse esercitano la loro attivita che, perd, & limitata per grandezza
e durata, ed implica la esistenza non solo di meccanismi di attivazione ma
anche di controllo negativo. La modulazione negativa dell’azione delle
citochine & esercitata da differenti fattori, tra i quali le citochine stesse ed ha
una grande importanza fisiologica (ad es. le citochine Th1 e Th2 si controllano
a vicenda). La regolazione attraverso un feed-back negativo della via JAK-
STAT e stata, inoltre, implicata nei disordini ematopoietici, nelle malattie
autoimmunitarie, inflammatorie e neoplastiche.

IL-12 IL-23 IL-27
“_.GBL\Vg[\V. - pdo lo p40 - HEB
P IL6Rx 5 IL-12Rp1 r IL-12R@1 IL-23R WSX1 T
gp130 gp130 IL-12R2 gp130
D Cytokine-receptor Fibronectin-like Immunoglobulin-like
homology domain domain domain

Figura 3. Tipologia dei recettori delle Citochine (cfr. Ref.15).
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Uno dei meccanismi meglio conosciuti di regolazione citochinica delle
risposte immmunitarie & quello di IL-4. Questa citochina agisce legandosi
al proprio recettore (IL-4R) costituito da una subunita o, caratteristica del
recettore e da una y. Ne deriva una serie di fosforilazioni, mediate dalle
chinasi associate al recettore, con conseguente attivazione di fattori della
crescita cellulare, della resistenza all'apoptosi, di geni per la differenziazione.
Differenti domains della catena a. del recettore modulano le differenti risposte
cellulari ad IL-4. La subunita a € associata alla chinasi Jak1, quellay alla chinasi
Jak3. Il domain intracitoplasmatico di IL-4Ro. possiede una serie di residui
di tirosina, dei quali il piti vicino alla membrana ¢ critico per la trasduzione
del segnale di proliferazione cellulare, quelli successivi per l'attivazione di
Stat-6. Esso viene fosforilato a livello dei residui tirosinici della subunita a
del recettore, conseguentemente si dissocia da essa, dimerizza ed, infine,
trasloca nel nucleo dove si lega ad una sequenza specifica (TTC-NNNN-
GAA) sul DNA, attivando promotori dei geni responsivi, in associazione con
altri fattori trascrizionali (C/EBPa). Un meccanismo che riduce e fa terminare
I'attivazione di JAK tirosina kinasi & dipendente dall’attivita della fosfatasi
SHP-1. La malattia autosomica dominante che provoca la mancanza di SHP-1
nell'uomo e la eritrocitosi (policitemia familiare). La dimerizzazione di gp130
e controllata da SHP-2. La SHIP (fosfatasi 5'inositolo contenente SH2) regola
negativamente l’attivazione della proteina kinasi B (PKB). Un ulteriore e,
forse pitt complesso ed importante, meccanismo di regolazione intracellulare
dell’attivita delle citochine & attivato dal legame stesso della citochina al
proprio recettore. Fattori inibenti associati al recettore (del tipo CIS, Cytokine
Inducible SH2-protein) regolano negativamente la trasduzione del segnale.
CIS1 inibisce STAT-5, legandosi competitivamente al recettore, JAB/SOCS1
si lega direttamente al domain tirosino-chinasico di JAK, sopprimendo il
segnale citochinico. Il risultato finale & un feed-back negativo sull’attivita
citochimica (31) (Figura 4).

Il processing enzimatico posttraslazionale rappresenta una tappa critica
nella modulazione dell’attivita biologica di molte citochine. Le citochine che
non vengono codificate con la tipica sequenza segnale per il processing (IL-1,
IL-16, IL-18) guadagnano l'accesso all’ambiente extracellulare attraverso
un meccanismo secretorio. Altre, come TNF-a, che possiedono la sequenza
segnale, sono inizialmente sintetizzate come proteine associate alla mem-
brana ed agiscono anche in modo paracrino. Le correlazioni tra molecole
non processate e forme mature, tra molecole legate alla membrana e forme
solubili & essenziale per individuarne le funzioni pleiotropiche. Pro-IL-1 alfa
e funzionalmente attiva, pro-IL1 beta ¢ inattiva, entrambe provengono dallo
stesso precursore. TACE (TNF-a converting enzyme) & una metalloproteina
che enzimaticamente stacca TNF-o dalla membrana cellulare e lo solubilizza,
permettendone la diffusione tissutale. L'attivita di TACE nella placca atero-
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Figura 4. Meccanismo dell’azione inibente delle SOCS (cfr Ref. 2).

gena incrementa la presenza di TNF-a, puo facilitare la rottura della stessa e
predire una prognosi sfavorevole (23).

Attivita funzionale

In relazione alla funzione principalmente svolta, le differenti citochine
possono essere distinte in: mediatori dell'immunita; mediatori della risposta
infiammatoria; regolatori della differenziazione e della crescita cellulare; fat-
tori di crescita dell’ematopoiesi, chemochine (11) (Tabella 3).

Il Tumor Necrosis Factor-o svolge un ruolo fondamentale nel sistema
immunitario. La pitt conosciuta attivita biologica e quella di indurre lisi
delle cellule bersaglio. Esso € mediatore essenziale nell'inflammazione e
tende a mantenerla localizzata. La produzione del TNF-a ed il suo rilascio
nella sede della flogosi comporta una attivazione localizzata dell'endotelio
vascolare, il rilascio di NO con vasodilatazione aumento della permeabilita
vascolare. Esso aumenta 1'espressione delle molecole di adesione sulle cellule
dell'endotelio vascolare e l'espressione delle molecole del tipo MHC II. I
risultato finale consiste nel reclutamento a livello della lesione di cellule
infiammatorie, immunoglobuline e complemento.

TNF-a agisce anche sulla adesivita piastrinica, favorendo la formazione
del trombo e I'occlusione dei vasi e, quindi, il contenimento dell'infezione
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Attivita biologica delle citochine
Network Field
Linfociti T polarizzano La polarizzazione interessa
cellule di diversa origine
Interessa Linfociti T Interessa cellule naive e
differenziati differenziate
Indipendente dal gradiente ~ Gradiente di sintesi
di sintesi
Nessuna potenziale Presuppone la “invasivita”
diffusione all’organismo a tutto I'organismo
E’ della singola cellula E’ di una popolazione cellulare
Tabella 3.

ma anche la necrosi tissutale (da cio deriva la sua denominazione). L'attivita
biologica del TNF-o € mediata dal suo legame a due differenti tipi di
recettore p55 e p75 presenti su cellule, quali neutrofili, cellule dell'endotelio
vascolare e fibroblasti. La forma solubile dei due tipi di recettore, presente nel
siero e nel fluido sinoviale, svolge un ruolo regolatore dell'attivita biologica,
che se rimane circoscritta alla sede della flogosi pud essere benefica, ma che
a livello sistemico pud divenire disastrosa perché innesca manifestazioni
cliniche quali, shock settico e CID. Questa situazione paradossale ha un suo
prototipo nell'infezione malarica. I malati che producono eccessive quantita
di TNF—a hanno mortalita pit1 elevate. TNF-a viene principalmente prodotto
da Fagociti mononucleati, Linfociti T attivati dall'antigene, Cellule NK
attivate, Mastociti attivati, in risposta a Batteri Gram negativi che producono
come componente attiva LPS (il TNF e il principale mediatore della risposta
dell'ospite ai batteri Gram negativi. A basse concentrazioni, LPS stimola
fagociti mononucleati, attiva i linfociti B e sembra faciliti l'eliminazione dei
batteri. Ad alte concentrazioni, LPS produce danno tissutale, causa CID
(coagulazione intravasale disseminata), shock, morte.

Studi recenti hanno dimostrato che I'inoculazione di TNF pud praticamen-
te sostituire 'LPS sia nella Reazione Sistemica che Locale di Schwartzman.
Infatti, anticorpi anti-TNF conferiscono protezione anche verso LPS. Quindi
TNF e considerato il mediatore centrale del danno tissutale indotto da LPS.

Inoltre, I'iniezione di LPS, stimola la sintesi nel plasma di ondate sequen-
ziali di citochine, cioé I'LPS induce la produzione di TNF, che a sua volta
stimola la sintesi di IL-1, la quale stimola IL-6. E” stato dimostrato che anche
injettando subito TNF, (in assenza di LPS), si ha la stessa produzione a casca-
ta di citochine.

Il TNF e prodotto da un singolo gene localizzato sul cromosoma 6 all’in-
terno del locus per 'MHC e viene sintetizzato come omotrimero successiva-
mente clivato proteolicamente ed immesso in circolo. Si lega al suo recettore
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(in realta ce ne sono due) che ha affinita un po’ bassa (10'9 M), tuttavia TNF
viene sintetizzato in grandi quantita percio pud facilmente saturare il suo
recettore.

I TNF a basse dosi agisce localmente, aumenta 1'espressione di mole-
cole di adesione sulla superficie delle cellule endoteliali vascolari, percio
fa “stravasare” i leucociti dal sangue nel sito di infezione, attiva i leucociti
stravasati, stimola fagociti mononucleati a produrre Chemochine, le quali
contribuiscono al “Reclutamento Linfocitario”, induce la Co-stimolazione
dei linfociti T e la produzione di immunoglobuline, stimola sintesi di CSE
aumenta 1’espressione di molecole MHC classe I, ha un ruolo nel rimodella-
mento tissutale: agisce come fattore angiogenetico per la neoformazione di
capillari, e come fattore di crescita per i fibroblasti favorendo la deposizione
di tessuto connettivo.

Se lo stimolo per la produzione di TNF & particolarmente intenso, vengo-
no prodotte maggiori quantita di questa citochina, la quale fa sentire alcuni
suoi effetti biologici con un meccanismo di tipo endocrino:

€ un pirogeno endogeno, agisce sulle regioni regolatorie dell’omeostasi
termica nell’ipotalamo inducendo la sintesi di prostaglandine che provocano
un innalzamento del set-point ipotalamico, e quindi ipertermia; stimola i
fagociti mononucleati a produrre IL-1 e IL-6; stimola gli epatociti a produrre
le Proteine di Fase Acuta; attiva la Coagulazione; inibisce la replicazione
delle cellule staminali del midollo osseo (la somministrazione cronica di TNF
pud quindi indurre immunodeficienza)

La sua somministrazione prolungata provoca soppressione dell’appetito,
distruzione progressiva di adipociti e cellule muscolari (Cachessia). II TNF
veniva infatti chiamato “cachessina” per indicare questa sua caratteristica.

Ad alte dosi riduce la perfusione tissutale in seguito a depressione della
contrattilita miocardica, riduzione della Pressione Arteriosa, rilascio del
tono della muscolatura liscia vasale, sia direttamente che indirettamente,
stimolando la produzione da parte dell’endotelio di sostanze vasodilatatrici
come l'ossido nitrico (NO); causa Trombosi intravascolare e CID, gravi
disturbi metabolici, favorendo I'insulino-resistenza. Dosi crescenti di TNF
causano effetti progressivamente sempre pili pericolosi.

Il TNF stimola vari mediatori: IL-1, IL-6, GM-CSEF, PDGF, IFN, TGF-f,
Prostaglandine, Leucotrieni, ACTH, Adrenalina, Noradrenalina, Glucagone.
Il TNF-o puo avere un ruolo nel processo apoptotico, in quanto va ad agire
sui mitocondri, alterandone la permeabilita e 'omeostasi elettrochimica, pro-
vocando la fuoriuscita di alcuni fattori (es. citocromo C) capaci di attivare le
Caspasi. Questa via apoptotica puo essere bloccata da Bcl-2.

Interleuchina-1 deve il suo nome al fatto di essere stata la prima cito-
china ad essere scoperta. E’ prodotta da Fagociti Mononucleati, Monociti/
Macrofagi in risposta a LPS, TNF, IL-1, Contatto con linfociti T CD4. I linfociti
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T CD4 sono pit efficaci dell’'LPS nell’evocare la sintesi di IL-1 da parte dei
Fagociti Mononucleati. IL-1 & prodotta da diversi tipi cellulari, (es. cellule
endoteliali, epiteliali), cosi che questa citochina pud essere prodotta da local-
mente, anche in assenza di densi infiltrati macrofagi. Esistono due forme di
IL-1, denominate IL-1a e IL-1 8, prodotte rispettivamente da due geni diver-
si. Hanno una omologia strutturale del 30%, ma la loro attivita biologica e
praticamente identica. Entrambe sono sintetizzate come precursori di 33 kd,
successivamente clivate proteoliticamente per ottenere la forma matura di
17 Kd. Sia IL-1a che IL-1p si legano agli stessi recettori di membrana. Sono
descritti due diversi recettori di membrana per IL-1 entrambi appartenenti
alla super famiglia delle Ig.

P80: IL-1 RT 1 (recettore di tipo I) che ha un’affinita lievemente maggiore
per IL-1 B rispetto che per IL-1 a, & espresso da linfociti T, fibroblasti, epa-
tociti e cellule endoteliali e rappresenta il principale recettore per le risposte
mediate da IL-1.

P68: IL-1 RT 2 (recettore di tipo 2) che ha un’affinita lievemente maggiore
per IL-1 o ed e presente sulla membrana dei linfociti B, monociti, macrofagi
e neutrofili. Gran parte dell’attivita biologica della citochina IL-1 & svolta da
IL-1 B che si lega appunto al recettore di tipo I, il quale & in grado di trasdurre
il segnale. IL-1 § pud legarsi anche al recettore di tipo II che perd non & in
grado di trasdurre il segnale e funziona quindi da "specchietto per le allodo-
le" in quanto sottrae IL 1 § dal legame col recettore di tipo I.

Vi e poi una terza molecola, prodotta dai Fagociti Mononucleati, struttu-
ralmente omologa a IL-1 (e quindi in grado di legarsi ai suoi stessi recettori),
ma funzionalmente inattiva. Essa agisce quindi da inibitore competitivo di
IL-1 e viene detta IL-1 RA (cioe IL-1 Receptor Antagonist).

IL-1 a basse dosi favorisce l'inflammazione locale, agisce sulle cellule
endoteliali favorendo la coagulazione, aumenta l'espressione di molecole
di adesione, provoca il rilascio di chemochine che reclutano altri leucociti
sul luogo dell'infiammazione, stimola la proliferazione dei CD 4%, stimola
la crescita e il differenziamento dei linfociti B e la risposta di molte cellule
effettrici. IL-1 ad alte dosi entra nel circolo ematico ed agisce quindi con un
meccanismo di tipo endocrino, & un pirogeno endogeno, stimola la sintesi di
proteine di fase acuta, induce cachessia. A differenza del TNF, IL-1 non pro-
voca danno tissutale (sebbene sia secreta in risposta ad LPS), non é letale, non
sostituisce TNF nella reazione di Shwartzman, non uccide le cellule tumorali,
non aumenta 'espressione di molecole MHC I, potenzia, anziché sopprimere
I'azione dei CSF sul midollo, quindi stimola la replicazione delle cellule stami-
nali midollari. E” il pitt potente stimolo mitogeno per le cellule T.

Interleuchina-2 era un tempo chiamata “Fattore di Crescita dei linfociti
T”, in quanto e il principale mediatore capace di stimolare il passaggio dalla
fase G1 alla fase S del ciclo cellulare dei linfociti T. Ha una duplice funzione,
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agisce come fattore di crescita per i linfociti T stimolandone la maturazione
e proliferazione ed agisce anche come fattore di trascrizione per se stessa,
ovvero & capace di attivare la trascrizione dei geni che codificano per la
produzione ulteriore di IL-2 e del suo recettore, cosi da innescare un circuito
di auto-amplificazione. In questo modo, un linfocita T attivato comincia a
produrre notevoli quantita di questa citochina e se ne “auto-alimenta”. IL-2
agisce quindi con un meccanismo di tipo autocrino. E” prodotta da Linfociti T
attivati ed e diretta a Linfociti T stessi (azione autocrina), Linfociti B, Cellule
NK, in risposta ad uno stimolo antigenico. Sono descritti due diversi recettori
per IL-2. p55: IL-2 R a, che ha una affinita di 108 M; p70: IL-2 R B, che ha
una affinita di 102 M. I linfociti T “Resting”, cioe quiescenti, esprimono sulla
loro superficie il recettore IL-2R f insieme ad un altro polipeptide denomi-
nato catena y. Si forma quindi un complesso: IL-2R By che ha perd un'affinita
piuttosto bassa per IL-2, cioe solo 1072 M. Sono dunque necessarie elevate
quantita di citochina per poter stimolare il linfocita T quiescente. In seguito
all’attivazione del linfocita T (es. dopo il legame con I’antigene, e dopo aver
ricevuto il secondo segnale co-stimolatorio), viene prodotto ed espresso
anche il Recettore a che associandosi a IL-2R By, forma un complesso con
affinita molto maggiore per IL-2 (10"11M); saranno cosi sufficienti concentra-
zioni minori di citochina per permettere la trasduzione del segnale.

IL-2 svolge principalmente le seguenti azioni biologiche: & fattore di cre-
scita autocrino per i linfociti T, stimola la sintesi di altre citochine, quali INF
y e LT (linfotossina), stimola la crescita delle cellule NK, potenziando la loro
azione citotossica e generando le cosiddette LAK (Lymphokine Activated
Killer), stimola la proliferazione delle cellule B e la produzione di anticorpi,
promuove l'apoptosi delle cellule T. Pud sembrare paradossale che 11L-2 agi-
sca sui linfociti T sia come "Fattore di Crescita" che come "Fattore di Morte",
ma va considerato che queste azioni si verficano a stadi diversi di attivazione
della cellula e non contemporaneamente e che I'effetto pro-apoptotico di IL-2
avviene in combinazione con altri segnali quali Fas.

Interleuchina-4

IL-4 & stata inizialmente definita B cell growth factor (BCGF) o B cell diffe-
rentiating factor (BCDF) per la sua attivita stimolatoria e pro-differenziativa
nei confronti dei linfociti B. Essa & stata successivamente riconosciuta come
una citochina pleiotropica in grado di modulare la risposta immune agendo
su vari tipi cellulari, come linfociti T, linfociti B, macrofagi, cellule endoteliali
ed altri. E” prodotta dalle cellule T CD4 e CD8 dai timociti e dalle cellule non
immunocompetenti quali granulociti basofili e timociti. IL-4 € una glicopro-
teina del peso molecolare di circa 20kDa, & costituita oltre che da gruppi gli-
cosidici da sei residui cisteinici, che formano legami disolfuro, la cui riduzio-
ne determina la perdita dell’attivita biologica. Il recettore per IL-4 & espresso
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sulla superficie di molte cellule di derivazione emopoietica (cellule T, cellule
B, mastociti) e su altri tipi cellulari, quali cellule epatiche, cellule muscolari.
IL-4 svolte molte funzioni, tra le quali I'induzione della crescita e differen-
ziazione delle cellule Th2, I'incremento dell’espressione degli antigeni MHC
classe II sulle cellule B, I'induzione dello “switch” isotipico per la sintesi di
IgE ed IgG 4 nei linfociti B, I'inibizione della produzione di IL-6, IL-1 TNF-a
ed IL-8, noncheé di anione superossido da parte dei macrofagi. Inoltre parteci-
pa nel richiamo di cellule della flogosi attraverso la modulazione dell’espres-
sione di molecole di adesione (V-CAM-1) sulle cellule endoteliali dei vasi.

Interleuchina-6

IL-6 e stata inizialmente descritta come fattore solubile con molteplici
attivita, in quanto si presentava come fattore stimolante gli epatociti, fattore
promuovente il plasmocitoma, fattore di stimolazione dei linfociti B. IL-6 &
prodotta da numerosi tipi cellulari quali i fagociti mononucleati, le cellu-
le endoteliali, i linfociti T e B, gli astrociti, i fibroblasti, le cellule stromali
midollari, i cheratinociti ed alcune cellule tumorali. La IL-6 presenta un peso
molecolare variabile tra 22 e 29 kD ed agisce attraverso un recettore specifico,
il CD126, formato da una catena polipeptidica responsabile del legame alla
molecola e da una seconda catena deputata alla trasduzione del segnale atti-
vatorio all'interno della cellula. IL-6 rappresenta I'attivatore principale della
differenziazione dei linfociti in plasmacellule e cellule produttrici di IgA, di
indurre il ciclo cellulare nei progenitori emopoietici, megacariocitopoietici,
mielopoietici e di stimolare gli epatociti a produrre proteine della fase acuta.
Infatti, dato che elevati livelli di IL-6 sono spesso correlati con concentrazioni
di Proteina C Reattiva (CRP) elevate si & ipotizzato che IL-6 fosse il principale
stimolatore delle cellule epatiche per la sintesi di tale proteina. Elevati livelli
di IL-6 possono sia essere predittivi di malattie cardiovascolari che essere
elevati in pazienti con angina instabile. Per tale motivo IL-6 come CRP sono
considerati marcatori di infiammazione. Tali marcatori sono utilizzati in cli-
nica, non solo per stratificare il rischio ma anche per identificare i pazienti
che possono trarre un beneficio da una terapia adeguata. IL-6 € anche una
delle interleuchine che si riscontrano nel processo di aterosclerosi. Infatti,
determinati studi effettuati su topi hanno messo in evidenza che la presenza
di IL-6 nelle placche sia utile nella progressione delle stesse. Il ruolo della
IL-6 nell’aterosclerosi appare comunque bivalente. IL-6 & una citochina
pro-infiammatoria ma nell’aterosclerosi pud presentare anche capacita anti-
inflammatorie in quanto induce la sintesi di IL-ra e rilascia TNFR solubile
riducendo cosi I'effetto delle citochine pro-infiammatorie.

Interleuchina-7 & una citochina prodotta da cellule stromali dalla quale
dipende lo sviluppo dei linfociti B e T. Essa funziona primariamente quale
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fattore di crescita ed antiapoptotico per i precursori dei linfociti B e T, essen-
ziale per la differenziazione dei linfociti T con TCR y-9. Funziona, inoltre,
come cofattore durante la mielopoiesi ed & capace di attivare i monociti/
macrofagi ed i linfociti NK. Il suo recettore € un eterodimero costituito da
una catena alfa, che lega IL-7 e da una catena gamma, componente comune
al recettore di IL-2, IL-4, IL-9, IL-15. Dati sperimentali suggeriscono che,
anche nell’'uomo, IL-7 potrebbe agire come fattore stimolante la leucopoiesi,
dato che riveste grande importanza nel trattamento dei pazienti trapiantati
di midollo osseo.

Interleuchina-8

L'TL-8 o CXCL8 & una chemochina, prodotta dall’endotelio vascolare,
appartenente alla famiglia CXC o alfa-chemochine, ed in particolare alla sot-
tofamiglia ELR caratterizzata dalla presenza di un motivo amminoacidico,
acido glutammico-leucina-arginina, in prossimita della porzione N-terminale
che esplica spesso attivita angiogenica. Essendo proteine basiche, la struttu-
ra delle chemochine & caratterizzata da quattro cisteine che danno origine
a due ponti di solfuro. Questo motivo strutturale determina una struttura
tridimensionale cruciale per l'interazione col recettore. Nella famiglia CXC,
il tandem cisteinico ¢ interrotto da un terzo amminoacido, identificato come
X, che presenta una struttura variabile a seconda della chemochina in esame.
IL-8 presenta una struttura dimerica essenziale per il legame funzionale col
suo recettore e, inoltre, favorisce e stabilizza il legame con molecole comples-
se quali i glicosaminoglicani. L'attivita biologica dell'IL-8 ¢ dovuta all’atti-
vazione di recettori di membrana di tipo rodopsinico caratterizzati da sette
domini transmembrana, a loro volta associati a proteine G eterotrimeriche
la cui attivazione causa 'aumento di concentrazione di calcio intracellula-
re. Attualmente sono stati riconosciuti cinque recettori per le chemochine
appartenenti alla famiglia CXC, meglio identificati CXCR-1/CXCR-5. Oltre a
richiamare i leucociti nella regione di flogosi, IL-8 induce degranulazione dei
neutrofili e adesione dei polimorfonucleati all’endotelio. Recenti studi hanno
evidenziato una corrispondenza diretta tra elevati livelli plasmatici di IL-8
ed aumentato rischio di malattie cardiovascolare in pazienti apparentemente
sani.

Interleuchina-10 & una citochina pleiotropica che regola varie funzioni
nelle cellule emopoietiche. E’ stata identificata come prodotta dai linfociti
Th2 in quanto capace di inibire la risposta Th1l ed in particolare la produzio-
ne di IFN-y. La sua principale e conosciuta caratteristica ¢ quella contenere
ed eventualmente far terminare le reazioni infiammatorie, contribuendo
a facilitare 1’eliminazione del patogeno dall’organismo ospite che, quindi,
subisce un danno minimo. IL-10 ha un ruolo importante anche nella tolle-
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ranza immunitaria, nello sviluppo dei linfociti T e delle cellule DC, nella
crescita e nel differenziamento dei linfociti B. Sin dai primi tentativi IL-10 ha
dimostrato di poter essere utilizzata per scopi terapeutici, cosi come i suoi
antagonisti biologici. Importanti caratteristiche biologiche della IL-10 devo-
no essere ancora chiarite: differenti tipi di recettore possono spiegare i diversi
effetti biologici sui monociti/macrofagi e CD4" e sui linfociti B e T CD8™.
Un’altra risposta ancora da chiarire & che cosa determina il prevalere di un
effetto biologico, o di un altro, di IL-10 nella risposta immunitaria. I dati spe-
rimentali raccolti da modelli in vivo di malattie autoimmunitarie, neoplasie,
e trapianti di organo rivelano che IL-10 pud produrre differenti risultati in
relazione al tempo, al livello ed alla localizzazione della sua espressione. In
alcune condizioni si osserva l'atteso effetto immunosoppressivo, in altri un
ampliamento della risposta immunitaria ed infiammatoria. Non & ancora del
tutto chiarito il ruolo di IL-10 nella differenziazione e nel funzionamento dei
linfociti T regolatori, e di conseguenza nei meccanismi di tolleranza immu-
nitaria. Infine, & tutta da valutare la potenziale efficacia terapeutica di IL-10
in aggiunta a farmaci immunomodulanti, in modo da ottenere maggiore
efficacia terapeutica e minori effetti collaterali.

Interleuchina-15 € un polipeptide di 15 kDa appartenente alla famiglia
delle citochine che possiedono 4 domini alfa-elica. La sua espressione & con-
trollata a livello trascrizionale, del “trafficking” intracellulare e posttrascri-
zionale da parte di differenti elementi segnale. IL-15 utilizza due differenti
recettori che rispondono a due differenti vie di trasduzione del segnale: una
parzialmente in comune con IL-2 presente nei linfociti T ed NK e I'altra spe-
cifica presente nei monociti-macrofagi. In questi tipi cellulari il segnale di
IL-15 vie trasdotto preferibilmente tramite Jak2-STAT5, mentre nelle cellule T
attivate tramite Jak1/Jak3 e STAT5/STAT3. IL-15 svolge un ruolo essenziale
nello sviluppo, e nelle attivita biologiche delle cellule NK.

Interleuchina-16 & una citochina implicata nella patogenesi dell’asma ed
in altre condizioni caratterizzate dal richiamo di CD4 nel sito di lesione, feno-
meno mediato dalla presenza del recettore specifico su questi linfociti. Sia la
porzione C-terminale che quella N-terminale della molecola sono coinvolte
nel legame al recettore e nell’attivazione linfocitaria.

Interleuchina-17 e un polipeptide omodimerico glicosilato di 20-30 kDa,
prodotto dall’attivazione di linfociti T (CD4 *) della memoria (CD45" RO™).
Essa sembra svolgere un ruolo proinfiammatorio. Progenitori ematopoietici
(CD34) messi in coltura con fibroblasti, in presenza di IL-17, differenziano
producendo neutrofili ed esprimono IL-6, IL-8, G-CSE, PGE,. I suoi effetti
sono sinergici con quelli del TNF-a.. Nel contesto della Artrite reumatoide, gli
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effetti della IL-17 sulla cartilagine tendono a favorire la distruzione catabolica
della cartilagine ed a sfavorire i processi riparativi, inibiscono la proliferazio-
ne dei condrociti e la sintesi dei proteoglicani. Questa attivita € controbilan-
ciata dalle citochine antinfiammatorie (IL-4, IL-13, IL-10).

Interleuchina-18 e strutturalmente omologa ad IL-1 ed il suo recettore
appartiene alla superfamiglia dei recettori del tipo IL-1R Toll-like, ma & fun-
zionalmente molto differente da IL-1. Il suo recettore & presente su molteplici
istotipi, & strutturalmente costituito da due componenti (IL-18 Ra-binding
chain, e IL-18 Rp —signaling chain) entrambi appartenenti alla famiglia degli
IL-1R. Sulle cellule NK la sintesi di IFN-y e stimolata in maniera massimale
dalla stimolazione contestuale da parte di IL-18 e IL-12, il cui segnale di
legame al recettore viene trasdotto attraverso la stessa via (IRAK-TRAF6).
11-18 ha molteplici effetti biologici: induce la produzione di IFN-y nelle cellu-
le NK (attivita antitumorale), B, CD8, macrofagi; & potente induttore di NO,
mostrando una spiccata attivita antimicrobica nei confronti dei patogeni intra-
cellulari. La somministrazione di LPS da P. acnes, stimola le cellule di Kupffer
a produrre IL-18, che attraverso l'induzione di aptoptosi Fas-L dipendente,
produce danno tissutale a livello epatico. Dal momento che IL-18 & capace di
indurre la produzione di chemochine di tipo CC e CXC e IL-1f e TNF-q, essa
svolge un ruolo particolarmente efficace nell’infiammazione.

IL-18 & prodotta da cellule del sistema immunitario e da cellule che
di esso non fanno parte. E’ costituita da un singolo peptide di 193 aa., di
PM 18.000 e pI 4.8, che presenta un peptide leader di 35 aa. all’estremita
N-terminale. E’ sintetizzata, similmente a IL-1 §, come precursore di 24 kDa
dal quale enzimaticamente, dalla caspasi-1 attivata - da LPS - o da enzimi
caspasi-1 simili (attivati da Fas-FasL), viene ottenuta la proteina matura. Il
gene ¢ localizzato sul cromosoma 11q22.2-22.3 nell’ordine ATM-IL18-DRD2-
THY1. Gli elementi regolatori presenti fanno si che il gene possa essere
“up-regolato” mediante effetto diretto di LPS e di IFN-y. Cosi come avviene
per IL-1, al legame di IL-18 con il suo recettore di membrana consegue il
richiamo della proteina citoplasmatica MyD88, che rilascia il segnale per
la autofosforilazione di IRAK; quest’ultima interagendo con TRAF6 (TNFR
associated factor 6) da origine al segnale di traslocazione nucleare di NF-kB
attivato. Oltre alla via di trasduzione del segnale IRAK-TRAF6, IL-18 utilizza
anche quella di MAPK (mitogen activated protein kinase). IL-18 mRNA &
presente in vari tipi cellulari: cellule di Kupffer, macrofagi, B e T linfociti,
cellule dendritiche,osteoblasti, cheratinociti, astrociti, microglia. Da sola
IL-18 e capace di stimolare la produzione di citochine di tipo Th2 (IL-4,
IL-13) e le reazioni allergiche. IL-18 sovraregola in modo diretto lattivita
citotossica delle cellule NK e dei linfociti T. Delle tre vie (perforine, FasL,
TRAIL) attraverso le quali viene ottenuta la citolisi, IL-18 stimola le prime
due in maniera indipendente da IL-12. Nei macrofagi IL-18 stimola la
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produzione di IFN-y, cosi come nei linfociti T, B ed NK, ma i macrofagi
rispondono in maniera autocrina alla produzione di IFN-y. In maniera
coordinata con IL-12, IL-18 stimola la risposta immunitaria mediata da Thl,
che svolge un ruolo fondamentale nella difesa dell’ospite contro le infezioni
da microrganismi intracellulari mediante I'induzione di IFN-y. Questo stesso
effetto si verifica nelle cellule NK. Per contro, la eccessiva produzione di
IL-12 ed IL-18 induce gravi alterazioni flogistiche e fa ritenere IL-18 una
potente citochina proinfiammatoria con un ruolo ben definito in differenti
condizioni infiammatorie. In particolare, sembra essere sempre meglio
compreso il ruolo di IL-18 nella progressione di malattie autoimmunitarie
quali Diabete mellito, Sclerosi multipla, Artrite reumatoide, Morbo di Crohn.
Infine, nell’asma IL-18 & capace di stimolare la produzione di IgE, mediata da
IL-4, di attivare il sistema IL-4/IL-13 nel senso di favorire il prevalere di una
risposta Th2 e le manifestazioni cliniche, mentre in combinazione con IL-12, &
efficace nel prevenire la produzione di IgE e stimolare quella delle IgG. IL-18
ha una spiccata attivita proinfiammatoria ed & coinvolta nei meccanismi
di difesa dell’ospite al danno tissutale. In vitro essa possiede attivita di
induzione della produzione di IL-4 ed IL-13 da parte dei basofili e, quindi,
sembra avere un ruolo importante nel network citochinico dell’atopia.
Questa citochina & prodotta da vari tipi cellulari che non appartengono solo
al sistema immunitario, come i cheratinociti. IL-18 in forma attiva & prodotta
per azione della caspasi-1 (ICE) o della caspasi-3 (PR3). (10)

Interleuchina-21

L'attivita biologica di IL-21 consiste nell’aumento del numero e dell’atti-
vita dei CTL specifici antineoplastici; della capacita citolitica antineoplastica;
della interazione linfocita/ cellula bersaglio. Determina un aumento della pro-
duzione di NK mature; delle cellule ad attivita sulle cellule neoplastiche; della
produzione di anticorpi specifici (IgG) da parte dei linfociti B (Figura 5).

TGF-f

Il TGF-B o fattore di trasformazione e crescita fa parte della famiglia delle
citochine anti-infiammatorie e viene considerata quella piti potente in grado
di modulare negativamente pressoche tutte le risposte infiammatorie. Esso
& un omodimero con legami a ponte disolfuro che pud presentarsi sotto
diverse isoforme denominate con numeri progressivi da 1 a 5. Le isoforme
TGF- B1 e TGF- B2 sono prodotte da vari tipi cellulari, il TGF-p1 in parti-
colare da linfociti T e monociti, mentre le cellule mesenchimali e le cellule
del sistema nervoso centrale sono responsabili della secrezione di TGF-$3.
Tutte le isoforme presentano stessa omologia di sequenza. Sono prodotte da
polipeptidi di maggiore dimensione e danno origine a forme biologicamente
attive e glicosilate formate da dimeri di 25kD. Le varie isoforme sembrano
interagire con cinque recettori specifici, spesso co-espressi sullo stesso tipo
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Figura 5. Effetti biologici di IL-21: attivazione dell’interazione CD4-APC;
amplificazione dei CTL; interazione NK cellule tumorali; aumento della pro-
duzione di IgG da parte dei linfociti B.

cellulare. I recettori di tipo I e Il legano con maggior affinita TGF-p1 e TGF-f3
e sono associati ad attivita serina/treonina-chinasi. Questi fattori inducono
svariati segnali di attivazione come la modualzione della espressione di
c-myc, c-fos e Jun, la traslocazione della PKC dal citosol cellulare alla mem-
brana e l'aumento del turnover del fosfatidil-inositolo. Il TGF-f presenta
diverse attivita sia inibitorie che stimolatorie; tra le prime riconosciamo la
sua capacita di inibire la crescita e la proliferazione dei linfociti T, di inibire la
crescita delle cellule endoteliali, dei cheratinociti e di alcune cellule tumorali,
di inibire l’attivazione dei fagociti mononucleati, rappresentando, quindj, il
principale prodotto delle cellule T con funzione “soppressiva o regolatoria”.
Tra le attivita stimolatorie emergono la stimolazione della proliferazione dei
fibroblasti e degli osteoclasti, I'induzione della produzione di citochine da
parte dei monociti.

La capacita di dosare questa citochina nel siero o in altri liquidi biologici,
insieme alla sua capacita anti-inflammatoria e pro-fibrogenica, rendono il
TGF- f di particolare interesse per il monitoraggio di alcune malattie, come
malattie autoimmunitarie, metastasi mieloide in corso di mielofibrosi, ma
soprattutto, di recente, & stata riscontrata la sua presenza nelle placche ate-
rosclerotiche, dove induce un’azione antagonista sul processo flogistico in
atto.
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Regolazione della risposta delle citochine

L’ampiezza e la durata della risposta immunitaria & determinata dall’equi-
librio tra i segnali positivi (di amplificazione) trasmessi alle cellule immu-
nitarie dalla attivazione dei recettori TLR, BCR e TCR, ciascuno dei quali
ha il proprio controllo negativo. La comprensione sia dei segnali positivi
sia di quelli negativi e essenziale per la corretta valutazione della risposta
immunitaria. Le Citochine svolgono un ruolo fondamentale per lo sviluppo,
la differenziazione e la funzione delle cellule mieloidi e di quelle linfoidi.
Tutte le molecole citochiniche (interleuchine, interferoni e fattori di crescita
ematopoietici) agiscono tramite la via JAK-STAT, mentre le proteine SOCS
(Suppressor of Cytokine Signalling) e le proteine CISH (Cytokine Inducible
containing SRC Homology 2 domain) rappresentano famiglie di molecole
che regolano a livello intracellulare la risposta delle cellule immunitarie alle
citochine. Sono stati identificati otto membri della famiglia delle CIS-SOCS
(SOCS 1 - SOCS 7), tutti contenenti un dominio SH2 centrale, uno amino-
terminale di lunghezza variabile con sequenza divergente ed un dominio
carbossi-terminale di 40 aa. Hanno la proprieta di sopprimere la traduzione
del segnale mediante la degradazione ubiquitina-dipendente del complesso
di traduzione; inoltre, SOCS 1 e SOCS 3 inibiscono l’attivita tirosina-chinasi
diJAK per azione della propria KIR (Kinase Inhibitory Region). L'attivazione
di TLR innesca la risposta immunitaria naturale nei confronti dei patogeni
che viene controllata e modulata dalle SOCS 1 e 3. Attraverso questa attiva-
zione, LPS induce in vivo la produzione di IFNy da parte dei linfociti NK e
T che rappresenta l’evento patogenetico cruciale dello shock settico. Anche
in questo caso gli effetti della traduzione del segnale sono controllati dalle
SOCS. Nei topi Socs 1-/- macrofagi, cellule dendritiche e fibroblasti pro-
ducono in eccesso citochine proinfiammatorie (TNE, IL-12, IFNy) ed NO in
risposta all’azione dei ligandi di TLR. L’azione soppressiva di SOCS sembra
essere mediata dall’interazione sia con la traduzione mediata da NF-kB sia
con quella JAK-STAT. SOCS svolgono un ruolo importante anche nell’attiva-
zione e nella maturazione delle cellule dendritiche che rappresentano il col-
legamento biologico tra I'immunita innata e quella adattativa, indirizzando i
linfociti Th a divenire Th1 (IL-12) o Th17 (TGEFp, IL-6, IL-23).

SOCS 1, in particolare, & necessaria per I’appropriato svolgimento nel timo
della selezione positiva e di quella negativa. I progenitori linfocitari timici da
DN divengono DP e successivamente CD41 0 CD8* o Treg.

Lo studio dei meccanismi di traduzione intracellulare del segnale,
conseguente al legame delle citochine al loro specifico recettore, ha permesso
di individuare un sofisticato meccanismo che previene l'eccessiva risposta
cellulare e sistemica alle citochine. Questo meccanismo & costituito dalle SOCS,
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che inibiscono alcuni componenti del complesso di traduzione (JAK/STAT)
legandoli direttamente o impedendo il loro “accesso” alla via del segnale
e, comunque, favorendone la degradazione proteasomica. L'alterazione
di questo sistema complesso di regolazione dell’attivita biologica delle
citochine &, probabilmente, alla base di alcune malattie immunitarie e di non
controllate reazioni flogistiche (2) (Figura 6).
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Figura 6. Schema della differenziazione divergente di Th17 e Linfociti T rego-
latori della risposta adattativa (Treg). L'effetto di TGF-[3 é necessario per en-

trambe le popolazioni che divergono perché hanno bisogno una di IL-6 I’altra
di IL-23. (cfr. Ref 30)
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Meccanismi patogenetici

E’ del tutto accettato, sulla base di dati sperimentali e di evidenze cliniche,
il ruolo patogenetico delle citochine, sia nell'innesco sia nella progressione
di alcune patologie e sindromi complesse nell'uomo. Descriviamo di seguito
alcuni esempi tra i pii significativi (cfr. Ref. 11).

Infezioni e citochine: un esempio da Helicobacter
pylori

in coll. con F. Luzza e M. Imeneo

L'infezione da Helicobacter pylori si associa invariabilmente ad una flogosi
cronica della mucosa gastrica. Il danno dell’epitelio di superficie, caratte-
ristico di questa gastrite, ¢ il risultato sia dell’azione diretta del batterio
(fattori di virulenza) che di una eccessiva risposta infiammatoria da parte
dell’ospite. Infatti, i mediatori chimici dell‘infiammazione, liberati dalle cel-
lule immunocompetenti e non dell ospite, svolgono un ruolo fondamentale
nel determinare gli aspetti qualitativi e quantitativi della risposta flogistica.
Gli eventi immunologici iniziali che seguono la colonizzazione gastrica da
parte dell’H.pylori sono largamente sconosciuti. Tipicamente, cellule fagociti-
che, quali neutrofili e macrofagi, svolgono un ruolo preminente nella risposta
acuta ad infezioni batteriche rappresentando la prima immediata risposta
immunitaria non specifica dell’ospite. Studi recenti hanno dimostrato che
estratti acquosi di H.pylori possono promuovere l'adesione e la migrazione
leucocitaria in vitro ed indurre degranulazione e rilascio di metaboliti reattivi
dell’ossigeno da parte di cellule polimorfonucleate. Inoltre, le cellule epiteliali
che insieme alla secrezione di muco, rappresentano un’importante barriera
alle infezioni batteriche, sono una potente sorgente di fattori capaci di indurre
chemiotassi e/ o attivazione in vitro dei neutrofili. Infatti, in comune con altri
epiteli mucosi, sono una fonte riconosciuta di chemochine. La persistenza di
una marcata risposta neutrofila nell infezione cronica da H.pylori suggerisce
che queste cellule svolgono un ruolo predominante nella risposta infiamma-
toria dell’organismo. Le cellule epiteliali gastriche sono anche capaci di inte-
ragire direttamente con cellule del sistema immunitario attraverso molecole
di adesione o accessorie, quali antigeni di istocompatibilita (MHC) di classe
I, molecole di adesione intracellulari (ICAM-1), antigeni di funzione linfoci-
taria (LFA-3) e B7. L'espressione di tali molecole ¢ infatti aumentata in corso
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di infezione da H.pylori e fornisce una spiegazione di come 1'epitelio possa
influenzare le cellule del sistema immunitario.

In vitro, I'esposizione di monociti periferici a diversi antigeni solubili
dell’'H.pylori inducono attivazione monocitaria, evidenziata dall’aumentata
espressione di HLA-DR e del recettore per I'IL-2 e dalla produzione di cito-
chine proinfiammatorie quali IL-1, IL-6 e TNFE. Anche in vivo, I'infezione da
H.pylori & associata ad aumentati livelli di alcune citochine proinfiammatorie
quali IL-1-B, IL-6 , IL-8 e TNF-a. In particolare, e stato dimostrato nella muco-
sa gastrica di soggetti con infezione da H.pylori sia un aumento del mRNA
che della proteina per la IL-8, un potente fattore chemiotattico ed attivante
per neutrofili, della famiglia delle chemochine C-X-C. Questa espressione
sembra dipendere dall’aderenza dell’organismo all’epitelio ed ¢ aumentata
in corso di infezione con ceppi che presentano l'isola di patogenicita asso-
ciata al gene cagA. Alcuni studi hanno, inoltre, evidenziato un aumento
dell’espressione di MIP (macrophage inflammatory protein)-1-o, RANTES
(regulated on activation normal T cell expressed and presumably secreted)
ed altri membri della famiglia delle chemochine C-C che esercitano un effetto
chemiotattico su cellule diverse dai neutrofili. Queste evidenze suggeriscono
che I'epitelio possa svolgere un ruolo fondamentale nell’iniziare e mantenere
la risposta infiammatoria mucosale reclutando linfo-monociti ed eosinofili
oltre che neutrofili.

I meccanismi effettori immunologici sono essenzialmente indotti da
antigeni ma l'entita ed il tipo della risposta immunitaria che ne deriva &
largamente dipendente dal rilascio di citochine. Le cellule T helper possono
essere funzionalmente divise in due sottogruppi basati sul loro profilo
di citochine. Attraverso la produzione di IFN-y, TNF-B, IL-2 ed IL-12, il
sottogruppo Th1 seleziona essenzialmente una risposta immunitaria di tipo
cellulo-mediato. Le cellule di tipo Th2, invece, regolano preferenzialmente
le risposte umorali e sono caratterizzate dalla produzione di TGF-f, IL-4,
IL-5 e IL-10. La maggior parte degli antigeni che sono associati ad infezione
cronica favoriscono una risposta che & prevalentemente di tipo Thl o Th2.
E® stato dimostrato, peraltro, che entrambi i sottogruppi svolgono un
ruolo importante nei processi immunitari ed entrambi sono implicati nella
patogenesi di varie affezioni.

La gastrite cronica H.pylori-correlata e caratterizzata oltre che da cellule
fagocitiche, dall'infiltrazione mucosa di linfociti e plasmacellule che suggeri-
sce I'attivazione di una risposta immunitaria sia cellulo-mediata che umorale
antigene-specifica (Figura 7).

L'analisi dei markers di superficie linfocitaria ha dimostrato un significati-
vo aumento di linfociti T CD45RO+, linfociti antigene-attivati appartenti alla
memoria immunologica. L attivazione di cellule T CD4, evento chiave nella
risposta immunitaria specifica, conduce alla liberazione di varie citochine
che, in corso di infezione da H.pylori, definiscono un prevalente profilo Th1.

@ 28 MO OO O IO N« Caleidoscopia_5I




E. Gulletta, D.2. Foti,
E. Galliera, M.M. Corsi Citochine e Chemochine

Immunita Specifica

H. pylori H. pylori

ni MHC di ¢ n

e

1L-4, l-'_),}i—-iU
2ILZ

¥ L B + o
Linfocita Th1 c_( )_a{ Linfocita Th2
2 1.
- Unfodtl T

APC

Figura 7. Meccanismo dell’immunita specifica a livello della mucosa gastrica
nell’infezione da Helicobacter pylori (cfr. Ref. 11).

La risposta immunitaria Th1, di tipo cellulo-mediata, si caratterizza essenzial-
mente per |"attivazione dei macrofagi e per il rilascio da parte di questi ultimi
di IL-12, una citochina che induce la secrezione di IFN-y da linfociti T. L IFN-y
ha una grande varieta di effetti proinfiammatori che includono I'attivazione
dell’endotelio vascolare, dei neutrofili e della citotossicita mediata da cellu-
le natural killer. Tale citochina aumenta, inoltre, 'espressione di molecole
MHC di classe II che svolgono un ruolo fondamentale nella differenziazione
di cellule T e B. Coerentemente, un'aumentata espressione del recettore (32
dell'IL-12, un importante marcatore di risposta Th1, cosi come il ruolo regola-
torio dell'IL-12 nella risposta Th1, & stato evidenziato nella mucosa gastrica di
soggetti con infezione da H.pylori (21). A conferma del prevalente profilo Thl
nell’'infezione da H.pylori, vi & la dimostrazione che I'H.pylori induce il rila-
scio di IFN-y nelle cellule mononucleate isolate dal sangue periferico e dalla
mucosa gastrica. Alcuni studi hanno evidenziato che in pazienti con gastrite
cronica non complicata, la maggior parte dei cloni T helper mostra un fenoti-
po ThO, caratterizzato dalla produzione combinata di IL-4 o IL-5 (profilo Th2)
insieme ad IFN-y (profilo Th1), mentre il fenotipo Th1 sembra invece essere
largamente predominante nei pazienti con ulcera peptica. Un recente studio
ha dimostrato in topi knock out per I'I[EN-y che tale citochina svolge un ruolo
protettivo verso I'H.pylori nelle fasi iniziali dell’infezione sebbene questa atti-
vita protettiva sia molto bassa. Invece, nell'infezione di lunga durata, i topi
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non mutanti sviluppavano una severa infiltrazione monocitaria nella lamina
propria ed erosioni nell’epitelio gastrico, mentre i topi knock out per IFN-y
non sviluppavano alcuna infiammazione nella mucosa gastrica.

L'infezione da H.pylori, inoltre, si associa ad aumentata espressione muco-
sale di IL-7, un potente fattore regolatorio per i linfociti T intestinali, e a una
downregolazione dell'espressione di IL-15, un’altra citochina regolatoria,
che ha un effetto additivo a quello dell'IL-12 nelle risposte immunitarie di
tipo Thl. L'eradicazione del batterio sembra ripristinare 1'espressione di
IL-15. Poiche e stato dimostrato che tale citochina svolge un ruolo fonda-
mentale nell eradicazione di infezioni di batteri extracellulari, & ipotizzabile
che l'inibizione dell'IL-15 indotta dall’'H.pylori, possa alterare la risposta
immunitaria verso il germe ed impedire l'eradicazione dell’infezione da
parte dell ospite. Studi recenti hanno, inoltre, evidenziato come 1’espressione
dell’IL-17 sia significativamente aumentata nel corso di infezione da H.pylori;
che questa citochina sia capace di aumentare il rilascio di IL-8 biologicamente
attiva nella mucosa gastrica e nelle cellule epiteliali gastriche, attraverso I'at-
tivazione della MAP chinasi ERK1/2; che il blocco farmacologico di questa
via di attivazione inibisca la secrezione di IL-8. Ancora del tutto di recente e
stato dimostrato che IL-17 & prodotta da un sottogruppo specifico di linfociti
T CD4+, denominato Th17, distinto ed antagonizzato dai linfociti Th1 e Th2
(25, 30).

La predominanza di una risposta di tipo Thl & connessa d interazioni
immunopatologiche che possono promuovere direttamente il danno tis-
sutale. Infatti, numerosi studi dimostrano come citochine Th1 aumentano
I'apoptosi delle cellule epiteliali gastriche. E* generalmente accettato che
un’efficace risposta immunitaria verso agenti infettivi extracellulari debba
essere predominata da meccanismi di tipo umorali. Paradossalmente, in
corso di infezione da H.pylori, vi & un’apparente soppressione delle risposte
immunitarie di tipo Th2 che pud rendere conto della mancata eliminazione
del germe e della persistenza dell infezione. Numerose osservazioni cliniche
e sperimentali, inoltre, evidenziano che le citochine di tipo Th2, particolar-
mente 1'IL-4 e 1'IL-10, sono importanti nel bilanciare ed attenuare alcuni
effetti immunopatologici delle risposte di tipo Th1. Studi realizzati in animali
geneticamente deficitari per il gene della IL-4 suggeriscono che, in corso di
infezione da H.pylori, la risposta di tipo Thl si associa ad infiammazione
e danno gastrico mentre una risposta mista Th1/Th2 & capace di ridurre
I'infiammazione ed € seguita da una significativa riduzione della colonizza-
zione batterica. E’ stato dimostrato, inoltre, che I'immunizzazione mucosale
¢ alterata in topi deficitari per 1'IL-4 indicando che, per una efficace vaccina-
zione orale verso I'infezione da H.pylori, sia indispensabile il prodursi di una
risposta immunitaria di tipo Th2. L'ipotesi che la produzione locale di IL-4
possa rappresentare una protezione per 1 ulcera fornirebbe una spiegazione
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“all’enigma africano” (alto tasso di infezione da H.pylori, bassa prevalenza di
ulcera peptica): la presenza in Africa di numerose aree endemiche per infezio-
ni elmintiche che, come & noto, elicitano una intensa e persistente risposta Th2
potrebbe consentire lo sviluppo di risposte attenuate a patogeni extracellulari
come I"H.pylori.

Le basi molecolari della differenziazione dei linfociti Th1 e Th2 sono anco-
ra poco conosciute. Fattori trascrizionali ubiquitari e organo-specifici, cosi
come il rimodellamento della cromatina dei loci genomici, sono stati implicati
nella regolazione dell’espressione dell'IFN-y e dell'IL-4. IL-12 ed IL-4 attiva-
no fattori trascrizionali differenti, in particolare 1TL-12 attiva STAT-4 (signal
transducer and activator of transcription-4) mentre 1'lL-4 induce 1'attivazione
di STAT-6, che sono a loro volta responsabili della differenziazione Th1 e Th2.
La ricerca di geni preferenzialmente espressi nel corso di differenziazione Th1l
o Th2 ha portato all'identificazione di altri importanti fattori trascrizionali tra
i quali GATA-3, che promuove la differenziazione di tipo Th2, e piti recente-
mente T-bet (T-box expressed in T cells) la cui espressione si associa ad una
marcata induzione di una risposta di tipo Thl. Il modello di polarizzazione
Th1/Th2 potrebbe, pertanto, coinvolgere un bilancio tra il fattore trascri-
zionale Thl-specifico T-bet e il fattore trascrizionale Th2-specifico GATA-3.
A conferma di un prevalente profilo di tipo Thl, studi recentissimi hanno
evidenziato una marcata down-regolazione di GATA-3 e una concomitante
aumentata espressione di T-bet, nella mucosa gastrica di soggetti con infezio-
ne da H.pylori. Studi indirizzati a chiarire le basi molecolari della differenzia-
zione Th1/Th2 nel corso di infezione da H.pylori potrebbero consentire una
migliore comprensione dei meccanismi patofisiologici implicati nelle diverse
affezioni correlate all'infezione e fornire ulteriori supporti per interventi tera-
peutici o di prevenzione.

Citochine e Disfunzione Endoteliale

Le cellule endoteliali esplicano un ruolo primario nel mantenimento
dell’omeostasi vascolare fisiologica, attraverso la liberazione di fattori che
regolano la vasodilatazione e la vasocostrizione e di fattori che possono
indurre modificazioni della parete vasale, contribuendo allo sviluppo e alla
progressione delle malattie vascolari. L’alterazione della normale funzione
endoteliale, con compromissione dell’attivita endocrino-paracrina dell’endo-
telio e con perdita di alcune delle sue caratteristiche strutturali e conforma-
zionali & causa di molte patologie cardiovascolari come ipertensione, corona-
ropatia, infarto, arteriopatia periferica, complicanze vascolari nelle malattie
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dismetaboliche. La disfunzione endoteliale, che ¢ stata riscontrata anche in
pazienti con sindrome metabolica e con dislipidemie, non rappresenta esclu-
sivamente un’alterazione della vasodilatazione endotelio-dipendente, ma
pud abbracciare anche condizioni in cui sono riscontrabili anomalie dell’in-
terazione fra cellule endoteliali, leucociti, piastrine e sostanze implicate nella
modulazione delle funzioni vascolari. Pertanto la disfunzione endoteliale, di
qualunque origine patogenetica, comporta modificazioni sia del tono vasco-
lare endotelio-mediato sia dell’integrita strutturale dei vasi e svolge anche un
ruolo importante nella genesi del danno vascolare e quindi di eventi cardio-
vascolari sfavorevoli.

L'aterosclerosi & una malattia inflammatoria cronicizzata che si verifica a
livello dei siti di accumulo intravascolare di lipoproteine e di stress emodina-
mico. I fenomeni iniziali sono rappresentati dalla penetrazione di monociti-
macrofagi (APC) e di cellule T (prevalentemente Th1) nella parete arteriosa. I
monociti si differenziano in macrofagi modificando i loro pattern recettoriali
con l'aumentata espressione di ScR e TLR. Gli Scavenger receptors media-
no l'internalizzazaione delle lipoproteine che porta alla formazione delle
“cellule schiumose”. I Toll Like Receptors attivano segnali che portano alla
produzione di citochine, proteasi e molecole ad attivita sull’endotelio vasco-
lare, con attivazione della risposta immunitaria naturale a livello della placca
aterosclerotica. Linfociti T nella placca attivano una risposta immunitaria
adattativa nei confronti di epitopi antigenici localmente espressi ed ampli-
ficano il field citochinico Thl (proinfiammatorio) e 1'ulteriore attivazione
macrofagica. Questa situazione favorisce complessivamente l’aterogenesi.
Componenti antiaterogene, che tendono a bilanciare questi fenomeni, sono
costituiti dalla produzione di anticorpi anti-oxLDL da parte dei linfociti B e
dalla espressione di citochine antinfiammatorie da parte dei linfociti Treg.
La rottura della placca aterosclerotica e, quindi eventi vascolari avversi sono
provocati dalla secrezione di proteasi (13) (Figura 8).

La presenza di alte concentrazioni di NO inibisce I'espressione di mole-
cole di adesione cellulare e I’attivazione di fattori trascrizionali che attivano
a loro volta il processo pro-infiammatorio. Poiché molte citochine, fattori di
crescita e molecole di adesione dipendono da NF-kB per la loro induzione
trascrizionale, la regolazione di NF-kB da parte di NO & un meccanismo
importante tramite il quale I’endotelio ed altre cellule NO-producenti posso-
no modulare I'espressione di mediatori pro-inflammatori durante il processo
di aterogenesi. NO inibisce 'attivazione di NF-kB attraverso l'incremento
dell’espressione di inibitori del complesso trascrizionale, quali IkBo. La
ridotta biodisponibilita di NO, seguita da un aumento dello stress ossida-
tivo, che si osserva in caso di disfunzione endoteliale, da origine oltre che
alla super-espressione di molecole di adesione endoteliale, con attivazione
dell’endotelio stesso, anche all'innesco del processo pro-infiammatorio attra-
verso l'attivazione di NF-kB. In seguito a stress cellulari ed a danni tessutali
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Figura 8. Reclutamento ed attivazione delle cellule T nell’ateroma (crf Ref 13).

i recettori presenti a livello della membrana endoteliale attivano, infatti, un
programma genetico che porta all’espressione dei geni pro-infiammatori
attraverso una complessa cascata di eventi di trasduzione del segnale. Il prin-
cipale meccanismo di regolazione trascrizionale alla base dell'attivazione di
un programma pro-infiammatorio e costituito dal complesso NFkB. Il danno
tissutale, la presenza di stress ossidativo e l'attivazione cellulare da citochi-
ne proinfiammatorie quale IL-1 e TNF-a portano all’attivazione di IKK1 e
IKK2, presenti nel citoplasma complessate con una proteina inibitoria chia-
mata NEMO. L'attivazione delle chinasi porta alla fosforilazione di specifici
residui NHy-terminali di serina presenti sull’inibitore kB. La fosforilazione
dell’inibitore porta alla degradazione dello stesso da parte del proteasoma
26S. Cio determina la rottura dal complesso citoplasmatico NF-kB-IkBIkB, a
questo punto, NFkB e libero di migrare verso il nucleo dove si lega a siti di
consenso NFkB situati a monte di diversi geni infiammatori. I geni attivati da
NFkB sono diversi e regolano 1'espressione di citochine infiammatorie, quali
IL-1, TNF-a e IL-6, chemochine infiammatorie, come IL-8 e MCPI, molecole
di adesione endoteliali ed enzimi che producono molecole effettrici, come
NO sintetasi inducibile, cicloossigenasi di tipo 2. In particolare, I’aumento
dello stress ossidativo da origine ad un aumento dell’espressione di molecole
di adesione, quali VCAM-1, ICAM-1. Recenti osservazioni hanno messo in
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evidenza il ruolo sempre piu spiccato di IL-18, sia nella progressione della
placca aterosclerotica che nel predire il rischio cardiovascolare. IL-18 prende
parte attiva nell'innesco della cascata delle citochine infiammatorie acce-
lerando la formazione della placca aterosclerotica. La produzione di IL-18
da parte dei macrofagi, stimolata da TNF-a ed IL-1f, induce la secrezione
di INFy dai macrofagi e dalle SMCs. Tutte queste citochine promuovono
I'espressione dei recettori di IL-18 con amplificazione del processo infiam-
matorio. IL-18 aumenta l’espressione delle molecole di adesione endoteliali
e promuove l'instabilita della placca attraverso la secrezione di metallopro-
teine (Figura 9).

Anche il sistema CD40/CD40L acquisisce sempre pitt importanza nella
risposta infiammatoria e nella patogenesi della malattia aterosclerotica. CD40
e CD40L sono coespresse da molteplici cellule coinvolte nella composizio-
ne della placca aterosclerotica e in particolare dai linfociti T attivati, dalle
cellule dell’endotelio vascolare e dei macrofagi. Inoltre, CD40L & espresso
sulle membrane delle piastrine, in maniera tempo-dipendente. In un lasso di
tempo che va da pochi minuti a qualche ora, le piastrine danno origine a un
frammento solubile, sSCD40L, che & uno dei principali biomarker di rischio
cardiovascolare; infatti, elevati livelli di sCD40L sono stati riscontrati in
pazienti con infarto del miocardio, stroke e angina instabile e sono predittivi
di un elevato rischio di lesioni aterosclerotiche come il rischio di un evento
cardiovascolare nelle donne.

Figura 9. Ruolo della IL-18 nella formazione della placca aterogena. (cfr. Ref. 10)
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L'attivazione del sistema CD40/CD40L & un importante sistema di ampli-
ficazione della risposta flogistica che accentua la disfunzione endoteliale,
attraverso la sintesi di ROS, l'inibizione della produzione di NO, induce
sovraespressione delle proteine adesive E-selectine ICAM-1 VCAM-1, stimo-
la la secrezione di MCP-1 e quella di citochine proinfiammatorie. Si ha cosi
un aumento del reclutamento di leucociti e di monociti a livello del sito di
flogosi. L'interazione di CD40L con CD40 presente sulle cellule muscolari,
sulle cellule endoteliali e sui macrofagi incrementa 1'espressione delle metal-
loproteine, del Fattore Tessutale, con aumento dell’attivazione piastrinica.
Infine, CD40/CD40L induce il processo pro-aterogeno, aumentando le con-
dizioni favorenti la trombosi e la rottura di placca (18) (Figura 10).

L'attivazione a cascata di citochine pro-infiammatorie & bilanciata in
modo da diminuire il danno aterosclerotico, dalla produzione di una serie di
citochine con attivita anti-infiammatoria. Tra queste la pit studiata & IL-10,
una potente citochina antiaterogena.

IL-1 e TNF stimolano, nell’endotelio vascolare, la produzione di prostaci-
clina (PGIy). Leffetto di IL-1 inizia dopo alcune ore, & di lunga durata, infatti,
€ mediato dall’'induzione della trascrizione del gene della ciclossigenasi. La
prostaciclina, oltre ad essere un inibitore dell’aggregazione piastrinica & un
potente agente vasodilatatore. Percid, lo stimolo alla produzione di PGI,
da citochine infiammatorie & uno dei meccanismi patogenetici responsabili
della vasodilatazione nelle sedi d'infiammazione. La vasodilatazione contri-
buisce enormemente nel processo di reclutamento leucocitario amplificando
l'attivita di segnali chemiotattici presente localmente. Inoltre, in seguito
all'insulto di citochine pro-infiammatorie si verifica un aumento della per-
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Figura 10. Interazione CD40-CD40L nella patogenesi della placca (crf. Ref 10)
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meabilita endoteliale dovuta all’alterata distribuzione dei recettori che sta-
bilizzano 1’adesione cellula-cellula con la formazione di un complesso endo-
teliale (VE-Caderina-catenina), il quale previene la formazione delle fibre di
F-actina. Tutto cio comporta una perdita della permeabilita endoteliale con
conseguente trasmigrazione endoteliale.

Il reclutamento dei leucociti dal circolo sanguigno e il loro accumulo nei
tessuti costituiscono un processo a pit1 stadi, essenziale nella risposta infiam-
matoria ed immunitaria, che coinvolge un primo momento di rotolamento e
adesione all’endotelio vascolare cui fa seguito il passaggio attraverso 1’endo-
telio e la membrana basale. La fuoriuscita dal torrente ematico e controllata
essenzialmente dalle proprieta dell’endotelio vascolare e dai segnali che-
miotattici di origine tissutale capaci di indurre la migrazione direzionale dei
leucociti. Il processo di reclutamento leucocitario ¢ in genere molto selettivo
ed ¢ il risultato di una combinazione di vari determinanti molecolari quali le
molecole d’adesione espresse dalle cellule endoteliali e dai leucociti e i fattori
chemiotattici.

Le modalita con le quali I'endotelio vascolare partecipa direttamente e
in modo attivo al reclutamento leucocitario, attraverso le fasi successive di
rotolamento, attivazione, adesione e diapedesi sono:

a) l'espressione, da parte delle cellule endoteliali, di molecole adesive
come ICAM-1, E-selectina, VCAM-1 e PE-CAM-1 che vengono ricono-
sciute da appropriati recettori leucocitari.

b) la produzione di chemochine per linfociti e fagociti circolanti.

In conclusione, I'endotelio integro e funzionale & antitrombotico ed antia-
terogeno e mantiene tutte le sue caratteristiche di tessuto selettivamente
permeabile; 1’endotelio alterato & protrombotico ed aterogeno, perde le sue
proprieta di permeabilita, grazie anche all’attivita paracrina delle citochine
proinfiammatorie.

Citochine e Neoplasie

Una visione moderna della patogenesi delle neoplasie suggerisce che il
cancro sia una malattia che implica una serie di cambiamenti dinamici del
genoma. Il clone cellulare neoplastico & prodotto dal verificarsi, contestuale od
in successione, di sei differenti meccanismi che possono essere riassunti in

- evasione dall’apoptosi

- autonomia di crescita

- insensibilita ai segnali anti-crescita
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- neoangiogenesi

- potenziale replicativo illimitato

- invasione e metastasi

Si ritiene che nella genesi dei vari tumori sia coinvolto lo stesso set di
alterazioni funzionali, sebbene attraverso diverse strategie meccanicistiche.

I tumori sono costituiti da un tessuto complesso in cui le cellule tumorali
mutanti hanno reclutato e sovvertito i tipi normali per utilizzarli come atti-
vi collaboratori nello sviluppo del loro programma neoplastico. Il tessuto
neoplastico &, quindi eterotipico (ad es. costituito da cellule neoplastiche ma
anche da cellule immunologicamente competenti, endoteliali e stromali).

Sebbene si ritenga che tutte le cellule tumorali debbano avere tutte le sei
caratteristiche biologiche indicate, questo si realizzera in modo meccanici-
stico e cronologico differente. L'ordine varia tra tipi e sottotipi di tumore,
da individuo ad individuo. In alcuni tumori una particolare lesione genetica
puo conferire diverse caratteristiche patogenetiche simultaneamente, dimi-
nuendo il numero delle tappe mutazionali necessarie alla completa tumo-
rigenesi. La perdita di p53 puo facilitare sia I'angiogenesi sia la resistenza
all’apoptosi (modello a 5 step), sia contribuire all'instabilita genomica. In
altri tumori, una alterazione potrebbe essere acquisita con la collaborazione
di due o pitt distinte modificazioni genetiche, richiedendo percid un numero
maggiore di modificazioni necessarie allo sviluppo del tumore. Cosi nella via
ad 8 step l'invasione e la resistenza all’apoptosi sono raggiunte in due step
ciascuna (12).

Le citochine, prodotte dalle cellule immunologicamente competenti,
presenti nel contesto della neoplasia o dal sistema immunitario, possono
modulare la crescita, la progressione, il mascheramento antigenico, I’anergia
della risposta immunitaria, la metastatizzazione della neoplasia e, quindi,
I'evoluzione sfavorevole della malattia o la sua insensibilita ai trattamenti
terapeutici, quali quelli antiangiogenetici (3).

Gli esempi, che derivano dagli studi e dalle ricerche dell’ultimo decennio,
sono innumerevoli e tutti tendono univocamente a dimostrare quanto sia
importante l'interazione tra i meccanismi di innesco e di regolazione della
produzione delle citochine e molti aspetti biologici delle neoplasie; quanto
la sensibilita o la resistenza delle neoplasie ai trattamenti terapeutici, specie
quelli pit attuali con farmaci biologici, possa dipendere dal microambiente
immunitario che si stabilisce.

Tanti esempi dell’attivita delle citochine nei tumori e del significato del
loro dosaggio, in correlazione con la diagnosi e I'evoluzione delle neoplasie,
sono riportati in una precedente monografia. Pertanto, indicheremo di
seguito alcuni dei dati della letteratura recente al fine di sottolineare
I'importanza e la significativita dell’argomento. E* da tempo definita la
correlazione tra livelli sierici di IL-6 e la diagnosi e la prognosi del Linfomi
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Hodgkin e non-Hodgkin. Pit1 di recente ¢ stata dimostrato il coinvolgimento
di questa citochina nelle neoplasie epiteliali in particolare nella progressione
del carcinoma della mammella e nell’adenocarcinoma del polmone (24).

Una possibile correlazione anomala tra la via di trasduzione del segnale
di IL-6, la pitt importante nelle cellule staminali, e quella di TGF-f, che la
controlla, e stata dimostrata nella trasformazione neoplastica delle Cancer
stem cells (CSC) del fegato e, quindi, nella patogenesi dell’epatocarcinoma
(29).

L'attivita antitumorale del TGF-f e del suo recettore & influenzata e
correlabile con il microambiente tumorale e il blocco del meccanismo
a valle del recettore mostra un effetto significativo sulla progressione
dell’adenocarcinoma del pancreas anche in vivo (20).

IL-21, citochina che ha un effetto stimolatorio sul sistema immune, ha
dimostrato tutta la sua importanza nella strategia antitumorale combinata
del melanoma metastatico e del carcinoma renale (26).

Recentemente e stato definito il possibile ruolo del TGF-f} nella evoluzione
patogenetica della infezione da HCV in cirrosi e, quindi, in epatocacinoma. In
particolare, Matsuzaki e coll. (19) hanno dimostrato che TGF-f che agisce quale
potente inibitore della crescita delle cellule epiteliali e, quindi, da soppressore
della trasformazione neoplastica e quale regolatore della transizione epitelio-
mesenchima (EMT) del fenotipo cellulare, evento quest ultimo fondamentale
sia nella cirrosi (fibrogenesi delle malattie inflammatorie croniche) sia nella
capacita metastatica (invasiva e proteolitica) delle cellule tumorali. Questi
fenomeni sono innescati da IL-1f. Le citochine proinfiammatorie IL-1f e
TNF-a agiscono di concerto con TGF-f nell’attivare la via di traduzione
JNK/pSmad3L/PAI-1 ed inibire pSmad3C/p21 con la conseguente perdita
dell’omeostasi epiteliale e 'acquisizione delle proprieta invasive delle cellula
“mesenchimale” (7).
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Appropriatezza del dosaggio
In coll. con M.C. Tassone, A. Procopio

Metodologie

Considerevoli progressi sono stati fatti per interpretare correttamente il
ruolo che le citochine svolgono in condizioni di efficace risposta immunitaria
ed in condizioni patologiche (cfr. Ref. 11). Nella risposta immunitaria regolata
e controllata, il delicato equilibrio nella produzione delle interleuchine costi-
tuisce il punto cruciale del meccanismo biologico e, quindj, il loro dosaggio
nei fluidi biologici o nei tessuti & significativo se correlabile a variazioni che
si verificano nello stesso soggetto, al di fuori della variabilita individuale. Il
dosaggio in condizioni patologiche &, invece, da associare al coinvolgimento
delle citochine nelle malattie legato, principalmente, ai seguenti meccanismi
fisiopatologici:

a) le citochine possono indurre e potenziare i meccanismi patogenetici di

una malattia (come nelle malattie autoimmunitarie, da flogosi acuta
e cronica, dismetaboliche) e indurre effetti sistemici indesiderati nei
soggetti trattati con dosi terapeutiche o con anticorpi specifici;

b) la terapia sostitutiva e/o immunomodulante pud correggere lo squili-
brio esistente in molti stati di immunodeficienza o francamente immu-
nopatologici;

c) rendere inefficace I’azione biologica di citochine endogene migliora i
sintomi e tende a modificare il decorso della malattia;

d) nel corso di differenti situazioni cliniche & fondamentale definire cor-
rettamente il field citochinico che si viene a determinare e/ o prevalere
(Tabella 4).

I dosaggi utilmente impiegati in laboratorio si possono distinguere in
biologici ed immunologici. Quelli biologici vengono eseguiti su linee cellulari
competenti e permissive. Essi misurano gli effetti delle citochine in relazione
alla loro capacita di produrre attivazione o inibizione della proliferazione
cellulare, oppure comparsa di marcatori di differenziazione cellulare. Quelli
immunologici, piti facilmente influenzabili dagli inibitori presenti nel cam-
pione biologico o da interferenze legate alla presenza di molecole biologica-
mente inattive (ad es. non glicosilate), sono pit facilmente eseguibili in labo-
ratorio con metodologie immunoenzimatiche, in citofluorimetria, mediante
microarray (14).

Per molteplici ragioni, nella pratica diagnostica, sono preferibili gli immu-
nodosaggi che, anche se meno sensibili dei biodosaggi sono pitt specifici, pitt
rapidi da eseguire, facilmente disponibili in commercio (Tabella 5).
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Perche dosare le citochine

- Monitorare il sistema immunitario

- Misurare i livelli di citochine tipici di molte patologie

- Contribuire alla definizione della evoluzione e della prognosi
- Valutare gli effetti biologici delle citochine endogene

- Valutare gli effetti sistemici indesiderati nei soggetti in terapia

Tabella 4.

Come dosare le citochine
Metodi Biologici
sul campione o su cellule competenti, misurando proliferazione,
differenziazione, citotossicita, espressione di marcatori
Metodi Immunologici
su campioni biologici (siero, plasma, liquor, biopsie,
liquido articolare...) misurando i livelli di sintesi
Metodi di Biologia molecolare
per studiare la sequenza genica e misurare
la regolazione della trascrizione

Tabella 5.

Nel caso di risultati inattesi o non interpretabili con gli immunodosaggi pud
rendersi necessario una verifica con i biodosaggi che, meno frequentemente
impiegati nell’attivita del laboratorio diagnostico, sono rappresentati da:

Produzione delle Citochine da PBMC. La produzione di citochine da parte
dei PBMC pud essere misurata con o senza stimolazione in vitro, ad opera di
agonisti come PHA o LPS. La quantificazione dei livelli delle citochine pro-
dotte nel supernatante dei PBMC evita molti degli artefatti legati ai dosaggi
plasmatici e da misura precisa della capacita delle cellule a produrre citochi-
ne. Un altro vantaggio ¢ la possibilita di utilizzare PBMC criopreservati piut-
tosto che freschi. Dosaggi di Proliferazione. La maggior parte delle citochine
puo indurre, su cellule sensibili, la capacita di proliferare in vitro. Su questo
effetto si basano dosaggi nei quali questa attivita biologica & misurabile come
incorporazione isotopica, conta di colonie neoformate, analisi del DNA,
modificazioni colorimetriche.

Dosaggi di Citotossicita. Sono basati sulla capacita di alcune citochine di
svolgere azione citolitica in vitro e di quella degli Interferoni di bloccare I’at-
tivita citotossica dei virus nelle cellule.

Dosaggi di Differenziazione. L'effetto di alcune citochine di produrre alte-
razioni metaboliche, differenziazione o dedifferenziazione delle cellule bersa-
glio puo essere misurata in parecchi modi. Le cellule B producono anticorpi,
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altri linfociti e cellule immunitarie sono in grado di esprimere differenti mar-
catori di superficie, quando sottoposte all’azione biologica delle citochine.
Tutti questi comportamenti possono essere facilmente misurati, quale effetto
diretto delle modificazioni indotte dalle citochine.

Immunodosaggi
Per molteplici ragioni nella pratica diagnostica sono preferibili gli immu-

nodosaggi che, anche se meno sensibili dei biodosaggi, offrono maggiore
specificita, risultano essere piti rapidi da eseguire e sono facilmente reperibili
in commercio, in forma di kit pronti all'uso. Una grave limitazione dell'im-
piego di queste metodologie analitiche & dovuta alla necessita di adeguata
standardizzazione. Inoltre, questi metodi sono dipendenti da una ampia serie
di interferenze: degradazione da parte delle proteasi, possibile produzione e
rilascio di citochine dopo I'effettuazione del prelievo; legame delle citochine
a recettori od anticorpi; inadeguatezza o differente specificita degli anticorpi
monoclonali impiegati nel test. I Biodosaggi rispetto agli Immunodosaggi
hanno alcuni vantaggi quali I’elevata sensibilita, e la possibilita di misurare
molecole biologicamente attive. Per contro gli Immunodosaggi hanno altri
vantaggi quali l'elevata specificita, un ampio range analitico, un tempo di
esecuzione della metodica molto breve, elevata precisione e riproducibilita,
un costo analitico ridotto (5) (Tabella 6).

Problematiche legate al dosaggio immunologico
PREANALITICHE
motivazione della richiesta, momento del prelievo,
trattamento del campione
ANALITICHE
scelta e standardizzazione, riproducibilita,
interferenze, valori di riferimento
POSTANALITICHE
variabilita individuale, valore predittivo, comparazione
dei risultati, interpretazione fisiopatologica

Tabella 6.

Metodologie di dosaggio di pilt recente introduzione nella diagnostica
sono rappresentate da quelle che misurano la capacita di sintetizzare citochi-
ne da parte di specifici tipi cellulari. Tra queste rientrano ELISPOT (Enzyme-
linked-immuno-spot assay), citometria a flusso, immunoistochimica, biotec-
nologie. Questi dosaggi possono rappresentare un valido modo di integrare
risultati analitici ottenuti in modo differente, al fine di meglio interpretare il
dato su base fisiopatologia.
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Nella metodica ELISPOT una popolazione di cellule capaci di produrre
citochine & depositata in una piastra microtiter i cui pozzetti sono rivestiti
dell’anticorpo specifico per una determinata citochina. Dopo 'incubazione
e la rimozione delle cellule, le citochine eventualmente prodotte, che si sono
legate al proprio anticorpo, vengono misurate attraverso l'aggiunta di un
secondo anticorpo e una reazione colorimetrica. La popolazione cellulare pud
essere rappresentata da sangue intero, da buffy-coat, pud essere stimolata od
inibita. I test in commercio sono fino a 100 volte piti sensibili dei test ELISA.

La misurazione delle citochine a livello cellulare puod essere effettuata
mediante due differenti approcci metodologici: quali proteine associate alle
cellule, mediante anticorpi (immunoistochimica, citometria a flusso); quali
mRNA mediante ibridizzazione in situ (ISH) o reverse PCR (RT-PCR).

L'immunoistochimica consente di visualizzare, in popolazioni cellulari
differenti appartenenti al medesimo tessuto, quali cellule producono citochi-
ne. Essa ha grandi limiti intrinseci alla metodologia (fissazione, permeabi-
lizzazione, rilevazione del segnale colorimetrico o luminoso). D’altro canto,
I'impiego di differenti segnali, consente la rivelazione di citochine differenti
nello stesso preparato, anche se la pitt significativa limitazione ¢ dovuta alla
concentrazione di citochine intracellulari e legate alla membrana.

La citometria a flusso trova la sua migliore applicazione nel determinare
quali e quante cellule producano differenti citochine in una popolazione
cellulare differenziata. I livelli di espressione possono essere valutati dopo
stimolazione o dopo preselezione delle sottopopolazioni mediante marcatori
di superficie. Ad esempio, le concentrazioni relative di Th1l e Th2 possono
essere misurate utilizzando anticorpi anti-IL-2 od IFN-y per le cellule Th1,
oppure anticorpi anti-IL-4 per le cellule Th2.

La determinazione citofluorimetrica consente l’analisi di concentrazioni
fisiologicamente rilevanti di proteine (citochine) (pg/ml) nel surnatante di
colture cellulari, plasma in EDTA, siero, ma anche in fluidi biologici peculiari
quali il liquido amniotico, previo pretrattamento.

Essa rappresenta una metodologia analitica di grande specificita e sensi-
bilita che, sulla base delle caratteristiche del kit utilizzato, permette di dosare
contestualmente in un campione di 50 ul fino a sei differenti citochine, tra
di loro correlate sul piano fisiopatologico. La metodologia CBA (Cytometric
Bead Assay) si applica sul citofluorimetro FACSCalibur (BD) ed & gestita da
un software dedicato. Essa prevede 1'utilizzo di una miscela di sei tipi di
biglie di cattura, ciascuno sensibilizzato con un anticorpo monoclonale speci-
fico per ognuna delle citochine da dosare, solitamente IL-2, IL-4, IL-6 (o IL-5),
IL-10, IEN-y, TNF-a e caratterizzato da una ben definita intensita di FL3. Il
secondo anticorpo, per la rivelazione della prima interazione biglie-citochine,
& marcato con PE. La metodologia prevede la calibrazione dello strumento e
le compensazioni delle fluorescenze; I'utilizzo di standard di citochine (forni-
ti liofilizzati) per la determinazione della curva di taratura.
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Nella procedura, il pool delle biglie viene incubato con la miscela di mAbs
PE, specifici per le diverse citochine. Vengono poi addizionati lo standard o i
campioni da testare. Si formano quindi complessi a “sandwich” costituiti dalla
biglia con anticorpo di cattura legata alla citochina (se presente) la quale a sua
volta avra legato I'anticorpo di rilevazione coniugato con il PE (Figura 11).

CBA Protocollo
Miscela di mAbs

FL3 PE diretti
50 ul contro le 6
Biglie di cattura con Ab L citochine
legato covalentemente
FL2

Campione o Standard

Dopo 3 ore di incubazione si forma il complesso
Biglia sensibilizzata — Citochina — Ab rivelatore

FL2
Analita

FL3
Al termine dell’incubazione si procede al
LAVAGGIO --------- CENTRIFIGAZIONE ------- LETTURA del pellet risospeso

Figura 11. Schema della metodologia CBA.
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I segnali provenenti saranno digitalizzati, elaborati e rappresentati in
Dot Plot con FL-2 evidenziata sull’asse delle ascisse ed FL-3 sull’asse delle
ordinate. Sull’asse FL-3 sono risolte le sei popolazioni di biglie in base alla
caratteristica fluorescenza di ciascuna, sull’asse FL-2 le citochine vengono
quantificate in base all’aumento della emissione della PE relativa a una o piu
popolazioni.

I valori espressi coprono solitamente un definito range di concentrazione,
da 20 pg/ml a 5.000 pg/ml.

Il programma utilizzato per I'acquisizione e l’analisi dei dati citometrici
di uso generale & Cell Quest. L’acquisizione & la funzione che raccoglie i dati
provenienti dal citometro e li archivia sul supporto informatico di memoria;
mentre con I’analisi il file memorizzato viene letto ed elaborato statisticamen-
te. I dati cosi ottenuti saranno rappresentati sotto forma di singoli istogram-
mi, dot plot a due parametri, density plot o a contour plot.

Con il software BD Cytometric Bead Assay, in forma di workbook di
Excel, & possibile analizzare i files degli standard e dei campioni al termine
dell” acquisizione dei dati (Figura 12).

Esistono numerosi problemi associati con lo sviluppo di standard efficaci
per i pitt diffusi metodi di dosaggio delle citochine nei fluidi biologici, tra
questi:

- inadeguatezza degli anticorpi monoclonali di mettere in evidenza tutte

le molecole naturali o ricombinanti presenti nel campione;

- impiego di anticorpi monoclonali di differente specificita;

- possibile reattivita con molecole biologicamente non attive o incom-

plete.

Di conseguenza possono essere dosate, in modo indistinguibile e
contemporaneamente, molecole attive ed inattive oppure di un tipo piuttosto
che dell’altro. Inoltre, l'uso di anticorpi con differente avidita od affinita,
in dosaggi differenti, provoca differenze significative nella specificita o
nella sensibilita, impedendo il logico raffronto tra risultati analitici. Gran
parte di queste problematiche sorgono quando si vogliono utilizzare saggi
biologici, nei quali gli anticorpi monoclonali sono ottenuti contro molecole
ricombinanti.

E’ di grande importanza tener presente che il valore stimato con i saggi
immunologici deve essere espresso in unita/peso (ad es. ng/ml); che i risul-
tati ottenuti con i saggi immunoenzimatici non sono correlabili direttamente
con quelli ottenuti con i saggi biologici; che risultati ottenuti con dosaggi
forniti da produttori differenti non sono tra di essi comparabili.

I risultati analitici e la riproducibilita dei dosaggi impiegati nella pratica
laboratoristica possono essere inficiati da una serie di fattori che interferi-
scono con la procedura analitica. Tra questi ad esempio: la capacita di questi
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anticorpi di interagire con citochine libere o legate a recettori solubili e/o a
proteine; la presenza in circolo di alcune citochine, come IL-6, sotto forma di
complessi macromolecolari (100-150; 400-450 Kda) che non sono determina-
bili né con i biodosaggi né con metodi convenzionali ELISA; la presenza di
specifiche proteine che possono interferire con il legame delle citochine sia
nel siero, che in altri fluidi corporei; I'attivita funzionale di recettori solubili
che conduce al sequestro di citochine (IL-1R sequestra citochine del plasma,
blocca il legame dell'TL-1 e quindi del segnale di trasduzione); la comparsa
di anticorpi circolanti che possono essere considerati specifici inibitori; la pre-
senza di microrganismi, specialmente di virus, che possono produrre delle
proteine simili ai recettori solubili, capaci di legare le specifiche citochine
(Tabella 7).

Gli artefatti che accompagnano la determinazione delle citochine nei flu-
idi corporei e le difficolta di interpretazione dei risultati potrebbero essere
minimizzati tenendo conto:

- che & preferibile utilizzare plasma piuttosto che siero;

- che il campione deve essere rapidamente centrifugato ed aliquotato;

- della presenza di inibitori che interferiscono con la determinazione

di citochine. I metodi come 1'estrazione con il cloroformio, la preci-
pitazione con glicol polietilene e la cromatografia eliminano i fattori
plasmatici che possono interferire con la determinazione delle cito-
chine. L'aggiunta degli inibitori delle proteasi pud essere tenuta in
considerazione quando le proteasi plasmatiche interferiscono con la
quantificazione delle citochine;

- che tests ELISA, particolarmente sensibili, possono misurare i fram-

menti inattivi delle citochine o non misurare le citochine complessate
con le proteine plasmatiche (6).

In conclusione, la pur ampia diffusione di impiego dei metodi
immunologici, non pud non tener conto delle problematiche preanalitiche,
analitiche e postanalitiche ad essi connesse (Tabella 8).

Metodi di Biologia Molecolare

In vitro, I'attivita biologica svolta dalle citochine ed i livelli di espressione
di queste molecole sono, teoricamente, valutabili mediante metodologie che
prevedono il “cloning” della sequenza genica in vettori di espressione, sotto
il controllo di promotori inducibili, e la loro replicazione in sistemi proca-
riotici od eucariotici. Tali metodologie potrebbero risultare di grande aiuto
per mettere in evidenza i cloni attivi nelle librerie di espressione di cDNA,
controllare I'espressione dello mRNA e purificare, in alto grado, la molecola,
al fine, ad esempio, di ottenere anticorpi monoclonali.

In laboratorio, a fini prettamente diagnostici, avere a disposizione la
sequenza codogenica pud consentire di impiegare differenti metodologie
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Interferenze analitiche

- degradazione da proteasi

- produzione dopo la raccolta del campione

- legame alle membrane (recettori, anticorpi)

- inadeguatezza degli anticorpi monoclonali

- anticorpi monoclonali a differente specificita

- presenza di molecole biologicamente inattive o incomplete

Tabella 7.

Criteri interpretativi dei dosaggi

- Definizione delle Unita di misura

- Valutazione dei livelli sierici a tempi differenti

- Misurazione della o delle citochine significative
sul piano fisiopatologico

- Riferimento di tutti i parametri al singolo paziente

- Valutazione dell’eventuale cambiamento
del profilo citochinico

Tabella 8.

molecolari, tra le quali l'ibridizzazione in situ e la PCR. La sequenza
codogenica, o parte di essa, rappresenta infatti il “probe” ideale per poter
mettere in evidenza la presenza della medesima sequenza nel DNA di cellule
nelle quali e possibile che la citochina venga sintetizzata. In particolare,
questa metodologia molto specifica ¢ applicabile su prelievi istologici,
preparati per citocentrifugazione o su biopsie. La osservazione dei preparati
¢ effettuata al microscopio ottico, quando la reazione di ibridizzazione
& accoppiata, nel kit diagnostico, ad una reazione colorimetrica (ad es.
mediante 'impego di HRP e del suo substrato), oppure la lettura & effettuta
con uno strumento quando I'ibridizzazione & accoppiata ad una reazione di
chemioluminescenza. Poter costruire, sulla base della sequenza nucleotidica,
primers efficienti rende possibile 1'applicazione di tutte quelle tecnologie
che permettono di amplificare sia la sequenza nucleotidica del DNA, sia la
sequenza nucleotidica dello mRNA complementare. In tal modo & possibile
mettere in evidenza eventuali mutazioni presenti nella sequenza oppure i
livelli di espressione della stessa, tramite PCR, reverse-PCR, LCR, SSPC.

Se le metodologie tradizionali della biologia molecolare hanno mantenuto
la loro importanza nell’identificazione di sequenze genomiche conosciute in
cellule o in tessuti capaci di esprimerle, sempre piti numerosi campi applica-
tivi tendono ad aggiungere metodologie innovative quali I'utilizzo di micro-
array e di biochips. Fondamentalmente, esse potranno trovare significativo
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impiego nella diagnostica poiché consentono di valutare l'espressione di
geni, quali quelli delle citochine, coinvolti assieme ad altri nella regolazione
della reattivita immunologica di un tessuto o di un tipo cellulare in risposta
a condizioni patologiche.

Ugualmente importante puo risultare lo studio del contenuto e del livello
di proteine espresso dalle cellule coinvolte nella biosintesi delle citochine. Per
questi studi possono essere impiegate altre metodologie analitiche molecola-
ri ben standardizzate, basate sul western blot. Il legame proteina-anticorpo
monoclonale mette in evidenza i livelli di proteina, in condizioni basali e
anche dopo stimolazione e/o inibizione, potendo risultare di grande aiuto
nella interpretazione diagnostica di particolari sindromi immunologiche
nelle quali e fortemente alterata l’attivita biologica di questi mediatori.

Microarray
Un microarray e una linea ordinata di elementi microscopici su una super-

ficie piana su cui & possibile immobilizzare sia acidi nucleici che proteine
capaci di riconoscere e legarsi a molecole complementari. La metodologia
analitica basata su microarray permette di eseguire sia reazioni di ibrida-
zione, quando si tratta di mettere in evidenza sequenze specifiche di acidi
nucleici, sia reazioni immunitarie, quando si tratta di individuare antigeni o
anticorpi. Sulla superficie si possono legare anche cellule vitali per ricercare
molecole espresse.

Microarray € una denominazione composta da “micro” e dal francese
“arayer”, che significa “sistemare”.

I microarray, chiamati anche biochips, contengono un insieme di piccoli
elementi, detti anche spots, sistemati su file orizzontali e colonne verticali.

Sono stati sviluppati e messi in commercio dalle industrie analizzatori
automatici che valutano i campioni biologici da analizzare, sulla base di
standard noti, utilizzando una tecnologia innovativa di dosaggio contestuale
di citochine correlate sul piano fisiopatologico, che tiene conto dell’evidenza
clinica. I sistemi migliori e piti complessi danno un profilo immunologico
dettagliato del paziente grazie all'uso di pannelli di test, detti appunto
“microarray”. Nel nostro laboratorio abbiamo acquisito una sufficiente espe-
rienza per il dosaggio delle citochine e delle molecole di adesione.

La tecnologia alla base del sistema da noi utilizzato (Evidence Investigator,
Randox Laboratories LdT, Northern Ireland) € un substrato solido di 9 mm?
sulla cui superficie & collocata una serie di regioni discrete di test (DTR),
disposte in posizioni le cui coordinate sono ben definite, mediante nanodi-
spensazione sulla superficie del biochip. Ogni DTR pud corrispondere ad
anticorpi diversi od ad altre molecole reattive, a seconda del test. Il carrier &
il supporto reattivo formato da nove pozzetti che sono camerette di reazione
separate (Figura 13).
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Figura 13. Schema del microchip.

Lincubazione in agitazione & una tappa critica della procedura, viene
effettuata con l'ausilio di uno strumento dedicato e differisce per i diversi
dosaggi (citochine, molecole di adesione, etc..) La rivelazione della reazione
immunitaria, tra analita e reagente, & una reazione di chemioluminescenza,
cioe di produzione di luce mediante reazione chimica, che, nel caso della
metodologia descritta, avviene per aggiunta al substrato di HRP (Perossidasi
di rafano). Il sistema di rilevazione della chemioluminescenza che si deter-
mina in ogni pozzetto & costituito da camera di formazione di immagini
(CCD, Charge Coupled Device) che consente di rivelare anche basse intensita
luminose dei fotoni. Il software converte tale segnale luminoso in un risultato
quantitativo ben definito sulla base della calibrazione con gli standard.

11 protocollo operativo prevede:

AGGIUNTA REAGENTE I: Aggiunta di Assay Buffer (tampone) a ciascun poz-
zetto del biochip carrier assicurandosi che l'intera superficie del biochip
venga ricoperta.

AGGIUNTA DEL CAMPIONE/STANDARD / CONTROLLO: Una aliquota di campio-
ne/standard/controllo viene aggiunta nei diversi pozzetti di reazione.

INCUBAZIONE: Il biochip carrier viene posto nell'incubatore dove viene
agitato a frequenza tempo e temperatura controllate.

LAVAGGIO: Ciascun biochip carrier viene lavato per rimuovere tutti i com-
ponenti del campione non legati.

AGGIUNTA DEL REAGENTE 1I: Il Multi-analyte Conjugate viene aggiunto a cia-
scun pozzetto di reazione.

INCUBAZIONE: Il biochip carrier viene posto nell'incubatore dove viene
agitato a frequenza tempo e temperatura controllate.
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Lavacalo: Ciascun biochip carrier viene nuovamente lavato per rimuove-
re tutti i coniugati non legati presenti nel pozzetto

AGGIUNTA SEGNALE: Un volume predeterminato di segnale viene aggiunto
in ogni pozzetto e lasciato ad incubare per un breve tempo predefinito

SISTEMA IMMAGINE: Il biochip carrier viene collocato nello strumento di analisi
dove verranno registrate le immagini e il segnale chemioluminescente prodotto
da ciascun DTR sara letto e quantificato (Tabella 9, Figura 14, Figura 15).

Valore Predittivo

La maggior parte delle citochine ha breve emivita. I livelli delle citochine
sono bassi e difficilmente determinabili con metodi convenzionali ELISA
nel siero dei soggetti sani, ma nelle malattie associate a produzione acuta o
cronica di citochine la loro concentrazione pud essere elevata ed il dosaggio
significativo. La loro determinazione potrebbe essere utile negli stati infiam-
matori acuti o cronici, ma anche in questa situazione, 1’eccesso di una cito-
china pud condurre alla soppressione della produzione di un’altra oppure
alla eccessiva internalizzazione di una citochina e conseguente riduzione dei
suoi livelli sierici.

DOSAGGI DELLE CITOCHINE

Biodosaggi Immunodosaggi-
- SENSIBILITA’ Elevata Bassa
- SPECIFICITA Bassa Elevata
- Misurazione di MOLECOLE  Biologicamente attive ~ Antigeniche
- RANGE ANALITICO Ristretto Ampio
- DURATA del SAGGIO 24-96 hs 2-4 hs
- PRECISIONE (CV) 20-100% 5-10%
- Interferenze da FARMACI SI NO
- COSTO ANALITICO Personale Reagenti

Dosaggi di BBOLOGIA MOLECOLARE

-Immunoblot

-Elispot (Enzyme Linked ImmunoSpot Assay)-Ibridizzazione in situ
-Polymerase Chain Reaction

-RT-PCR

-Microarray

Tabella 9.
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DOSAGGIO COMPETITIVO

Analita marcato (Coniugato)

\ ANALITA NEL

@ CAMPIONE

REGIONI
DISCRETE DI

'ANTICORPO
LEGATO
ALLA SUPERFICIE

DOSAGGIO SANDWICH

Anticorpo marcato con enzima (coningato)

ANALYTE IN
PATIENT
SAMPLE

ANTIBODY BOUND
TO BIOCHIP SURFACE

Figura 14. Dosaggi in Microarray.

La misurazione della concentrazione plasmatica ¢ anche importante per
studiare la farmacocinetica delle citochine somministrate terapeuticamente.
Alcune citochine come TNF-o, possono esistere ed essere attive associate alla
membrana e cosi non possono essere determinate nel plasma, a meno che non
siano rilasciate dalle cellule mediante ripetuti congelamenti e scongelamenti.
Infine, poiche le citochine sono dei mediatori locali potrebbe essere pitt ragio-
nevole misurare i loro livelli nei tessuti, dopo estrazione in vitro, o nei fluidi
ottenuti dai vari compartimenti invece che nel siero, oppure valutare la loro
biosintesi a livello cellulare, misurando mRNA o proteina espressa.

In teoria, i dosaggi delle citochine permettono di identificare i pazienti
che traggono vantaggio dalla terapia con citochine, aiutano nella diagnosi di
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Figura 15. Curve di taratura del dosaggio in Microarray.

quei pazienti nei quali il profilo sierico delle citochine ha subito una evidente
alterazione durante la malattia, possono consentire una corretta previsione
dell’evolutivita della malattia.

I dosaggio delle citochine ¢ da ritenere molto rilevante per le informazio-
ni cliniche fornite. Sono stati messi in correlazione, infatti, i livelli circolanti
o tissutali di citochine con la presenza o la severita di sintomi clinici o con la
mortalita. In pazienti con shock settico, elevati livelli circolanti, in particolare
di IL-6, e di TNF-a, IL-1f3 sono correlati con la mortalita. IL-6 manca della
capacita di indurre shock e quindi sembra essere solo un marker e non la
causa dello shock settico che dipende da IL-1p e TNF-c.
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In generale, & abbastanza difficile dedurre dai livelli plasmatici, quale cito-
china proinfiammatoria svolga uno specifico ruolo patogenetico in una deter-
minata malattia. Uno dei pochi esempi & rappresentato da alcuni pazienti con
artrite reumatoide nei quali sono stati messi in evidenza alti livelli di IL-1f
nel plasma, nel fluido sinoviale o nel tessuto sinoviale (Tabella 10).

CITOCHINE MALATTIA

Plasma nel neonato
Shock settico
Infezioni HIV

Morbo di Crohn
Linfoma

Trapianto renale Rigetto
Urine Trapianto renale
Liquido Amniotico Infezione
Fluido Broncoalveolare Infezione
Fluido Sinoviale

IL-8

Plasma, Siero
Shock settico

Fluido Broncoalveolare

IL-10
Plasma, Siero

SIRS

TNF-a

Impiego clinico del dosaggio
UTILITA’ DIAGNOSTICA
IL-6 Infezioni Batteriche

Marker di peggioramento
Artrite Reumatoide

Ca. renale, Melanoma

Artrite reumatoide

Infezioni Batteriche Diagnosi precoce nel neonato

Infezioni Polmonari Diagnosi precoce di ARSD

Trauma multipli, Infezioni,

Diagnosi precoce

Efficacia antibiotici
Marker prognostico

Marker di malattia

Marker prognostico
Risposta terapia IL-2

Rigetto
Marker precoce
Marker di ARDS

Marker di malattia

Marker prognostico

Marker di
Immunosoppressione
(IL-10/ TNF-of3

Plasma, Siero Infezioni batteriche, Sepsi Marker di malattia
Leishmania, Malaria

Artrite Reumatoide

Linfoma NH Marker prognostico
Trapianto, Graft Marker GVH
Immunoterapia
Fluido Cerebrospinale Meningiti Diagnosi differenziale

Sclerosi multipla Marker di malattia
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IL2/IL-2 Rs
Plasma LLA Marker prognostico, Relapse
Ca. polmonare Marker prognostico
Sarcoidosi Marker di malattia
Trapianto Rigetto - Infezione
Urine Trapianto Rigetto - Infezione
Tabella 10.

L'assenza delle citochine circolanti o tissutali nelle malattie & particolar-
mente difficile da interpretare. Come detto prima, possono essere molteplici
le ragioni per cui non & possibile determinare le citochine anche quando si
aspetta di trovarle, situazione che, oltre alla presenza di inibitori specifici,
potrebbe verificarsi per una mancata sintesi o per eccessivo consumo di
citochine.

Profili di espressione di citochine sono stati definiti nel corso di alcune
malattie infettive. Dal punto di vista patogenetico, la produzione di citochine
da parte di linfociti Th1 (pattern Thl) & associata con la resistenza alle infe-
zioni, mentre il pattern Th2 & associato con forme progressive di infezione.
La produzione delle citochine puo essere differente nella fase acuta o cronica
della malattia, eterogenea nel corso della stessa malattia, differente da un
paziente ad un altro. A prescindere dal fatto che la variazione della sintesi
di citochine da parte di linfociti T sia da ascrivere all’attivita continua od
intermittente della popolazione linfocitaria interessata, non c’e dubbio che,
in vivo, i cloni di linfociti T nel corso della fase effettrice della risposta immu-
nitaria mostrino una drammatica dicotomia tra la capacita di sintetizzare e
secernere linfochine di tipo Th1 (IL-2, IFN-y) o di tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10).
E’ questa una differenziazione funzionale importante del sistema immunita-
rio. Ad essa si aggiunge la proprieta delle cellule della “memoria immunolo-
gica” di non comportarsi soltanto da cellule effettrici in fase di “quiescenza”
ma soprattutto di mantenere la capacita di sintetizzare IL-2 e rispondere
fenotipicamente come le cellule precursori da cui derivano.

E’ corretto ritenere che gli effetti del “priming” dei linfociti Th e la loro
differenziazione in Thl o Th2, accanto alla modulazione delle citochine,
possono essere correlati con 1'utilizzazione in vitro come antigeni di peptidi-
ligandi modificati, con la variazione della “dose” di antigene, con1’alterazione
dei segnali di costimolazione, fattori tutti che in vivo trovano riscontro nella
grande variabilita della risposta immunitaria agli agenti patogeni.

In conclusione, sulla base anche della nostra esperienza, riteniamo di
poter sottolineare due punti per la appropriata utilizzazione dei dosaggi
delle citochine nel laboratorio biomedico: un attento e riproducibile controllo
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della qualita e della procedura analitica scelta; I'impiego di definiti “pannel-
1i” o profili individuali di citochine, da utilizzare quali marcatori di danno
organico.

La qualita e la riproducibilita delle metodologie di dosaggio deriva dalla
esperienza e dal confronto con altri gruppi interessati alla problematica. In
ogni caso, bisogna tener conto delle interferenze analitiche, dei vantaggi e
degli svantaggi di ciascun approccio metodologico, al fine della migliore
scelta possibile per un a adeguata risposta alle problematiche cliniche e tera-
peutiche. Il dosaggio contestuale di differenti citochine & reso necessario dalle
molteplici attivita biologiche di queste molecole e dalla loro breve emivita. Il
danno organico, acuto o cronico, tende ad evolvere nel tempo ed a riacutiz-
zarsi e non @ ascrivibile ad una sola citochina, ma piuttosto alla sommatoria
degli effetti di molte molecole ed al determinarsi del “field” prevalente.
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Meccanismi di regolazione nel siste-
ma delle chemochine e loroimplicazione
nelle malattie umane

Introduzione

Le chemochine ed i loro recettori dirigono il reclutamento leucocitario in
condizioni fisiologiche e patologiche. Questo complesso sistema include 42
molecole e 18 recettori ed e soggetto a differenti livelli di regolazione, inclu-
dendo la produzione di ligando, le modificazioni post-traduzionali e degra-
dazione, cosi come I'espressione del recettore e I'attivita del segnale. Questo
studio analizza i differenti aspetti del sistema di regolazione delle chemochi-
ne e sottolinea I'importanza di chemochine e loro recettori nella patogenesi
di patologie immuno-mediate, purche gli esempi vadano da modelli di ani-
mali a evidenze cliniche per quel che riguarda le malattie umane.

Le citochine, negli ultimi anni, sono state riconosciute come importan-
ti mediatori nella patogenesi di molte malattie umane ed hanno assunto
un’importanza crescente in patologia clinica come marker di inizio malattia,
progressione e remissione. Le citochine chemotattiche, o chemo-chine, sono
una grande sottofamiglia di citochine che coordinano il reclutamento leuco-
citario e I’attivazione, due elementi cruciali nella patogenesi di alcune malat-
tie umane immuno-mediate. Questo studio fornisce una visione generale
del sistema delle chemochine, con particolare attenzione alle informazioni
disponibili su situazioni cliniche nelle quali le chemochine e i loro recettori
possono assumere valore diagnostico.
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Il sistema delle chemochine

Le Chemochine sono una famiglia di 42 piccole proteine secrete legate
strutturalmente e funzionalmente, la cui funzione biologica e il reclutamen-
to leucocitario (1). Le Chemochine sono caratterizzate da una conservata
struttura proteica chiamata “chemochine patibolo” strettamente dipendente
da due legami disulfidici che conservano residui di cisteina, le cui relative
posizioni determinano l'identificazione di quattro sottofamiglie. Di queste,
la p o CC, sottofamiglia di chemochine, che include molecole con i primi due
residui di cisteina in posizione adiacente, e I'a 0 CXC sottofamiglia di che-
mochine nella quale queste cisteine sono separate da un singolo aminoacido,
fanno parte la maggior parte delle molecole. La sottofamiglia y o C, nella
quale e presente un singolo residuo di cisteina e la d o CX3C, con tre residui
di cisteina uno dietro I’altro, includono solo una piccola parte di molecole.
La divisione strutturale delle chemochine & rispecchiata nella loro posizione
nel genoma. La maggior parte delle chemochine CC sono codificate da un
grande gruppo multigenico sul cromosoma 17q11.2, mentre la maggior parte
delle chemochine CXC sono codificate da due grandi gruppi multigenici sul
cromosoma 4q21. Le chemochine C e CX3C sono codificate da singoli geni
localizzati sui cromosomi 123 e 16q13, rispettivamente.

Le chemochine esercitano la loro funzione biologica attivando la membra-
na della rodopsina come i recettori accoppiati delle G proteine, le molecole
serpentine che attraversano sette volte la membrana, con un dominio extra-
cellulare ammino terminale e una serina/treonina, ricco dominio intracellu-
lare carbossilico terminale (2). Finora sono stati definiti 18 recettori, 10 per le
chemochine CC (CCR1 a 10), 6 per le chemochine CXC (CXCR1 a 6), 1 per le
chemochine C e le chemochine CX3C ( XCR1 e CX3CR1, rispettivamente).

Le differenti sottofamiglie di chemochine agiscono sui loro recettori
corrispondenti espressi su differenti sottotipi di cellule. Il sistema delle che-
mochine & altamente promiscuo, presumibilmente per fornire flessibilita e
specificita nel traffico di leucociti e pleiotropico, con una dato di chemochine
che agiscono su differenti popolazioni di leucociti al fine di coordinare il
reclutamento di differenti, ma funzionalmente correlate, popolazioni di leu-
cociti. In generale, i neutrofili sono il principale obiettivo delle chemochine
(ELR+) CXC agendo attraverso CXCR1 e CXCR2; i monoliti sono principal-
mente reclutati dalle chemochine CC agendo come CCR1, CCR2 e CCRS5;
Th1 e le cellule NK,principali operatori dell'infiammazione di tipo 1,sono
principalmente responsabili di chemochine (ELR-) CXC come CXCR3 e
CX3CL1 agendo attraverso CX3CR1; Th2 e gli eosinofili, associati ai responsi
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di inflammazione di tipo 2, sono attratti attraverso l'azione degli agonisti
CCRC3 e CCR4 (figura 1).

Family Chromosome Chemokine Receptor Main leukocyte targets
ld name Mew name
( aqizq2 L8 cXCL8
4921 GCP-2 CXCL& CXCR1 PMN
NAP-2 CXCL7?
gi2qa ENA-78 CXCL5 CXCR2 PMN
GROq CXCLA
GROP CXCL2
GR CXCL3
CXC < a2 Pra ! cXGL4 CXCR3B  Thi, NK
IP-10 CXCL10
Mig CXCLS CXCR3A
4q21.2 I-TAC cXCL11
10g11.1 SOF-1a/8 CXCL12 ————— CXCR4 Widespread
4921 BCA-1 CXCL13 —  CXCRS B
17p13 CXCL16 —  CXCRS T act
5431 BRAK CXCL14 ————  Unknown Mo
MCP-1 ccLz
17q11.2 Ll oot CCR2 Mo, NK, Ba, iDC, T act, B
: MCP-3 ceLy o e '
MCP-2 ccLs
17q12 MIP-16 cCL4
17g11 MIP-1aS CCL3 CCRS Mo, Ma, Th1, T act, NK
MIP-1aP ceLaLl
17q11.2 RANTES cCLs
17q12 MPIF-1 ccL2s
Hee-1 ccLi4 CCR1 Mo, Ma, iDC, NK
17q11.2 HCe-2 cCL15
Hee-4 ceLis
CG 17g21.1 Eotaxin ccL1 CCR3 Eo, Ba, Th2
Eotaxin-2 CCL24
7qi1.23 Eotaxin-3 CCL26
TARGC CeLi7 CCR4 iDC, Th2, NK, T skin, Mo
16913 MDC celaz
2q33-q37 MIP-3a ccL2o CCRE iDc, T act, B
op13 g oo CCR7 mDC, Mo, T naive, T act
17912 1-309 ccLl1 ———— CCRS8 Mo, iDC, th2, T reg
19p13.2 TECK CcCL25 ——— CCR® T, T muc
2 o ey = ccR10 T act, T mu, T skin
& 17q11.2 PARC CCL18 =——— Unknown mDC, T naive
Lymphotactin ~ XCL1
XC - 1923 SCM.1 XcLz T XCR1 T, NK
cxsc 16q13 Fractalkine CX3CL1 —————  CX3CR1 Mo, iDC, NK, Te1, Thi

Figura 1. 1l sistema delle chemochine: una visione completa.

Sono elencate le chemochine (famiglia a locazione cromosomica sia di vecchia che di
nuova nomenclatura), i loro recettori e il repertorio recettoriale predominante in differenti
popolazioni leucocitarie. I nomi in grassetto identificano le chemochine infiammatorie, i
nomi in italico indicano le chemochine emostatiche e i nomi sottolineati si riferiscono alle
molecole appartenenti a entrambe le categorie.

Gli acronimi delle chemochine sono i seguenti: BCA, chemochine attivatori delle cellule
B; BRAK,le chemochine della mammella e del rene; CTACK, chemochine attrattrici di cellu-
le T cutanee; ELC, chemochine che inducono il ligando del recettore del virus Epstein-Barr;
ENA-78, fattore attivante i neutrofili derivante dalle cellule epiteliale (78 aminoacidi);
GCP, proteina chemoattrattrice dei granulociti; GRO, oncogene correlato alla crescita;
HCC, chemochine CC emofiltrate; IBproteina inducibile I'INF; I-TAC, chemoattratore di
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cellule T inducibili 'IFN; MCP, proteina chemoattratrice dei monoliti; MDC,chemochina
derivante da macrofago; Mig, monochina indotta dall'INF-y; MIP, proteina infiammatoria
macrofagica; MPIE, fattore inibitore dei progenitori mieloidi; NAP, proteina attivante i
neutrofili; PARC, chemochina regolatrice dell’attivazione polmonare; RANTES, chemochina
regolata dalla normale attivazione delle cellule T espresse e secrete; SCM, motivo singolo C;
SDE fattore derivato dalle cellule stremali; SLC, chemochina secondaria al tessuto linfoide;
TARC, chemochina correlata all’attivazione timica; TECK, chemochina espressa dal timo.
Gli acronomi dei leucociti sono i seguenti: PMN, neutrofili; Eo, eosinofili; Ba, basofili;
MC, mastcellule; Mo, monociti; Mo, macrofagi; iDCs, cellule dendritiche immature; mDCs,
cellule dendritiche mature; T naive, cellule T naive; T act, T cellule attivate; T skin, cellule T
proprie dell’epidermide; T muc, cellule T proprie delle mucose; T reg,cellule T regolatorie.

La maggiore funzione delle chemochine & I'induzione della direzionale
migrazione delle cellule, quindi di coordinamento di assunzione di leucociti
in condizioni patologiche e fisiologiche, ma essi inoltre hanno altre attivita
biologiche come la fagocitosi, la produzione di superossido, rilascio di gra-
nuli, attivazione dei fagociti e costimolazione di cellule T.

Quindi, contribuiscono ad entrambi, innati ed adattivi, immuno responsi,
alla modulazione dell’angiogenesi e della fibrosi, differenziazione e prolife-
razione di precursori ematopoietici e ad alcuni eventi oncogenici (3, 4) .
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Il sistema di regolazione delle chemo-
chine

Regolazione a livello della produzione di chemo-
chine

Dipendendo dalla regolazione e produzione, le chemochine possono
essere distinte in chemochine “omeostatiche”, che controllano il rientro dei
leucociti e il ricircolo dei linfociti in condizioni normali, e in chemochine
“infiammatorie”, prodotte in risposta a stimoli infiammatori come Il Fattore
di Necrosi Tumorale (TNF) a. o I'Interferon (IFN) v, al fine di reclutare linfociti
durante l'infiammazione (Figure 2A) (5). Le chemochine giocano un ruolo
nella polarizzazione degli immuno responsi di tipo 1 e 2, supportando il
reclutamento selettivo di cellule T polarizzate e specifiche di tipo 1 e 2 effet-
tori di cellule che esprimono pannelli distinti dei recettori delle chemochine.
Le Chemochine possono inoltre essere considerate marker molecolari di
differenti tipi di macrofagi infiammatori, in questi un differente pannello di
chemochine caratterizza i macrofagi M1 e M2, che evolvono rispettivamente
in responso di tipo 1 e 2 (6).

Regolazione a livello dei processi delle chemochine

Dopo le modificazioni translazionali, naturalmente accadono per entram-
be le chemochine CXC e CC, hanno forte influenza sulle loro attivita biologi-
che (7). Diverse proteasi, incluse le metallo proteinasi, trombina e plasmina,
agiscono su differenti chemochine rinomate per la produzione di distinte
varianti che differiscono dall’estensione degli aminoacidi terminali o, meno
frequentemente, dalla regione carbossi-terminale. Diversi elementi di prova
indicano che il processo extracellulare di chemochine da proteasi & un impor-
tante via per regolare I'attivita e la funzione del sistema delle chemochine in
condizioni fisiologiche e patologiche.

Come esempio, CCL8(6-76), una variante troncata di CCL8, & biologica-
mente inattiva ed agisce come recettore antagonista bloccando la chemotassi
indotta da CCL5 e CCL2. Allo stesso modo, la ristretta membrana Th1 della
proteasi CD26 attacca ’agonista CCR4 CCL22 generando due forme tronche
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delle chemochine CCL22(3-69) e CCL22(5-69), con ridotta capacita di intera-
gire con il loro recettore congiunto CCR4, quindi bloccando il reclutamento
di Th2 (Figura 2B).

Diversamente, la chemochina omeostatica CCL14 circola nel plasma ad
elevate concentrazioni come una forma inattiva, e diventa pienamente attiva
solo dopo il processo amino-terminale mediato da proteasi associato a rea-
zioni infiammatorie.

Regolazione a livello dell’espressione recettoriale

La presenza di appropriati recettori in differenti popolazioni cellulari
detta lo spettro d’azione di differenti chemochine in questi recettori chemo-
chinici, come i loro ligandi, sono soggetti ad un controllo d’espressione, in
questo modo diversi recettori sono scoperte esclusivamente in stati di cellule
specifiche. Come esempio, il processo di maturazione delle cellule dendriti-
che & caratterizzato da una completa sostituzione del modello d’espressione
del recettore chemochinico, con una sottoregolazione di recettori per le che-
mochine infiammatorie (tra i quali CCR2 e CCR5) ed una sovraregolazione
di CCRY7 che guida la cellula matura al drenaggio dei linfonodi. Come regola
generale, i mediatori pro ed anti-inflammatori mostrano effetti divergenti
sulla produzione di agonisti ed espressione recettoriale, come nel caso degli
assi di CCL2/CCR2 su monoliti e cellule dendritiche (Figura 2A) (8).

Regolazione a livello del recettore accoppiato:
segnali e recettori “esca”

Le Chemochine guidano la migrazione cellulare mediante controllo mul-
tiplo attivando processi biochimici in accordo. Sui legami chemochinici i loro
recettori specifici Ga. e Gfy,subunita di proteine G, dissociano ed attivano
la produzione ed il rilascio del secondo messaggero intracellulare. Ci sono
inoltre testimonianze sul fatto che le chemochine possono indurre un segnale
indipendente delle proteine, inclusa I'attivazione di JAK/STAT.

Lo stato di attivazione del leucocita gioca un ruolo cruciale nella
definizione dell’attivita di segnale dei recettori chemochinici.

In alcune condizioni i recettori chemochinici sono disaccoppiati da
meccanismi di segnale e sono convertiti in richiami funzionali (9). Inoltre,
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accanto ai ‘canonici’ recettori chemochinici, i quali sono di solito accoppiati a
segnali intracellulari che dominano la migrazione cellulare, & stato descritto
un separato gruppo di recettori ‘atipici’ il quale lega il loro ligando congiun-
to con alta affinita e specificita ma, diversamente dai recettori chemochinici
‘canonici’, sembrano essere strutturalmente disaccoppiati dalle G proteine, e
non inducono alcun segnale intracellulare rilevabile dopo il legame chemo-
chinico. Contrariamente, in alcuni casi il ligando ¢ trasportato dall’altro lato
del citoplasma e rilasciato dall’altra parte della cellula (transitosi), mentre in
altri casi ¢ interiorizzato e degradato (Figura 2C).

Recenti studi in vivo indicano chiaramente che la funzione biologica di
questa classe di recettori va a competere con i segnali dei recettori per le
chemochine, 1i sequestrano, e li portano alla degradazione, quindi, in qualita
di regolatori negativi di infiammazione. Per questa ragione questi sono stati
descritti in precedenza come recettori ‘silenti’, rinominati recettori chemochi-
nici esca (10) ed includono oggi la molecola DARC (Duffy Antigen Receptor
for Chemokines), un recettore promiscuo per le chemochine CXC e CC, D6,
un recettore esca selettivo per le chemochine CC infiammatorie e CCX CKR,
che ha un ruolo biologico come esca (decoy) ma deve ancora essere chiarita
nel dettaglio.
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Figura 2. Regolazione delle chemochine.

La regolazione delle chemochine avviene a diversi livelli. In termini di produzione le
chemochine emostatiche sono costitutivamente espresse e in condizioni normali controllate
dai leucociti in loco, mentre le chemochine infiammatorie e i loro recettori si sottopongono
a una regolazione opposta da mediatori pro- e anti-infiammatori (pannello A). In certi casi
le chemochine si sottopongono a processi post-traslazionali promossi da proteasi come
esemplificato dai processi Thl-mediati CD26-dependenti di CCL22 che ostacola il recettore
legante e influenza fortemente chemochine ad attivita biologica (pannello B).

Infine, le chemochine possono essere internalizzate e degradate dai recettori “esca” per
le chemochine, come l'espressione del recettore D6 sui vasi linfatici drenanti (pannello C).
Durante un processo infiammatorio questi eventi sono in atto in maniera cordinata allo
scopo di affinare il processo infiammatorio locale e la reazione linfonodale.

= e D e S =

A AN S AN S A S AN S IAAY . =
@68 MO O OO IO Caleidoscopia_oI



E. Gulletta, D.2. Foti,
E. Galliera, M.M. Corsi Citochine e Chemochine

Il ruolo delle chemochine nelle malattie

Il reclutamento leucocitario, accumulo e attivazione, sono eventi chiave
nei disturbi immuno-mediati e le proprieta biologiche delle chemochine
candidano questa grande famiglia di molecole come principali operatori
permettendo il reclutamento leucocitario e sostenendo le reazioni
infiammatorie acute e croniche.

Un numero di modelli animali, testimonianze genetiche e studi clinici
hanno ora mostrato chiaramente I'importanza di chemochine e recettori che-
mochinici nella patogenesi delle malattie immuno-mediate (per una recente
analisi riferimento al ref (11) e referenze qui).

Lezioni da patogeni

Una singolare prova, che indica un ruolo significante delle chemochine in
immuno responsi innati ed adattivi, & rappresentata dal fatto che pitt di meta
dei geni catturati dai patogeni per scoraggiare I'immuno responso dell’ ospite
interferisce con il sistema delle chemochine (12). I patogeni possono interferi-
re con il sistema delle chemochine per produrre un legame chemochinico che
inibisca la loro attivita biologica, cosi come la proteina M3 secreta dall’herpes
virus 68, la generazione di recettori antagonisti o le chemochine spazzino. In
alcuni altri casi, i patogeni non codificati delle chemochine hanno influenza
sul responso dell’ospite da una deviazione dell'immuno responso, cosi come
nel caso dell’herpes virus 8 (HHV8) che utilizza 3 molecole chemochiniche
correlate (la proteina infiammatoria del macrofago virale [v-MIP] I, II e III)
per reclutare i linfociti Th2 attraverso CCR3 e CCR4, quindi prevenendo lo
sviluppo di un adeguato immuno responso di tipo I. I patogeni intracellulari
possono inoltre sfruttare i recettori cellulari per la cellula d’entrata. Il proto-
200 Plasmodium vivax causante la malaria entra negli eritrociti usando DARC
e HIV-1 infetta cellule usando CD4 come recettore cellulare primario ed un
recettore chemochinico, CXCR4 e CCR5, come co-recettore ceppo specifico.

Una varieta di agenti bloccanti per CXCR4 e CCRS5, includendo antago-
nisti farmacologici e anticorpi, hanno chiaramente dimostrato un potenziale
ruolo per la prevenzione dell'infezione da HIV.
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Lezioni da modelli animali

La formale dimostrazione di un ruolo non ridondante per le chemochine
infiammatorie nel reclutamento di leucociti associati con i primi responsi
inflammatori acuti e cronici viene da studi su geni-bersaglio di topi (13). I
topi CXCR2"/~ mostrano che la neutralizzazione degli assi IL-8/CXCLS-
CXCR1/2 risultano nella maggior parte delle protezioni complete da sfide
multiple infiammatorie, indicando un ruolo significante di CXCLS in soste-
gno alle malattie inflammatorie neutrofilo-mediate. Recentemente questi
risultati sono stati confermati da inibizioni farmacologiche di CXCR1 negli
umani. Diversamente, I topi CCR17/- e CCR2™/~ presentano responsi anor-
mali di tipo I e II, rispettivamente, ed alterata inflammazione granulomatosa,
inoltre, i topi CCR1"/~ hanno ridotta infiltrazione polmonare pancreas-asso-
ciata. I topi CCR5"/~ hanno reazioni di aumentata e ritardata ipersensibilita
e aumentato responso umorale a cellule antigeniche T-dipendenti. Il gene-
bersaglio degli animali ha inoltre dimostrato un considerevole ruolo per le
chemochine in difesa dell’ospite. Per esempio, un incremento di suscettibilita
all” Aspergillus fumigatus era stato osservato nei topi CXCR2/- e CCRI- 5
poiché i topi CCR5/" e CCR27/ sono pitt suscettibili all’infezione con
Listeria monocytogenes.

Oltre a cio, i topi CCR5"/- e donne con un’inattivata CCR5 che varia
A32-CCR5 mostrano un responso infiammatorio dell’ospite ed uno sviluppo
di complicazioni dopo infezioni del tratto genitale da Chlamydia trachomatis.

Lezioni da patologie umane

Diversi studi indicano un ruolo non ridondante del sistema di chemo-
chine in diversi disturbi autoimmuni, includendo ’artrite reumatoide (RA),
la sindrome di Sjogren, tiroide autoimmune, sclerosi multiple, psoriasi e
uveoretinite auto-immune (14). Per esempio, pazienti con RA mostrano una
correlazione tra attivita di malattia clinica e livelli di CCL2 e CCL5 i quali
sono stati proposti come marker di progressione della malattia e trattamenti
metotrexati correlati con una riduzione dei livelli di CCL5. Allo stesso modo
elevati livelli di siero di CXCL10 sono stati associati con attivita di malattia
clinica nel lupus eritematoso sistemico, e CCR4 ed il suo ligando CCL17
sono stati descritti al fine di giocare un ruolo nell'incremento leucocitario nel
lupus eritematoso cutaneo.

Le chemochine e i recettori chemochinici hanno mostrato d’avere influen-
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za su vari aspetti dello sviluppo di cancro, includendo la filtrazione leucoci-
taria, la crescita del tumore, angiogenesi e metastasi (15). Diversi tumori pre-
sentano una differente filtrazione leucocitaria, rinforzata dalle chemochine
corrispondenti. Per esempio, un’infiltrazione selettiva di T linfociti CCR5" e
CXCR3™ & presente nel carcinoma colon-rettale, mentre le cellule B CXCR3"
sono state trovate ad elevata frequenza nel sangue periferico di pazienti con
linfoma di MALT. Diversi studi clinici ed epidemiologici fanno pensare che le
chemochine possono favorire lo sviluppo di tumore. Ad esempio, nel cancro
alle ovaie ed al seno, i livelli di chemochine (CCL2 e CCL5) sono correlate con
l'infiltrazione dei magrofagi, metastasi di linfonodi ed aggressivita clinica. I
recettori chemochinici, inoltre, giocano un ruolo fondamentale nella progres-
sione dei tumori e metastasi. Le cellule del melanoma hanno alti livelli di
CXCR?2 ed inoltre costitutivamente producono i ligandi CXCL1 e CXCLS8 che
stimolano in una via autocrina, proliferazione e sopravvivenza. Allo stesso
modo, le cellule del cancro alla prostata e le cellule del glioblastoma presen-
tano entrambi CXCR4 e CXCL12, che stimolano la loro proliferazione. La
progressione del tumore e le metastasi coinvolgono in particolare CXCR4.
L’espressione di CXCR4 riflette la progressione del tumore, regola la moti-
lita delle cellule del cancro alla vescica ed & inoltre associato con la metastasi
dei linfonodi nel carcinoma delle cellule squamose orali, carcinoma umano
nasofaringeo, cancro al pancreas, tumore polmonare a piccole cellule, cancro
umano colonrettale (in associazione con CCR7) e cancro al seno.
Congiuntamente, queste chiare dimostrazioni dimostrano una funzione
rilevante del sistema delle chemochine in molti aspetti di malattie neoplasti-
che, con un ruolo emergente di CXCR4/CXCR12 nel processo metastasico.
Recenti studi genetici hanno dimostrato che gli alleli varianti di chemo-
chine o di recettori chemochinici sono associati ad un’alterata suscettibilita e
prognosi nelle malattie umane. La prima e pit eclatante prova viene dalla sco-
perta che la variante dell’allele nullo CXCR3+ dei recettori chemochinici e del
corecettore CCR5 dell’HIV-1 e associato alla resistenza dell'infezione da HIV.
Questo allele ha inoltre effetti sulla sopravvivenza del rene allotrapianta-
to, sulla ricaduta di MS, sul diabate di tipo I e malattia infiammatoria dell’in-
testino. In aggiunta di A32-CCR5, la progressione dell’ AIDS ¢ influenzata da
altri vari polimorfismi, includendo gli alleli varianti nel promotore CCL5 e
nella regione 3’-UTR di CXCL12, con conseguente ritardo sia alla progres-
sione della malattia, di una prolungata sopravvivenza in pazienti con AIDS
e di una variante allelica (V64I) di un corecettore minore CCR2 di HIV-1.
Questo allele variante di CCR2 inoltre influenza lo sviluppo di sarcoidosi e la
progressione di un carcinoma cervicale invasivo. Altre patologie, influenzate
nel loro sviluppo e nei risultati, da polimorfismi delle chemochine includono
RA e il polimorfismo in CCR2 e CCR5, lo sviluppo della sindrome coronaria
acuta e le varianti polimorfiche V2491 e T280M.
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Il sistema delle chemochine come target
farmacologico

Il principale ruolo delle chemochine nelle patologie immuno-mediate
ha indotto nell’'ultimo decennio varie compagnie farmacologiche a valutare
il sistema delle chemochine per differenti target strategici, partendo dalle
interferenze con la produzione di chemochine all’antagonismo recettoriale
(Figura 3) (78,79).

Il primo approccio farmacologico fu basato sull’inibizione della produzio-
ne di chemochine attraverso classici farmaci antinfiammatori. Per esempio, la
produzione di IL-8 e CCL2 fu trovata bloccata dalle ciclosporine e da FK506
(80,81), e molecole inizialmente sviluppatesi come inibitori citochinici fu
dimostrato che possedevano un effetto inibitorio sulla produzione di chemo-
chine. Al momento !'inibizione della produzione di chemochine rappresenta
un promettente approccio ma largamente inesplorato (82).

Come per altre citochine, anticorpi bloccati interferiscono con il legame
delle chemochine anche ai loro recettori sviluppati (Figura 3), e sebbene la
necessita di una somministrazione parenterale rappresenta chiaramente una
maggiore limitazione dell’uso clinico di queste molecole (83, 84), un anticor-
po bloccante anti-CCR?2 ¢ attualmente nella prima fase del trial clinico (48).

La scoperta dell’appartenenza del recettore chemochinico alla famiglia
delle GPCR, classe di ricettori che rappresentano la piu’ importante fonte di
studio degli ultimi trentanni, ha dato modo di focalizzare la maggior parte
del lavoro sullo sviluppo di molecole interferenti all’attivazione recettoriale.
Questo approccio era inizialmente rafforzato da risultati ottenuti da varie che-
mochine. Come menzionato, il processo mediato dall’N-terminale di CD26
e’ considerato uno dei principali meccanismi di inattivazione chemochinica,
e molti di questi N-inattivatori sono in grado di interferire con il recetto-
re attivato attraverso tutta la lunghezza(19). Durante il processo vengono
prodotti anche gli N-terminali chemochinici modificati. Le CCL5 varianti
Met-RANTES (presentanti una metionina aggiuntiva all’ N-terminale) (85)
e le AOP-RANTES (con un ammino-ossipentano legato all’ N-terminale)
(86) hanno dimostrato di agire come potenti antagonisti di CCR3. (figura 3).
Questi risultati hanno spianato la strada alla ricerca dei recettori di piccole
molecole antagoniste in grado di interferire coi ligandi riconosciuti col pro-
prio recettore (inibitori competitivi).

Negli ultimi dieci anni, gli antagonisti del recettore chemochinico risulta-
no essere un nuovo strumento farmacologico per terapie in differenti pato-
logie immunomediate, inclusa I’asma, 1’aterosclerosi e RA (figure 3 e tabella
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Figura 3. Inibizione farmacologica del sistema delle chemochine.

Le chemochine esplicano la loro funzione biologica attraverso i recettori accoppiati alle
G protein. L’attivazione dei recettori chemochinici si verifica in stadi sequenziali. In primis,
il dominio centarle delle chemochine lega la porzione N-terminale del recettore, quindi I’N-
terminale delle chemochine interagisce con un recettore di attivazione in prossimita della
porzione dominante nei cambiamenti conformazionali di attivazione, e alla fine il recettore
attivato agisce tramite un fattore di scambio GDP-GTP per le proteine G, il quale dissocia
le subunita o e Py e attiva segnali intracellulari (A). Differenti strategie farmacologiche
possono essere usate per interferire con questo processo. Anticorpi monoclonali bloccanti
compromettono stericamente il legame dei ligandi (B), la porzione N-terminale troncata
delle chemochine lega il recettore e compete con la lunghezza totale del ligando attivo
biologicamente (C), e piccole molecole antagoniste competitive si contendono le chemochine
per il sito di legame del recettore (D). In tutti questi casi,il riconoscimento del ligando é
alterato. Il recettore di segnalazione puo anche essere bloccato da inibitori non competitivi
(E), che legano il recettore in un sito allosterico prevenendo il cambiamento conformazionale e
I” attivazione senza interferire con le chemochine legate.

1). Come per diversi GPCRs, incluso il recettore per la somatostatina, la taci-
chinina, il neuropeptide Y e il colecistochinina (87), una frazione importante
dell’inibitore del recettore chemochinico sono rappresentati da composti con-
tenenti piperidine. Questo gruppo chimico rappresenta uno dei piu’ comuni
templati identificati per GPCRs, suggerendo l'esistenza di un sito di legame
entro la regione transmembrana di GPCRs, strutturalmente correlata al sito
di legame occupato da una retina nella struttura cristallina della rodopsina
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(88). Conseguentemente a questo, studi di sitogenesi diretti ai recettori che-
mochinici hanno permesso la visualizzazione di residui di legame per gli
inibitori del recettore chemochinico nelle immediate vicinanze della struttura
di legame retinica della rodamina (89-94). Un’ altra caratteristica di questo
composto & la presenza di un gruppo di base, di differente natura chimica
nelle diverse classi, suggerendo un’interazione con regioni cariche negativa-
mente del recettore bersaglio. Di conseguenza, molti recettori chemochinici
contengono un residuo acido nella terza elica transmembrana superiore (TM)
7, ed @ stato dimostrato che per gli antagonisti della base spiroperidina vi &
una diretta iterazione con E291 (95). Piccole molecole antagoniste bersaglio di
vari recettori chemochinici vengono prodotte da varie ditte (consultare 96,97).
In primo luogo, il numero di antagonisti di CCR1 si sta ampliando, 'attivita
piu’ efficace si e vista nei modelli murinici affetti da sclerosi multipla, rigetto
dopo trapianto di cuore e fibrosi renale (98). La CCR2 e anche bersaglio di
piccole molecole antagoniste, in particolare nel trattamento delle infiamma-
zioni croniche (65).

La molecola target piti rilevante e rappresentata dalla CCR5, molti antago-
nisti sono stati prodotti da numerose compagnie come terapia contro 1" HIV,
e sono ora nella seconda fase di sperimentazione (99) (97). Allo stesso modo,
gli inibitori selettivi di CXCR4 bloccano la replicazione di X4 ceppo di HIV-1
legando la CXCR4 che si e sviluppata e sucessivamente sostituita da un deri-
vato per cardiotossicita’ (100)..Allo stesso modo interessante, 1’analisi muta-
zionale di CXCR4 identifica il ruolo cruciale di tre residui acidi nella TM4 e
TMB6 ed evidenzia i siti di legame di questi inibitori. Questo fattore potrebbe
essere ricreato in strutture distinte di CXCR3, confermando I'esistenza di siti
di legami comuni per queste componenti nei recettori chemochinici (101,102)
(tabella 1).

Una nuova classe emergente di inibitori & rappresentata daglli inibitori dei
recettori non competitivi allosterici. Queste molecole sono in grado di legare
i recettori nei siti allosterici, diversi dai siti di legame del recettore ricono-
sciuti dal ligando (sito ortosterico) (103, 104), quindi guardando il recettore
nella forma inattivata senza delocalizzare la chemochina si prevede un’ab-
bassamento del flusso del segnale terminale nell’attivazione delle proteine
G, mobilizzazione del calcio intracellulare e chemotassi. Inibitori allosterici
spesso mostrano legami ad alta selettivita’, evitando il rischio di crossreat-
tivita” con altri GPCRs (105-107), e di un’ampia modulazione dell’attivita’
recettoriale, quindi rappresentando uno strumento d’interesse farmacologico
che regola 1" attivita reccettoriale (108,109) ( figura 3 e tabella 1) dell’ IL-8
CXCR1 e CXCR2 il quale inibisce il reclutamento di neutrofili in molti modelli
animali, notato durante la fase numero due di sperimentazione, per prevenire
il danno post-reperfusionale (110). L’ identificazione dei siti di legame di que-
ste molecule su CXCR1 rappresenta un potenziale modello per lo sviluppo di
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altri recettori allosterici antagonisti chemoattrattori, come strategia generale
per modulare 'attivita di questi recettori (111,112).

Una seconda caratteristica di questo sistema & data in parte dal mecca-
nismo allosterico dei bersagli CCR1 E CCR3, che impedisce cosi la risposta
eosinofila di CCL3, CCL13 e CCL11, quindi pud essere utilizzato per il trat-
tamento delle allergie.
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Conclusione

Il sistema delle chemochine gioca un ruolo cruciale nell'immunita innata
e nelle risposte infiammatorie. Questo complesso sistema ¢ regolato a livelli
multipli inclusa la produzione e la processazione delle chemochine, I'intera-
zione chemochine-recettore, e il segnale recettoriale. I dati ottenuti con target
provenienti da geni animali indicano che sebbene questo sistema complesso
in vitro e caratterizzato da un grado di ridondanza, in vivo esistono specifi-
cita per differenti patologie, e varie evidenze hanno collegato attualmente le
chemochine alle pitt comuni patologie umane. Questi dati hanno candidato il
sistema delle chemochine come un nuovo target per la terapia farmacologica
rendendo lo sviluppo di piccole molecole antagonisti recettoriali delle che-
mochine un principale target della industria farmacologia negli ultimi anni.
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Abbreviazioni

TNE, Tumour Necrosis Factor; IFN, Interferone; DARC, Duffy Rcettore
Antigenico per le Chemochine; HHVS8, herpes virus umano di tipo 8; v-MIP,
proteina infiammatoria macrofagica virale; RA, artrite reumatoide; CCL, CC
ligando delle chemochine; CXCL, CXC ligando delle chemochine; CX3CL,
CX3C ligando delle chemochine; XCL, C ligando delle chemochine; CCR, CC
recettore delle chemochine; CXCR, CXC recettore delle chemochine; CX3CR,
CX3C recettore delle chemochine; XCR, C recettore delle chemochine.
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