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INTRODUZIONE

1. Patogenesi delle malattie autoimmuni

Le malattie autoimmuni sono condizioni patologiateisate da autoimmunita,
ovvero da una reazione alterata del sistema imamimitiovuta a fattori multipli

di tipo genetico ed ambientale (Rotoradial. 2007).La principale caratteristica
del sistema immunitario € quella di reagire conennrme varieta di antigeni
diversi mediante recettori specifici. Normalmerntsistema immunitario € capace
discriminare tra antigeni props€l) e antigeni non propri, ma se i meccanismi di
controllo falliscono il sistema immunitario puo attare le cellule e i tessuti
propri dando origine alla comparsa di malattie smtouni.

La “rottura” dei meccanismi della tolleranza immiania verso il self puo
verificarsi a causa dell'attivazione di linfociti € B self-reattivi oppure per
alterazioni nella natura o nella presentazioneidmgigeni da essi riconosciuti,
determinando reazioni inflammatorie croniche nestgi target (Rotondet al.
2007).

Si stima che circa il 5-10% della popolazione $iatta da malattie autoimmuni e
in letteratura sono descritte oltre 80 malattieasjuutte ad accertata eziologia
autoimmune (Simmondst al. 2005), che possono essere classificate in due
principali categorie:

— malattieorgano-specifichein cui i linfociti autoreattivi, non controllatlai
circuiti di tolleranza, portano alla distruzionei dessuti di un intero
organo bersaglio, come la tiroide nella malattigsdaves o nella tiroidite
di Hashimoto, o le cellul@ delle isole di Langherans nel diabete mellito
insulino-dipendente.

— malattie non organo-specifiche o sistemichearatterizzate da lesioni
inflammatorie diffuse a numerosi organi e apparasemplificate dal

Lupus Eritematoso Sistemico (LES).
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Sebbene l'immunopatogenesi delle malattie autoimmnsistemiche ad oggi
rimanga non completamente chiarita, i meccanismfettefi coinvolti
nell’autoimmunita organo-specifica sono stati pipatmente correlati all’attivita
delle cellule T helper (Th) CD4+ e T citotossiccfTCD8+ (Rotondet al. 2007).
Le malattie autoimmuni seguono un corso progressiie determina una
completa distruzione tissutale, attraverso la pegmone della risposta
inflammatoria, dovuta all'azione di molecole costiatorie, citochine e
chemochine che modulano il reclutamentarafficking e la localizzazione situ
di specificisubsetdi linfociti attivati (Rotondiet al. 2007). Il risultato finale e la
rottura dei meccanismi fisiologici che controllandinfociti autoreattivi, con
perdita di tolleranza o ignoranza immunologia. (lshakt al. 2001; Rotondet al.
2007).

2. Meccanismi della tolleranza immunitaria

La funzione primaria del sistema immunitario & digervare I'identita biologica
dell'individuo (sel eliminando possibili fonti d’antigeni estran@iofiself, quali
batteri e cellule infettate da virus. Cio richiagd® precisa discriminazione fsalf

e nonselfe questa essenziale caratteristica del sistemaumnibanio si € evoluta a
un complicato livello di complessita nei vertebmatperiori. La strategia di base é
stata quella di generare un vasto repertorio doditi, ciascuno con differente
recettore antigene-specifico, e di inattivare fonalmente (anergizzare) o portare
a morte quelli reattivi contro antigemself senza alterare la maturazione dei
linfociti reattivi per antigennonself(Romagnani S. 2006).

Il successo del sistema immunitario nel combattatcco dei patogeni € basato
sull’abilita dei linfociti T, non solo di riconosoe gli agenti estranei, ma anche di
coordinare la loro eliminazione. In molti casi istema e molto efficace da
eliminare il patogeno senza lasciare danni al tessgpite, ma in particolari
condizioni, come nelle malattie autoimmuni o nehptanto d’organo non
completamente compatibile, i linfociti T medianosposte inflammatorie
inappropriate e quindi dannose per I'organismo (hNaor MU. et al. 2005).
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L'incontro tra un linfocita maturo e I'antigene daogo ad attivazione,
proliferazione e differenziazione funzionale.
Il iconoscimento dell’antigene da parte dei linfo€ prevede vari steps:

- captazione dell'antigene da parte di cellule capagresentare I'antigene

(antigen presenting celAPC)
— processazione dell’antigene tramite proteolisicioglulare

— legame di peptidi derivati dalla frammentaziond’detigene a molecole
codificate dal complesso maggiore di istocompat#il (Major
Histocompatibility ComplexXMHC)

— espressione sulla superficie delle APC dei comppesstide-MHC.

L’'MHC é un gruppo di geni altamente polimorfici chell'uomo prende il nome
di Human Leukocyte AntigefHLA). Esistono due principali classi di geni, che
codificano per le molecole di Classe | (HLA-A, B) € di classe Il (HLA-DR,
DP, DQ), le quali presentano i peptici antigenidirdociti T.

Le molecole MHC di classe | sono espresse su lettellule nucleate, mentre
quelle di classe Il sono espresse su APC profesisiarome cellule dendritiche
(dendritic cell,DC), macrofagi e linfociti B.

I linfociti T utilizzano il loro recettorgT cell receptoy TCR) per riconoscere il
complesso MHC-antigene presentato dalle APC. Hiegtra TCR e il complesso
MHC-antigene porta all'attivazione del linfocita dttraverso una caratteristica
catena di trasduzione del segnale, attraversoipeoteansmembrana, come CD3,
inducendo l'attivazione della sintesi, fra I'altidi,interleuchine e dei loro recettori
(Lanzavecchiat al.2001)

Il segnale trasmesso dal TCR, affinché il linfotaattivi, deve essere associato
al segnale proveniente da specifici co-recettoati mome CD4 e CDS8. La
presenza di queste due specifiche molecole sullmmbramna dei linfociti T
permette di distinguere fra linfociti Th CD4+ efbiiti Tc CD8+ e pertanto le
molecole HLA di classe | e Il hanno, un ruolo diffete: le molecole di classe |
presentano antigeni cellulari ai linfociti T CD8mentre quelle di classe I
presentano antigeni peptidici ai linfociti T CD4+.

Per l'attivazione del linfocita € inoltre necessaainche il legame con molecole
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accessorie, quali CD54 e CD58 sulle APC che intecago con CD18 e CD2
sulle cellule T e costimolatorie, quali CD40, CD8QCD86 espressi dalle APC
che interagiscono con CD154 e CD28 espressi suledll(Daviset al. 2003).
Quando i linfociti interagiscono con antigeni cosmpkentari al loro TCR, in
dipendenza dei co-recettori coinvolti, possono ressgimolati a proliferare
oppure a morire: € in questo modo che viene attlateolleranza verso dli
autoantigeni. Esistono due principali modalita dduzione della tolleranza
immunologica, la tolleranza centrale e la tollearperiferica (Romagnani S.
2006).

La tolleranza centrale si sviluppa durante la lpoiesi nel timo, dove i linfociti T
immaturi, dotati di recettori ad alta affinita neonfronti degli autoantigeni,
incontrano il rispettivo self-antigene. | linfocili autoreattivi vanno incontro a un
processo di morte programmata o apoptotica, desigedezione negativa. Come
conseguenza tra i linfociti T CD4+ o CD8+ maturedasciano il timo, non vi
sono piu cellule capaci di riconoscere gli autagaTtii presenti a livello timico. In
modo simile, le cellule B immature ricevono seguialidelezione dai self-antigeni
nel midollo osseo (Staat al. 2003). Bisogna pero sottolineare che la matur&zion
dei linfociti T avviene prevalentemente duranteita fetale, quando ancora non
tutti i tessuti sono formati e non tutti gli antigaimani sono disponibili a livello
timico per operare la selezione negativa dei linfdc Esistono, infatti, numerosi
cloni di linfociti maturi che sfuggono al processido selezione negativa per
mancanza di contatto con gli autoantigeni e cheo sguindi potenzialmente
autoreattivi.

La tolleranza periferica é piu importante che cuealéentrale per mantenere la
tolleranza nei confronti di quegli autoantigeni ctte sono rappresentati a livello
timico o midollare, ma sono invece espressi nesutsperiferici linfoidi
secondari. La tolleranza periferica nei confrorgi tinfociti T autoreattivi puo

verificarsi attraverso tre meccanismi principaliglkéyet al.2001) (Fig.1):
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Normale Delezione Anergia Soppressiong]

CD4

Cellula T attivata Cellula T

Apoptosi Inattivazione Inattivazione

Fig.1 Meccanismi di tolleranza periferica.Delezione le cellule T esprimenti sulla
superficie cellulare Fas possono ricevere segm@atigflule APCs esprimenti FasL e
andare in contro ad apoptoAnergia CTLA-4 si lega a CD80 sulle APCs inibendo
I'attivazione delle cellule TSoppressionele cellule Treg possono inibire altre
cellule T attraverso la produzione di citochinéitarie (IL-10 e TGFB). (da Makay
et al.2001)

1. Anergia clonale e uno stato di non responsivita funzionale cheesfica
in due particolari condizioni. Nel corso di prodesdiammatori altre
cellule oltre alle APC professionali (cellule epa&, endoteliali, ecc...)
possono esprimere le molecole MHC di classe lliadjsono in grado di
presentare I'antigene al linfocita T, ma non eseeespresse sulla loro
superficie le molecole costimolatorie (come CD8G[@86), I'attivazione
delle cellule T non puo avvenire (Powell JD. 2006). stato di anergia
clonale si osserva anche quando la molecola imi@it©TLA-4 (cytotoxic
T lymphocyte associated antigepresente sulla superficie del linfocita T,
interagisce con un co-recettore delle APC sottralendl legame con le
molecole attivatrici.

2. Delezione clonaleavviene in seguito alla persistente stimolazidagarte
dell'antigene, che e in un processo noto come muetelare indotta
dall'attivazione, una forma di apoptosi indottaségnali che originano da
recettori “di morte” presenti sulla membrana, i pportanti dei quali

sono Fas e il suo ligando FasL.
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3. Immunosoppressione da linfociti T regolatori (Tre@lcune risposte
immunitarie verso autoantigeni sono inibite dadoifi “soppressori” che
producono citochine (TGB-e IL-10) capaci di bloccare l'attivazione e le
funzioni dei linfociti T effettori. Queste cellulno chiamateatural Treg
e comprendono cellulenatural killer T (NKT) e cellule T
CD4+CD25+Foxp3+.

Il processo d’autoimmunizzazione avviene sia attilanelle aree inflammatorie
I'espressione delle molecole costimolatorie e thctiine da parte delle APC
tissutali altrimenti in fase di riposo, sia favoden la trasformazione di
autoantigeni in neoantigeni parzialmentgossreattivi, sia provocando la
liberazione di autoantigeni normalmente “sequastrat inaccessibili per |l
sistema immunitario. Inoltre, alcuni agenti inf@tjpossono condividere antigeni
“cross’-reattivi con autoantigeni, tali da indurteha risposta immune, che
interessa anche skelf (molecular mimicry (Blank et al. 2007).

| processi fisiologici d'induzione e mantenimentelld tolleranza da parte del
sistema immunitario nei confronti delelf sono molteplici e possono essere
alterati sia a causa d'anomalie di tipo genetiche ccoinvolgono piu
frequentemente i geni di MHC e in particolare qualiclasse I, ovvero gli stessi
geni coinvolti nella presentazione degli antigeniliafociti, sia soprattutto in
seguito a fattori di tipo ambientale, come trausthemie, infezioni e condizioni

ormonali (Simmondst al. 2005).

3. | linfociti CD4+

| linfociti T CD4+ rappresentano una famiglia egeoea di cellule, che gioca un
ruolo importante sia nella protezione sia nell’immpatologia. Da un punto di
vista fisiologico, le cellule T possono essere sudd in due principalsubsetsle
cellule T effettrici che provvedono alla proteziomerso gli agenti offensivi
esogeni e le cellule Treg che provvedono alla grote contro le reazioni
immunitarie eccessive o autoimmuni (Romagnaratal. 2009).

Per un lungo periodo, le cellule T effettrici sastate divise in due principali tipi,

6
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denominati come CD4+ Th di tipo 1 (Thl) e di tipdT™h2), in base al diverso
pannello di citochine prodotte. Le cellule Thl prodno IL-2, IFNy,
linfotossinae. € TNF+#, € non sono in grado di produrre IL-4, IL-5 o ILfAentre
guelle Th2 producono citochine diverse, come IlLt45, IL-6, IL-9 e IL-13 ma
non IFNy (Mosmannet al. 1989; Romagnani S. 1991). Quando le cellule T
CD4+ naive sono stimolate per la prima volta, nomosné di tipo Thl né Th2 e
secernono piccole quantita di varie citochinectralL-2, IL-4 and IFNy: questo
stato e detto ThO (Fig.2). La differenziazione elalkllule T naive e influenzata
dall’ambiente citochinico in cui avviene l'attivazie delle cellule TLafaille et
al. 1998).

E stato dimostrato che lo sviluppo delle cellulel B origina durante la risposta
immunitaria primaria quando le cellule Th naive s@attivate in presenza di IL-
12, prodotta dalle DCs, spesso in associaziondkgyy, prodotto da cellule NK
in risposta all'interazione depathogen-associated molecular patte(iFAMPS)
con i Toll-like receptors(TLRs) presenti sulla superficie delle stesseutell
dell'immunita innata (lwasaket al. 2004), mentre le cellule Th2 si originano in
presenza di IL-4 e in assenza di IL-12 (Le Gebsl. 1990) Inoltre le cellule Thl

e Th2 esprimono differenti fattori di trascrizionk cellule Thl esprimono
principalmente STAT-4Signal Transducer and Activator of Transcription€!
T-bet, mentre le Th2, STAT-6, GATA-3 e c-maf (Szabal. 2003).

Le citochine prodotte dalle cellule Thl, in partare IFN+, attivano i macrofagi
e favoriscono la produzione di IgG1l e IgG3 opsoaitze anticorpi fissanti il
complemento, che proteggono dalle infezioni dovatéatteri intracellulari e
alcuni virus (Abba®t al. 1996; Romagnani S. 1994). Invece, le citochine pited
dalle cellule Th2 inducono la produzione di IgE mite delle cellule B e |l
differenziamento e I'attivazione degli eosinofilgrnendo una bassa protezione
verso la maggioranza degli agenti infettivi, trancbe per le infezioni

gastrointestinali dovute ai nematodi (Abledsl. 1996; Romagnani S. 1994).
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— | L-4

IL-4
Cellula
DC T naive ”_ 12 IFN-y
IL 23

TGF- |s

. TGF-B

Fig.2 Il complesso network delle cellule T CD4+ effettrice regolatorie. La
produzione di IL-4 promuovéréccia nerd lo sviluppo delle cellule Th2 e inibisce
(freccia rossd quello delle cellule Thl e Thl7, mentre la prddoe di IL-12
favorisce lo sviluppo delle cellule Thl e la produe di IL-23 risulta nello
sviluppo di cellule Th17. Sia TGF%, che promuove lo sviluppo delle cellule Treg,
sia IL-6 contribuiscono allo sviluppo delle Th1EN-y inibisce lo sviluppo delle
cellule Th2, mentre IL-6 inibisce quello delle ol Treg. (da Romagnani S. 2006)

I linfociti di tipo Thl sembrano quindi coinvoltiefla patogenesi delle malattie
inflammatorie caratterizzate dalla formazione dargiomi, come le malattie
autoimmuni, le sarcoidosi, la malattia di Crohn’aekrosclerosi, mentre i Th2
sembrano coinvolti nello sviluppo dei processi animatori di tipo allergico
(Romagnani S 2006).

In realtd, le cellule Thl eTh2 non sono due dissnbsetdi linfociti CD4+, ma
due forme estremamente polarizzate di cellule TH-€Bhe mediano la risposta
immunitaria adattativa.

Piu recentemente, un nuovo tipo di cellule T CD#fetwici e stato caratterizzato
sia nel topo sia nelluomo (Annunziagi al. 2007). Queste cellule sono state
denominate Th17, perché la citochina principale pheducono e I'lL-17 e
sembra che svolgano un ruolo importante nella @etesj di patologie
inflammatorie e malattie autoimmuni, come [lartriteumatoide, il LES e

I'encefalite autoimmune (Langrig#t al. 2005).
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4. Le citochine

Le citochine ¢ytokines dal grecacyto, cellula, ekinog movimento) sono potenti
mediatori proteici solubili che permettono le conecaazioni tra le cellule e
'ambiente esterno (Tayadt al. 2008). Mediano molte funzioni, in particolare
regolano l'immunita, linflammazione, I'ematopoiesia proliferazione e la
differenziazione delle cellule immunitarie.

Le citochine generalmente agiscono a breve distamzatempi brevi e a
concentrazione molto bassa; possono avere uncefelia stessa cellula che I'ha
secrete (azione autocrina) o su cellule adiacenti (aziormeagrina). Alcune
citochine possono invece agire in modo endocrimgifitando il comportamento
di cellule facenti parte di tessuti 0 organi malistanti.

Le citochine non sono costitutivamente espressesana sintetizzate e secrete in
risposta a stimoli inducenti, prodotti principalnenda linfociti Th e da
macrofagi, ma anche da cellule di tipo non immuc@ne fibroblasti, cellule
endoteliali, cellule epiteliali (Tayadt al. 2008).

Il termine “citochina” € molto generico e comprenide linfochine (citochine
prodotte dai linfociti), le monochine (prodotte daaonociti), le interleuchine (che
hanno come target principale i leucocitigalony stimulating factor¢CSFs), gli
interferoni (nterferons IFNSs), i fattori di necrosi tumoraleTymor Necrosis
Factor, TNFs) e le chemochine (citochine che medianoHantotassi tra le
cellule).

Le citochine presentano attivita pleiotropiche, gmanto possono agire su
differenti cellule target esercitando funzioni dise ed inoltre una determinata
citochina puo essere secreta da diversi tipi @iluLa loro attivita € ridondante,
perché due o piu citochine possono determinarenagimili. Inoltre, due o piu
citochine sono anche in grado di agire in modorgine, determinando un effetto
maggiore dell'effetto delle singole citochine, ompantagonizzando I'azione delle
altre citochine.

Le citochine agiscono legandosi a specifici recetth membrana. Esistono
cinque famiglie di recettori con differenti strugue vie di trasduzione del
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segnale:

1. famiglia delle ematopoietin@ecettori di tipo I): sono dimeri o trimeri con
cisteine conservate nei domini extracellulari e geguenza conservata
Trp-Ser-X-Trp-Ser; legano ad esempio IL-2 e usamowia di trasduzione
mediata da JAK e STAT.

2. famiglia degli IFN (recettori di tipo Il)hanno dei residui di cisteina come
i recettori di tipo I, ma non la sequenza Trp-Sef}-Ser; legano IFN,

B ey e la trasduzione é uguale al tipo I.

3. famiglia dei TNF:hanno quattro domini extracellulari; legano ThE-f,
FASL (che innesca il processo di apoptosi cellyjag®40L (importante
per I'attivazione dei linfociti B ed i macrofagi).

4. superfamiglia delle immunoglobuline (Ilg¥omprendono i due recettori
per IL-1, che modulano I'attivazione di NéB.

5. famiglia dei recettori con sette eliche transmenmarg7-TM): legano le
chemochine e per la trasduzione interagiscono e@ndteine G.

Grosse alterazioni nella produzione di citochineocsstate osservate nell’'uomo in
malattie di differente background eziologico, coma&attie infiammatorie acute e
croniche, malattie neurodegenerative, neoplaside{Zét al. 2009). Inoltre, la
presenza di citochine pro-inflammatorie, come W-BlL-2, & stata associata alla
distruzione tissutale nelle malattie autoimmunill(igi al. 2002).

Molte malattie sono associate shift nei livelli delle citochine Th1/Th2 e la
restaurazione del giusto bilancio citochinico polre essere la chiave per un
intervento immunoterapico di successo (Murrestiel. 1998).

TNF-0, ed IFN+. sono le principali citochine di tipo pro-infammatm e durante
una risposta inflammatoria vascolare di tipo Thbrdmano l'interazione tra
cellule residenti, il tessuto inflammato ed i liofio e macrofagi infiltranti. 1FNy,
secreto dai linfociti T attivati, rappresenta lanpipale citochina di tipo Thl,
mentre TNFe, secreta da monociti/macrofagi e cellule residentconsiderato
una citochina ad azione pleiotropica, coinvolta uma generica risposta

inflammatoria.

10
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4.1. IFN+y

IFN-y appartiene alla famiglia delle citochine, dettdeiferoni, che sono
generalmente classificate in due classi, in accardo la loro omologia di
sequenza ed il recettore che legano (S¢aed. 1998).

Gli IFNs di tipo | comprendono IFN-ed i suoi sottotipi, IFN e IFN-w ed
inducono principalmente azioni di tipo anti-profdévo e anti-virale. Alla classe
di tipo Il appartiene solamente IFp-che € strutturalmente diverso dagli altri, e
codificato da un locus cromosomico ben distintos{laeet al. 2004) e presenta
attivita anti-virali deboli, mentre attivita immummdulatorie molto potenti
(Jonasclet al. 2001).

IFN-y & prodotto da linfociti CD4+ Thl, CD8+ Tc, cellll&K, cellule B e APCs,
come macrofagi e DC (Schrodefral. 2004). La sua produzione € stimolata dalle
citochine secrete dalle APCs, in particolare dd 2Le IL-18, mentre e regolata in
modo negativo da IL-4, IL-10, TGF{Schindleret al. 2001).

IFN-y attiva meccanismi antimicrobici e antitumoralitetenina un aumento del
riconoscimento, del processamento e della presentdell’antigene sulle APCs
tramite upregolaziondelle molecole MHC di classe | e Il, controlla l@scita, la
maturazione e il differenziamento di numerosi gpilulari ed inoltre aumenta
I'attivita delle cellule NK, regola le funzioni déinfociti B e dirige il trafficking
leucocitario (Schrodest al.2004).

Legandosi al recettore di membrana IFNR, l-Hsercita i suoi effetti biologici.
Il legame citochina-recettore attiva la viagignaling intracellulare JAK-STAT
pathway, che coinvolgendo le proteine tirosino-chinasiKlAJanus Tyrosine
Kinase e le proteine STAT, determina la modulazioneal#ihscrizione di geni
target (O'Sheat al.2002).

Funzionalmente IFN-é attivo come omodimero non covalente formatoalaib-
associazione di due catene polipeptidiche a omestdo antiparallelo, che lega
IFNR, il quale é costituito da due catene IFNRI;, ipéegame con il ligando,
associate a due catene IFNR2, che trasducono nakeg@Starket al. 1998). Ai

domini intracellulari di IFNR1 e IFNR2 sono assateidue tirosin-chinasi JAK1 e
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JAK2 (Bachet al. 1997), che si attivano per auto- e trans-fosfoidlag dopo il
cambiamento conformazionale del recettore indo#tblegame con il ligando e
fosforilano IFNR1, per permettere I'ancoraggio @dfivatore trascrizionale
STAT-1 (Greenlundet al. 1994). STAT-1 agisce da substrato per lattivita
chinasica di JAK, che lo fosforila in tirosina, éehinando la formazione di
omodimeri, che traslocano nel nucleo e si legaspexifici elementi di risposta
(interferony-Activation Site,GAS) a livello del promotore dei geni regolati da
IFN-y, regolandone la trascrizione genica (Plataeiaal. 1999; Schrodeet al.
2004) (Fig.3).
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Fig.3 Via di trasduzione del segnale di IFNy. (da Schrodeet
al. 2004)

Le proteine STAT sono un gruppo di fattori trasomali citoplasmatici di cui si
conoscono sette membri, STAT -1, 2, 3, 4, 5a, 5bhé& condividono una comune
struttura a dominilfile et al. 200). STATs differenti sono attivati da distinti
gruppi di citochine, in particolare IFiNe un potente attivatore di STAT-1, mentre
IL-6 attivano principalmente STAT-E stato osservato che I'ingressoSaiAT-1
nel nucleo avviene dopo circa 15 min dallo stimma IFN+ ed & quasi completo

dopo circa 30 min (Lillemeiest al. 2001).
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4.2. TNFa

TNF-0 € una potente citochina pro-inflammatoria che gian ruolo importante
nellimmunita, nellinflammazione, nel controllo We proliferazione, del
differenziamento e dell'apoptosi (Baetlal.2001).

I TNF-a € una citochina omotrimerica molto potente, prtdata molti tipi
cellulari, come macrofagi, linfociti, cheratinocgtifibroblasti, in risposta a stimoli
inflammatori, infettivi, a danno e altri cambiamieambientali (Traceyet al.
1993).

Il ruolo centrale di questa citochina nellinflamp@ne €& emerso
dall’osservazione che toghockoutper il TNF-, 0 per il suo recettore hanno una
risposta inflammatoria compromessa (Doehial. 1995) e che, nelluomo, gli
inibitori del TNF-u (recettori solubili o anticorpi neutralizzanti)rive un effetto
terapeutico anti-inflammatorio (Feldmaanal.2001).

TNF-a normalmente non e misurabile negli individui sang livelli elevati nel
siero e nei tessuti sono stati trovati in condiziofiammatorie e infettive ed i
livelli sierici correlano con la severita delle éafoni (Bradley JR2008) La
produzione inappropriata di TNk-é& stata implicata nella patogenesi delle
malattie inflammatorie sia acute sia croniche, camack septico, AIDS, artrite e
cancro (Liu Z. 2005).

L’esposizione cellulare al TNE-puo portare all'attivazione di varie vie di
segnalazione intracellulare coinvolte in processemi, tra cui l'apoptosi, le
risposte inflammatorie acuta e cronica, a secoradigb di recettore coinvolto
(Baud et al. 2001). I TNFe., pud interagire con due distinti recettori di
membrana, TNFR1 (CD120a, p55/60) e TNFR2 (CD120r5/89), la cui
espressione varia a seconda del tipo cellularewfsl@t al. 1993). | domini
extracellulari di TNFR1 e di TNFR2 possono essagiidti proteoliticamente in
frammenti recettoriali solubili con potenziale malizzante (Wallaclet al. 1991).

| due recettori non mostrano alcuna omologia ned I[domini intracellulari,

suggerendo I'attivazione di differenti vie di setmatracellulari (Liu Z. 2005)
(Fig.4).
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Fig.4 Recettori per TNF-o e loro pathways di trasduzione intracellulare. (da
Baudet al.2001)

Per il signaling di TNFR1, il legame della citochina al dominio rdellulare
determina la trimerizzazione del recettore edldlsgio di una proteina inibitoria,
SODD Silencer Of Death Domaips dal dominio DD Death Domaing
intracellulare del TNFR1. La prima proteina reclatea TRADD {[TNFRI1-
Associated Death Dom3ainche funziona come piattaforma per il reclutaroetit
almeno altre tre proteine adattatrici: RIP-Re€eptor-Interacting Protein}l
FADD (Fas-Associated Death Domaie TRAF2 TNFR-Associated Factor)2
(Baud et al. 2001; Liu Z. 2005), che a loro volta determinarattivazione dei
fattori di trascrizione AP-1Activator Protein-) e NF«B (Nuclear FactorxB),
attraverso l'attivazione delle proteine chinasi J@Klun N-terminal Kinage p38
and IKK (1xB Kinasg.
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Il legame del TNFe a TNFR2 comporta un reclutamento diretto di TRAEHE a
sua volta recluta TRAF1 (Rotle al. 1995). TRAF2 gioca un ruolo cruciale negli
eventi (comuni ad entrambi i recettori del TMJ-ehe portano all’attivazione di
IKK, di NF-«xB e di proteine della famiglia di MAPKMitogen ActivatedProtein
Kinase.

NF-«xB €& uno dei fattori di trascrizione chiave che rmaednolte risposte
intracellulari indotte dal TNl NF«B € mantenuto inattivo nel citoplasma
tramite interazione con proteine inibitorie chiaem&Bs (Baeuerleet al. 1996)
(Fig.5). In risposta al TNk; kB €& fosforilato dal complesso enzimatico
citosolico inibitorio, detto IKK costituito da dugroteine ad attivita chinasica,
IKK o e IKKB ed una regolatrice detta NEMO, su residui di serenrapidamente
ubiquitinato e poi degradato nel proteasoma (Katial. 2000).La degradazione
di IxB determina la liberazione di NEB, che € in grado di traslocare nel nucleo e
di attivare la trascrizione genica, andando a Egaspecifiche sequenze di DNA
nelle regionienhancerdi genitarget (Baeuerleet al. 1996). E stato osservato che
il processo di traslocazione avviene molto rapidaeentro 15 min dallo stimolo
con TNFe.

Il promotore del gene per il TN&-contiene le sequenze di legame per«i#Fe
AP-1 ed € quindi soggetto a un’autoregolazioneigh positivo, una proprieta
importante che garantisce I'amplificazione dellgpasta inflammatoria (Bauet

al. 2001). Una volta nel nucleo, I'attivita trascrizéde di NFxB pud essere
modulata tramite fosforilazione da parte di quelieteine chinasi che a loro volta
sono responsive al TN&-ad esempio dalla p38 appartenente alle MAPKs (Baud
et al. 2001). NF«B, attivato da TNFe, pu0 essere presente sottoforma di
omodimero o eterodimero, costituito cioé da tretgime appartenenti alla
famiglia di Rel, nello specifico da p50, p65 (o Rele da c-Rel (Pober JS 2002).
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Fig.5 Modello schematico dell'attivazione di NFkB. TNF-u attiva IKK, che a sua
volta fosforila kBa, poi € poliubiquinato e rapidamente degradatopdaieosoma.

La degradazione dikBo determina l'attivazione di NkB (p65/p50), che pud
traslocare nel nucleo, dove regola la trascrizingeni target, codificanti mediatori
inflammatori. (da Kariret al. 2000)

5. Le chemochine

Le chemochinedhemotactic cytokingsono una famiglia di piccole citochine (8-
15 kDa) con proprieta chemoattrattici selettivee @oordinano la circolazione
(trafficking) omeostatica dei leucociti ma anche il loro retento
(chemiotassi) verso i siti d'inflammazione e daifvmla et al.2008).

Negli ultimi anni & stato dimostrato il ruolo cheadelle chemochine e dei loro
recettori nello sviluppo embrionale, nellematomdienell’angiogenesi, nelle
funzioni del sistema immunitario (Feng L. 200Gerard et al. 2001). La
modulazione disregolata del sistema chemochinicoigvolta nello sviluppo di
molte patologie umane, come le malattie autoimnauieit e infiammatorie
croniche, le immunodeficienze e il cancro (Chatral. 2006; Gerarekt al. 2001).
Sono state identificate circa 50 chemochine chentvama struttura proteica

caratterizzata da un motivo conservato contenersieime nella porzione N-
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terminale (Rotondet al. 2007) e sulla base della conformazione di questtvim
sono state classificate in quattro famiglie (Batigicet al. 1994): CC, CXC, C e
CX3C (dove X rappresenta un qualsiasi aminoaci@auea cisteina).

Della famiglia C fanno parte la limfotactinae  (Kelneret al 1994), mentre
I'unico membro della famiglia CX3C é la fractalkif@XC3CL1) (Bazanet al.
1999), che ha la particolarita di poter funzionar@ da chemochina, quando e
nella forma solubile, sia da molecola di adesioakulare quando si trova nella
forma legata alla membrana.

La divisione strutturale delle chemochine trova rispondenza nella loro
posizione nel genoma. La maggior parte delle chemedCC sono codificate da
un grande gruppo multigenico sul cromosoma 17, redatmaggior parte delle
chemochine CXC sono codificate da due grandi grupnpiltigenici sul
cromosoma 4 (Yoshiet al. 2001). Le chemochine C e CX3C sono codificate da
singoli geni localizzati rispettivamente sui crorows 1 e 16.

La trasmissione del segnale delle chemochine éatseditraverso il legame con
specifici recettori accoppiati a proteine G a sdtimini trans-membrana e a oggi
il sistema dei recettori per le chemochine nell'womonsiste in 20 diversi
(Rotondiet al.2007).

Una proprieta caratteristica delle chemochine gdlandanza, ovvero una singola
chemochina pud legarsi a recettori diversi e unettere pud legare piu
chemochine. Questa proprieta riduce ovviamentepéxiicita di un intervento
farmacologico, volto ad attenuare l'infammaziorsde abbia comearget le
chemochine (Kunkedt al.2002).

Le chemochine sono prodotte nel tessuto infiamnadn solo dalle cellule
immunitarie infiltranti, ma anche dalle cellule icEnti nel tessuto (Rotonet al.
2007), in risposta a fattori esogeni ed endogesmec LPS, virus, autoantigeni e
citochine pro-inflammatorie (Liu CGat al. 2008) ed in stretta relazione con le fasi
del processo infiammatorio. Lo studio delle chenmehnei tessuti dove é
presente un processo inflammatorio, potrebbe esseoestrumento utile per
comprendere i meccanismi fisiopatologici alla baisquesti disordini (Rotondst
al. 2007).
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5.1. Le chemochine e la regolazione del movimentukcocitario

Il reclutamento delle cellule T e di altri leucociel sito dell'infiammazione € uno
step critico per un’efficiente risposta sia a séigpatenzialmente pericolosi sia
nella patogenesi delle malattie croniche inflammat@ nei disturbi immuno-
mediati.

Alcune proprieta delle chemochine, come la chemsita la ridondanza, il fatto
che differenti recettori chemochinici siano espressuno stesso tipo di cellule e
che chemochine diverse siano espresse selettivarmetgssuti distinti in seguito
a vari tipi di stimoli, permettono una fine regataze degli infiltrati linfocitari sia
negli stati normali, che nelle risposte immunitariegli stati patologici
(Christophersoret al. 2001; Zlotniket al. 2000). L’'aumento drammatico della
secrezione di chemochine durante i processi infiatarmdetermina un effettivo
reclutamento dei leucociti nel tessuto infiammatbespressione delle
chemochine é stata valutata durante i processinmfiatori in molti organi, come
la pelle, il cervello, le articolazioni, le meningipolmoni, i vasi sanguigni, i reni
ed il tratto gastrointestinale. Sotto appropriaimslo pro-inflammatorio, molti
tipi di cellule, ma non tutti, sono in grado di setere chemochine. | principali
stimoli per la produzione delle chemochine sonailechine pro-inflammatorie
primarie, come IL-1 e TNIe; prodotti battericidi, come LPS e infezioni virali
(Baggioliniet al. 1994). Inoltre, IFNy e IL-4, prodotti rispettivamente da linfociti
Thl e Th2, possono indurre la produzione di chemmecbd anche sinergizzare
con IL-1 e TNFe a stimolare la secrezione di chemochine.
L’'immuno-sorveglianza effettiva richiede che il kgeamento e il posizionamento
delle cellule immunitarie negli specifici comparénti tissutali, dove possono
esegquire le loro funzioni per assicurare I'immuragace WW. 2006).

Il reclutamento dei leucociti circolanti dal sangugrso i tessuti € uprocesso
molto complesso multisteps, finemente regolato ddectine, integrine e
chemochine e coinvolge una serie d'interazioni dovate tra i leucociti e le
cellule endoteliali (Springer TA 1994). Il movimendei leucociti sulla superficie

delle cellule endotelialirflling) € un processo mediato dalle selectine, le quali
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permettono il contatto tra i leucociti e le chemaoeh che essendo proteine
basiche sono mantenute immobilizzate e concerdgrdle superficie cellulare dai
proteoglicani eparan-solfato, formati dai glicosaoglicani (GAGs) carichi
negativamente. Tramite il legame con i propri rexepresenti sui leucociti, le
chemochine inducono usignaling intracellulare, stimolando un rapido aumento
dell'avidita di legame delle integrine e determiaderma ma transientdesione
dei leucociti all'endotelio e quindi I'extravasam® (Eksteenet al. 2008): i
leucociti aderenti si muovono attraverso lo strdédle cellule endoteliali e la
membrana basale (Muller WA 2003). Dopo aver athsate la barriera
endoteliale, i leucociti perivascolari si muoveranm risposta al gradiente
chemotattico generato dalle chemochine, che pesnueid precisa localizzazione
dei leucociti allinterno del tessuto.

Le chemochine sono secrete nei siti d'infiammazien#infezione dalle cellule
residenti del tessuto, dai leucociti residenti elutati e dalle cellule endoteliali
attivate dalle citochine pro-inflammatorie. Le claahine formano un gradiente
di concentrazione nel tessuto circostante lo somioiffiammatorio che non
necessariamente e identico a quello che contralta¢camento dei leucociti alle
cellule endoteliali microvacolari. (Muller WA 20Q3) leucociti reclutati sono
attivati dalle citochine pro-inflammatorie locali ppssono essere desensitizzati
dalle chemochine, data l'alta concentrazione irolaelle chemochine stesse
(Eksteeret al.2008). E chiaro che solo i leucociti in grado distnigrare verso un
certo sito vascolare sono capaci di rispondere alhemochine presenti
sull’endotelio locale, ovvero le chemochine e iolagecettori sono in grado di
determinare la selettivita dell'extravasazione tmiiaria (Kunkelet al. 2002)
(Fig.6).

Le chemochine svolgono, quindi, un ruolo importameée assicurare l'arrivo dei
leucociti nei siti delle infiammazioni e delle iafeni, ma, quando sono espresse
in modo inappropriato, possono mediare molte pgtelautoimmuni e vascolari.
Le chemochine quindi sono diventate targets pegrventi farmacologici in
gueste malattie.
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Fig.6 Ruolo delle chemochine nel reclutamento leucocitaridurante il processo
inflammatorio. | leucociti, esprimenti i recettori per le chemimgh rotolano (1) e
incontrano i loro ligandi sulla superficie dell'estdlio (2). Il legame attiva le
integrine (3), determinando la ferma adesione @l@dciti (4). | leucociti escono dai
vasi sanguigni per diapedesi (5) e seguono il gragdichemochinico sui GAGs (6).
Nel sito della lesione (7) i recettori chemochingdino desensitizzati a causa
dell'alta concentrazione delle chemochine (8). bHlute sono attivate a secernere
mediatori pro infiammatori (9). (da Kunket al.2002)

5.2. Le chemochine e la regolazione delle risposital/Th2

Negli ultimi 20 anni, una numerosa serie di datewati in vitro e in vivo, sia in
modelli sperimentali animali che umani, hanno ditraie che le risposte Thl e
Th2 sono mutualmente regolate: questo processot@ awme re-direction o
immune deviationPertanto IL-12, IL-18 e IFN-non solo favoriscono lo sviluppo
delle cellule Thl ma inibiscono quello delle cedlulfh2 (Maggi Eet al. 1992;
Manettiet al. 1993), mentre la presenza di IL-4 inibisce logwdo delle cellule
Thl e provoca unghift della risposta Thl verso un fenotipo meno polatizz
(Ghoreschet al.2003).

E stato dimostrato il coinvolgimento delle chemoehinella regolazione delle
risposte Th1l/Th2. Le chemochine esercitano la Hitivita chemotattica anche

verso i linfociti Thl e Th2 (Zlotnilet al. 2000) e generalmente, il reclutamento
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selettivo delle cellule Thl nel tessuto inflammaselude, in genere, quello delle
cellule Th2 e viceversa. Alcune chemochine sembmargrado di influenzare la
polarizzazione delle risposte Thl o Th2 interagedudettamente con i recettori
chemochinici presenti sulle cellule stesse e/o ravo la produzione delle
citochine specifiche Thl o Th2.

Sono stati descritti vari recettori per le chemoehassociati con i linfociti: CCR5
e CXCRS3 sono stati associati con il fenotipo Thigntre CCR3, CCR4 e CCRS8
con il fenotipo Th2. L’'espressione di questi remetpuod cambiare a seconda
dello stato di attivazione delle cellule T, ad epgmCCR8 é fortemente espresso
solo dalle cellule Th2 attivate (Peaseal.2006).

Inoltre, le chemochine CCL3 (MIlele CCL2 (MCP-1) sono in grado di indurre
il differenziamento delle cellule Thl e Th2. Lelok T naive di topi CCL3 o
CCL2"", quando incubate con CCL3, mostrano un’aumentatdugione di IFN-
v, mentre I'incubazione delle stesse cellule con £@é&termina un aumento della
produzione di IL-4 (Karpust al. 1997).

Recentemente, e stato dimostrato che la chemoddX@L10 promuove la
produzione di citochine Thl e inibisce la produgiat citochine Th2, mentre
CXCL4 ha un’azione opposta (RomagnanePal. 2005): quest’effetto & dovuto
alla rispettiva interazione di CCL10 con CXCR3 eGXCL4 con CXCR3-B, le
due varianti di CXCR3 che sono entrambe molto esgrelai linfociti T umani
(Lasagniet al.2003).

5.3. Le chemochine-CXC indotte dall'lFNy ed il recettore
CXCR3

Le CXC chemochine hanno quattro cisteine consereatono distinte dalla
presenza di un singolo residuo aminoacidico tiarilma e la seconda cisteina. La
sottofamiglia delle CXC chemochine comprende 14ivmembri.

Molti membri delle CXC chemochine non solo hannoppieta chemotattiche
verso i neutrofili e i linfociti, ma mostrano anche’attivita positiva o negativa

nel controllo dell’angiogenesi (Romagnanie®al. 2004).

21



Introduzione

Le CXC chemochine possono essere suddivise in d&&sédoro struttura in due
classi in base alla presenza o assenza di unareE.R (motivo tripeptidico:
Glu-Leu-Arg) nella regione N-terminale. La presenz&assenza del motivo ELR
sembra essere correlata rispettivamente all'ativiangiogenica o a
guell’angiostatica (Strieteet al. 1995). Pertanto, le chemochine-CXC ELR+
svolgono un ruolo nei processi angiogenetici (Bikf&. 2004), mentre quelle
ELR—, come CXCL4, CXCL9, CXCL10 e CXCL11, antag@aino I'angiogenesi
(Romagnani Pet al. 2004).

Inoltre, le CXC chemochine ELR—, come CXCL13, CXCLE@XCL10 e
CXCL11, sono potenti chemoattrattori per i linfochentre quelle ELR+, come
IL-8, GCP-2 per i neutrofili (Hebe#t al. 1991).

Sulla base della loro funzione e della loro espoess € possibile classificare le
chemochine in due gruppi:

— inflammatorie/inducibili sono prodotte da cellule attivate e sono regolate
da stimoli pro-inflammatori, come LPS e citochinenmarie (es. IL-1,
IFN-y e TNF+); orchestrano le risposte dell'immunita innatadattativa,
controllando il reclutamento dei leucociti effettoei siti delle infezioni e
dell'infammazione, nei tessuti danneggiati e n@nori.

— omeostatiche/costitutivesono prodotte costitutivamente e coinvolte nel
mantenimento deltrafficking dei linfociti e delle DCs durante
I'ematopoiesi e le fasi iniziali della risposta #dava nella milza e nei
linfonodi e nella sorveglianza immunologia in tesgeriferici sani (Roet
al. 2004)

Questa distinzione risulta essere una classificaziartificiosa in quanto studi
recenti definiscono chemochineddal functiori, ovvero che appartengono a
entrambi i gruppi e che quindi non possono esdassificate in nessuno dei due
gruppi funzionali (Moseet al. 2004).

Il ruolo delle chemochine CXC in molti tipi di digbni inflammatori e
autoimmuni € stato ampiamente studiato (Chetr@l. 2006) e molte evidenze
suggeriscono che un sottogruppo di questa famitjlghemochine, che si lega a
uno stesso recettore, CXCR3, giochi un ruolo ingu#g nella patogenesi delle

malattie autoimmune e in particolare di quelle emohe.
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Alla famiglia delle CXC appartengono delle chemaoehiche condividono la
proprieta di essere inducibili dall’'lFx-
- CXCL10 o IP-10IFN- y -Inducible Protein 10 kDa(Lusteret al. 1985)
- CXCL9 o Mig (Monokine induced by IFN) (Farberet al. 1990)
- CXCL11 o I-TAC (FN- y Inducible T cella-Chemoattractant (Cole et al.
1998).
Tutte e tre si legano a unico recettore, chiama€R3, scoperto nel 1995, ma
con diversa affinita di legame (CXCL11 > CXCL10 XCL9). Inizialmente il
recettore CXCR3 é stato trovato espresso sui litafB¢ sulle cellule NK e su
linfociti T, in particolare nella sottopopolazioddl (Bonecchiet al. 1998). In
studi successivi e stato osservato che CXCR3 nespeesso solo sulle cellule
immunitarie ma anche da cellule residenti qualilubel mesangiali umane
(Romagnani Pet al. 1999), periciti vascolari (Bonacclat al. 2001), cellule
endoteliali umane da microcircolo (Romagnanetal. 2001).
Recentemente é stato identificato un nuovo reeettbiamato CXCR3-B, che
deriva da uncsplicing alternativo del gene di CXCR3 (Lasaggti al. 2003).
CXCR3-B, recettore esclusivo per la chemochina CXdkga anche CXCL10,
CXCL9 e CXCL11. L'interazione delle chemochine c©¥CR3 media gli effetti
chemotattici ed immunitari, mentre il legame con@R3-B determina gli effetti
angiostatici.
Molte evidenze sperimentali hanno dimostrato illoudi CXCL10 nelliniziare e
nell'amplificare le allorisposte dell’ospite (Haratoet al. 2001). In particolare,
studi recenti hanno valutato con [l'utilizzo di tognhockoute di anticorpi
monoclonali neutralizzanti gli effetti della modmiane di vari pathways
chemochina/recettore ed hanno dimostrato che I'&s68L10/CXCR3 € il piu
importante nel rigetto acuto di trapianto cardifidancocket al. 2000; Hancock
et al. 2001). Inoltre, topi deficienti per CXCL10 presemtala risposta delle
cellule T compromessa, infiltrati inflammatori litati € non riescono a controllare
le infezioni virali (Dufouret al. 2002). L'espressione di CXCL10 e di CXCR3
nell'organo trapiantato € associata con il rigetiorgano di rene (Segeret al.
2001), di polmone (Agostiret al.2001) e di cuore (Meltest al. 2001).
CXCL10 e il suo recettore CXCR3 non solo mediamedlutamento leucocitario,
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ma guidano anche la proliferazione verso stimdbganici e antigenici delle
cellule T, che in risposta a cambiamenti antiges@ternono IFN- (Campbell
JD.et al.2004).

CXCL10 up-regola la produzione delle citochine Ehtlown-regola quella delle
citochine Th2 (Romagnani Rt al. 2005), determinando una forte upregolazione
della reazione inflammatoria caratterizzata datlzdpzione da parte delle cellule
di tipo Thl di IFNy, che esercita un ruolo protettivo importante véesimfezioni
dovute a batteri intracellulari e alcuni virus. Iin@, CXCL10 determina un down-

regolazione dell'inflammazione allergica sosterud#e risposte Th2.

Amplificazione
della risposta
Thl

A
' \ @ — oxcLo
) C/
' -

CELLULE DEL SISTEMA IMMUNITARIO
CELLULE RESIDENTI EPITELIALI
CELLULE ENDOCTELIALI

Fig.7 Ruolo delle interazioni CXCL10/CXCR3 nell'amgificazione delle risposte
immunitarie di tipo Thl. CXCL9, CXCL10 e CXCL11 agiscono come potenti
fattori chemotattici nel reclutamento delle celldlel nei tessuti infiammati e sono
selettivi costimolatori della produzione di IFNda parte delle cellule T in risposta
agli antigeni. Poiché i ligandi di CXCR3 sono prtiddai monociti, dalle cellule
endoteliali e da quelle epiteliali residenti inpdasta all'lFN«, le chemochine che
legano CXCR3 e I'IFN¢ prodotto dai linfociti T CD4+ hanno la capacitacdeare
un loop citochina/chemochina a feedback positivee @dmplifica le risposte
immunitarie di tipo Thl (da Rotonét al.2007).

Quando una risposta autoimmune si sviluppa, lelit@ Thl, compreso I'IFN;
inducono I'espressione di CXCR3 sui linfociti e IECs negli organi linfoidi.
Queste cellule appena acquistano la capacita, nugserso le chemochine
inflammatorie (CXCL9, CXCL10 e CXCL11), prodotte lidacellule residenti

(come i fibroblasti, le cellule epiteliali...). Questellule e in particolare i linfociti
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Th1, una volta reclutate dal sangue negli orgaf@nmmati, stimolano le cellule
residenti ad aumentare la produzione di chemochitraverso la secrezione di
IFN-y. Si crea, quindi, un loop d’amplificazione che tso®e il processo

inflammatorio nelle malattie autoimmuni (Laco#étal. 2009) (Fig. 7).

5.4. Le chemochine nelle malattie autoimmuni

Considerando che le malattie autoimmuni sono @aratiate da un’infiltrazione
linfocitaria nell'organo target e che le chemochawelgono un ruolo importante
nell'orchestrare il movimento dei leucociti, matno gli studi su modelli animali
e umani che rivolgono l'attenzione al ruolo delleemochine nell’autoimmunita
(Kimuraet al.2007).

Molte evidenze sperimentali hanno messo in luceecdntomplesso network
delle chemochine risulti disregolato nelle malatdigoimmuni, sebbene ancora
molti altri studi siano necessari per delinearenaglio questi meccanismi
(Lacotteet al.2009).

Studi con topiknockouthanno mostrato che la mancanza di un gene caaiéica
per una chemochina o un recettore chemochinico gradenire lo sviluppo o
attenuare la progressione della malattia. Questi uggeriscono un ruolo di
CCR2 e CX3CRL1 nell'aterosclerosi (Borirgg al. 1998) e di CCR1 e CCR2
nell’encefalomielite allergica sperimentale experimental allergic
encephalomyelitisEAE) (Proudfoot AE. 2002). Nel topo diabetico nameso
(non-obese diabetidNOD), la mancanza di CCL3 é associata con laziahe di
insulite distruttiva e la protezione dal diabeterspneo (Cameroet al.2000).
Nella sclerosi multipla le chemochine sono coireaiello sviluppo della malattia
(Uboguet al.2006) e in particolare CCL2 nel modello murino éiEcorrela con
lo stato clinico della malattia (Huangt al. 2001). Nell’artrite reumatoide, i
trattamenti basati sulluso di anticorpi anti-chermime o di antagonisti dei
recettori chemochinici hanno migliorato la sevedilla malattia (Szekaneet
al. 2006). Nel diabete mellito di tipo I, le chemochindotte dall'lFNy (CXCL9

e CXCL10) espresse dalle cellufe sono responsabili del reclutamento dei
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linfociti T CXCR3+ nelle isole pancreatiche (Frigeet al.2002).
Tra tutte le chemochine e i loro recettori, CXCR8 ehemochine leganti CXCR3
sembrano giocare un ruolo chiave nel mantenimentelEamplificazione dei

processi infammatori correlati all’autoimmunita jfkhanset al. 2008).

6. La malattia di Graves

Le malattie autoimmuni della tiroidaitoimmune thyroid disorder&ITD) sono

i disordini autoimmuni organo-specifici pit comurhe colpiscono circa il 5%
della popolazione (Rotonet al. 2007).

Nelluomo le AITD sono caratterizzate da reattivterso antigeni self-tiroidei,
che puo essere espressa come inflammazione digtrattautoimmunita anti-
recettore e comprende lo spettro clinico della thaldi Graves Graves'Disease
GD) e della tiroidite autoimmune cronicehfonic autoimmune thyroiditi<CAT)
(Weetman AP. 2000).

La malattia di Graves, descritta per la prima volé&aRobert Graves nel 1835, é
caratterizzata dalla produzione d’auto-anticorpitidrRAb ¢hyrotropinreceptor
antibody), che si legano al TSHR, recettore per la tirarag TSH), stimolando
non solo la sintesi e la secrezione di ormoni diegi ma anche ipertrofia ed
iperplasia follicolare, provocando 'aumento di wole della tiroide (Weetman
AP. 2000). Colpisce circa lo 0.5% della popolaziensostituisce la causa del 50-
80% dei casi d’ipertiroidismo (Cooper DS. 2003).rhalattia e piu frequente nel
sesso femminile, con un rapporto femmine-maschi par5-10:1, ha una
prevalenza del 2.5-3% e compare piu spesso intallacterza-quarta decade di
vita (Romagnani Set al.2000).

La malattia € associata a sintomi direttamenteetatir all’eccesso d’ormoni
tiroidei, come gozzo diffuso, ipertiroidismo ed fabmo. Inoltre, alcuni pazienti
con GD sviluppano manifestazioni in regioni locatite del sistema del tessuto
connettivo, come l'oftalmopatia di GraveSraves' ophthalmopathyGO) e la
dermopatia (Prabhakat al. 2003). Sono anche presenti auto-anticorpi cortro |

tireoglobulina (Tg) e la perossidasi tiroidea (TPCgratteristici di tutti i tipi di
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AIDT e la presenza di questi anticorpi nel siefajinento dei livelli di T4 e T3,
la riduzione del TSH e la presenza di GO all’esattirico permettono di
distinguere questa patologia da altre cause dtiipelismo e gozzo diffuso
(Weetman AP. 2000).

GD presenta specifiche caratteristiche istopatologidella tiroide: ipertrofia e
iperplasia del parenchima, cambiamento da cuboidab®lonnare dell’epitelio
tiroideo, aumento della vascolarizzazione, infitirai linfociti e plasmacellule;
inoltre le cellule epiteliali mostrano I'apparatel dolgi allargato, un aumento del
numero di mitocondri e la vacuolizzazione del dddo(Prabhakaet al. 2003).
Come altre malattie autoimmuni, GD e causato daagmbinazione di fattori
genetici e ambientali che possono determinare alacpeognosi a lungo termine
del disordine. In particolare, la presenza dellgerie HLA-DR3 conferisce un
rischio relativo di sviluppare la malattia 3.8 supee rispetto alla popolazione
che non possiede tale antigene (Romanarat &l. 2000; Weetman AP. 2009).
Spesso la malattia puo fluttuare nell’attivita etasionalmente possono divenire

eutiroidei in modo spontaneo.

6.1. Patogenesi e progressione: 'asse CXCL10/CXCR3

hY

La malattia di Graves é caratterizzata da infilome cellulare, costituita da
cellule mononucleate (linfociti T, linfociti B e raefagi) (Weetman AP. 2004),
diffusa della ghiandola, che e un importante sio la sintesi di autoanticorpi
(Volpe R. 1991) e che puo risultare nella distroeiael tessuto (Rapopast al.
2001; Weetman AP 2000).

Quando la tolleranza verso gli antigeni tiroideoéta, le cellule endoteliali delle
venule post-capillari si attivano e permettono tfaxasazione dei leucociti del
sangue (Marazuelkt al. 1994). | linfociti sono effettori del danno tisald e sono
coinvolti nell’induzione delle risposte autoimmumnediando importanti effetti
inflammatori, come la produzione e il rilascio dbchine (Marracket al. 2001).

La tipologia dellinfiltrato varia con il tipo di AD, la durata della malattia, la

terapia utilizzata e inoltre e paziente-dipendente.
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GD e caratterizzato da un infiltrato persistentbadghiandola tiroidea composto
principalmente da linfociti CD4+ e CD8+ (Weetman.A#®04); le cellule CD4+
sono maggiormente presenti a livello degli aggielyafatici mentre le cellule
CD8+ sono soprattutto distribuite tra i follicoirdidei (Romagnani Set al.
2000).

Per lungo tempo, GD é stata considerata come unattrmsautoimmune Th2-
dominante in quanto mediato dai TRAb. Nagayatal. (Nagayamaet al. 2003),
tramite un particolare modello murino hanno potffettuare I'analisi in vitro ed
in vivo del paradigma Th1/Th2 nel GD. | topi, in&t con un adenovirus
codificante per il TSHR in modo da indurre TRAbpertiroidismo, mostravano
uno shift immunologico verso il fenotipo Th2, che era accagmato da una
diminuzione nella produzione di TRAb, suggerendwece, che una risposta di
tipo Thl verso i TSHR €& associata con l'induzioetadmalattia.

Inoltre nelluomo, i TRAb sono principalmente imnagtobuline G1 (IgG1), una
sottoclasse di tipo Thl (McLachla al. 2005). La classificazione del GD come
malattia tipicamente Thl e stata molto dibattuegentemente Romagnagti al.
(Romagnani Pet al. 2002b) hanno dimostrato che nelle ghiandole digodizalle
fasi iniziali della malattia si ha il reclutamerdolinfociti Thl esprimenti CXCR3
e I'espressione del ligando corrispondente (CXCL&0ygerendo una dominanza
Th1l piuttosto che Th2. Percio, l'ipotesi che GD @i patologia guidata dal Th2
e cominciata a diventare molto controversa.

Nel 2007, Inukaiet al. (Inukai et al. 2007) hanno fatto uno studio longitudinale
per determinare il bilancio Th1/Th2 durante il @dinico di pazienti con GD,
valutando sia I'espressione dei recettori chemachsui linfociti del sangue
periferico, sia le concentrazioni plasmatiche deapettivi ligandi, dopo
trattamento antitiroideo con il metimazolo (MMI).skata valutata I'espressione di
CXCR3 e la concentrazione nel plasma di CXCL10npwhshina associata a una
risposta di tipo Thl e I'espressione di CCR4 edsl ligando TARC Thymus
and Activation-Regulated ChemoKinassociati a una risposta Th2. Hanno
dimostrato che le cellule Thl erano predominasipetto alle Th2 nei pazienti
ipertiroidei in fase attiva di GD, suggerendo umandthanza Thl é responsabile

dell'induzione della malattia. Inoltre dopo trat@mto con MMI le cellule
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esprimenti CXCR3 e le concentrazioni plasmaticheC¥iCL10 diminuivano,
mentre le cellule esprimenti CCR4 dopo 24 settimdingattamento con MMI
aumentavano significativamente. E inoltre il rappdZXCR3/CCR4, indicante |l
bilancio Th1/Th2, mostrava una diminuzione sigmifica dopo il trattamento di
MMI rispetto al basale. Il gruppo di Inukai ha peralimostrato come una
progressiva e graduale transizione da dominanzaalfih2 avviene durante |l
decorso clinico del GD sotto trattamento con MMI.

Il reclutamento dei linfociti nelle AIDT € un prags multisteps che prevede
diverse tappe: aderenza e migrazione attraveraddtelio,trafficking attraverso
I'interstizio e movimento verso le cellule folli@ol tiroidee thyroid follicular
cell, TFC) (Springer TA1994). L'extravasazione leucocitaria coinvolge e
combinata di molecole di adesione, come selectinmtegrine e di fattori
chemotattici, in particolare di chemochine.

Dato il ruolo importante svolto dalle chemochiné pemuovere e mantenere i
processi autoimmuni, molti studi sono stati effattyer chiarire le relazioni tra
chemochine e AIDT. Nelle AIDT e stata dimostratgptaduzione da parte delle
cellule T infiltranti e dei macrofagi di citochinepme IL-1, IL-2, IL-6, IL-10,
IFN-y e TNFa (Margolick et al. 1988; Rutenfranzt al. 1992; Weetmaret al.
1997). Anche le TFC sono in grado di produrre Istesse molte citochine
chemochindMiyazakiet al. 1989; Watsoret al. 1995; Zhenget al. 1991).

Le interazioni tra TFC e linfociti sono cruciali Ingeterminare la progressione
delle AIDT. Le TFC di pazienti affetti da AITD esprono sulla superficie
cellulare molecole MHC di classe Il e possono fanare dahyroid autoantigen
presenting cellscapaci di indurre anergia nelle cellule T naimecondizioni
normali, oppure di iniziare o perpetuare le AIDTim®lando le cellule T della
memoria a determinare I'espansione dellinfiltratna volta che P'AIDT si e
stabilizzata (Weetman AP. 2003) (Fig.8).

L’induzione di molecole MHC di classe Il sulle TFECdipendente dal rilascio di
IFN-y da parte dell'infiltrato linfocitario. In rispost IFN+ ed ad altre citochine,
come IL-1 e TNFa, le TFC stesse secernono una serie di citocholemochine
che sono in grado di facilitare la localizzazional'ohfiltrato nella ghiandola

tiroidea (Armengolet al. 2003; Kempet al. 2003). Altri mediatori pro-
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infiammatori solubili rilasciati dalle TFC includoni metabolici reattivi

dell'ossigeno, le prostaglandine e il nitrossidagiiet al. 1996).

TIROIDE NORMALE
tolleranza periferica:
no autoimmunita

KO
S—>F \
Anergia delle cellule
IFN-y T CD4+ autoreattive
TIROIDE AUTOIMMUNE
intensificazione della

malattia

( i % @@
\ S " Stimolazione delle cellule

IFN-y ® T CD4+ autoreattive della
memoria

espansione

Fig.8. Effetto dell’'espressione degli antigeni MHQIi classe Il sui tireociti. Nello
stato normale, I'espressione transiente degli antigi classe Il sui tireociti induce
lo stato di tolleranza periferica in cellule potethmente autoreattive, ad esempio
durante le tiroiditi virali. Nell'autoimmunita, leellule T CD4+ vanno in contro ad
anergia e sono presenti le cellule T della memantie, proliferano in risposta ai
tireociti esprimenti antigeni di classe Il e pres@ti autoantigeni positivi,
perpetuando il processo autoimmunitario. (da WeetAR. 2003)

La capacita di TFC umane in coltura di produrrencbehine é stata descritta per
la prima volta da Weetmaat al. (Weetmaret al. 1992) che hanno dimostrato che
I tireociti esprimevano IL-8, chemochina CXC, quarstimolati con IFNy, TNF-

a e IL-1o. Inoltre, e stato dimostrato come le cellule @alari tiroidee producono
MCP-1 (Kasaiet al. 1996) e RANTES (Garcia-Lopext al. 2001) in risposta al
TNF-o. Recentemente, gli studi sulle chemochine coievalel GD si sono
focalizzati sulle chemochine indotte dall'lF\.€ome CXCL10 e CXCL9. Garcia-
Lopezet al. (Garcia-Lopezt al. 2001) hanno dimostrato che i tireociti umani in
coltura primaria secernono le chemochine legantCX in seguito a trattamento
con IFN+: in particolare, in condizioni basali CXCL10 e CKZ non sono
misurabili nel surnatante delle TFC umane, maia &ecreziongiene indotta da
IFN-y e sinergicamente aumentata dall’aggiunta di TINF-

I linfociti infiltranti la tiroide derivanti da paenti affetti da AITD, rispetto ai

PBMCs autologhi, mostrano una piu alta espresstdinéXCR3 e di CCR2 e
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CCRY5, rispettivamente recettori di CCL2 e CCL5 phuticolare, i linfoblasti T
esprimenti CXCR3 mostrano una piu alta capacitaatogia nei supernatanti di
cellule tiroidee follicolari stimolate con IFN- capacita che viene abolita da
anticorpi neutralizzanti diretti verso CXCL10 e CXZ ed il loro recettore.
Considerando tutti questi dati, &€ stato suggenitauolo delle cellule follicolari
tiroidee nel reclutamento di specifisubsetsdi linfociti attivati attraverso la
produzione delle chemochine CXCLIOXCL9 e CCL5 (Garcia-Lopeet al.
2001). Inoltre, e stato riportato un aumento statisticamesignificativo
dell'espressione di CXCL10 e CXCL9 nei tessuti drienti affetti da GD e da
tiroidite di Hashimoto rispetto a tessuti di tireichormale (Garcia-Lopeet al.
2001). L’espressione dellmRNA di CXCL10, di CXCL® del loro recettore
CXCR3 nelle tiroidi normali e nelle ghiandole dizpnti con ipertiroidismo
autoimmune e non (GD e adenoma tossico) € statarabds utilizzando
I'ibridazione in situ da Romagnaniet al. (Romagnani P.et al. 2002b),
dimostrando in modo chiaro che CXCL10, CXCL9 e CX3C$dno iperespresse
nelle ghiandole di pazienti affetti da Graves. kamgle variabilita nell’espressione
delle chemochine riportata da Garcia-Lopéal. (Garcia-Lopezt al. 2001) nel
GD é stata confermata e correlata alla durata delattia. Un aumento
significativo dell'espressione di CXCL10 € risuttaevidente nelle tiroidi di
pazienti correcent onsef<2 anni) rispetto a quellong-standing>2 anni), in cui
I'espressione non differisce da quella osservali@ tieoidi normali (Romagnani
P.et al.2002b). Inoltre I'espressione del’mRNA di CXCL&0CXCL9 e risultata
strettamente correlata con quella di IiFN#levabile negli stessi tessuti tiroidei.
Inoltre con la tecnica dellimmunoistochimicaultiple double-labelsono state
identificate le fonti cellulari delle CXCRS3-bindinghemochine: CXCL10 e
CXCL9 sono risultate altamente espresse sia dallele mononucleari infiltrati
la tiroide (linfociti T e macrofagi) ma anche dalld&=C; mentre il recettore
CXCR3 e stato trovato solo sulle cellule infiammegaed epiteliali (Romagnani
P.et al.2002b).

Almeno per il CXCL10, il gruppo di Antonelli (Ant@tli et al. 2006b; Antonelli
et al. 2007) ha dimostrato che, in pazienti di GD, laitle € la principale fonte di

chemochina circolante, in quanto la normalizzazideleCXCL10 si ottiene dopo
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la tiroidectomia o I'ablazione del tessuto tiroidepseguito a trattamento con
iodio radioattivo.

Tutti questi dati suggeriscono un possibile rucédogenetico delle chemochine
CXCL10 e CXCL9 nel promuovere GD ed un ruolo fondatale delle cellule
follicolari epiteliali residenti nel reclutamentoelte cellule infiltranti e
nell’amplificazione dell'inflammazione della ghiamid tiroidea.

E stato dimostrato che CXCL10, prodotta dalle ¢elltesidenti nel tessuto
inflammato guida la chemiotassi dai vasi sanguidglie cellule T esprimenti
CXCR3. Questo particolare subset cellulare mostrdenotipo immunologico a
prevalenza Thl e produce IBN<€he stimolando la produzione di chemochine ed
in particolare CXCL10, da parte delle cellule fotliari, cosi da perpetuare |l
processo inflammatorio (Fig.9). Questo loop d’evesutpporta il ruolo attivo
giocato dalle cellule follicolari tiroidee ed in mgrale dalle cellule dell’epitelio
ghiandolare nel determinare la specificita deidaiti infiltranti e nel mantenere il

processo autoimmune (Rotoradial.2007).

o
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Fig.9 Rappresentazione schematica del meccanismo di retdmento linfocitario
guidato dalle chemochine leganti CXCR3 nell’autoimmanita endocrina. (da
Rotondiet al.2007)
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6.2. | livelli sierici di CXCL10 nella malattia di Graves

L’aumento della produzione di chemochine nei tessfiammati ed il relativo
flusso sanguigno del distretto dell'inflammazioneons responsabili
dell'incremento della concentrazione delle chemioehstesse nel siero e negli
altri fluidi biologici. E percio ragionabile pensare che la misurazione delle
chemochine nei fluidi biologici possa essere unansénto utile per monitorare la
fase e la severita della malattia (Rotoetal. 2007).

Le chemochine CXC indotte dall'lFM-(CXCL9, CXCL10, CXCL11) sono
associate ad una risposta immunitaria di tipo Tlebiata. Tra loro, CXCL10 € la
prototipica ed i livelli sierici di CXCL10 sono auwmntati in diverse condizioni
endocrine di tipo autoimmune, come il diabete doti (Shimadaet al. 2001;
Nicoletti et al. 2002), le tiroiditi autoimmuni (Antonelket al. 2004; Antonelliet
al. 2005) ed anche la malattia di Graves (Romagnaei &.2002b).

La prima osservazione di un aumento dei livellrisiedi CXCL10 in pazienti con
GD rispetto a soggetti sani & stata riportata dappgo di Romagnanet al.
(Romagnani Pet al. 2002b), che ha anche trovato una correlazionesaviea le
concentrazioni di CXCL10 nel siero e la durata @:@velli piu alti di CXCL10
sono stati ritrovati nei pazienti coacent-onsef< 2 anni), ovvero durante la fase
attiva della malattia. Al contrario, non e statendstrata nessuna relazione tra i
livelli sierici di CXCL10 ed altri parametri bioamici, come sesso, eta e la
quantita degli anticorpi Tg Ab, TPO Ab, o TR Abaotanti. Inoltre la riduzione
dei livelli sierici di CXCL10 inlong-standing(> 2 anni) GD e associata con un
aumento nel siero della concentrazione di CCL22nuichina associata con le
risposte immunitarie di tipo Th2 (Bonecchi al. 1998; Romagnani Pet al.
2002b), indicando che la risposta Th potrebbe gpsisterso un altro tipo in
accordo con i cambiamenti del corso della malattia.

In uno studio retrospettivo, Antonelet al. (Antonelli et al. 2006c) hanno
confermato I'aumento dei livelli sierici di CXCL1fei pazienti di GD, associato
con la fase attiva ipertiroidea della malattia @sro illustrato una diminuzione

rilevante di CXCL10 quando l'eutiroidismo viene tasato con il trattamento
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con MMI, farmaco correntemente utilizzato nellaaf@a antitiroidea.

Alti livelli sierici di CXCL10 e CCL17 sono statitrovati recentemente da Asd

al. (Asoet al. 2006; Inukaiet al. 2007) nei pazienti di GD complicati con diabete
di tipo 1.

Per comprendere meglio il significato di CXCL10 colante nel GD e per
determinare se lipertiroidismo dber sé é responsabile degli alti livelli di
CXCL10 nel sangue, pazienti ipertiroidei con GDan @ozzo nodulare tossico
sono stati arruolati in uno studio di tipo prospettdal gruppo di Antonelli nel
2006 (Antonelliet al. 2006a). | livelli sierici di CXCL10 sono stati wahti nei
pazienti ipertiroidei affetti da GD al momento detliagnosi e dopo 3 mesi di
trattamento con MMI. E stato trovato che i livesierici di CXCL10 basali erano
significativamente piu bassi nei pazienti affeti dozzo multinodulare tossico
(ovvero da un aumento di volume della tiroide, ttarezzato dalla presenza piu
noduli e associato ad ipertiroidismo da produzimneccesso di ormohrispetto

ai GD, malgrado un accuramatchingper T3 e T4 sierici liberi. Un significativo
abbassamento dei livelli della chemochina nel sseaveva nei pazienti GD dopo
restaurazione dell’'eutiroidismo con MMI, mentreazgenti con gozzo nodulare
tossico mostravano solamente una leggera, ma mmifisativa riduzione del
CXCL10 circolante, quando resi eutiroidei con il dasimo trattamento
farmacologico. Con questo studio e stato quindi oditmato che non é
I'ipertiroidismo di per s¢ ma piuttosto l'evento autoimmune ad essere
responsabile dellaumento dei livelli sierici delehemochine, almeno per
CXCL1o0.

In relazione con la fase clinica della malattiaGliaves, sono state osservate
significative differenze nei livelli sierici di CXICLO (Antonelliet al. 2006c)a GD

in fase onset della malattia ed in faseréiapse dell’ipertiroidismo dopo |l
trattamento con farmaci antitiroidei (Fig.10). lengrale, i pazienti che hanno una
fase attiva della malattia presentano nel sandiwelii piu alti della chemochina

rispetto ai soggetti di controllo (Rotonét, al. 2007).

34



Introduzione

3580 r
e ‘
S 300t .
3
S 20+
—
L
P 200 B
© *
= 150 @
.-
Q
.-
o
2 o100 { i
7
-—
= A
5} 0 +
o 50
. —
—

T iroidi: Eutircidismo Eutiroidismo
; . Ipertiroidismo
Alla diagnosi MMI senza MMI Relapse
con MMI ot (remissione)
Fasi della malattia di Graves

Fig.10 Rappresentazione grafica dei livelli sierici medi dCXCL10 misurati in
pazienti di GD a differenti stadi della malattia. * significativita statistica verso i
livelli sierici di CXCL10 di pazienti sanilihea tratteggiatd. (da Rotondiet al.
2007)

Studi recenti hanno dimostrato che livelli sieeéevati di CXCL10 pre-trapianto
sono uno strumento clinico utile per l'identificage dei soggetti ad alto rischio di
rigetto acuto o di nefropatia cronica del trapiaetquindi perdita dell’organo,
suggerendo che possono essere utilizzati per tifitazione dei pazienti che
necessitano una piu aggressiva terapia immunossgpaepost-trapianto (Lazzeri
et al.2005D).

In accordo con queste dimostrazioni, la misurazidae CXCL10 nel siero, al
momento della diagnosi d’ipertiroidismo, pu0O essem® marker utile per
identificare varianti di GD piu severe e aggressper la scelta del trattamento
terapeutico piu appropriato (farmacologico, tir@ienia o radioiodio) e per

predire eventualielapse(Rotondi,et al.2007).

7. Il trattamento farmacologico della malattia di Graves

Recentemente lo sviluppo di strategie farmacoldgializzato ad attenuare i

processi infiammatori senza indurre un'immunosopgicne generalizzata, si e
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focalizzato verso le chemochine. Da quando la fhandglle chemochine é stata
scoperta, con molti approcci sperimentali si e a@rcdi bloccare in modo
selettivo il reclutamento dei leucociti verso iltosidell'infammazione. La

comprensione dei meccanismi patogenetici delle ttralautoimmuni endocrine,

ovvero il ruolo attivo giocato delle cellule epitgdi endocrine, attraverso la
produzione delle chemochine indotte dall'lFNnel reclutamento di specifici
subsetsdei linfociti nella ghiandola danneggiata, suggegi nuovi approcci

immunoterapici diretti a colpire I'attivazione edtiafficking leucocitario ed ad

indurre anergia dei linfociti.

E cresciuto quindi l'interesse per il trattamentel D verso nuove strategie
terapeutiche in grado di interrompere le interaiziom le chemochine ed i loro
recettori (Rotondiet al. 2007).

7.1. | farmaci antitiroidei: metimazolo

L’approccio terapeutico all’ipertiroidismo nel Gmsiste nel cercare un rapido
miglioramento dei sintomi con un farmaco beta-béote e nel cercare di
diminuire la sintesi degli ormoni tiroidei con lamministrazione di farmaci
antitiroidei, con I'ablazione con iodio radioattieppure con la chirurgia.

| principali farmaci antitiroidei gntithyroid drugs ATD) utilizzati nel
management dell'ipertiroidismo nel GD sono le tiomdi. Le tionamidi
includono il propiltiouracile (6-propyl-2-thiourdci PTU), il metimazolo (1-
methyl-2-mercaptoimidazole, MMI:  Tapazole) ed il rlwanazolo
(Carbethoxymethimazole CMI). I CMI é il pro-farmraadel MMI, in cui e
rapidamente convertito e puo essere considerativatente ad esso (Bartalert
al. 2005) (Fig.11).

I MMI e il farmaco antitiroideo d’elezione, perch®& una durata d’azione piu
lunga, che permette una sola somministrazione gli@na, una maggior rapidita
di efficacia e una piu bassa incidenza di effetfiaterali rispetto al PTU, che
invece é preferito durante la gravidanza e 'alagnto, a causa dei potenziali
effetti teratogeni del MMI (Cooper DS. 2005).Questimaci sono attivamente
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trasportati e concentrati selettivamente nellaide@ocontro un gradiente di
concentrazione (Cooper DS. 2005; Marcletrdl. 1972).

CH,CH;CHs o

ﬁ”\nf“ﬁa

s
Propiltiouracile

M., .M ™. N'.‘_H
ca/ Y cu/ \ﬂ/ COOCH:CH,
5H
Metimazolo Carbimazolo

Fig.11 Le tionamidi: propiltiouracile, metimazolo ecarbimazolo.

L’effetto primario delle tionamidi € quello di infe la sintesi degli ormoni
tiroidei interferendo con la perossidasi tiroideapzima che catalizza la
iodinazione dei residui di tirosina della tireogltiba, step fondamentale nella
sintesi della tiroxina (T4) e della triiodotironif@d3) (Davidssoret al. 1978) (Fig.
12). Le tionamidi possono anche inibire la secmeziaegli ormoni tiroidei e
sembrano avere effetti immunomodulatori (Weetman ¥d24).

In modo simile ad altre malattie autoimmuni, la atté di Graves ha un’attivita
fluttuante ed i pazienti in alcuni casi, senza tanmiinistrazione di alcun
trattamento, entrano in remissione, fase carati&tdz da una significativa
diminuzione dei livelli sierici di TRAb (Codacciost al. 1988). | pazienti trattati
per un periodo di tempo con MMI o PTU rimangonogtrentemente eutiroidei
dopo la fine del trattamento (McGreget al. 1980; Pinchereaet al. 1969). Il

meccanismo alla base della remissione sembra essen&azione

immunosoppressiva dei farmaci antitiroidei
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Fig.12 La sintesi degli ormoni tiroidei.

7.1.1. Effetti immmunomodulatori del metimazolo

In pazienti sotto trattamento con farmaci antiti®j diminuiscono nel tempo le
concentrazioni sieriche di molecole importanti dan ypunto di vista
immunologico, come ICAM-1lifitracellular adhesion molecule}led i recettori
solubili per IL-2 e IL-6 (Salviet al. 1996; Sonnegt al. 1999). Inoltre, molti studi
mostrano che il trattamento con MMI e PTU induceoppsi dei linfociti
intratiroidei, aumenta il numero dei linfociti T garessori circolanti e diminuisce
nella tiroide quello delle cellule Th, delle NK el@ T attivate (Corralest al.
1997; Tottermaret al. 1987).

Da queste evidenze, i farmaci antitiroidei sembramvere effetti
immunomodulatori diretti (Antonelkt al. 2006¢; Cooper DS. 2005; McGreggtr
al. 1980; Weetman AP 1994), ma in realta, esistondi sthie dimostrano che i
cambiamenti benefici del sistema immunitario dezigati affetti da GD siano
dovuti ad effetti primari di questi farmaci sullellcile tiroidee che determinano un
miglioramento della funzione tiroidea, che ha diffetecondari sul sistema
immunitario attraverso la riduzione dgbnaling “tireocita-immunocita” (Volpé
R. 2001).

Questo effetto immunomodulatore indiretto sembrautio alla diminuzione nel
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siero degli ormoni tiroidei, effetto che in un sedo momento riduce I'attivita
cellulare tiroidea e quindi riduce la presentaziaegli antigeni tiroidei ai T
linfociti infiltranti e la produzione di TRAb (Vo R. 1994). In uno studio
longitudinale di pazienti con ipertiroidismo di Ges (Wenzekt al. 1984), e stato
osservata una remissione simile della GD, valutatae abbattimento dei livelli
sierici di TRADb, durante la terapia con tionamidc@n perclorato. Il perclorato,
farmaco che compete con lo iodio per l'uptake dew, inibendo il suo
trasportatore ha alcuni effetti sul sistema immant (Cooper DS. 2005), ma non
tali da portare agli stessi effetti sui TRAb, cometato osservato con la terapia
con MMI (Lauberg P. 2006). Inoltre, se i farmacitismoidei possedessero
proprieta immunosoppressive, una piu alta dose drattamento di piu lungo
potrebbe aumentare le possibilita di remissioneneklo sei trials prospettici
hanno esaminato i possibili benefici di una terdpranacologia ad alto dosaggio
rispetto a quella normale, ma ad eccezione di ot tutti sono risultati negativi
(Azizi F. 2006). Per quanto riguarda la durata tdgitamento, dati derivanti da
trials prospettici con un follow-up di quattro anmion hanno indicato nessun
vantaggio sulla velocita dielapse con un trattamento piu lungo di un anno
(Cooper DS. 2005).

Com’e noto, le cellule tiroidee possono produrre tigi di molecole, come le
chemochine, che possono poi influenzare il sistemmunitario. | farmaci
antitiroidei possono influenzare i livelli delleaimochine nel sangue, poiché sono
in grado di ridurre I'espressione delle citochirsepgéirte delle TFC, determinando
la diminuzione dell’infiltrato linfocitario nellalgandola. Cio spiegherebbe i bassi
livelli di chemochine, associati con una bassdtratione cellulare, trovati nel

GD dopo il trattamento con questi farmaci (WeetrA&n 1994).

7.2. Gli analoghi della vitamina D: elocalcitolo

La vitamina B (VD3) e sintetizzata nella pelle a partire dal 7-deidtesterolo
(Mora et al. 2008) tramite un processo dipendente dalla lucpaiticolare dalla

radiazione UVB (270-300 nm); in alternativa, puéegs introdotta con la dieta o
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tramite supplementi vitaminici.
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Fig.13 Formazione di 1,25-diidrossi-vitamina-I (1,25(OH)D3) o calcitriolo,
metabolita biologicamente attivo della vitamina . (da Moraet al.2008)

La VD3 viene poi convertita nel fegato in 25-idrossi-miaa-D; (25(0OH)VDs),
biologicamente inattiva, che poi viene trasportaatubuli renali e convertita nei
mitocondri dalla &-idrossilasi in 1,25-diidrossi-vitaminasD(1,25(OH}D3) o
calcitriolo, metabolita biologicamente attivo e pessabile del mantenimento
dell’omeostasi del calcio e del fosforo (Fig.13)i @gani bersaglio del calcitriolo
sono l'intestino, dove stimola I'assorbimento delco e del fosforo, il tessuto
osseo, dove promuove la formazione dell’osso euka rmineralizzazione e le
paratiroidi, dove inibisce la secrezione dell’orragraratiroideo.

Gli effetti biologici della 1,25(OHD3; e degli analoghi sintetici sono mediati dal
recettore per la vitamina DVitamin D receptor VDR), membro della
superfamiglia dei recettori nucleari (Norman A¥.al 2001). Il legame con |l

ligando induce cambiamenti conformazionali nel VDBhe promuovono
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I'eterodimerizzazione con il recettore X per I'agicktinoico (etinoid X receptar

RXR) ed il reclutamento di varie proteine coattni@at Il VDR funziona da fattore

di trascrizione attivato da ligando, che lega dpgatlementi sulla sequenza del

DNA, chiamativitamin D responsive elemenfgDRE) nei geni responsivi alla

vitamina D ed infine influenza la velocita dellagcrizione mediata dalla RNA

polimerasi .

Il VDR, come gli altri recettori nucleari, puo esséunzionalmente suddiviso in 3

domini funzionali:

1. la regione N-terminale, che contiene un domufiidransattivazione ligando-
indipendente, dettactivation function-1{AF-1).

2. la regione centrale, che contiene il dominiteedame con il DNA, che consiste
in dueC2-C2 type zinc fingerghe permette al recettore di legarsi ai VDRES.

3. la regione C-terminale, che € un dominio mutifionale contenente il dominio
di legame del ligando ligand binding domain LBD), il motivo di
eterodimerizzazzione con RXR, e AF-2, domino dnsedtivazione dipendente
dal ligando.

I VDR puo modulare I'espressione dei VDRE in viarodi: legandosi ai VDRES

presenti nelle regioni promoter di specifici gendbpegolare la loro espressione in

modo positivo oppure negativo, oppure puo inibiesgressione di certi geni,

antagonizzando I'azione di fattori di trascrizioweme i fattori nucleari (NF)-AT

and NF«xB (Nagpalet al. 2005) (Fig.14).

Agonisti di VDR

ya

RXR ." VDR

VDRE
+

(Anti-NF-AT, Anti-NF-kB)

RXR w VDR

RXR .. VDR

nVDRE

Fig.14 Rappresentazione schematica della regolazeulell’espressione genica da parte degli
agonisti di VDR. (da Nagpakt al. 2005).
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Accanto al meccanismo d’azione di tipo genomicost&o suggerito che la
vitamina D possa esercitare le proprie azione sdlkile target anche attraverso
effetti rapidi indipendenti dalla trascrizione gemide novo (van Etteet al.
2005).

I VDR e espresso da molti tipi di cellule umaneme cheratinociti, cellule
epiteliali, cellule della prostata, della mammetla) colon, della tiroide, del rene
ed in molti tipi di cellule del sistema immunitario

La 1,25(OH)D; possiede, oltre alle attivita cosiddette calcémjcovvero
omeostasi del calcio e del fosforo e mantenimemocdntenuto osseo, anche
azioni di tipo non calcemico. Il VDR risulta cowito nella regolazione della
crescita e della differenziazione di molti tipiadillule e possiede anche importanti
proprieta immunomodulatorie.

Queste proprieta pleiotropiche hanno portato alialie della vitamina D nel
trattamento di molte patologie, come la psoriasan@hetti EA. 2009),
I'iperparatiroidismo secondario (Slatopolskt/al. 2002), I'osteoporosi (Richgt
al. 2004), il cancro della prostata, la mielodisplasiartrite reumatoide,
I'ipertrofia prostatica benigna (Cresciet al. 2005), le malattie autoimmuni ed |l
rigetto del trapianto (Adorini L. 2005b).

La vitamina D presenta gravi effetti collateralbhnee ipercalcemia, ipercalciuria e
riassorbimento osseo, che non né permettono Ymtiliad alte dosi né della
somministrazione sistemica. Per superare quesitelisono stati sintetizzati un
grande numero di analoghi della vitamina D, chesgméano anche una piu ampia
finestra terapeutica rispetto alla vitamina D saggsdorini L. 2002b).

La vitamina D e una molecola molto flessibile e ghaloghi presentano una
combinazione di piu modificazioni soprattutto aelie della catena laterale,
dell’anello A, del gruppo CD ed occasionalmentd’aetllo B (Bouillon et al.
2005) Tali modificazioni strutturali hanno permestiosviluppare analoghi con
una potenza maggiore, con una piu bassa attiviteeroéca e con un aumento
della specificita tissutale, in particolare alcuamaloghi presentano proprieta
immunoregolatorie selettive.

Elocalcitolo, o BXL-628 (Fig.15) € un analogo dellaamina D non-

ipercalcemico e un agonista del VDR selettivo eept&. Elocalcitolo sulla base
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delle sue capacita di inibire la proliferazioneldare della prostata in studi
preclinici in vitro ed in vivo (Crescioket al. 2004; Maggi M.et al. 2006)¢é stato

testato in uno studio di fase clinica Il per ilttaanento di pazienti affetti da
iperplasia prostatica benignaehign prostatic hyperplasiaBPH) (Colli et al.

2006). BPH é una sindrome complessa, molto freguerdratterizzata da una
componente statica relativa alla crescita dellastata, da una componente
dinamica responsabile dei sintomi irritativi urinee da una componente

inflammatoria.

OH OH

HOY OH HOW F
1,25-dihydroxyvitamin D3 BXL-628 o
elocalcitolo

Fig.15Formula di struttura di 1,25(0OH) ,D; e di elocalcitolo.

| dati preclinici hanno dimostrato che elocalcitaliuce la componente statica del
BPH inibendo I'attivita intra-prostatica dei faftodi trascrizione a valle del
recettore androgenico e la componente dinamicandip le cellule della vescica
(Crescioliet al. 2004; Cresciolet al. 2005). Questi dati hanno portato allo studio
clinico che ha dimostrato con successo che i paziattati con 15Qug al giorno

di elocalcitolo per 90 giorni hanno un arresto @ellescita della prostata (Cati

al. 2006). Inoltre, e stata dimostrata la sicurezadatmaco (Campbell MEt al.
2006), in quanto i pazienti trattati con elocalldtonostravano un’incidenza di
effetti avversi pari a quella del placebo e non nmarmostrato alterazioni
patologiche del metabolismo del calcio e del fasf@olli et al. 2006).
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7.2.1. Effetti immunomodulatori degli analoghi dela vitamina D

Lo studio dei ligandi del VDR come potenziali agecapaci di modulare le
risposte delle cellule T (Bhalkt al. 1984) nasce dall’osservazione della presenza
del VDR in molti tipi di cellule del sistema immuario (Provvediniet al. 1983),
in particolare in APCs come macrofagi e DCs, mahanknfociti T CD4+ e
CD8+. Topi deficienti per VDR presentano forti arai®@ immunologiche,
suggerendo che VDR possiede una funzione importagltgistema immunitario
(Mathieu et al. 2001). Inoltre, topi incapaci di sintetizzare XQ@Hbl),Ds, poichée
mancanti dell’enzima 25-idrossivitaminala-idrossilasi, mostrano una riduzione
significativa dei linfociti T CD4+ e CD8+ periferi¢Pandaet al. 2001). Inoltre, la
lo-idrossilasi che converte la 25(OH)YIn 25(OHRVD3; nel rene, € anche
espressa nei macrofagi attivati e nelle DCs (Fragt al. 2003).

| target immunologici principali della 1,25(O0); e dei suoi analoghi sono le
cellule APCs e le cellule T. Le APCs ed in partacel le DCs, critiche
nell'induzione delle risposte immuni mediate dadtdlule T, sono target chiave
dei ligandi del VDR, che sia in vitro and in vivor® in grado di modularne il
fenotipo e la funzione (Penret al. 2000). La 1,25(OHpP; ed i suoi analoghi
inibiscono la produzione di IL-12 da parte delle@sP(D’Ambrosioet al. 1998),
citochina critica per lo sviluppo delle cellule Thd inibiscono la differenziazione
e la maturazione delle DCs (Pengiaal. 2000). Il trattamento in vitro di DCs
umane con i ligandi del VDR determina la down-regane dell’'espressione
delle molecole costimolatorie CD40, CD80, CD86, daminuzione della
produzione di IL-12 e l'aumento di IL-10, risultamdin una diminuzione
dell'attivazione delle cellule T. In particolare,ligandi del VDR inducono le
proprieta tollerogeniche delle DCs, favorendo I'amto del numero di cellule T
reg CD4+CD25+ (Gregori ®t al.2001).

L’induzione delle proprieta tollerogeniche € stdimostrata anche in vivo, come
dimostrato in modelli di rigetto di trapianto tramsomministrazione orale ai topi
riceventi (Gregori Set al.2001) o alle DC trasferiti@ vitro (Griffin et al.2001).
Sebbene le DCs siano il target primario delle azioonmunomodulatorie dei
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ligandi del VDR, questi possono anche agire dimettate sulle cellule T. La
1,25(0OH)}D3 inibisce la proliferazione delle cellule T indottagli antigeni
(Bhallaet al. 1984) e la produzione delle citochine (Rigityal. 1987). Inibisce
inoltre in modo selettivo dello sviluppo di linféiciThl (Lemire et al. 1995),
sebbene non sia ancora chiaro se questeffettoe folietto o dovuto alla
modulazione delle funzioni delle APC. Comunque mottitochine chiave
prodotte dai linfociti T sono state dimostrate esdarget diretti dei ligandi del
VDR, in particolare citochine di tipo Thl come IL& IFN+«y. Recentemente e
stato dimostrato che la 1,25(QB} riduce la polarizzazione delle cellule Th2
tramite un effetto diretto sulle cellule CD4+ na(B»onstraet al. 2001) e questo
potrebbe essere un effetto benefico dei ligandi\d@R nel trattamento delle
malattie autoimmuni e nel rigetto del trapiantoltre la 1,25(OH)VD3 inibisce
anche le risposte mediate dai Th17, probabilmerseig alla capacita di inibire la
produzione di IL-6 e IL-23 (Daniedt al. 2008; Pennat al. 2006) ed induce la
differenziazione e I'espansione delle cellule TFregp3+ (Pennat al.2005).
I meccanismi immunosoppressivi hanno incoraggiasoldella vitamina D per la
prevenzione e la terapia di modelli animali e dilattee umane, in particolari
quelle guidate da linfociti Thl (Orbaei al. 2007).
I livelli nel siero di vitamina D sono spesso ritlat pazienti con diabete di tipo |
(Littorin et al. 2006) e con LES (Muller Ket al. 1995) e i livelli di vitamina D
sono inversamente correlati con I'attivita dellaatiza in pazienti affetti da artrite
reumatoide (Cutol@t al. 2007). La deficienza di vitamina D in topi deficiedi
IL-10 accelera linflammazione intestinale, che lgppa nella malattia
inflammatoria intestinale (Cantored al. 2000).
Sebbene i bambini con rachitismo (tipicamente daust un insufficiente
apporto di vitamina D con la dieta) avessero umnagiia incidenza di diabete di
tipo | rispetto a bambini con sufficiente apportar{ Ettenet al. 2005), la
supplementazione di vitamina D durante l'infanzegln anni '60 era associata
con una marcata diminuzione nel rischio di diabdtetipo | nei 30 anni
successivi.
Le proprieta immunomodulatorie e gli effetti bewefdei ligandi del VDR
analoghi sono state studiate in differenti modalperimentali di malattie
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autoimmuni (Adorini L. 2002b):
- artrite indotta dal collagenediminuzione dell'incidenza e della severita
- diabete autoimmuneénibizione dell'insulite e riduzione del diabete
- encefalomielite sperimentale allergicgrevenzione e trattamento dei
- tiroidite sperimentale autoimmunedduzione delle lesioni istologiche con
somministrazione insieme a ciclosporina A (CsA)Uifgeret al. 1990)
- malattia intestinale inflammatoria significativo miglioramento dei
sintomi e blocco della progressione della malattia
- psoriasi inibizione dell’attivazione leucocitaria e miglaanento dei segni
istologici e clinici
- LES inibizione della proteinuria e prevenzione dé#igioni della pelle
- prostatite autoimmune sperimentaieibizione della risposta infammatori
intraprostatica (Penret al. 2006)
Gli analoghi della vitamina D sono in grado nonosdi prevenire, ma anche di
trattare le malattie autoimmuni in corso, come ditrato dalla loro capacita di
inibire lo sviluppo del diabete di tipo | nel topdOD adulto (Gregori Get al.
2002) e di inibire la ricorrenza della malattiac@otmune dopo il trapianto delle
isole pancreatiche, o di migliorare significativartee il relapsing cronico della
EAE indotta nei topi Bozzi con omogenato di cordepmale.
Ad oggi l'unica applicazione clinica degli agonigtiel VDR e quella del
trattamento topico della psoriasi (Ashcroftt al. 2000). La psoriasi €
un’infammazione cronica della pelle, che coinvolge’iperproliferazione dei
cheratinociti, mediata dai linfociti Thl. Gli agstiidel VDR hanno un’azione
combinata nella pelle, poiché sono in grado di nter@uentrambi i tipi di cellule
coinvolti nella patogenesi della malattia, inibend® proliferazione e la
produzione delle citochine infiammatorie da pamelohfociti T infiltranti (Barna
et al. 1997) e determinando effetti pro-apoptotici suerelinociti nelle lesioni
(Fukuyaet al.2002).
Un’altra importante area d’applicazione e l'inilmae del rigetto del trapianto,
come dimostrano differenti studi in vitro ed in @iyAdorini et al. 2002a; Becker

et al. 2002), in cui la vitamina D ed i suoi analoghi gon grado di prolungare la
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sopravvivenza del trapianto in diversi modelli spentali, che includono il
cuore, il fegato, le isole pancreatiche, la pefBi agonisti del VDR sono
potenzialmente interessanti da utilizzare in catksmmacologici per ridurre le
dosi terapeutiche di farmaci immunosoppressivi eoionali (ad esempio la
CsA) nel trattamento del rigetto del trapianto rsmho acuto ma anche cronico,
come documentato dall'inibizione dell'inflammazioadventizia e dell’iperplasia
dell'intima nei trapianti di aorta nel ratto (Réisi-Sokolowskiet al. 1997). E
stato dimostrato che la perdita d’organo renalemimace in pazienti trattati con
1,25(0OH}D3 (Aschenbrenneet al. 2000), suggerendo la sua capacita di inibire il
rigetto cronico, molto interessante in termini dignziale applicazione clinica.
Inoltre, per il controllo del rigetto sembrano innfamti alcune proprieta degli
agonisti del VDR, ovvero l'inibizione della proli@zione delle cellule muscolari
lisce e della produzione di citochine (Adoretial. 2005a). Recentemente € stata
dimostrata la capacita di BXL-01-0029, un analogtiadvitamina D, di inibire in
cardiomiociti umani la secrezione di CXCL10 indotiialle citochine pro-
inflammatorie TNFe e IFN<y in modo piu potente dell’acido micofenolico (Skotti
et al. 2009), il solo agente immunosoppressivo efficadée scellule cardiache
(Crescioliet al. 2008). In particolare BXL-01-0029 sembra prevefiativazione
del pathwaydel TNF«u (fosforilazione e traslocazione nucleare di By (Sottili

et al. 2009).

Il coinvolgimento del sistema endocrino della vitaan D in molti processi
biologici, che modulano le risposte immunitarieegfoprieta tollerogeniche degli
agonisti del VDR, rendono questa classe di comgpasticolarmente interessanti
per il trattamento d’altre malattie autoimmuni hedimo (Adoriniet al. 2005a).

I livelli di vitamina D risultano bassi nei pazierdffetti da GD e tiroidite di
Hashimoto (Orbaclet al. 2007). Tra i fattori genetici che sono stati asstb@on
la suscettibilita di GD, oltre ai geni HLA di clas$, localizzati sul cromosoma
60921, al CTLA-4 sul cromosoma 233, sembra anchevelio il VDR sul
cromosoma 12q12-14 (Maale} al. 2008; Ramos-Lopeet al. 2005). Inoltre, e
stato dimostrato che la somministrazione del méiabattivo della vitamina D,
da solo o in combinazione con CsA, previene laditioautoimmuni in modelli
animali (Fournieet al. 1990; Ramos-Lopeet al. 2005).
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7.3. Agonisti di PPARy: rosiglitazone

| tiazolidinedioni (TZD) sono una classe di farmaosulino-sensibilizzanti
utilizzati nel trattamento del diabete mellito ighat 2.

Il primo TZD approvato dalla FDA per il trattamerdopazienti affetti da diabete
mellito di tipo 2 e stato il troglitazone (TRO), lin seguito €& stato ritirato dal
commercio a causa di effetti epatotossici. | du® Bftualmente disponibili sono
il Rosiglitazone (RGZ: Avandia) e il PioglitazonelQ: Actos) (Yki-Jarvinen H.
2004).

| TZD sono ligandi sintetici di PPAR(peroxisome proliferator activated receptor
v), membro della famiglia dei recettarucleari ligando-dipenden(Bergeret al.
2002) che regola I'espressione di garget che giocano un ruolo chiave nella
regolazione del glucosio, del metabolismo lipidicdel tono vascolare e
dell'infammazione (Barbieet al.2002).

Ad oggi sono stati identificati tre sottotipi di RRs (PPAR., PPAR3/5 e PPAR)
ciascuno dei quali ha urdistinta distribuzione tissutale e una specifidavida
biologica.

| PPARs, come il VDR e gli altri recettori nucleacondividono una struttura
modulare suddivisibile in quattro domini funzionali (Lucorgt al. in press)
(Fig.16).

B ligana-independent ligand-dependent
transactivat ing funcion transactivating function
[ ] [ ]
= 5 DNA z i
- - -, AR P . - -
A/B C D EF

Fig.16 Schematica rappresentazione dei domini strurali di PPAR y (da Luconi
et al.in press).

La porzione N-terminaleA/B contiene un dominio di transattivazione
indipendente dal ligando (AF-¥pndamentale per la regolazione dell’attivita di
PPAR. Il dominio C, contenente il motivo zinc-fimgei legame coril DNA,
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riconosce nelle regioni promotrici dei gaargetspecifiche sequenziette PPRE
(PPAR Response Elemgnnentre il dominio D € essenziale per legaotattori.
La porzione C-terminale E/F contiene sia il domididegameper il ligando sia il
dominio AF-2, che lega cofattori essenziali pegpribcesso di trascrizione genica
(Kotaet al.2005).

Nelluomo sonostate identificate due isoforme di PPABenerate a partire da
promotori diversi o pesplicing alternativo. PPARRL si trova in tessuti diversi
(fegato, muscolo scheletrico, rene, intestino), tmenPPAR2 € quasi
esclusivamente espresso a livello del tessuto adigiove regola I'adipogenesi
(Kotaet al.2005).

PPARy, oltre ad essere attivato da agonisti sintetithiadamiglia dei TZDs, ha
numerosi ligandi endogeni tra cui acidi grassi mediuri a lunga catena (acido
HETE). La 15-deossk12,14-prostaglandina J15d-PGJ2) sembra essere il piu
potente ligando endogeno di PPA@ell-Parikhet al.2003) (Fig.17).

Troglitazone [Relzulll{") Ciglitazone

el
o
| 5 NH =
D e ¢ U we
s o N o ~\(0
Rosiglitazone {A\fandlawl Pioglitazone lAclosm]

= COOH
W

o)

15-deossl-A12,14-prostaglandina J;

Fig. 17 Ligandi sintetici e naturali di PPARy.

Questi ligandi endogeni sono capaci di attivare RpP# vitro; data la loro bassa
affinita per PPAR ed i loro livelli di concentrazione molto bassinnsufficienti a
stimolare il recettore nelle cellule (Bell-Parikeh al. 2003), non vi &€ quindi la
certezza chen vivo essi siano gli effettivi ligandi di PPARVargaet al. 2008).

Ad oggi sono i ligandi sintetici i piu potenti atitori di PPAR conosciuti.
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Molti degli effetti dei TZDs sono esercitati atteagola modulazione dell’attivita
trascrizionale di PPAR (effetti genomici). PPARs, attivato dal legame dbn
ligando, puo regolare la trascrizione genica attrs@ due meccanismi (Yki-
Jarvinen H. 2004) (Fig.18):

1. Transattivazionee un meccanismo DNA-dipendente. Dopo il legame co
il ligando, PPAR, va incontro a modificazioni conformazionali che
permettono la formazione di un eterodimero con RXRe riconosce
specifici elementi responsivi sul DNA, detti PPRig|la regione promoter
di geni target, dei quali viene attivata la tragome. Il complesso attivato
PPARY/RXR recluta dei cofattori, la cui varieta determila specificita
della risposta a livello del tessuto, della celldadel gene. Questo
meccanismo d’attivazione di geni specifici sembsaeee fondamentale
per 'omeostasi glicidica e lipidica e per la reggobne dell’adipogenesi.

2. Transrepressionee un meccanismo DNA-indipendente che interferisce
con i pathwaysd’altri fattori di trascrizione. PPARpu0 interferire con
I'attivita di fattori di trascrizione come NF-kB,”A1 e STATS, regolando
in modo negativo l'espressione dei rispettisesponsive geneslLa
transrepressione sembra essere la modalita conT&diDs esercitano la
loro azione anti-inflammatoria.

Oltre agli effetti a lungo termine, i ligandi di RRy esercitano anche azioni non
genomiche che essendo molto rapide (minuti) sSOono compatibili con un
meccanismo di regolazione dell'attivitéascrizionale (LeBrassewst al. 2006;
Luconi et al. in press). Questi effetti dovrebbero coinvolgezeirterazioni del
recettore con secondi messaggeri intracellularexddanucleari, come chinasi e
fosfatasi. Rimane che il ruolo effettivo del reoett nel mediare le azioni rapide
dei suoi ligandi & ancora controverso (Lucenal.in press).

Un nuovo meccanismo rapido dei TZD e stato receemden caratterizzato in
cellule endoteliali umane di microcircolo (Lombardt al. 2008). I RGZ
interferisce con le azioni pro-inflammatorie di TdFe IFNy (induzione della
secrezione di citochine infiammatorie, espressidinemolecole di adesione)

attraverso l'inibizione della fosforilazione/attmiane di ERK1/2 stimolata da
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TNF-o e IFNy (Lombardiet al. 2008; Lombardet al. 2009). RGZ interferisce in
modo rapido con fosforilazione/attivazione di ERK#/ con I'attivita di PI3K che
media la proliferazione indotta da IGF-1 in cellulemane di tumore
adrenocorticale (Cantiret al. 2008), anche confermata in cellule PC3 di cancro

della prostata (Papageorgietial. 2008).

Agonisti di PPAR
P N
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w — w ' )
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\k_'; "_,.f‘ . ‘\\ F W 3 ' N\
— fattori di ,.._—e...h,‘ ik '
(_NF-x8 L. (Stat1:Stat3) e W
SWlS~"  trascrizione --uInu- | PPAR ":._.HKF? D
NF-xB-RE ISGF-RE PPRE
geni target
TRANSREPRESSIONE TRANSATTIVAZIONE
Azione anti-inflammatoria Metabolismo lipidico e glicidico

Fig 18 Meccanismo d’azione degli agonisti di PPAR ( da Yki-Jarvinen H. 2004)

7.3.2. Effetti anti-inflammatori dei tiazolidinedioni

| TZDs sono farmaci insulino-sensibilizzanti chetedminano la diminuzione
della concentrazione d’insulina nel sangue (Steketd. 2005).L’azione insulino-
sensibilizzante si esplica principalmente in duedmd@ttraverso un diretto sul
tessuto adiposo, i TZDs promuovono l'uptake e kewalo degli acidi grassi
liberi (free fatty acid FFA) nel tessuto adiposo, riducendo cosi livelirici di

FFA (Yki-Jarvinen H. 2004). Con un’azione indiretiaivello del fegato e del

muscolo scheletrico, i TZDs aumentano l'espressienka traslocazione sulla
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superficie cellulare dei trasportatori del glucos(GLUT-1 e GLUT-4),
aumentano l'up-take di glucosio nelle cellule egati e muscolari e riducono i
livelli di glucosio nel sangue. Inoltre, sono irago modulare I'espressione delle
adipochine, molecole prodotte dagli adipociti ceereitano un’importante azione
sul metabolismo, in particolare diminuiscono i livsierici di TNF-o, citochina
coinvolta nello sviluppo dell'insulino-resistenzal eaumentano |'espressione
dell'adiponectina, molecola insulino-sensibilizzan(Yki-Jarvinen H. 2004;
Gianniniet al.2004).

Le modulazioni farmacologiche di PPARoOme trattamento terapeutico per il
diabete sono state collegate ad un abbassamentogrdelo dello stato
inflammatorio associate con questa patologia. migmare in pazienti affetti da
diabete di tipo 2 e trattati con RGZ é stata osgarwna diminuzione della
concentrazione plasmatica diarker inflammatori, quali CRP, IL-6 e MMP-9
(matrix metalloprotease)(Haffner et al. 2002). Sempre piu numerose sono le
evidenze sperimentali che attribuiscono ai TZDeafiroprieta oltre alla capacita
di regolare il metabolismo lipidico e 'omeostadicglica; in particolare sono
oggetto di studio I'azione anti-inflammatoria ddeo proprieta antineoplastiche.
PPARy e presente in molti tipi di cellule come le endiate le muscolari della
parete vascolare, i tireociti ed in particolareresgnte nelle cellule del sistema
immunitario, come macrofagi, linfociti, DCs, montb¢Dayneset al. 2002; Yki-
Jarvinen H. 2004).

L'ipotesi che gli agonisti di PPARpossano regolare i processi inflammatori é
supportata da diversi studi in vivo. In particolardigandi di PPAR sono in
grado in modelli sperimentali animali di soppriméeetrite adiuvante (Kawabhito
et al. 2000), di inibire I'aterosclerosi (Li ACet al. 2000), di inibire le risposte
inflammatorie e la misura dellstrokein seguito ad occlusione cerebrovascolare
(Niino et al. 2001), di migliorare la malattia intestinale gidiinfiammatorio (Su
et al. 1999) ed i segni clinici di EAE (Diagt al. 2002).

Alcuni effetti anti-infammatori dei ligandi del PRy derivano da un’azione
diretta sulle cellule del sistema immunitario. &gonisti del PPARdeterminano
una rapida inibizione dell’attivazione dei macrafada conseguente diminuzione
della produzione di citochin@NF-a, IL-6 e IL-1B) (Jianget al. 1998). In DCs, i
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TZDs riducono la secrezione di IL-12 e I'espressionendiecole costimolatorie
quali CD80 e CD86 (Gosset al.2001).

Inoltre i ligandi del PPAR inibiscono la proliferazione dei linfociti T e tadono

la produzione di TNFy, IFN-y, and IL-2 (Clarket al. 2000; Marxet al. 2002).
Infine l'attivazione di PPAR determina risposte anti-infammatorie anche
attraverso I'induzione dell'apoptosi nelle cellinemunitarie (Chinettet al. 1998;
Zhanget al.2002).

| ligandi del PPAR possono anche modulare la funzione delle cellule Mmodo
indiretto, inibendo la produzione di chemochinepdate delle cellule endoteliali
(Marx et al. 2000). Il trattamento di cellule endoteliali cogoaisti di PPAR
inibisce I'espressione del’'mRNA e della proteinellel chemochine indotte da
IFN-y (CXCL9, 10 e 11) ed il rilascio dell’attivita cherattica di linfociti
trasfettati per CXCR3. Inoltre, & stato dimostratoe i ligandi di PPAR
diminuiscono la severita dello stato infiammatdrialue modelli murini di colite
diminuendo i livelli di CXCL10 (Schaefest al. 2005; Suet al. 1999) e che in
DCs, gli agonisti di PPARdown-regolano la sintesi di CXCL10 e di RANTES
(CCL5) (Gossett al. 2001), chemochine coinvolte nel reclutamento ohdotiti
Thil.

Percio lattivita di PPAR potrebbe essere coinvolta nella regolazione
dell'espressione delle chemochine indotte dall'-Nell’autoimmunita umana e
gli agonisti di PPAR potrebbero attenuare il reclutamento delle cellukgtivate
nei siti dell'inflammazione mediata dai Thl (Gosseal. 2001; Marxet al. 2000;
Schaefeet al.2005).

Recentemente é stata dimostrata la presenza di PR&Ressuto tiroideo (Kasai
et al.2000) e nel tessuto orbitale di pazienti con (Mdmura et al. 2003). E stato
dimostrato che il trattamento con dosi terapeutidh®GZ di cellule follicolari
tiroidee, fibroblasti orbitali, o preadipociti otteti da pazienti con GO, inibisce in
modo significativo la secrezione di CXCL10 indotta IFN«, suggerendo che
PPARy potrebbe essere coinvolto nella regolazione dglfessione delle
chemochine indotte dall’IFN- nelle malattie autoimmuni tiroidee e nel GO
(Antonelli et al.2006d).
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SCOPO DELLA RICERCA

La malattia di Graves (GD) e una malattia autoimenwatella tiroide, la cui
patogenesi € una reazione citotossica di tipo Hratterizzata da iperproduzione
di citochine pro-inflammatorie, come IFNe TNF .

La chemochina CXCL10 gioca un ruolo fondamental&arisiopatologia e nelle
fasi iniziali di GD, determinando la migrazione dlafociti T attivati esprimenti il
recettore CXCR3 verso le cellule follicolari tireie presentanti I'antigene. Le
cellule follicolari sono coinvolte nel processo @atmunitario proprio attraverso
la produzione di CXCL10, perpetuando cosi il loapanmunitario.

Studiin vitro su tireociti umani hanno dimostrato che la secrezidi CXCL10
viene sinergicamente indotta da IFN- TNF+.

Obiettivo di questo progetto di ricerca e statodsite i meccanismi alla base
dell’azione sinergica sulla secrezione di CXCL1lEstendo e caratterizzando un
modelloin vitro di tireociti umani. Esperimenti in citofluorimedrie Real-time
PCR sono stati effettuati per studiare I'effetttle@ldue citochine sull’espressione
del recettore per IFN-e per TNFe, ed analisi Western blot e microscopia ad
immunofluorescenza per studiare le vie di segnateziintracellulare attivate
dalle due citochine (NkB e STAT-1).

Numerosi studi indicano che il metimazolo (MMI),rifeaco utilizzato nel
trattamento dell'ipertirecidismo, oltre all'aziorsailla tireoperossidasi, possiede
anche un’azione immunosoppressiva. In particoldi®]l interferisce con i
segnali immunologici associati a GD e diminuisclevelli sierici di CXCL10.
Pertanto, e stato valutato se le cellule tiroideséro un target biologico di MMI
in termini di secrezione di CXCL10 indotta dalleéochine pro-infammatorie
(IFN-y e TNF4). E stata anche testata I'azione sulla secrezibr@XCL10 di
altri due farmaci, di cui recentemente sono emeprserieta anti-inflammatorie:
rosiglitazone (RGZ), agonista sintetico di PRARLtilizzato nel trattamento del

diabete di tipo 2, ed elocalcitolo (0 BXL-628), aggia non ipercalcemico del
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recettore della vitamina D, attualmente in fasenicl Il per il trattamento
dell'iperplasia prostatica benigna.

La fase iniziale di GD e caratterizzata da unaossp inflammatoria di tipo Th1,
mentre nella fase tardiva é presente una rispastpadTh2. | livelli di CXCL10
nel sangue correlano in modo inverso rispettochliata di GD.

Per capire se i farmaci, MMI, RGZ, ed elocalcit@d@mno in grado di modulare la
risposta linfocitaria, € stata valutata l'aziome vitro di MMI, RGZ, ed
elocalcitolo in linfociti T CD4+ purificati umaniattivati con specifici stimoli e

capaci di secernere citochine di tipo Thl, Th2 &7Th
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MATERIALI E METODI

1. Chemicals

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Hams-12 medium (1:1) (DMEM/F12)
con e senza rosso fenolo, tampone fosfato saimgphate Buffered Saline
PBS) senza G4Mg**, albumina di siero fetaleBpvine Serum AlbumirBSA)
fraction V, penicillina, streptomicinatripsina, RPMI 1640, Ficoll-Hypaque,
forboll3-acetatol2-miristato Phorboll2-myristatel3-acetateo PMA, P),
lonomicina (onomycin 1) sono di Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Collaggsi di
tipo IV é di Worthington (Lakewood, NJ, USA). L-gadmmina,aminoacidi non
essenziali, piruvato e 2-mercaptoetanolo sono de LTechnologies, Inc.
Laboratories (Grand Island, NY)siero fetale bovinoKetal Bovine SeruntBS)
e di Unipath(Bedford, UK), mentre il siero fetale di vitellé-¢tal Calf Serum
FCS) é di HyClone (Logan, UT). Trypan blue e di &lone (Pavia, Italy)p-
mercaptoetanoloé stato acquistato da Fluka Biochemika Ultra (Buchs
Switzerland).

MMI é di Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), RGZ é dlaxo (Welwyn, UK),
elocalcitolo di BioXell (Milantaly).

Le citochine ricombinanti umane TNE- IFN-y, ed i kits ELISA per la

determinazione quantitativa di CXCL10, IRN-TNF-, e IL-17 umani sono di
R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN). Il kit ELISAep IL-5 umana é di Arcus
(Modenaljtaly). Per la determinazione di IL-4 é stato atifito un saggio ELISA
homemade utilizzando anticorpi monoclinali (mAb) di BD Biosnces
PharMingen (San Diego, CA) (Parronetial. 1998).

Tutti i primer e le sonde (TagMafene Expression Assays), CXCL10
(Hs00171042-m1)JFN-y (Hs00989290-g1), TNk- (Hs00174128-m1), IL-17
(Hs00174383-m1), IL-4 (Hs00929862-m1), IL-5 (Hs08200-m1l), IFNGR1
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(Hs00166223-m1), Pax8 (Hs00247586-m1) e la Univéisater Mix 1x sono di
Applied Biosystems (Foster City, CA). QuantitatR€R human reference total
RNA é di Stratagene (La Jolla, CA).

Per l'analisi citofluorimetrica, I'anticorpo monaciale (mAb) coniugato con
ficoeritrina (PE) anti-CD119/IFNR é di BD Biosciaasc (Mountain View, CA
USA), mentre gli mAbs PE-coniugati anti-TNFR1 eidMiFR2 sono di R&D
Systems, gli mAbs di controllo isotipico sono di uBtern Biotechnology
Associated Inc. (Birmingham, AL, USA).

Per analisi Western blot e/o microscopia ad immiuwooéscenza
immunocitochimica, gli anticorpi primari rabbit &piSTAT-1 (Tyr701), mouse
anti-pNF«xB (Ser536), mouse antiB (Ser32/36), e antikB sono di Cell
Signaling (DanvergVA); rabbit anti-STAT-1 e antB-actina, rabbit anti-NkB
p65 (C-20) sono di San@ruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA); mouse-ant
Tg e di Cell MarqueCorp. (Hot Spring, AR); goat anti-Pax8 e Albcam plc
(Cambridge, UK); l'anticorpo coniugato Alexa FludB8 goatanti-rabbit € di
Molecular Probes (Eugene, OR); gli anticorpi seewndconiugati con la
perossidadii rafano sono di Sigma-Aldrich.

Tutti ireagenti per SDS-PAGE sono di GE Healthc&®ie-Sciences Corp.

(PiscatawayiNJ). Il materiale plastico sterile monouso € dirthag (Milan, Italy).

2. Colture cellulari di tireociti umani

Le colture primarie di tireociti umani sono statitenute dal parenchima inter-
nodulare sano derivante dal tessuto tiroideo digpéizsottoposti ad intervento
chirurgico per gozzo multinodulare, previo conseim$ormato del paziente.

| tireociti sono stati preparati secondo il protbzseguito dal gruppo di Garcia-
Lopez (Garcia-Lopeet al. 2001) al quale sono state apportate alcune mabdific
Il protocollo disolamento prevede una dissociaeiodi tipo enzimatico e

meccanico. | tessuti tiroidei, lavorati entro 2-8dl prelievo in camera operatoria,
sono stati ripuliti da eventuali residui di tesswatnnettivo presente, lavati in

tampone fisiologico, tagliati con il bisturi in franenti di piccole dimensioni e
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digeriti enzimaticamente con collagenasi di tipo(&mg/ml in PBS) a 37°C per
45 minuti. La digestione e stata bloccata con DMEMY supplementato con |l
10% di FBS, e dispersa meccanicamente fino ad etemna sospensione
omogenea, che é stata poi centrifugata a 1300 gard minuti. Il pellet cellulare
e stato quindi risospeso e messo in coltura intngigeetri di polistirene per coltura
cellulare da 10énm nel loro mezzo di coltura specifico, costituitm DMEM/F12
supplementato con 2 mmol/l di L-glutammid@0 U/ml di penicillina, 100 pug/ml
di streptomicina, e 10 % di FBS, in incubatore temperatura di 37°C, umidita
relativa del 95% ed il 5% CQmedium di crescita).

Dopo 24 ore dalla semina il medium di crescita @ieambiato e dopo circa 48
ore le cellule cominciano a crescere in monosttai@ volta confluenti, le cellule
che presentano inibizione da contatto della pna@#®ne, vengono staccate per
trattamento enzimatico con tripsina, ripiastrata capporto 1:2 e mantenute nel
loro mezzo di crescita. Per gli esperimenti soratestitilizzate cellule tiroidee

entro il 5-6° passaggio (p) di coltura.

3. Colture cellulari di linfociti CD4+ umani

Peripheral blood mononuclear cel(®BMC) sono state isolate a partire lulgfy
coatsottenuti da donatori adulti sani anonimi in aceowbn I'approvazione del
comitato etico. Le PBMCs sono state isolate tramaetrifugazione su gradiente
di densita (Ficoll-Hypaque).

Le cellule T CD4+untouchedsono state isolate da PBMCs totali trancedl
sorting magnetico, utilizzando il kitHuman CD4+ T Cell Isolation Kit Il
(Miltenyi Biotec, Bisley, Germany). Si tratta di unetodo indiretto a marcatura
magnetica che isola le cellule T CD4+ per seleziomgativa, ovvero per
deplezione di tutte le cellule T non-CD4+, ad esenapllule CD8+, cellule /5,
cellule B, cellule NK, DC, monociti, granulociti estitrociti. Le cellule T non-
CD4+ sono state marcate con un cocktail di anticpmomari monoclonali
coniugati con la biotina contro CD8, CD14, CD16,X®DCD36, CD56, CD123
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TCRy/d e Glicoforina A, e poi con un secondario monoclenanti-biotina
coniugato con delle biglie magnetichdi¢roBead3. Le cellule sono state fatte
passare attraverso una colonmMdACS Columph posizionata su un campo
magnetico di un MACS Separator le cellule T non-CD4+ marcate
magneticamente vengono trattenute dal campo magneélla colonna, mentre
quelle CD4+ passano attraverso la colonna condtelu

Le cellule T CD4+ sono mantenute in coltura in RAM#0 supplementato con 2
mmol/l diL-glutammina, 1% di aminoacidi non essenziali, 1%ituvato, 2x10°

M di 2-mercaptoetanolo, e 10% FCS in incubatore tmperatura di 37°C,
umidita relativa del 95% ed il 5% GOLa purezza della popolazione separata
mediante sorter e stata valutata con il citofluetim ed e risultata sempre
maggiore del 95%. La vitalita della popolaziondudale € stata valutata tramite
esclusione al colorante trypan blue (soluzione %@.0®l/vol in PBS): le cellule
sono state diluite 1:1 con la soluzione coloranfiecontate con una camera di

Burker, escludendo dalla conta le cellule mort@ak con il trypan blue.

4. Saggi di secrezione di citochine

Per valutare la secrezione di CXCL10 da parte idedditi, sono state piastrate
4.000 cellule in piastre da 96 pozzetti nel medidimcrescita. Dopo 24h, il
medium e stato rimosso, le cellule sono state éawain PBS ed incubate in
medium senza rosso fenolo e senza siero (medarm-freg Dopo 24h, diversi
tipi di stimoli sono stati aggiunti al mediuserum-freecon 0.1% BSACome
controllo sono state utilizzate cellule coltivatella stesso medium contenente
anche il veicolo necessario per la solubilizzazidagli stimoli (etanolo assoluto,
0.47%, vol/vol).
Per i saggi di dose-risposta, le cellule sono stetebate per 24h con:

- TNF-a alle concentrazioni di 0.1, 1, 10, 100 e 500 ng/ml

- IFN-y 10, 100, 1000, 5000 e 10000 U/ml, da solo o inlwoarione con
10 ng/ml di TNFe.
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IFN-y (1000 U/ml) + TNFe (10 ng/ml) in presenza o in assenza di MMI
(1, 10, 50, 100, 200, 300, 500, 1000 ng/ml), RGD5(M®.1, 1, 2.5, 5, 10,
20, 30uM) o elocalcitola102-10° M).

Dopo le 24h di stimolo, i supernatanti cellularnecstati raccolti e conservati a —
20°C in apposite piastre da congelamento di pgbipgoe fino al momento di
effettuare il dosaggio ELISA per CXCL10.

Direttamente nella piastra di coltura da 96 pozzettstato effettuata la
quantizzazione del contenuto proteico cellularaléptespresso ing, necessaria
per la normalizzazione dei valori di secrezionedhinica. L'estrazione delle
proteine totali e stata effettuata con NaOH 1 M paerin, che determina la lisi
delle cellule, e con il reagente Bradford (Sigma#dh, St. Louis, MO) per 10—
15 min. La concentrazione proteica e stata poi rataucon lo spettrofotometro a
595 nm.

Gli esperimenti sono stati effettuati in triplicato in quadruplicato con 4-7
differenti preparazioni cellulari.

Per valutare la secrezione di citochine da paridimfeciti T CD4+, sono state
piastrate 200.000 cellule in piastre da 96 pozzettindo rotondo nel medium di
crescita e stimolate PMA 1 uM e lonomicina 10 ngiwoh o senza MMI
(2.63x10° M), RGZ (5x10° M), o elocalcitolo (10° M). Dopo 48h, i supernatanti
cellulari sono stati raccolti, centrifugati a 120n per 10 min per rimuovere le
cellule, e conservati a —20°C in apposite piastreahgelamento di polipropilene
fino al momento di effettuare i dosaggi ELISA.

Gli esperimenti sono stati effettuati in esaplicat;m 6 differenti preparazioni

cellulari.

5. Dosaggi ELISA

La determinazione quantitativa delle concentrazideile citochine CXCL10,
IFN-y, TNF-0, IL-17 e IL-5 nei supernatanti di colture cellularstata fatta con la
tecnica ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Agsaywtilizzando kit
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commerciali e seguendo i protocolli consigliati,ntre i livelli di IL-4 sono stati
misurati utilizzando un saggio ELIS#AomemadéParronchet al. 1998)

Il saggio ELISA €& un test immunoenzimaticosandwichsu fase solida, che
permette di effettuare un’analisi di tipo quaniiat In breve, i pozzetti di una
micropiastra da 96 vengono rivestiti con un anpoospecifico per la citochina di
interesse. | campioni, comprensivi degli standaedslei controlli, vengono
pipettati nei pozzetti: se la citochina e presemé®e immobilizzata nel pozzetto
dall'anticorpo. Dopo aver effettuato un lavaggio peminare tutto cio che non si
e legato, viene aggiunto un anticorpo specificaosdario legato ad un enzima
specifico per la citochina, e dopo un altro lavaggiene aggiunto una soluzione
substrato che determina la formazione di una cpion@ in proporzione alla
guantita di citochina che si & legata nello stapiake. Lo sviluppo del colore
viene poi bloccato da un reagente specifico edfisita del colore viene misurata
ad una specifica lunghezza d'onda con lo spetwofetro. | valori della
concentrazione della citochina si ottengono parpulazione sulla curva standard
allestita con concentrazioni note crescenti dettachina.

La sensibilita dei saggi e di 0.41-44d&/ml per CXCL10, minore di 8.0 pg/ml
per IFN«, di 0.5-5.50g/ml per TNFe, minore di 15 pg/ml per IL-17 e IL-4, e
minore di 4 pg/ml per IL-5. | coefficienti di va@eneintra-assaye inter-assay
sono 3.1 e 6.7% per CXCL10, 2.6 e 6.4%Ip&-y, 5.3 e 6.8% per TNk; 4.1 e
8.6% per IL-17, 3.6 e 6.8% per IL-5.

| campioni sono stati analizzati in quadruplicasw ptireociti ed in duplicato per i
linfociti T CD4+. | risultati ottenuti sono statispressi come pg/pg di proteine
totali per i tireociti e come pg/ml per le celldleCD4+.

6. Estrazione delllRNA

Per I'analisi del’mRNA delle cellule tiroidee, sostate piastrate 500.000 cellule
in piastre da 60 mm e, dopo 24h di adesione, state snantenute in medium

serum-freeper 24h. Poi, le cellule sono state incubate inliome serum-freecon
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0.1% BSA con differenti stimoli:
- IFN-y (1000 U/ml) o TNFea (10 ng/ml) da soli o combinati

- TNF-a (10 ng/ml) combinato con MMI (300 ng/ml), RGZ {8M) o
elocalcitolo (10° M).

Cellule coltivate nello stesso medium contenentharnl veicolo necessario per
la solubilizzazione degli stimoli (etanolo assojutb47%, vol/vol) sono state
utilizzate come controllo.

Dopo di che, i tireociti sono stati staccati inpsina, lavati due volte in PBS,
centrifugati, ed i pellet cellulari sono conservat+80°C. Gli esperimenti sono
stati effettuati 3-4 volte con differenti prepai@aicellulari.

Per l'analisi del’'mRNA dei linfociti, le cellulejncubate secondo lo stesso
protocollo degli esperimenti di secrezione citoatan sono state raccolte tramite
centrifugazione, ed i pellet cellulari sono statnservati a —80°C prima
dell’estrazione. Gli esperimenti sono stati effattu4 volte con differenti
preparazioni cellulari.

L’RNA totale viene stato estratto dai campioni dlokit RNeasy Min{QIAGEN,
Milan, Italy) in accordo con il protocollo dellatti produttrice. Questa procedura
prevede I'utilizzo di particolari colonnsgin columi dotate di una membrana di
silice, che adsorbe I'RNA e lascia passare le prete gli altri componenti
cellulari permettendo di ottenere un RNA altamemieo. | pellet cellulari sono
stati risospesi e lisati in 350 pl di buffer RLT ntenente 10 pl/ml dp-
mercaptoetanolo, il quale, oltre alla lisi, perraetuna rapida inibizione
dell’enzima RNAsi. Il lisato viene omogenato peritagione su vortex. Si
precipita 'RNA mediante aggiunta di etanolo al 7@%i procede all'isolamento
mediante passaggio attraverso la membrana di sdiceui si lega I'RNA.
Eventuali tracce di DNA contaminante, che si poss@nche legare alla
membrana di silice, sono eliminati mediante tragata con I'enzima DNAsi I. A
questo punto si eseguono una serie di lavaggi qmuropriati buffer che
rimuovono la presenza di contaminanti (sali, meitibed altri componenti
cellulari). L'RNA puro viene infine eluito con 4@ RNasi-free.

La concentrazione (ngl) e la qualita (R260/280) dellRNA sono stati migti
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con lo spettrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDropechnologies,
Wilmington, DE, USA).

7. Real-Time PCR

L’'RNA totale viene retrotrascritto in cDNA usandd TagMan Reverse
Transcription Reagentkit (Applied Biosystems). La miscela di reazioner fa
retrotrascrizione contiene KCI 500 mM, EDTA @M, Tris—HCI (pH 8.3) 100
mM, MgCl, 5.5 mM, nucletodi trifosfato (dNTP) 500 puMsameri random 2.5
UM, inibitore dellRNased.4 U/ul, I'enzima Multiscribe Reverse Transcrigtas
1.25 U/ul e 400 ng di RNA per un volume finale di gl. Le condizioni di
reazione prevedono un protocollo di tre step: 2510 min, 48°C per 30 min, e
95°C per 3 min.

L’analisi dell’espressione genica e stata effetuabn la Real-Time PCR
(Polymerase Chain Reactipm metodica TagMarlLa quantita di mRNAarget
normalizzata rispetto a un gene endogeoosekeepingi riferimento (GAPDH),

e relativa ad un calibratore (Quantitative PCR humederence total RNA) é stata
espressa come™2° (Livak et al. 2001), utilizzando per la quantificazione il

metodo della comparazione dei Ct la formula aptdiéa

AACt = (Ctgene target—CbAPDH) - (Ctgene target calibratorE'CbAPDH calibratoré

Per ciascun campione, 12.5 ng di cDNA sono aggiantiO ul di miscela di
reazione contenente una mix di specifici primersdso(Tagman Gene Expression
Assay; Applied Biosystems) e la Universal Mastek ik (Applied Biosystem). |
campioni sono stati sottoposti a 95°C per 3 minugegda 40 cicli di
amplificazione a 95°C per 15 sec e 60°C per 1 oom) lo strumento ABI Prism
7700 Sequence Detector (Applied Biosystems).
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8. Analisi citofluorimetrica

Per I'analisi citofluorimetrica, i tireociti sondadi seminati in piastre da 100 mm
in medium di crescita. Quando & stata raggiuntadafluenza (circa 10di
cellule), il medium di crescita é stato rimossmaatati fatti due lavaggi in PBS
ed é stato aggiunto mediuserum-fregoer 24h. Poi, le cellule sono state incubate
per 24h in mediunserum-freecon 0.1% BSA, con IFN-(1000U/ml) o TNFu
(10 ng/ml) da soli o combinati ed in presenza @rsa di MMI (2.63x1% M),
RGZ (5x10° M) o elocalcitolo(10® M). Sono state utilizzate come controllo,
cellule coltivate nello stesso medium contenentdanl veicolo necessario per la
solubilizzazione degli stimoli (etanolo assolutal @™o, vol/vol).

Dopo le 24h di stimolo, le cellule sono state sééecon EDTA 20 mM e contate
in una camera emocitometrica; quindi sono statéribegate a 1300 RPM per 5
min per rimuovere 'EDTA, ed i pellet risospesilirml di PBS.

L’analisi citometrica & stata effettuata sulle ssioni cellulari10® cellule sono
state incubate con anticorpi monoclonali specdidii isotipo di controllo a +4°C
per 30 min, le cellule sono poi state lavate cos REH 7.2) contenente 0.5% di
BSA e successivamente analizzate ad un citofludror@DLSRII utilizzando il
software Diva (BD Biosciences). Per ciascun campi@ono stati acquisiti
almeno 10 eventi. L'area di positivita & stata determinasgando un mAb di
controllo isotipico (controllo negativo).

Gli esperimenti sono stati effettuati almeno quattvolte con differenti

preparazioni cellulari.

9. Analisi Western blot

Per I'analisi proteica, le cellule tiroidee (8000@0piastre da 100 mngpno state
mantenute irmedium serum-freeper 24h ed incubate per 15 min in medium
serum-freecontenente BSA a 0.1% con IRN-LO00 U/ml) o TNFe (10 ng/ml),
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con 0 senza MMI (2.63xIBM), RGZ (5x10° M), o elocalcitolo (10° M).

Le cellule sono state raccolte meccanicamente dddre&onscraperscon una
soluzione di PBS e linibitore delle fosfatasi 8miche ortovanadato (OVA) 1
mM. Dopo centrifugazione, i pellet cellulari sortatsconservati a -20°C.

Per la determinazione della concentrazione prateipellet cellulari sono stati
lisati con specifico tampone di estrazione, compak Tris 20 mM (pH 7.4),
NaCl 150 mM, Triton X-100 0.5%, OVA 1 mM, PMSRHKenyl-Methyl-
Sulphonyl Fluoridg1 mM, per 20 min in ghiaccio.

La determinazione del contenuto proteico totale likati cellulari e stata
effettuata con il metodo di Bradford (Bradford MNI976) che utilizza come
reattivo il Coomassie Brilliant Blue G-25@ip-Rad protein assayBio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA).

Il reattivo in soluzione madre si trova in formatieaica con massimo di
assorbimento a 470 nm (rosso), mentre quando legprateine (forma anionica)
si determina uno spostamento del massimo di assertdo a 595 nm (blu) in
soluzione. Dalla lettura spettrofotometrica a 598, re possibile risalire alla
concentrazione proteica dei campioni tramite ird&gione su una curva standard
allestita con concentrazioni note crescenti di BSA.

Dopo la misurazione della concentrazione, le pnetesono state separate
mediante gel di poliacrilammide SDS-PAGE (Sodio &wbd Solfato-
PoliAcrilammide Gel Elettroforesi) e poi sottopoatkanalisi Western blot.

La separazione proteica dei lisati cellulari ésstegeguita mediante elettroforesi
SDS-PAGE secondo la metodica di Laemmli (Laemmli W870).

Brevemente, tra due lastre di vetro separate daatpd sono stati colati e fatti
polimerizzare consecutivamente due diversi g®parating e stacking gel
contenenti rispettivamente acrilammide al 10% el%l. Aliquote di 20ug di
proteine, risospese in Sample Buffer 1x, formatdl@®% Tris-HCI 0.5 M (pH
6.8), 10% glicerolo, 2% SDS, 5% ditiotreitolo, 012%% Blu di bromofenolo,
sono state bollite per 5 min e poi caricate sundgel riducente al 10% assieme a
standard di pesi molecolari (Fermentas). La coletér@foretica € stata eseguita in
un opportuno tampone di corsa (3.02 g/l Tris-H@,41g/l glicina, 1 g/l SDS)

secondo i seguenti parametri: 1h, 300 V, 50 mA.
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Terminata la corsa elettroforetica, le proteine osostate sottoposte a
elettrotrasferimento su membrana di nitrocellulo®gtitran (Schleicher &
Schuell). Il trasferimento e stato effettuato in gportuno tampone refrigerato
(10% metanolo, glicina 192 mM, Tris 25 mM) secom@deguenti parametri: 2 h,
100 V, 350 mA. Dopo il trasferimento, i siti nonesifici delle membrane sono
stati bloccati mediante incubazione con una soheial 5% di latte scremato in
TTBS (Tween Tris-bufferedaline: 0.1% Tween-20, Tris 20 mM, NaCl 150 mM)
per 1h a T, Le membrane sono state poi incubate a 4°C corargicorpi
primari, ciascuno ad un’appropriata diluizione MBS (per pSTAT-1, pNAB,
STAT-1 1:1000, per p«B 1:500, e per anft- actin 1:10000), sino al giorno
successivo. Dopo 2 lavaggi di 15 min in TTBS le rbesne sono state incubate 2
h con gli specifici anticorpi secondari (anibuse antitabbit, o antigoad
coniugati con la perossidasi di rafano, alla ditiz 1:3000 v/v. Dopo 2 lavaggi
di 15 min le membrane sono state incubate 1 min it@ubstratoenhanced
chemiluminescence systéBCL Plus; Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK) ed il segnale di chemiluminescenza acquisito o strumento ChemiDoc
XRS instrument (BIORAD Labs). Ciascuna immagine We®blot mostrata e
rappresentativa di una serie derivante da almesgp8rimenti indipendenti.

Per verificare I'egual caricamento proteico in ogokzetto del gel, le membrane
sono state normalizzate: dopo proceduratdpping con una specifica soluzione
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL), le membraseno state re-incubate con un
nuovo anticorpo primario appropriato, diretto o ttorla forma non fosforilata

della proteina in esame 0 contro una protéioasekeepingbiquitaria.

10. Microscopia ad immunofluorescenza

Su vetrini coprioggetto sono stati piastratf fieeociti nel medium di crescita per
24h. La valutazione di Tg e Pax8 é stata effettdate un’incubazionevernight
in medium serum-free, mentre per valutare l'attivae di STAT-1 e NReB, €
stata effettuata anche una stimolazione per 30cainTNFa (10 ng/ml) da solo
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0 combinato con IFN- (1000 U/ml), in presenza o in assenza di MMI (300
ng/ml),RGZ (5uM) o elocalcitolo (10° M). Sono state utilizzate come controllo
cellule coltivate nello stesso mediuserum-freecon 0,1% BSA e il veicolo
(etanolo assoluto, 0.47%, vol/vol).

Dopo un lavaggio in PBS, le cellule sono stateafessncubando per 1fin i
vetrini con paraformaldeide al 3.7% (pH 7.4) e permeabilizzate con PBS e
Triton X-100 al 0.1% per 1@nin. | vetrini sono stati lavati nuovamente in PBS,
incubati 30’ a temperatura ambiente,g) con una soluzione bloccante, e poi
incubati con i rispettivi anticorpi primari anti-T@liluizione 1:200), anti-Pax8
(diluizione 1:200), anti-NReB p65 (diluizione 1:100) ed anti-p-STAT-1
(diluizione 1:100). Dopo aver lavato con PBS, irwetsono stati incubati 30 min
a Tamp con lanticorpo secondario goahti-rabbit Alexa Fluor 488 coniugato
(diluizione 1:200). | controlli negativi (non moati) sono stati preparati secondo
la procedura descritta escludendo perd la fasecubiazione con I'anticorpo
primario. | vetrini sono stati coperti con vetroaprioggetto e sigillati.

Le immagini sono state acquisite con un microscapioontrasto di fase con
epifluorescenza (Nikon Microphot-FX, Nikon, Tokydapan). La percentuale
delle cellule positive & stata calcolata contarddoumero delle cellule marcate
rispetto al numero totale di cellule presenti, alman 15 campi differenti e
separati del vetrino. Gli esperimenti sono statetefati almeno tre volte con

differenti preparazioni cellulari.

11. Analisi statistica

L’analisi statistica e stata eseguita utilizzandarogramma SPSS 12.0 (SPSS for
Windows 12.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Perifigare la distribuzione
normale dei dati & stato usato il test di Kolmoge@mirnov. E stato eseguito il
test ANOVA (One-way analysis of variancseguito da correziongost hocdi
Dunnett o di Bonferroni per confronti multipli. M@ai di P<0.05 sono stati
considerati statisticamente significativi. Il pragrma ALLFIT (NIH, Bethesda,
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MD, USA; De Leanet al. 1978) e stato utilizzato per analizzare le curesed
risposta ed ottenere i valori did&

| risultati sono stati espressi come mediaterrtaadard (SE, standard error).
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RISULTATI

1. Caratterizzazione del modello sperimentale ditteociti umani

Le colture primarie di tireociti umani sono statienute dal parenchima inter-
nodulare sano tiroideo di 15 pazienti sottopostingelrvento chirurgico per gozzo
(aumento del volume della tiroide di tipo non toesiovvero eutiroideo o

ipotiroideo), previo consenso informato del pazemtpazienti erano costituiti da
10 donne, con eta compresa tra 37 e 83 anni (6R.3®i), e da 5 uomini con
eta compresa tra 32 e 81 anni (64.3+5.5). | pazienmt avevano ricevuto nessun
trattamento farmacologico anti-tiroideo, e gli esaiel sangue mostravano i
livelli degli ormoni tiroidei e degli autoanticorfiroidei nelrangenormale.

In Figura 1 sono riportate cellule tiroidee in codt, ottenute dai tessuti tiroidei
per dissociazione di tipo enzimatica e meccanica.

Fig. 1 Tireociti umani in coltura a passaggio 5. Ingraneiito: 10x.
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Le cellule tiroidee sono state -caratterizzate ttr@amimicroscopia a
immunofluorescenza per valutare la presenza detiteipa tireoglobulina e del
fattore di trascrizione Pax8, essenziale per Ituppp ed il mantenimento dei
tireociti differenziati nell’adulto (Kanget al. 2001). Cellule tra il 5° ed il 6°
passaggio sono risultate positive per Tg (89.763228 e per Pax8 (88.34+1.86
%) (Fig.2). La contaminazione della popolaziongdete di cellule differenti dai
tireociti, valutata come differenza ottenuta traddlule positive e le cellule totali,
era del 8-10% per Tg e del 10-11% per Pax8. Lagméuale delle cellule positive
e stata calcolata contando il numero delle cetiudecate rispetto al numero totale
di cellule presenti, almeno in 15 campi differeatiseparati del vetrino su 3

differenti popolazioni cellulari.

Fig.2 Staining per Tg (sinistra) e per Pax8 (destra)tinedciti umani, valutata con
microscopia ad immunofluorescenza. Ingrandimerfia: 2

Inoltre, tramite Real-Time PCR quantitativa sonatistalutati i livelli di Pax8
nel’mRNA, estratto dalle cellule in coltura (Fig.3
| risultati ottenuti mostrano la presenza di Paerglnestratti raccolti rispetto ad

un controllo negativo (fibroblasti umani).
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Fig.3 Determinazione dei livelli del’'mRNA di Pax8 (egssi come fentogrammi di
Pax8 su 25 ng di cDNA) tramite Real-Time quanti@tPCR nei tireociti e nei
fibroblasti umani. | risultati sono espressi comedm+SE di triplicati di preparati
cellulari di colture primarie di differenti donator

2. Effetto delle citochine pro-inflammatorie sulla secrezione di

CXCL10 nei tireociti umani

Per valutare l'effetto delle citochine pro-infiamio@e sui tireociti umani, le
cellule tiroidee sono state trattate con TWE-IFN+, e dopo 24h di stimolo, sono
stati misurati i livelli della chemochina CXCL10irseipernatanti cellulari.

Il trattamento per 24h di dosi crescenti di 1FFN10-10000 U/ml) determina una
secrezione di CXCL10 significativamente piu altspdtto a quella presente nei
supernatanti cellulari di cellule controllo, neiajjula chemochina risulta non
misurabile; in particolare, I'effetto &€ dose-dipente e non raggiunge un plateau
La quantita di CXCL10 secreto va da 16.94+1.0L9gli proteine totali alla dose
piu bassa, a 125.0£16.96 pg/alla dose piu alta. (Fig.4A). Il trattamento cosi
crescenti di TNFe (0.1-100 e 500 ng/ml) determina un aumento deltmezione
di CXCL10 rispetto ai livelli di controllo. La primmdose di TNFx che determina
un aumento statisticamente significativo della chelnma secreta € 10 ng/ml. In

questo caso, la curva dose risposta della chemadeoreta risulta molto piu
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bassa rispetto a quella di IFNe raggiunge un plateau (13.49+4.49 og/

proteine, valore medio al plateau) (Fig.4B).

A

180 A
160 A
140 - T
120 A .
100 A T
80
60 .

40 -

20 - | |

0 [ 1

CTR 10 100 1000 5000 10000
IFN-v [U/ml]

—

CXCL10 pg/ng proteine

*%*

CXCL10 pg/ng proteine
PRERPEREN
ONPOOOONPOO®OO
1 1 1 i 1 1 1 1 i 1

CTR 0.1 1 10 100 500
TNF-a [ng/ml]

Fig.4 A. Dosi crescenti di IFN-(10-10000 U/ml) aumentano significativamente in
modo dose-dipendente la secrezione di CXCL10 tispate cellule di controllo
(CTR). B. Il trattamento con concentrazioni crescenti di TiNF0.1-100 e 500
ng/ml) aumenta significativamente la secrezion€XICL10, sebbene la quantita sia
minore rispetto a quella indotta da IRN{*P<0.05, **P<0.01 verso cellule
controllo). | dati sono espressi come mediatzSE evaeo da 4-7 esperimenti
separati, utilizzando preparazioni cellulari digin(h=4-7) La secrezione di
CXCL10 e indotta da IFN-e TNF« nei tireociti umani.

L’aggiunta simultanea della dose fissa di TWMEO ng/ml a dosi crescenti di IFN-
vy (10-10000 U/ml), determina un’amplificazione deHlacrezione di CXCL10
indotta da IFNy, raggiungendo una risposta superiore ad ogni des@ata in
confronto alla dose corrispondente di IfFMa solo (Fig.5A).

La combinazione delle due citochine determina utefeffetto sinergico. | livelli
di CXCL10 secreti sono compresi tra 1225.50+41.08&6.35+229.43 pgg di

proteine. Il sinergismo tra le due citochine é imimente dose-dipendente e poi
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raggiunge un plateau. La massima secrezione di QRC2866.35+229.43 pag
proteine totali (valore medio al plateau), si atiecombinando TNIle-(10 ng/ml)
e IFN+<y (1000 U/ml) (Fig.5A).
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Fig.5 A. Una dose fissa di TNE-(10 ng/ml) aumenta la secrezione di CXCL10
indotta da IFNy nei tireociti (*P<0.05, **P<0.01 verso controll@ verso la
corrispondente dose di IFNela solo, °P<0.05 verso la dose precedente). lsdat
espressi come mediazSE e derivano da 4-7 espefinseparati utilizzando
preparazioni cellulari distinte (n=4-B). L'espressione del’'mRNA di CXCL10 nei
tireociti trattati con IFNy (1000 U/ml) e TNFe (10 ng/ml) viene up-regolata dalle
singole citochine e potenziata dalla loro combioaei (*P<0.05, **P<0.01 verso
controllo, °P<0.05 verso I'espressione indotta BH-}). L'espressione del'mRNA
di CXCL10 € espressa corfid increaseverso I'espressione in cellule di controllo,
prese come 1. | dati sono espressi come mediat8Erieano da 3 esperimenti
separati utilizzando preparazioni cellulari distiin=3).
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Questa combinazione € in accordo con studi pretiesianiti sempre su tireociti

umani condotti da Antonelkt al. (Antonelli et al. 2006d), ed e la combinazione
di citochine utilizzata per gli esperimenti suceass

Tramite esperimenti di Real-Time PCR e stato dinastche stimolando le
cellule per 24h con IFN-(1000 U/ml) e con TNFe (10 ng/ml) viene up-regulata
I'espressione dellmRNA di CXCL10, e che la comlziome delle due citochine
determina un forte aumento dell’espressione delRrARli CXCL10 di ben 23

volte rispetto all’espressione indotta dalle siegatochine (Fig.5B).

3. Studio dell’effetto sinergico di IFNy e TNF-a

Per capire i meccanismi alla base della sinergidRN-y e TNFe nei tireociti
umani, € stato valutato se le due citochine fossegrado di modulare in modo
reciproco i loro recettori, meccanismo di interamotra citochine gia noto in
letteratura. Tramite esperimenti di citofluorimate analisi Real-Time PCR, e
stata valutata I'espressione di IFNR (o CD119, ttece per INFy) e di TNFR di
tipo I e Il (recettori per TNFe) nei tireociti stimolati per 24h con IFN{1000
U/ml) o TNF-a (10 ng/ml).

Dall’analisi citofluorimetrica risulta chiaro cheéespressione della proteina di
membrana IFNR aumenta significativamente nei titedcattati con TNFe
rispetto all’espressione basale in cellule di adidgr (28.82+3.11% vs
5.42+0.63%, percentuale del numero di cellule pasitispetto al numero di
cellule totali), mentre lo stimolo con IFN-non determina nessun effetto
significativo (Fig.6A).

Entrambi i recettori per il TNf-non subiscono nessun tipo di modulazione da
parte delle due citochine (dati non mostrati).

L’analisi dell’espressione dellmRNA di IFNR rivelan accordo con i risultati di
citofluorimetria, un significativo aumento dell’aggsione del gene del recettore
indotto dallo stimolo di 24h del TN&-(10 ng/ml), sebbene sia molto piu basso
rispetto all'incremento del recettore a livello @ico, mentre IFN (1000 U/ml)

non esercita nessun effetto significativo (Fig.7).
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Fig.6 A. Lanalisi citofluorimetrica rivela che TNE- (10 ng/ml) up-regola
I'espressione sulla membrana di IFNR, rispetto luleedi controllo (**P<0.01); il
trattamento con il suo ligando (1000 U/ml) non meseffetti significativi. B.
Esperimento rappresentativo dell’espressione di lnana di IFNR (CD119) nei
tireociti dopo 24h di trattamento. Negli istogrammitofluorimetrici, la linea
continua rappresenta la colorazione con Ab antiRFMentre la linea discontinua la
colorazione con mAb di controllo isotipico. In aas pannello € indicato il
trattamento effettuato e la percentuale di celpdsitive rispetto alle cellule totali. |
risultati derivano da 8 esperimenti utilizzandoedse preparazioni cellulari (n=8).
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Fig.7 L’'analisi in Real-Time PCR dell’'espressione di IFMBi tireociti mostra che
TNF-a (10 ng/ml) aumenta significativamente la sua espome (**P<0.01 verso
cellule di controlllo), mentre IFN- (1000 U/ml) non esercita nessun effetto
significativo. L'espressione dellmRNA di IFNR éesssa coméold increaseverso
I'espressione in cellule di controllo, prese comel ldati sono espressi come
mediatSE e derivano da 4 esperimenti separatizzditido preparazioni cellulari
distinte (n=4).
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4. Azione di metimazolo, di rosiglitazone e di eladcitolo sui

tireociti umani

4.1. Effetto sulla secrezione di CXCL10 indotta d& citochine

pro-infammatorie

Per studiare il possibile ruolo svolto dai farmsagila secrezione di CXCL10 nei
tireociti umani, indotta dalle citochine pro-infiamatorie, le cellule sono state
stimolate per 24h con IFN-1000 U/ml) e TNFe (10 ng/ml) e concentrazioni

crescienti dei farmaci:
- MMI: 1, 10, 50, 100, 200, 300, 500, 1000 ng/ml
RGZ: 0.050.1, 1, 2.5, 5, 10, 20, 3M
Elocalcitolo: 10% 10, 10, 10", 10°, 10°, 107, 10°M

Le concentrazioni dei farmaci sono state scelta fiase della dose terapeutica ed
in accordo ai parametri farmacocinetici, comg& concentrazione massima nel
plasma del farmaco dopo somministrazione, ed AU€a &ottesa dalla curva
della concentrazione plasmatica del farmaco neptefrea Under the Curje

MMI e utilizzato per la terapia della malattia diages con una somministrazione
orale giornaliera di 15 mg, raggiungendo una coimagione plasmatica pari a
300 ng/ml (=2.63x18 M) (Janssoret al. 1983; Okamurat al. 1986).

RGZ é utilizzato nella terapia antidiabetica 2-8/digy raggiungendo unayfax
pari a 0,43-1,68xIOM (Barman Balfouet al. 1999; Coxet al.2000).

La dose terapeutica nel trattamento del BPH diadtitolo e 150ug al giorno per
0s, con una Gax pari a 2,2-4,5x18M (Colli et al. 2006).

Come mostrato in Fig.8A MMI e in grado di diminuile quantita di CXCL10
presente nel surnatante cellulare, indotta daltelsine, in modo dose-dipendente
e significativo a partire da 10 ng/ml. La massiméizione (46.28+3.04%) e
raggiunta con la concentrazione di 300 ng/ml di MMI

In modo simile, elocalcitolo inibisce nei tireocitmani in modo dose-dipendente
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la secrezione proteica di CXCL10 in modo significad partire dalla
concentrazione di 18 M, con massima inibizione (51.51+5.4%) alla dos&Gf
M (Fig.8B).
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Fig.8 A. Dosi crescenti di MMI diminuiscono la secreziorieGKCL10 (espressa
come pgig proteine) indotta da IFM-1000 U/ml) + TNFe (10 ng/ml) (*P<0.05,
*P<0.01 verso cellule trattate con IFN+ TNF-0). B. Elocalcitolo inibisce in
modo dose-dipendente la secrezione di CXCL10 (*0s0.**P<0.01 verso
trattamento con IFN- + TNF-w). C. Il trattamento dei tireociti con diverse
concentrazioni di RGZ inibisce in modo dose-dipetidda secrezione di CXCL10
indotta dalle citochine (**P<0.01 verso IFN+ TNF-v). | risultati delle curve dose-
risposta sono espressi come mediatSE e derivand-daesperimenti separati
usando distinte preparazioni cellulari (n=4-7).
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Anche RGZ inibisce significativamente in modo ddggendente la secrezione di
CXCL10 (Fig.8C) a partire da 1M, raggiungendo la massima inibizione
(54.44+5.34%) alla dose di V.

Utilizzando il programma ALLFIT é stato fattofitting simultaneo delle curve di
inibizione di MMI, di RGZ e di elocalcitolo. MMI RGZ sono in grado di
esercitare un effetto inibitorio comparabile noatisticamente significativo sulla
secrezione di CXCL10. Non risulta una differenzgnsicativa tra le dosi
inibitorie 50 half maximal inhibitory concentratigriCso) di MMI e di RGZ: la
ICs0 della curva difitting € pari a 0.29+0.04M (P=0.21). Il confronto tra
elocalcitolo e MMI mostra una differenza statistemnte significativa tra le
curve: la 1Go di elocalcitolo & pari a 5.69xTé+3.92 x10" M, e quindi
elocalcitolo risulta molto piu potente di MMI (eigdi anche di RGZ) nell’inibire

la secrezione di CXCL10 nei tireociti (Fig.9).
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Fig.9 Dopo interpolazione con ALLFIT delle curve d'inilne risulta che MMI
(quadrati azzurri) ed RGZ (cerchi rosa) esercitanoeffetto simile nei tireociti
umani, fittando la stessa curva corg€h.29+0.05uM (P=0.21), mentre elocalcitolo
(quadrati verdi) esercita il suo effetto inibitordmn una potenza molto maggiore
rispetto a MMI e RGZ (I§= 5.69x10'*%3.92 x10**M, P<0.01). La secrezione di
CXCL10 é espressa come variazione percentualettospla massima secrezione
indotta dalla stimolazione con IFN+ TNF-.
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L’analisi dell'espressione dellmRNA di CXCL10 n&eociti umani stimolati per
24h con IFNy (1000 U/ml) + TNFe (10 ng/ml) ed in presenza dei farmaci alla
dose a cui determinano la massima inibizione ngflerezione delle proteina
(MMI: 300 ng/ml, RGZ: 5uM, Elocalcitolo: 10° M), rivela che solamente
elocalcitolo e in grado di inibire in modo statistmente significativo

I'espressione genica del CXCL10 indotta dallo stormtochinico (Fig.10).
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Fig.10 Elocalcitolo (16° M), ma non MMI (300 ng/ml) e RGZ (@M), down-regola
significativamente I'espressione del’'mRNA di CXQLindotta da IFNy +TNF-a
(P<0.05 verso cellule trattate con le citochiné?<0.01 verso cellule di controllo).
L'espressione dellmRNA di CXCL10 e espressa coivle increase verso
I'espressione in cellule di controllo, presa comel ldati sono espressi come
mediatSE e derivano da 3 esperimenti separatizzdilido preparazioni cellulari
distinte (n=3).

4.2. Effetto sull'up-regolazione di IFNR indotta daTNF-a,

Per verificare se I'effetto dei farmaci sulla semee di CXCL10 influisca sul

meccanismo di sinergia tra le due citochine, éastatalizzata I'espressione di

IFNR indotta da TNFe: (10 ng/ml) in presenza di MMI (300 ng/ml), RGZ (&)

ed elocalcitolo (18 M).

L’analisi citofluorimetrica mostra come il trattante dei tireociti con TNF ed

elocalcitolo riduce in modo significativo I'espremse della proteina IFNR sulla
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membrana cellulare (13.9+3.2% verso 30.0+1.5% #adoia TNFe, P<0.01,
Fig.11A). Anche il trattamento dei tireociti con MMper 24h riduce
significativamente I'espressione di IFNR up-regalata TNFe (17.4+3.8% e
30£1.5% rispettivamente), mentre RGZu(d) non determina nessuna variazione
di espressione significativa (Fig.11A).

Lo studio in Real-Time PCR dell’espressione dellNA&R specifico conferma
I'effetto inibitorio di elocalcitolo e di MMI, memé RGZ non mostra alcun effetto
modulatorio (Fig.11B).
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Fig.11 A. Sia elocalcitolo (18 M), che MMI (300 ng/ml), riducono in modo
significativo I'espressione di IFNR up-regolata TiF-o (10 ng/ml); al contrario,
RGZ (5uM) non esercita alcun effetto significativo nellellale trattate con TNFe-
(°P<0.05, °°P<0.01 verso espressione indotta da-I;N¥P<0.01 verso cellule di
controllo). | risultati sono espressi come mediat@dla percentuale di cellule
positive rispetto alle cellule totali. | risultadierivano da 4 esperimenti utilizzando
diverse preparazioni cellulari (n=4B. L’analisi in Real-Time PCR rivela che
elocalcitolo (1¢ M) e MMI (300 ng/ml), ma non RGZ (®M), inibiscono
'espressione dellmRNA di IFNR indotta da TNF{10 ng/ml) (°P<0.05 verso
espressione indotta da TNE-*P<0.05, **P<0.01 verso controllo). L'espressione
del'mRNA di IFNR ¢ espressa corfid increaseverso I'espressione in cellule di
controllo, presa come 1. | dati sono espressi comeiatSE e derivano da 3
esperimenti separati utilizzando preparazioni tafldistinte (n=3).
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4.3. Modulazione delsignaling intracellulare delle citochine pro-

inflammatorie

Le citochine pro-inflammatorie, IFM-e TNF«, utilizzano due principali vie di
segnalazione intracellulare nella modulazione defjétti infiammatori: la via di
STAT-1 e la via di NReB, rispettivamente. Nei tireociti umani, dopo
stimolazione citochinica, € stata valutata I'attieae delle due vie diignaling e
'eventuale modulazione indotta dalla contemporapessenza dei farmaci in
studio.

Mediante analisi Western blot & stato valutato tltos di fosforilazione delle
proteine STAT-1 (Fig.12A), NkB (Fig.12B), e IkB e (Fig.12C).

Le cellule tiroidee sono state stimolate per 15 gon IFNy 1000 U/ml o con
TNF-o 10 ng/ml in presenza o meno di elocalcitolo{M), MMI (300 ng/ml), e
RGZ (5uM).

IFN-y e TNFa inducono la rapida attivazione delle proprie sfedoé vie di
signaling nei tireociti umani, determinando, rispettivamelaefosforilazione di
STAT-1 e di NFkB (Fig.12A e B). L’attivazione di NF-kB é stata utdta anche
indirettamente valutandaB, repressore di NF-kB, che una volta fosforilaiene
rapidamente ubiquitinato e degradato nel proteas@aamettendo a NkB di
attivarsi e traslocare nel nucleo: TNHFe in grado di determinare la fosforilazione
di IkB, ed inoltre, si osserva la degradazionec&i (Fig.12C).

Per quanto riguarda i farmaci, elocalcitolo bloscala fosforilazione di STAT-1
indotta da IFNy, sia quella di NReB e di kB indotta da TNFx; MMI, invece, e
in grado di agire soltanto sullo stato di fosfaritme di STAT-1, senza alterare |l
pathwayNF-«B/IkB attivato da TNFa.

RGZ invece down-regola la fosforilazione di XB; ma non quella di STAT-1
(Fig.13).
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Fig.12 Gli estratti SDS di tireociti stimolati con IFiN{1000 U/ml,A) o con TNFe
(10 ng/ml,B e C) con o senza elocalcitolo (!M) e MMI (300 ng/ml) sono stati
immunoblottati con Abs specifici per determinarefidaforilazione di STAT-14),
NF«B (B) e kB (C). Il trattamento con IFN-induce la fosforilazione di STAT-1,
mentre TNFe induce quella di NkB e kB, e la degradazione diB. Elocalcitolo
inibisce entrambi pathwayscitochinici, bloccando la fosforilazione di STATeldi
NF«B/IxB. MMI, invece, agisce solamente sulla via di STATSTAT-1 AeC) e
B-actina B) sono stati utilizzati come controlli per normabze il caricamento dei
campioni. | risultati derivano da 4-6 esperimemparati, utilizzando preparazioni

cellulari distinte (n=4/6).
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Fig.13RGZ inibisce solamente la via di NdB, bloccando la sua fosforilaziona)(
mentre non modula ipathway di STAT-1 B). STAT-1 e B-actina sono stati
utilizzati come controlli per normalizzare il caaimento dei campioni. | risultati
derivano da 4 esperimenti separati, utilizzandparazioni cellulari distinte (n=4).
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| risultati sull’attivazione della fosforilaziona 8 TAT-1 e di NF«xB/IxB da parte
di IFN-y e TNF4, rispettivamente, e sulla modulazione da parte faenaci
ottenuti con la tecnica di Western blot sono suéteriormente confermati una
metodica diversa: un saggio di traslocazione nuveleaffettuato con la
microscopia ad immunofluorescenza.

In Fig.14 l'analisi con la microscopia ad immunaitascenza con un anticorpo
verso la subunita p65 di NiEB in cellule tiroidee, trattate per 30 min con TNF-
da solo (10 ng/ml) o combinato con IKN1000 U/ml), mostra un aumento della
fluorescenza nel nucleo, rispetto a cellule di mgditt: lo staining nucleare con
TNF-a € pari a 91.42+2.13%, quello con TNF+ IFN-y e di 89.82+2.48%,
mentre nelle cellule di controllo 1.14+0.64%. Quirad seguito dello stimolo
inflammatorio, si osserva un aumento della foséaidne di NF<B (subunita
p65), della sua attivazione e traslocazione daptasma al nucleo. IFM-da solo
non determina nessun effetto sull'attivazione/treakione di NRe<B (dati non
mostrati).

Gli effetti dei farmaci nelle cellule stimolate c@iNF-a + IFN-y sono risultati gli
stessi rispetto agli esperimenti in cellule stinmlaon TNFe da solo; pertanto
sono stati riportati soltanto i dati dei farmacpiresenza di TN

La co-incubazione con TN&-e MMI (300 ng/ml) non influenza la traslocazione
nucleare di NReB (81.8+4.41% di cellule positive nel nucleo). Antrario, il
trattamento simultaneo con elocalcitolo t101) e RGZ (5uM) riduce in modo
statisticamente significativo la traslocazione eack di NF<B indotta dalla
citochina: con elocalcitolo si ha una riduzione mieinero di cellule con positivita
nel nucleo, e quindi della traslocazione, pari @ecil 60% Etaining nucleare
35.28+5.06%), mentre con il RGZ del 50%.

Nel pannello in basso di Fig.14 sono riportatesultati di staining nucleare,
ottenuti con tutti i trattamenti, espressi comecprtuale di cellule positive nel
nucleo. Questa percentuale e stata ottenuta atasxid le cellule come positive o
negative per la presenza di p65 nel nucleo, e poiando il numero di cellule
positive rispetto al numero totale in 18 campi sapalel vetrino.
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Fig.14 A. La stimolazione delle cellule tiroidee per 30 mia son TNFe (10
ng/ml) da solo, che combinato con IFN(L0O00 U/ml), determina I'accumulo
nucleare della subunita p65 di NB- nella maggior parte delle cellule, rispetto al
controllo, in cui p65 é distribuita nel citosol kegare. Nelle cellule stimolate con
TNF-o0, la presenza di elocalcitolo e di RGZ determina tiduzione marcata della
traslocazione nucleare di p65 (circa 60% e 50%pettsvamente), mentre in
presenza di TNl-e MMI la distribuzione cellulare di p65 é simileqaella delle
cellule stimolate soltanto con la citochina. Ingtamento: 20x.B. Le colonne
riassumono i risultati ottenuti sia con TNK410 ng/ml) da solo, che combinato con i
farmaci, espressi come percentuale di cellule pesjier p65 nel nucleo (verso |l
numero di cellule totali)+SE, e derivanti da 3 e8penti separati utilizzando
differenti preparazioni cellulari (n=3). (**P<0.Q&rso cellule di controllo; °P<0.05,
°°P<0.01 verso trattamento con TN}-

Per quanto riguarda la via dgignalingdi IFN-y, I'analisi con la microscopia ad
immunofluorescenza con una anticorpo verso pSTAiR1cellule tiroidee

conferma la capacita di IFN-di attivare il fattore di trascrizione STAT-1,
provocandone la fosforilazione e la traslocazioekenucleo. La stimolazione dei
tireociti per 30 min con IFN- (1000 U/ml) risulta in un forte aumento delle

cellule positive nel nucleo per pSTAT-1: &taining nucleare per pSTAT-1 &
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60.45+7.07%, mentre nelle cellule di controllo pSFA e virtualmente assente
(0.58+0.4 %) (Fig.15).

La co-incubazione con IFN-ed elocalcitolo (18 M) o MMI (300 ng/ml)
determina un effetto simile: la traslocazione diTA3-1 viene bloccata quasi
totalmentell trattamento con RGZ (M), in presenza di IFN; non determina

nessuna variazione della localizzazione di pSTAT-1
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Fig.15A. In cellule di controllo pSTAT-1 & virtualmente aste |l trattamento con
IFN-y (1000 U/ml) per 30 min induce I'accumulo di pSTATrel nucleo. Nelle
cellule stimolate con IFN- ed elocalcitolo (18 M) o MMI (300 ng/ml) la
traslocazione nucleare di pSTAT-1 viene inibitanine con IFNy e RGZ (5uM),
non avviene nessuna variazione della localizzazineSTAT-1. Ingrandimento:
20x. B. Le cellulesono state classificate come positive 0 negativdgppresenza di
pSTAT-1 nel nucleo, ed i risultati sono espressmeopercentuale di cellule
positivexSE (calcolate contando il numero di cellgositive rispetto al numero
totale in 15 campi separate di ogni vetrino). Llt&ti sono espressi come mediatSE,
e derivano da 3 esperimenti separati utilizzand@erdinti preparazioni cellulari
(n=3). (**P<0.01 verso cellule di controllo; °°P€Q. verso trattamento con IFN-
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5. Azione di elocalcitolo, di MMI e di RGZ sui linfociti CD4+

umani

Dopo 48h di trattamento con P/l (/10 ng/ml) dei linfociti umani T CD4+
purificati, & stata valutata con una serie di dgsdgLISA la secrezione di
differenti citochine. | linfociti T CD4+ sotto stiolo con P/l sono in grado di
secernere vari tipi di citochine in grandi quan(idg.16), rispetto ai valori non

misurabili della condizione di controllo, in cuidellule non sono state stimolate:
- CXCL10 (244.54+46.67 pg/ml),
- IFN-y (103558.11+14294.40 pg/ml),
- TNF-a (50920.56+6203.17 pg/ml)
- 1L-17 (5418.58+151.40 pg/ml)

- 1L-4 (859.83+22.34 pg/ml)

IL-5 (568.78+66.32 pg/ml)

La co-incubazione con elocalcitolo () e con MMI (300 ng/ml) determina
una riduzione significativa della secrezione datealelle cellule T CD4+ di
CXCL10 (elocalcitolo: 62.33+18.80 pg/ml, MMI: 920867.96 pg/ml), di IFNy
(elocalcitolo: 50326.39+6918 pg/ml, MMI: 48140.4%8® pg/ml), e di TNFe
(elocalcitolo: 24400.14+6087.76 pg/ml, MMI: 2497Bi256.25 pg/ml)
(Fig.16A, B, C). Come mostrato in Fig.16D, elocam riduce
significativamente anche la secrezione di IL-17 0®B13+88.5 pg/ml), ed
aumenta in modo significativo la produzione di 1(121.20+69.77 pg/ml) e di
IL-5 (1028.11+101.00 pg/ml) da parte dei linfoci CD4+ attivati con P/I
(Fig.16E, F). MMI non determina alcun effetto sutlacrezione di IL-17, e non
modifica la secrezione del pattern citochinico igotTh2 (Fig.16D, E, F). Il
trattamento dei linfociti T CD4+ con RGZ (bM) determina una riduzione
statisticamente significativa di CXCL10 (116.41#2 pg/ml), e non significativa
di IFN-y, e TNFe, mentre non ha effetti su IL-17 e sulle citochiie (Fig.16).
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Fig.16 A-F. | linfociti T CD4+ stimolati per 48h con P/l (IM/10 ng/ml) sono in
grado di secernere CXCL10, IFN-TNF-o, IL-17, IL-4, IL-5 (**P<0.01 verso
cellule di controllo non stimolate). Il trattamersonultaneo con elocalcitol(10®
M) riduce la quantita di CXCL10, IFNM; TNF-, IL-17 e aumenta IL-4, IL-5
(°P<0.05, °°P<0.01 verso secrezione indotta da Pd)co-incubazione con P/l e
MMI (300 ng/ml) determina una riduzione significatidi CXCL10, IFNy, TNF-,
ma non esercita alcun effetto sulla secrezioneldi?n, IL-4, IL-5 (°P<0.05,
°°P<0.01 verso secrezione indotta da P/lI). RGZukf) determina la riduzione
significativa di CXCL10, tende a diminuire IFN-e TNF&, ma non esercita alcun
effetto sulla secrezione delle altre citochine €01 verso secrezione indotta da
P/l). La secrezione proteica € espressa come pgthatti sono rappresentati come
mediatSE e derivano da 6 esperimenti effettuati diwerse preparazioni cellulari
ottenute da donatori diversi (n=6).

L’analisi dell’espressione del’lmRNA con Real-tinRCR conferma il profilo
delle citochine secrete dai linfociti stimolati p&8h con P/I, ottenuto dai dosaggi

ELISA (Fig.17), ed inoltre conferma I'azione develisi farmaci.
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Fig.17 Nel grafico é riportata I'espressione degli sgecimRNA (fold increase
verso espressione indotta da P/I, presa come IE) eedlule T CD4+ sotto differenti
trattamenti farmacologici. Le colonne esprimononiadia+SE ed i risultati derivano

da 4 esperimenti separati usando preparazionilagltliverse (n=4)
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DISCUSSIONE

Graves’ disease (GD) é una malattia autoimmune detlide, caratterizzata dalla
presenza di auto-anticorpi (TRADb), che si leganaeaettori per il TSH sulle
cellule follicolari tiroidee causando ipertiroidismGD e inoltre caratterizzata da
reattivita verso gli antigeni tiroideself e da un’'importante infiltrazione
linfocitaria persistente nella ghiandola, che seolgn ruolo importante nella
patogenesi della malattia (Weetman AP. 1994).

Nelle AIDT le cellule T infiltranti ed i macrofagmediano importanti effetti
inflammatori, come il rilascio di citochine (Weetmet al. 1997), tra cui IL-1, IL-
2, IL-6, IL-10, IFN+y e TNF+.

Recentemente, e stato dimostrato che il fenotiple dellule T coinvolte nel GD
cambia nel corso della malattia, il sottotipo pmadwante nei pazienti con durata
breve € quello Thl, mentre i cloni di cellule Tidanti da pazienti con una durata
piu lunga della malattia mostrano principalmentéeiiotipo Th2 (Aniszewskét
al. 2000).

La risposta inflammatoria € un processo multisteasatterizzato da differenti
citochine e chemochine, il cui equilibrio determih@dominio della popolazione
linfocitaria di tipo Th1l o di quella di tipo Th2l primo subset di linfociti, che
secerne IFNr e IL-2, predomina nelle risposte inflammatorie,ntne i linfociti
Th2, che secernono IL-4 e IL-5, sono coinvolti malnunita umorale. Dato che
le due subpopolazioni tendono a funzionare in madtagonista tra loro, il
bilanciamento tra i linfociti Thl e Th2 pud detenaie il successo nelle malattie
autoimmuni, in termini di protezione e d'immunogdatpa.

Inoltre le cellule follicolari tiroidee stesse prasbno molte citochine e
chemochine (Antonelket al. 2006b; Antonelliet al. 2006d; Antonelliet al. 2009;
Garcia-Lopezt al.2001; Watsoret al. 1995), che controllano il reclutamento dei
linfociti, fenomeno complesso che prevede I'adeae@da migrazione attraverso

I'endotelio, il trafficking attraverso l'interstizio, il movimento verso idaciti nel
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sito dell'inflammazione e infine la localizzazioimesitu.

Tra le chemochine CXCL10, membro della famiglialeledLXC chemochine
indotte da IFNy, € stato recentemente identificato come fondartenialla
patogenesi dell’autoimmunita ghiandolare (Rotosidal. 2003). Essa svolge un
ruolo importante nelle fasi iniziali dei disordiamutoimmuni tiroidei, in quanto alti
livelli di CXCL10 sono presenti in pazienti con éamiziale di GD (Antonelliet
al. 2004; Romagnani Rt al.2002b).

CXCL10 e in grado di promuovere la risposta infiamtonia di tipo Thi,
guidando il reclutamento linfocitario, la prolifeiane delle cellule T e la
secrezione di IFN- (Campbell JDet al. 2004; Romagnani Pet al. 2004). Si
instaura un loop positivo tra i linfociti Thl espenti CXCR3, reclutati nei siti
dell'infammazione e le cellule tiroidee follicolastimolate dall'lFNy prodotto
dalle cellule T (Rotondet al. 2007).

| risultati della ricerca mostrano che i tireocitmani in coltura, isolati dal
parenchima internodulare di tessuti tiroidei sarpakienti sottoposti a intervento
chirurgico per gozzo tiroideo (aumento del volunteagdolare senza presenza
d’ipertiroidismo), stimolati con citochine pro-iafnmatorie (IFNy e TNF)
secernono la chemochina CXCL10.

Non sono stati utilizzati i tessuti provenienti pizienti affetti da GD, poiché tali
pazienti al momento dell’intervanto chirurgico dawoessere eutiroidei, poiché
sono stati sottoposti al trattamento terapeuticofaomaci antitiroidei.

Dosi crescenti di IFN- inducono una secrezione marcata di CXCL10 dose-
dipendente da parte dei tireociti e che non ragguwm plateau, mentre il TNk-

a differenza di precedenti studi effettuati neediciti umani (Antonelliet al.
2006d; Garcia-Lopeet al.2001), in cui non veniva evocata nessuna rispesia,
grado di determinare in modo dose-dipendente leesene di CXCL10, sebbene
in quantita piu basse rispetto a IFN-raggiungendo un plateau.

Inoltre, TNF-o. € in grado di up-regolare 'mRNA di CXCL10 in modanile a
IFN-y, suggerendo che TNépossa contribuire a iniziare il reclutamento dei T
nel sito dell'inflammazione.

La combinazione di IFN-e TNFa determina un effetto sinergico, sia sulla

secrezione proteica sia sull’espressione geni€Xd@L10.
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Il sinergismo tra le due citochine e stato desziitt molti sistemi biologici: in
particolare, la presenza concomitante nel sitoiagimmazione di IFNy e di
TNF-o € essenziale nell'orchestrare e amplificare lpossa cellulare di tipo
inflammatorio (Krakaueret al. 1993; Lombardiet al. 2009). Numerosi studi
hanno osservato che TNFe in grado di sinergizzare con IRNRell'indurre
I'espressione del’mRNA di CXCL10 (Saugt al. 1999) e che TN-aumenta la
produzione di CXCL10 indotta da IFNin differenti tipi di cellule umane, come
cellule della corteccia surrenalica (Rotoredi al. 2005), cellule endoteliali di
microcircolo (Lombardet al. 2009), cardiomiociti (Crescioit al. 2008), cellule
mesangiali (Romagnani Rt al. 2002a). Sono molti i meccanismi con cui la
sinergia citochinica puo attuarsi: la modulazioed' &spressione del recettore di
una citochina da parte dell'altra, la regolazioe# afffinita di una citochina per il
proprio recettore, oppure la variazione dell’espi@se genica dell’altra citochina
attraverso alterazione della trascrizione, delditita del’'mRNA o della sintesi
proteica (Holteet al. 1986; Zuckermaset al. 1988).

| risultati mostrano che nei tireociti I'effetto ng@rgico € associato a un’up-
regolazione significativa di IFNR, guidata da TMFsia a livello proteico che
genico. Numerose citochine, compreso T&Fdescono ad amplificare le loro
risposte biologiche siain vitro sia in vivo attraverso la regolazione
dell'espressione dei recettori per altre citochifleakauer et al. 1993). In
particolare, questo meccanismo di up-regolazioheedgroco recettore tra TNF-
a e IFNy e stato descritto anche in altri tipi cellulariréScioli et al. 2008;
Lombardiet al. 2009; Ruggiercet al. 1986; Sanceaet al. 1992; Shireyet al.
2006). L'up-regolazione dei recettori per le citmehpotrebbe rendere le cellule
piu sensibili agli stimoli, facilitando I'amplificaone delle risposte infiammatorie
(Shirey et al. 2006). La ricerca dimostra chiaramente che TNEp-regola
I'espressione di IFNR, sia a livello proteico siango, mentre nessun tipo di
effetto da parte delle due citochine e stato osgersull’espressione di TNFRI e
TNFRII (dati non mostrati).

Livelli plasmatici elevati di TNFx e del suo recettore solubile (STNFR-I), sono
stati implicati nei meccanismi citotossici che ¢emazzano la distruzione della

ghiandola tiroidea nelle AIDT (Dieet al. 2002).Come mostrato nei risultati, sia
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TNF-o che IFNy stimolano i tireociti a secernere CXCL10 in modoset
dipendente, e TNl- € capace di sinergizzare con IfNdeterminando un
notevole aumento della risposta (la quantita di CKZsecreto passa infatti da
pg/ml a ng/ml), in quanto, aumentando I'espressiaimaembrana di IFNR, rende
le cellule piu sensibili agli stimoli e in grado dspondere a concentrazioni piu
basse di IFNe Inoltre in presenza di TN&-la curva dose-risposta di IFN-
raggiunge il plateau, a differenza della curva eusgosta di IFNy da solo:
questo fenomeno puo essere spiegato dal fatto NReoTe in grado di aumentare
notevolmente I'espressione di membrana di IFNRgitaggendo una risposta a
IFN-y che €& gid massima anche a concentrazioni diylfidsse. TNF: sembra
avere quindi un ruolo critico nella patogenesi @elNITD e in generale delle
malattie autoimmuni, in accordo con studi precedehe mettono in luce la
rilevanza depathwaydi TNF-o nel GD (Diezet al. 2002).

Nei tireociti umani € stata dimostrata la segnalagiintracellulare delle due
citochine infiammatorie, tramite analisi di Westdiot e saggi di traslocazione
nucleare. IFNy (1000 U/ml) e in grado di attivare la via di STAT-
provocandone la fosforilazione e quindi la traskoae nel nucleo, dove andra a
regolare la trascrizione di specifici geni targeilF-o, invece, agisce attivando la
via di NF«B: la stimolazione dei tireociti con TNé&-10 ng/ml determina la
fosforilazione del fattore di trascrizione e dediaa subunita inibitoria €B), che
si stacca da NkB per essere poi degradato (come si osserva daiBahVestern
blot) e rende attivo NIkB, libero di traslocare nel nucleo. Il fattore didcrizione
NF-kB svolge un ruolo cruciale nella regolazione di euosi geni coinvolti nella
risposta infiammatoria, in particolare di quellidiftcanti per chemochine e
citochine pro-infammatorie e che controllano lartaocellulare (Li Q.et al.
2002).

La produzione di citochine nei disordini autoimmuleila tiroide € sostenuta dai
tireociti, dai linfociti infiltranti la ghiandola eall’attivazione di reazioni umorali
in siti diversi dalla tiroide. | risultati mostranche le stesse cellule follicolari
tiroidee sono un sito importante di produzione HGL10 (Antonelliet al. 2004;
Kemp et al. 2003; Garcia-Lope=zt al. 2001; Romagnani Pet al. 2002b), in

accordo con recenti studi effettuati in pazientetif da GD, che mostravano una
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significativa riduzione degli alti livelli di CXCLQ nel siero dopo tiroidectomia
(Antonelli et al. 2006b) o dopo trattamento cdtli (Antonelli et al. 2007). Cid
suggerisce che le cellule follicolari tiroidee pm33 modulare la risposta
autoimmune nelle AIDT attraverso la produzione ¥iGL10 e perpetuare cosi la
cascata autoimmune mediata dai linfociti Th1-CXCR&Sawy et al. 2002;
Rotondiet al 2007; Zhacet al. 2002).

L’interferenza con la produzione di CXCL10 o I'espsione di CXCR3 potrebbe
risultare in una significativa inibizione del prese inflammatorio (Lazzegt al.
2005a). Neutralizzando I'attivitin vivo di CXCL10, ad esempio con anticorpi
monoclonali anti-CXCL10, potrebbe essere possiliilenere una polarizzazione
pro-Th2, alterando il bilancio Th1/Th2 dovuto, ahmein parte, ad un effetto
diretto di CXCL10 sulla polarizzazione delle celull verso il subset Thl
(Salomoret al. 2002).

In seqguito all’osservazione della presenza di lalelli sierici di CXCL10 in
pazienti affetti da GD, molti trials clinici sontas disegnati per valutare lo stato
della chemochina nel siero nei pazienti di GD itazione alla loro funzione
tiroidea ed al trattamento (Antonedii al. 2006a; Antonellet al. 2006b; Antonelli
et al. 2006c). | pazienti di GD con ipertiroidismo noattato hanno livelli sierici
di CXCL10 piu alti dei pazienti ipertiroidei o erdidei sotto trattamento con
MMI. Il trattamento delle AIDT con le tionamidi, toé agli effetti sulla sintesi
ormonale, & accompagnato a una graduale remissieléaberrazione
autoimmune nella maggior parte dei pazienti (Largh& 2006Mc Gregoret al.
1980; Pincherat al. 1969). La riduzione del CXCL10 dopo la somminizimae
di MMI potrebbe essere dovuta agli effetti immunaiulatori del farmaco, in
funzione anche del fatto che i livelli piu bassil@ehemochina sono associati con
un piu basso grado di infiltrazione dopo il tratearto farmacologico antitiroideo
(Antonelli et al. 2006c).

Nel nostro modelldn vitro di tireociti umani, MMI é in grado di diminuire la
secrezione di CXCL10 indotta dalla citochine prbammatorie, attraverso la
down-regolazione dell’'espressione di IFNR sulla roema indotta da TNE; sia

a livello proteico che genico. Questi risultati fmmmano le proprieta

immunomodulatorie che MMI esercita sulle celluldli¢olari tiroidee e non
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sorprendono, in quanto € noto che MMI si concemtedle cellule follicolari
tiroidee e non nel tessuto interstiziale circogaim cui sono presenti le cellule
immunocompetenti infiltranti (Marchaset al. 1972).

Lipertiroidismo di per ségioca un ruolo minimo nel determinare i livelli di
CXCL10 nel sangue, che invece sono fortemente mdbsamn il processo
autoimmune della fase ipertiroidea del GD (Antanetilal. 2006°; Romagnani P.
et al.2002b), ma non con il gozzo tossico nodulare (Aelioet al. 2007).Percio,
MMI assume importanza nella terapia anti-tiroidéa,quanto € in grado di
restaurare lo stato eutiroideo e diminuisce ikgla di CXCL10 nei tireociti.

Per capire quali vie di segnalazione intracellulatilizzate dalle citochine
inflammatorie fossero modulate da MMI, sono stattifesperimenti di Western
blot e di immunocitochimica. | risultati mostranleecMMI € in grado di inibire la
fosforilazione e la traslocazione di STAT-1, fa¢ta@hi trascrizione attivato da IFN-
v, € ha effetti sulla via di NkB attivata da TNFe.

Oltre a studiare gli effetti del MMI nel modello dieociti umani, sono stati presi
in esame altri due farmaci dei quali numerosi shatino messo in luce proprieta
anti-inflammatorie e immunomodulatorie: rosiglitaeo (RGZ), farmaco
antidiabetico agonista sintetico di PPARppartenente alla classe dei TZD ed
elocalcitolo, agonista di VDR analogo non ipercala della vitamina D.
Sebbene sia implicato nel differenziamento adipoicit e nellomeostasi del
glucosio (Santiniet al. 2004), PPAR e stato recentemente coinvolto nella
modulazione dei processi inflammatori. La presetizaPARy € stata dimostrata
nel tessuto tiroideo (Kasat al. 2000) e nel tessuto orbitale dell’oftalmopatia di
Graves (Mimuraet al.2003).

Recentemente é stato dimostrato che RGZ riduceellilidi CXCL10 in cellule
follicolari tiroidee, in fibroblasti retrobulbari preadipociti derivanti da pazienti
affetti da GO (Antonelliet al. 2006d). Gli agonisti di PPARSsvolgono un ruolo
inibitorio nella self-perpetuazione dei processifiammatori mediati dalle
chemochine in diversi tipi cellulari umani (Antohett al. 2006d; Gossegt al.
2001; Lombardiet al. 2008; Lombardiet al. 2009; Marxet al. 2000; Suet al.
1999).

RGZ esercita effetti inibitori sulla secrezione@XCL10 nei tireociti indotta da
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IFN-y + TNF-a, senza modificare I'espressione del recettorelffdry modulata
da TNFe. Nei tireociti umani, RGZ inibisce in modo sigegitivo la secrezione
di CXCL10 a concentrazioni micromolari inibendotii@azione di NFxB, come
dimostra la diminuzione della traslocazione di ®B--e l'inibizione della sua
fosforilazione, indotte da TNE-
Al contrario, in altri modelli cellulari, come calke di colon trasfettate con un NF-
kB (Schaefeet al. 2005) o HMEC-1 (Lombardet al. 2008), il meccanismo della
riduzione della secrezione di CXCL10 indotto daggionisti di PPAR sembra
essere parzialmente indipendente da «BE- Inoltre, mentre alcuni autori
(Antonelli et al. 2006d) hanno suggerito gli effetti anti-inflamnratbenefici di
RGZ nel GD, ci sono evidenze sperimentali e cliaiche gli agonisti di PPAR
bloccano il decorso clinico dell'oftalmopatia dides attraverso la stimolazione
dell’adipogenesi (Starkest al. 2003; Valyasevet al. 2002).
Recentemente, Nissen e Wolsky (Nisstral. 2007) hanno condotto una meta-
analisi sull'utilizzo di RGZ, concludendo che l'uslbh RGZ e associato con un
aumentato rischio cardiovascolare nei pazientitafie diabete. Dalle conclusioni
di questo lavoro € emerso un dibattito scientifisol potenziale rischio
cardiovascolare associato a RGZ, soprattutto reyuatla scelta degli autori sul
tipo di analisi di validazione dei dati effettuaaui trials considerati per la meta-
analisi. Utilizzando metodi statistici alternatidjamondet al. (Diamondet al.
2007) hanno rianalizzato gli stessi trials di Nisse Wolsky bocciando
I'associazione tra l'uso di RGZ e I'aumentato risci infarto del miocardio e
morte per cause cardiovascolari. Anche i risultei trial DREAM Qiabetes
Reduction Assessment with Ramipril and Rosiglitazdadication (Boschet al.
2006) e quelli del trial ACCORDA(tion to Control Cardiovascular Risk in
Diabete$ indicano che I'uso di RGZ non € associato comischio aumentato per
eventi ischemici cardiovascolari (Ajjaet al. 2008). Risultati definitivi sono
tuttavia ancora lontani, anche a causa della p@tlenmesattezza degli studi
sperimentali e delle meta-analisi condotti findrarfibardiet al. 2008).
Effetti benefici in molti modelli di malattie automuni sono stati osservati anche
con l'utilizzo degli agonisti di VDR (Adorini L. 2Wbb). Infatti, la forma attiva
della vitamina D, 1,25(OHID3 ed i suoi analoghi non ipercalcemici, attravetso i
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VDR, oltre a regolare la crescita e la differenimae di molti tipi cellulari,
presentano pronunciate proprieta anti-inflammatoed immunoregolatorie
(Adorini et al. 2007a). Attualmente, gli agonisti di VDR sono iatiati nel
trattamento topico della psoriasi, malattia autoumm della pelle mediata dalle
cellule Thl (Pinetteet al. 2003), ma i recenti progressi nella comprensiogie d
meccanismi immunomodulatori suggeriscono una apgloe piu ampia nel
trattamento delle malattie autoimmuni. In particela le proprieta anti-
inflammatorie di elocalcitolo, analogo non ipereatgco attualmente in studio in
un trial in fase clinica Il per il trattamento dglerplasia prostatica benigna
(Crescioli et al. 2004), sono state recentemente dimostrate in udeheoo
sperimentale di prostatite autoimmune (Adoenal.2007b).

Per quanto riguarda la tiroide, € stato dimostcte il metabolita attivo della
vitamina D previene le tiroiditi sperimentali autonuni Experimental
autoimmune thyroiditisEAT) in modelli animali (Ramos-Lopex al. 2005) e che
la combinazione di basse dosi di 1,25(¢l4)e di CsA € in grado di prevenire
EAT con un effetto sinergico (Chem al. 2002; Fournieet al. 1990).

Nel modello di tireociti umani, elocalcitolo € irraglo di interrompere il loop
inflammatorio impedendo la produzione di CXCL10attd da IFNy e TNF+,
attraverso la modulazione di differeptithwaysintracellulari.Elocalcitolo riduce
I'espressione del’mRNA di CXCL10 indotta dalleazthine pro-inflammatorie in
modo statisticamente significativo, blocca la syeertra IFNy e TNFe, in
guanto down-regola I'espressione proteica e gedhi¢BNR indotta da TNFe ed
inoltre inibisce ipathwaydi entrambe le citochine. Elocalcitolo € in gradio
bloccare l'attivazione di STAT-1 indotta da IEN-un cross talk tra STAT-1,
attivato da IFNy, e VDR, attivato da 1,25(Ok)3, € stato descritto nelle cellule
immunitarie, benché con effetti opposti (Matsuzeatkal. 2006; Vidalet al. 2002).
Elocalcitolo inibisce la traslocazione nucleare tB--promossa da TNE; in
linea con dati precedenti ottenuti con agonistVB®IR nelle cellule derivanti da
isole pancreatiche di topo NOD, che spontaneam&nteppa diabete di tipo |
(Giarratanaet al.2004) ed in DC mieloidi (Penre al. 2007).

Le concentrazioni dei farmaci utilizzate negli eapenti sono state selezionate in

accordo ai parametri farmacocinetici, comegae € AUC, raggiunti dopo
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somministrazione della dose terapeutica.

E interessante notare che tutti e tre i farmaci, IMRGZ ed elocalcitolo, testati
nei tireociti umani, sono in grado di diminuire, modo dose-dipendente, la
secrezione del CXCL10 indotta dalle citochine prlammatorie, ma con
potenza farmacologia molto diversa. MMI e RGZ pnégseo la stessa kg pari a
0.29 x10°+0.05x10° M, mentre elocalcitolo diminuisce la secrezion€€iCL10
indotta da IFNy + TNF- con una IG pari a 5.69x18%3.92 x10"* M, ovvero
con potenza molto maggiore rispetto a MMI/RGZ. Lavedsa potenza
farmacologica sull'inibizione della risposta infiamatoria di tipo Thl, che i tre
farmaci esercitano nei tireociti umani, puo esspiegata dal fatto che i farmaci
hanno diversi meccanismi d’azione e interagiscoran diversi pathway
intracellulari. L'espressione dellmRNA di CXCL1(dotta dalle citochine e
ridotta in modo significativo da elocalcitolo, ment MMI e RGZ non
determinano alcun effetto significativo. Probabihtee I'azione inibitoria sulla
secrezione di CXCL10 di MMI e di RGZ & dovuta a umegolazione post-
trascrizionale del messaggero. Per quanto riguéitgaregolazione di IFNR
indotta dal TNFe, solo MMI ed elocalcitolo sono in grado di dimidaj mentre
RGZ non agisce a livello recettoriale. A livello idpathway intracellulari
elocalcitolo inibisce sia la via di IFNsia quella di TNFe, inattivando STAT-1 e
NF-«xB, al contrario di MMI che interferisce solamentnd’attivazione di STAT-
1 e di RGZ che agisce bloccando la fosforilaziotheeteaslocazione di NkB.
Come gia ampiamente descritto, il loop auto-aliaetd che s'instaura in GD
prevede la produzione da parte delle cellule foléid tiroidee, stimolate dalle
citochine pro-inflammatorie, della chemochina CXOLZXhe richiama nel sito
d’'inflammazione cellule infiltranti esprimenti ilis recettore specifico CXCR3, in
particolare linfociti T CD4+. E stato quindi valttal'effetto dei farmaci (MMI,
RGZ ed elocalcitolo) sui linfociti umani T CD4+,0lati da PBMC ottenute da
buffy coatsdi volontari sani e attivati con PMA e lonomici(®/1). In particolare
é stata valutata l'azione di MMI, RGZ ed elocallwtosulla secrezione e
sull’espressione genica di citochine di tipo Thih1T e Th2 da parte di linfociti T
CD4+.

Elocalcitolo e MMI inibiscono la secrezione delléochine di tipo Th1l (IFNy,
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TNF-0 e CXCL10), mentre RGZ determina una riduzioneiicativa soltanto di
CXCL10. Inoltre, a differenza di MMI e di RGZ, ellcitolo diminuisce la
secrezione dell’lL-17, citochina secreta dai linfoéh17 e aumenta le citochine
di tipo Th2 (IL-4 e IL-5). | risultati dell'analisdell’espressione dellmRNA delle
singole citochine conferma la modulazione detertaindai farmaci a livello
proteico.

Durante la terapia anti-tiroidea, é stato dimostite MMI diminuisce il numero
di linfociti Th nel sangue periferico e quello daifociti T attivati intratiroidei
(Tottermanet al. 1987). Inukaket al. (Inukaiet al. 2007) hanno dimostrato che nei
pazienti ipertiroidei affetti da GD, MMI sembra dmaire il numero di linfociti
esprimenti CXCR3 e le concentrazioni plasmatiche sid® ligando CXCL10,
mentre sembra aumentare la percentuale di cellulesgrimenti CCR4. Cio
suggerisce che il bilancio Th1/Th2, indicato dapparto CXCR3/CCRA4,
favorisce la progressiva transizione verso il fgwiTh2 piuttosto di quello Thl
nelle fasi iniziali della malattia. Rimane dibattuse MMI induca loshift Thl
verso Th2 in modo diretto.

| risultati mostrano che nel modelio vitro di linfociti CD4+ umani attivati con
P/l e in presenza di MMI la secrezione delle citoerdi tipo Thl (IFNy, TNF-

e CXCL10) é ridotta, ma non si ha alcun effettolesidecrezione di IL-17,
citochina di tipo Th17 e neanche su quelle di fip@, IL-4 e IL-5. Risulta quindi
che MMI esercita un’azione di tipo anti-inflammatosui linfociti T, ma senza
promuovere unchift dal fenotipo Thl verso quello Th2 a differenzagqdanto
dimostrato per elocalcitolo.

MMI sembra essere un inibitore selettivo delle oiste di tipo Thl sia nelle
cellule tiroidee, bloccando dathwaydi IFN-y, sia nelle cellule T CD4+, inibendo
la produzione di citochine Thl. E possibile quimgidtizzare che loshift dal
fenotipo Thl a quello Th2 osservato nei paziengrtipidei affetti da GD e
trattati con MMI (Inukaiet al. 2007) sia dovuto ad una specifica soppressione
della risposta di tipo Th1.

| TZD, agonisti di PPAR, sono stati proposti come agenti terapeutici nel
trattamento di patologie inflammatorie di tipo Thih, quanto numerosi studi

hanno dimostrato le loro proprieta anti-inflammegoPPAR €& presente nelle
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cellule del sistema immunitario, regolandone ifafiénziamento e lo sviluppo e
modulando I'espressione di citochine e di moleamstimolatorie (Zhangt al.
2002). Nelle DCs PPARe un regolatore negativo della maturazione e della
funzione cellulare (Szatmaet al. 2006): i TZDriducono la secrezione di IL-12
(citochina che promuove lo sviluppo dei linfocitaT) e I'espressione di molecole
costimolatorie quali CD80 e CD86, determinando duion aumento della
risposta di tipo Th2. E riportato anche che l'atfiione di PPAR da parte dei
TZD influenza la funzione e la proliferazione defdciti T e riduce la produzione
di TNF-a, IFN-y e IL-2 (Genoletet al. 2004). Recentemente é stato dimostrato
che l'attivazione di PPAR nelle cellule T CD4+ sopprime selettivamente |l
differenziamento dei Th17, ma non quello di Th12.Té Treg (Klotzet al. 2009).
Gli attivatori di PPAR. inibiscono l'espressione denarkers pro-infammatori
come TNFe, IL-6 e IL-1 nei monociti e macrofagi, IL-2 nei linfociti T e
CXCL10 e CCL5 in DC (Schaefeet al. 2005), chemochine coinvolte nel
reclutamento dei linfociti Thl. In pazienti affetia tiroidite di Hashimoto e stato
recentemente dimostrato che la somministrazionR@Z determina l'inibizione
dose-dipendente dell’'espressione di H-Naelle cellule T CD4+ e CD8+
(Okosiemeet al.2006).

E necessario ricordare che in letteratura sonaepteanche lavori che dimostrano
attivita pro-inflammatorie dei TZD: RGZ ed altri DZdeterminano I'aumento di
IL-1a, IL-1p e MCP-1 in monociti THP-1 (Haét al.2007) e in vari tipi di cellule
epiteliali RGZ non riduce la risposta infiammatormmomossa da TNE;
potenziando la produzione di GMC-SF, IL-6 e IL-&latta dalla citochina pro-
inflammatoria (Desmett al. 2005).

Nel modello in vitro di linfociti CD4+ umani attivati con P/l, RGZ
determina la riduzione della quantitd di CXCL10re&x e riduce, ma senza
raggiungere la significativita statistica, la setwae delle citochine Thl, IFN-e
TNF-a. Il trattamento con RGZ non modula, invece, ladpone né di IL-17, né
delle citochine di tipo Th2 (IL-4 e IL-5) da pardelle cellule T. Emerge quindi
che RGZ presenta un’azione anti-infiammatoria sudotiti T, in quanto down-
regola la risposta Thl e soprattutto non presentafietto pro-infiammatorio né

diretto, come up-regolazione di citochine pro-infraatorie, né indiretto tramite
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down-regolazione di citochine Th2.
Gli agonisti di VDR sono in grado di inibire le kéé T pro-inflammatorie, come
Thl e Th1l7 e possono favorire lo sviluppo delldutelcon il fenotipo Th2
(Adorini et al. 2007a). Questi effetti possono, in parte esseregap come
conseguenza di un targeting diretto delle cellulema certamente anche la
modulazione della funzione delle DC gioca un rudloportante nella
configurazione dello sviluppo della risposta delélule T. Gli agonisti di VDR
possono agire sui linfociti in modo selettivo inilde i subset che mediano |l
processo inflammatorio e promuovendo lo svilupp@ulli Th2 (Adoriniet al.
2007a). La somministrazione elocalcitolo in cellule T di linfonodi prostatici d
topi NOD affetti da prostatite autoimmune sperinaétliminuisce la produzione
di IFN-y (Penneet al. 2006) e di IL-17, citochina pro-infammatoria cheolge un
ruolo patogenetico in molte malattie autoimmunirebabilmente anche nel GD
(Huberet al.2008).
| risultati mostrano che elocalcitolo risulta untgre inibitore delle risposte
inflammatorie sia nei tireociti sia nei linfociti TTD4+, dove inibisce la
produzione di citochine di tipo Thl e sposta |poista verso il fenotipo Th2. In
particolare, quest'ultimo dato risulta molto im@orte, in quanto loshift
immunologico verso il fenotipo Th2 € accompagnaeb®@D da una progressiva
diminuzione degli anticorpi contro il recettore dEEH (Inukaiet al. 2007;
McLachlanet al. 2005), che sono principalmente IgG1, sottoclassantcorpi
Thl-indotta nelluomo (McLachlaret al. 2005) e non IgE, sottoclasse Th2-
indotta.
Per quanto riguarda il bilancio Th1/Th2, gli agénd VDR sono in grado di
agire sia sulle cellule Thl sia Th2 sulla baselde stato di attivazione e di
differenziazione ed é stata gia suggerita la l@pacita di indirizzare le cellule T
verso il fenotipo Th2, sebbene gli effetti sulldlgwpo delle cellule Th2 siano
ancora dibattuti (Adorinet al.2007a).
Inoltre la produzione di IL-17 da parte delle cllar CD4+ opportunamente
stimolate é ridotta in presenza di elocalcitoloe&to risultato € molto interessante
in termini del ruolo dei linfociti Th17 nelle patmie umane, anche se non e
ancora noto se GD € una condizione dipendente kay. TNumerose malattie
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inflammatorie e autoimmuni sono state associatespidnsione delle cellule
Th17, guidata dalla citochina IL-23. Differenti pobrfismi del recettore per IL-
23, che predispone allo sviluppo della malattidbhn, sono stati recentemente
associati a GO (Hubeet al. 2008). Recentemente, e stato dimostrato che la
percentuale di cellule periferiche Th17 nei pazieah AIDT € piu alta rispetto ai
soggetti di controllo e che e correlata con la mattabilita di GD, in quanto |l
numero di cellule Th17 nei pazienti di GD non t@htle € maggiore di quella dei
malati di GD in remissione (Nanket al. 2009). Sicuramente, altri studi sono
necessari per chiarire il ruolo delle cellule TimEla patogenesi di GD.

In conclusione, la ricerca svolta dimostra un nueffetto anti-inflammatorio di
MMI, che risulta in grado di inibire la secreziomeediata da IFN-e TNF«, di
CXCL10, chemochina prototipica coinvolta nell'amwhunita ghiandolare,
direttamente nelle cellule tiroidee, bloccando ieamanismo alla base della
sinergia citochinica e nei linfociti T CD4+, inibédm anche la secrezione delle
stesse citochine di tipo Thl. MMI agisce nei tiidocon la stessa potenza
farmacologica di RGZ down-regolando la secrezion€XICL10, ma attraverso
differenti meccanismi d’azione. RGZ, come MMI, hastrato proprieta anti-
inflammatorie anche nelle cellule T, inibendo leochine di tipo Thl, ma senza
promuovere l'aumento delle citochine Th2. Invectcalcitolo agisce nelle
cellule tiroidee con una potenza farmacologica matiaggiore di MMI e RGZ,
bloccando nelle cellule T la secrezione delle titoe pro-infammatorie ed
inibendo la loro azione sinergica nei tireociti,vdoinducono la secrezione di
CXCL10. Dato il ruolo importante delle chemochingdatte da IFNy e in
particolare di CXCL10, nella patogenesi e nel maimento delle malattie
autoimmuni della tiroide Thl-mediate, i risultatiemuti dallo studio condotto
permettono di ipotizzare che una combinazione flemdinti farmaci presentanti
effetti inibitori simili su CXCL10, ma che hannoroe target differentpathway
intracellulari, potrebbe essere un nuovo strumefdaomacologico per il
trattamento di GD e potrebbe permettere di dimewwidosaggi terapeutici e di

minimizzare gli effetti collaterali dei farmaci uso.
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Abstract

CHC chemokine ligand 10 (CXCLL0) plays a pivotal role in
the self-perpemuation of the inflimmatory processes in
patients with autoimmune thyroid disease. Treatment with
methimazole (MMI) reduces serum CXCLI0 0 patents with
Graves' disease, In isolated human thyrocytes, mmor necrosis
factor (TNF)a demonstrates a potent synergistic effect on
mterferon (1PN py-induced CRCLIG secretion, Ve imeesti-
gated the mechamsm underlying the synergism hetween
IFMNy and THFEa and the effect of MMI on CXCL1O
secretion in human thyrocytes. A pemxisome proliferator-
activated receptor v agonist, msightazone (RLGZ), a known
mhitator of T helper 1 (Thi)-mediated responses, was also
studied for companson, Experiments were carnied out in
human thyrocytes sohted from internodular parenchyma of
thyroid tisues derived from patients who had undegone
surgery for multinodular goiter. ELISA was used to measure
CHCLI0 levels i culture supernatant. Flow cytometry was

used to asmess IFMNY membrane receptor expression. Specific
mEMNA analysis was performed by Tagman real-time PCR.
Immunofluorsscence was performed to detect nuclear
translocation of nuclear factor-kB (WF-kB). In human
thyrocytes, the synergistic effect of TINFx with IFMNy on
CXCL10 secreton is due to the upregnlaton of IFMNy
receptor expression. MMI decreased cytokine-induced
CHCL10secretion by reducing THFa-induced upregnlinon
of the IFMy receptor. LGZ decreased the cytokine-mduced
CXCLID secretion by impairing NE-kB manslocation,
without affecting IFINy receptor. MMI and RGZ targeted
thyrocytes with the same pharmacological potency, hkely
acting throughout different mechamsms, Targeting T helper
I-mediated antoimmune  thyrid disese with drogs that
impair  different inracellnlar pathways could be a nowel
pharmacological tool

Tournal of Endocrinoiogy (2007) 195, 145-155

Introduction

In the pathogenesis of human autoimmune thyroid disorders
(AITDx), Hashimoto's thyroidins and Graves' disease (G,
ntrathyroidal lymphocytes seem to play 2 central mle since
thyroid antigen recogmition is an essential step to T- and/or
B-cell stmubinon (Weetman & McGregor 1994). The T-cel
pattern involved in GIY might change thrughout the disease
course, with T helper 1 (Thi1) as the predominant subtype of
CO4™T cells in patients with recent disease onset and Th2 as
the predominant subtype i patients with longer disease
duration (Aniszewski et al. 20000

In AITDS, awide range of Thl-ssociated cytokines, such
as interleukin (IL3-1, IL-2, 1L, interferon (IEMYy, and
tumar necmsis factor (TNEFjx, are produced. The cytokine
production in AI'TDs has been ascribed to infiltmting T cells,
macrophages  (Weemman 2003), thyrocytes (Watson et al.
19495, Weetman 2004), and endothelial celk (Romagnani
et al. 2002, The active phase ofthe discase is characterized by

Journal of Endocrinology (2W07) 195, 1454155
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the presence of proinflammatory and Thi-derived cytokines
in the thyroid gland, wheres Th2-derived cytokines do not
seem to be iwobed (Wakellamp et ol 2003).

Chemolines, a group of low-molecular-weight peptides
helonging to the cytokine family, are known to mnduce the
chemotaas of diferent lencocyte subtypes (Zlotmk & Yoshie
2001ly. The CXC chemolanes inducible by IFMNy = CXCLY,
CHCL10, and CXCLLT = are wsociated with Thl-mediated
immune tesponses (Antonelli et ol 20064, CXCOLI, in
particular, ha been identified as a pototypic chemokine
umwohed in the pathogenesis of glandular antoimmunity
(Fomagnani ef . 2002, Rotondi et ol 2005, Antonelli et o,
20014, 2005). Indeed, CXOLIM and its CXORS weeptor play
a pivotal mle in the mibal phases of AITDs (Foomagnani ef o,
2002, Kemp er al. 2003), In patients with GLy CXOCLI0 was
detected in thyrocytes and endothelial and inflammatory cells,
which also expresed peculiady a large amount of CXCR3
(Garcia-Lopez et al. 2001, Fomagnani e al. 2001, Aust et al.
2002, Kemp e al. 2003, Antonelli er al. 2004, 2005),
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CHCLIS-CHORI axls plays a pivetal mele in capfiac allsgraft rejection, so that targtng
CECLD withewt mducing gensralized immuncsuppression may be of thempeute
shmificance i allotansplantation. Since the rele of resident cells in cardiae rejection is
=l unclear, we afmed to establish reliable luman cardiomypocyte cultures te mvestgate
Thicytokine-mediated res poree in allegraft rejection. We wed uman fetal cardiomyocytes
(M) iselated from fetal hearts, ebtained after legal abortions.

Hfom expresssd specific candiac lineage markers, specfic cardiac structural protans,
typical cardiae currenis and generated ventnoular actisn petentials.

Thus, Hiem represent a reliable in witve teol for allograft rejection researh, sinee they
resemble the feamires aof maturs cells. 1iem seersted CNCLLO in respanss 1o [Py and THFao,
this effect was magnifiad by oyte kine combination Optekine synergy was sssocdated 1o &
significant THFa-induced up-egulation of IINyE

The meporse of Himm 1o some currently used immunesuppressive dngs compared to
rosighitazons, a peroxisome prolifemtor-activated eoeptor v agonist and Thi-mediated
response inhibiter, was ako evaluated. Only mdesphenclie acid and resiglitazons halved
CHCLID secreton by Hiem

Given the pivotal rele of FHy-induced chemeolines in Thi-mediated allograft rejection,
these przliminary results suggest that the combined effecrs of immumesuppressive agents
and msfglitazone could be potertially beneficdal 1o patients receiving hean tmnsplants.

@ 2008 Elsevier Ine. All ights resemed.
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T-helper 1 (Thl) eell-mediated inflammatory responses pre-
dominate in the sarly pathogenesis of Graves' disease (GI),
whereas Th cell-mediated immunity may play arole in later
stages. The chemokine CXCL10 and its receplor CXCHS are
expressed in most thyroid glands of early GI} patients, Cir-
culating CECL1D levels inversely correlate with disease du-
ration; CXCL10 maximal expression also eorrelates with in-
terferon (IFN)y levels in recent GI onset. Methimazols (MM
reduess CHCLLD seeretion by isolated thyrocytes, decreases
serum CRCL10 levels, and promeies a iransition from Thi to
ThZ dominance in patients in G active phase. Vitamin D
receptor agenists exhibit antiinflammatory properiies and
promote toleranee induction. We investigated the effects and
the mechanism of action of a nonhyperealeemic vitamin Id
receptor agonist, elocaleitol (BXL-628), compared with MMI
on CECLID secretion induced by proinflammatory eytokines

Furthermore, we studied the effects of both drugs on Thi,
Thi7, and Th2 cytokine secretion in CDM+ T ecells. ELISA,
cyvtometry, immunocytechemistry, Western blot, and gquanti-
tative real-time PCR were used for protein and gene analysis.
In human thyrocytes, elecaleitol inhibited IFNy and THF -
induced CXCL10 protein secretion more potenily than MMI
Elocaleitol impaired both cyiokine intracellular pathways,
whereas MMI was effective only on the IFNy pathway. In
CIDd+ T eells, eloealeitol decreased Thl- and Thi7-type cyto-
kines, and promoted Th2-iype eylokine seeretion. Elecaleitol
and MMI inhibited Thi eytokine-mediated responses in thy-
rocyvies and CIM+ T cells. In addition, elocaleitol promoted a
shift toward a Th2 response. In conclusion, elocaleitol could
represent a novel pharmacological teol in the treatment of
autcimmune thyreid diseases. (Endocrinology 14%: 3626 -3634,
2008)

LTHOUGH GRAVES' disease (GD) has long been con-
sidered a T-helper 2(Th2}-mediated autoimmune di=-

ease, a large body of evidence suggests Thl rather than Th2
dominance in its initial phase, The predominant cell pattern
irvolved in GO might, indeed, change throughout the dis-
ease course, with Thl dominance at disease onset, and Th2
later on {1}. CXCR3-expressing Thl lymphocytes and the
corresponding ligand, interferon (IFMy-inducible protein
(CXCL10), were detected in the thyroid gland of patients
with recent disease onset (2). In addition, CXCL10 serum
levels were significantly increased in GD patients at disease
initiation (2) and with active Grawes’ ophthalmopathy (3).
CXCL10 is a CXC chemokine inducible by IFNy, as CXCLY
and CXCL11, which controls leukocyte recruitment from
blocd (4) and is associated with Thl-mediated immune re-
sponses (5). In particular, CXCL10 has been identified as a

First Published Online March 27, 2008
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Abbreviations: Ab, Antibody: AITD, autoimmune thyroid disease;
CD, Graves' disease: I, Ionomycin; 1D, identification; IFN, interferon;
]IFN-,R, IFMy receptor; IeB, inhibitor nB; mAb, menodonal antibody;
MM, med'umam]e IMNF, nuclear factor; P, Phodbol 12-myristate 13-ac-
etate NFcB, h.o Ser536 nuclear factor-«B; pStatl, phospho

TyrA1 signal tansduoer and activator of transcription 1; Stat, signal
u'ansduoer and activator of tarscription; %ﬁymg]abuun Thl, ThZ,
or Thi7, T-helper 1, 2, or 17; VDR, vitamin

Endocrinology is published monthly by The Endocrine Society (httpf
www.endo-society.orgl, the foremost professional society serving the
endocrine community.

prototypic chemokine involved in the pathogenesis of glan-
dular auteimmunity (2, 6 9), and the thyroid itself seems the
main site of its secretion, perpetuating the Thl-mediated
autoimmune cascade in autoimmune thyroid diseases
(AITDs) (2, 8, 10-13). In isolated thyrocytes CXCLI0 secre-
tion is synergistically sustained by IFNy and TMFa (3, 13,14),
and the mechanism underlying cytokine synergy is linked to
a significant up-regulation of [FMNy receptor (IFNyR) driven
by TIFo (14).

We have previously showwn that methimazole (MMI) can
revert Thl cytokine-mediated CXCL10 secretion in thyroid
cells by dampening the mechanism underl ying cytokine sym-
ergy (14). Antithyroid drugs have interfered with immuno-
logical signals associated with GD hyperthyroidism (15, 16).
In particular, decreased CXCLID serum levels (17) and a
transition from Th1 to Th2 dominance have been reported in
hyperthyroid patients with GD' in the active phase (18)
treated with MMI. However, its mechanism of action still
remains to be elucidated fully.

Recently, vitamin D receptor (VDR) agonists have exerted
pleictropic activities in immune regulation (19, 20). VDR
agonists have been effective in several models of autoim-
mune disease (21 ). They are currently clinically exploited for
the topical treatment of psoriasis, a Thl cell-mediated auto-
immune disease of the skin {22), but recent advances in
understanding their immunomodulatory mechanisms sug-
gest a wider applicability in the treatment of autoimmune
diseases, In particular, the antiinflimmatory properties of
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Curtent immunasuppressive prodooi s have reduced rejection oocurrence in heart tran splantation
nevertheless, management of heart transplant recipients is accompanied by major adverse effacts.
due to dnegg dosesclose totaic range In allngraft refection charmcrenized by T-halpar 1(Th1)call-
mediated response, the CHCLI0-CKCRS axis plays a pivaal ke in triggering a self-promoting
inflammanary loop. Indsed, CNCL 10 inragraft production. requined fr initiation and development
of graft fallure. supponts organ infiloacon by Th1 cells. Thes targeting the COCLTI-CNORT axis
while svelding generalized immunosuppression, may be of therapeutic significance Based on

Keywiords: praclinical evide pce for immunorege atory properties of vitamin [ recepton aganists, we propose
Heart transplantation that aless hypercalcemic vitamin D analogue, BX1-01-002%, might have the potential to contribute
CHOL10 0 rejection man agement. We inve s g ted the effect of BXL-01-0029 on CXCL Gsecretion induced

Imn s ipprassion
WVitamin D analogue
Mycophenolic acd

by proinflammatory stimadi, both in haeman isolated cardiomyocytes (Hicm) and purified CO4s T
cells Mycophenolic acid (MPAL the active agent of mycophenslate moferdl, was wed for
comparison. BXL-01-002% inhibited 1PNy and THFoa-indwced CHCLID secretion by Hfcm mare
potently than MPA. impairing cytokine synergy and pathways BXL-07-0029 reduced alsa CCLN
pratein sacretion and gene expresion by C0d+ Toells. Furthe rmarne, BXL-01-009 did not exert any
txic effect onto both call fypes. suggesting its possible we & a dose-reducing agent for
conventional immunosuppressive drogs in clindcal transplantation

& 2008 Elsevier Inc. All rights rese nved.

Introduction chronic graft rejection |1 | Conventional immunosup pressive drugs

are. indeed, effective at doses close tothe toxic range In addition

Allograft mjection (AR)- either anute or chronic— remains the major
concern after heart transplantation (HTx) although immuno-
suppressive regimens have significantly reduced its occumence.
Howrever, curment immunosup pressants have ittle ornoimpact on
the long-term rate of graft loss and may themselves contribute to

the high level of the different dnig combination to suppress the
general inflammatory processes imvohad in AR causes numerous
side effects |2]

T helper 1 (Thi) cell recruitment and metention in candiac
allografts critically participate in the development of AR. which is
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