
INTRODUZIONE

I l riconoscimento del TNF-α quale citochina chia-
ve del processo infiammatorio cronico dell’Ar-

trite Reumatoide (AR) ha condotto allo sviluppo e
quindi all’introduzione in terapia di farmaci in gra-
do di colpire in modo specifico la molecola del

TNF-α ottenendo un controllo efficace e precoce
della malattia, documentato da un ridotto infiltra-
to sinoviale e dalla ridotta espressione di diversi
marcatori di attivazione e proliferazione cellulare
(1-7). Tuttavia sono ancora molto discordanti gli
studi riguardanti le eventuali alterazioni nella mo-
dalità di regolazione della sintesi del TNF-α da
parte di cellule ottenute da pazienti con AR (8-12).
Inoltre non è ancora chiaro con quale meccanismo
il blocco del TNF-α a livello sistemico possa in-
fluenzare l’andamento della malattia a livello si-
noviale. Nel controllo della sintesi del TNF-α gio-
ca sicuramente un ruolo preminente la regolazione
post-trascrizionale (13), a partire dalla modulazio-
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SUMMARY

Objective. Given the role of TNF-α in Rheumatoid Arthritis (RA) we decided to define the characteristics of the TNF-
α synthesis by peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) obtained from active-aggressive RA patients giving a
particular attention to the modulation of the expression of two fundamental proteins in TNF-α mRNA stability regu-
lation, Tristetraprolin (TTP) and HuR. 
Methods. 11 RA patients with active disease were enrolled in the study before their entry in 2 double blind protocols:
Infliximab versus MTX and Etanercept versus MTX. 9 healthy blood donors were taken as controls. PBMNCs obtained
by Ficoll centrifugation and plastic adherence were stimulated with lipopolysaccharide (LPS) and TNF-α was mea-
sured in the supernatant during 8 hours by ELISA. At each time point the cells were harvested and analysed for TNF-
α, TTP and HuR mRNA expression by semi-quantitative PCR. 
Results.MNCs TNF-α secretion after LPS stimulation did not differ significantly between RA and control subjects,
even if a tendency towards a more prompt response was observed in the patients. More importantly only the DMARDs
responsive patients (DAS <3.7 at the 6th month, with a minimal reduction of 1.2 points) disclosed precociously (at the
first month) a significant change in the profile of TNF-α secretion and maintained it until the 6th month. The “nor-
malization” of the synthetic behaviour was accompanied by the resetting in the regulation of the expression of the TTP,
that appeared significantly different in the patients before and after therapy.
Conclusions.Independently from the type of therapy, responsive patients demonstrate a rapid change in the cellular
biology at the systemic level that might drive the resolution of the phlogistic process at the synovial level.

*Lavoro premiato al XXXIX Congresso SIR, Bari 2002
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ne della stabilità dell’mRNA subito prima della tra-
duzione in proteina. A questo livello operano in
modo concertato una serie di fattori in grado di le-
gare particolari sequenze ricche in dimeri AU (AU
rich elements o ARE) in 3’ al messaggero indu-
cendone da una parte la rapida deadenilazione e
quindi degradazione (14-16), dall’altra un’emivita
più lunga e forse l’immagazzinato in particolari
depositi citoplasmatici (17, 18). L’equilibrio tra fat-
tori stabilizzanti e destabilizzanti è alla base tanto
della rapida secrezione in risposta a numerose
noxae patogene, quanto dell’altrettanto rapido spe-
gnimento della sintesi citochinica altrimenti dan-
nosa per l’organismo. La tristetraprolina (TTP) è
una mRNA binding protein che ha dimostrato di
giocare un ruolo fondamentale nella modulazione
della traduzione del TNF-α in quanto topi knock-
out per essa dimostrano una produzione elevata di
TNF-α anche in assenza di stimoli e la precoce in-
sorgenza di una sindrome molto simile all’AR
umana (15). Tra i fattori più importanti nel mante-
nimento della stabilità dell’mRNA del TNF-α di
particolare importanza è la proteina HuR, apparte-
nente alla famiglia ELAV (17). Nel presente lavo-
ro abbiamo studiato la cinetica di sintesi del TNF-
α indotta dall’LPS in cellule mononucleate otte-
nute dal sangue periferico di pazienti AR e controlli
sani, affiancando l’analisi della eventuale modula-
zione dell’espressione della TTP e della HuR e ve-
rificando gli eventuali cambiamenti indotti dalla
terapia con MTX o biologici anti-TNF-α a di-
stanza di 1, 3 e 6 mesi. 

MATERIALI E METODI

Disegno dello studio
Nello studio sono stati arruolati consecutivamente
11 pazienti con Artrite Reumatoide diagnosticata
secondo i criteri di classificazione redatti nel 1987
dall’American College of Rheumatology (19) e 9
controlli sani confrontabili con i pazienti per età e
sesso, reclutati tra i donatori di sangue del servizio
immunotrasfusionale dell’Azienda Ospedaliera di
Udine. Sia i pazienti che i donatori hanno dato il
loro consenso informato. Tutti i pazienti erano ca-
ratterizzati da un’artrite attiva, aggressiva (>6 arti-
colazioni tumefatte e dolenti, velocità di eritrose-
dimentazione o VES>28 mm/ora e una rigidità
mattutina > di 45 minuti) e refrattaria per almeno
6 mesi alle comuni terapie con DMARDs (Disea-
se Modifiyng Anti-Rheumatic Drugs), per tale mo-
tivo sono stati arruolati in due protocolli speri-

mentali volti a confrontare l’efficacia dei biologi-
ci anti- TNF-α da soli o in associazione con MTX
in rapporto al solo MTX, considerato il farmaco an-
cora nel trattamento standard dell’AR (20). Lo stu-
dio è stato condotto in doppio cieco e solo al ter-
mine dei sei mesi di terapia è stato reso noto il ti-

Tabella IA - Caratteristiche biochimico-cliniche basali dei pazienti.

N° pazienti 11

Età (media±ds) 57.8±7.4

Sesso (% femmine) 72.7%

Durata malattia (mediana con range) 2 (1-16)
Breve durata (<1 anno) n° 5
Lunga durata n° 6

DAS basale (media±ds) 5.5±1.1

PCR (mg/L) (media±ds) 35.7±29

FR (% positività) 63.6%

Cortisonici (5 mg/die) 72.7%

Legenda: ds = deviazione standard; DAS = disease activity score; PCR
= proteina C reattiva; FR = fattore reumatoide.

Tabella IB - Follow-up dei pazienti.

Paz. n° DAS DAS Terapia Risposta
basale 6° mese

1 4.79 2.96 Et R

2 7.54 6.85* Et NR

3 4.75 2.72 Et+MTX R

4 6.54 4.07 Et+MTX NR

5 5.21 2.49 Inflix R

6 5.87 1.58 Inflix R

7 6.08 1.58 MTX R

8 3.72 2.05 MTX R

9 5.08 5.46 MTX NR

10 6.81 4.63 MTX NR

11 4.55 4.92 MTX NR

Legenda: DAS = disease activity score; R = responsivo; NR =non re-
sponsivo; Et = Etanercept; Et+MTX = Etanercept in combinazione con
MTX. *Paziente uscito dal protocollo dopo il 1° mese di terapia di cui
si riporta il valore del DAS al momento dell’uscita.



po di trattamento. L’inizio del trattamento è segui-
to ad un periodo di wash-out farmacologico di 1
mese, wash-out che non comprendeva i cortisoni-
ci (prednisone), di cui facevano uso (ed hanno con-
tinuato ad usare) 8 pazienti su 11 alla dose di 5
mg/die. Quindi i pazienti sono stati trattati come se-
gue: 2 con iniezioni sottocutanee di Etanercept 25
mg 2 volte alla settimana, 5 con Metotrexate
(MTX) 15-20 mg alla settimana, 2 con la combi-
nazione Etanercept plus MTX, 2 con la combina-
zione Infliximab plus MTX secondo lo schema te-
rapeutico del trial ATTRACT (21). I pazienti sono
stati seguiti nel follow-up fino al sesto mese
dall’inizio della terapia, registrando le variazioni
delle variabili biochimico-cliniche riportate nella
tabella IA. Ai mesi 1°, 3° e 6° è stato ripetuto il pre-
lievo di sangue periferico per l’analisi in vitro del-
la sintesi e del rilascio di TNF-α. L’attività di ma-
lattia è stata rappresentata mediante uno score
complesso, (DAS= disease activity score) consi-
derante numero di articolazioni dolenti e tumefat-
te, VES e benessere del paziente (22). In base a ta-
le DAS è stato considerato responsivo alla terapia
il paziente che entro il 6° mese aveva fatto regi-
strare una riduzione del DAS =1.2 e aveva rag-
giunto un valore assoluto inferiore a 3.7 (Tab. IB). 

Colture cellulari
Le cellule mononucleate del sangue periferico di
pazienti e controlli sono state isolate mediante cen-
trifugazione su gradiente di Ficoll (Ficoll-Paque,
Amersham Pharmacia Biotech; 35 minuti a 1500
rpm) e quindi poste in coltura per 16 ore su piastre
da 6 pozzetti (5x106 per pozzetto) a 37°C, 5% CO2
in RPMI addizionato di FCS inattivato al calore
(55°C per 30 minuti) al 10% (Euroclone, Celbio)
e 1% streptomicina/penicillina. In seguito, me-
diante ripetuti lavaggi con PBS sono state eliminate
le cellule non aderenti, mentre quelle rimaste ade-
se sono state trattate con lipopolisaccaride (LPS da
Salmonella Tiphimurium - L2262, Sigma) alla con-
centrazione di 100 ng/ml, recuperando il surnatan-
te e le cellule stesse ai seguenti tempi: 30 minuti,
1, 2, 4, 8 ore. Il tempo zero è stato ottenuto incu-
bando le cellule in RPMI più FCS senza LPS per
4 ore. La vitalità cellulare è stata testata mediante
colorazione con trypan blue ed è risultata dell’86-
87%. L’analisi citofluorimetrica delle cellule ade-
se utilizzando il saggio SimultestTM (Anti-Leu-
cocyte/CD45FITC e anti-Leu-M3/CD14PE della
Becton and Dickinson) ha dato i seguenti risultati:
monociti 44.8±2.1%, linfociti 38.2±1.65%, granu-
lociti 12.9±3.8%. Quindi abbiamo studiato una po-

polazione cellulare arricchita in monociti e molto
vicina a quella comunemente osservata a livello
del tessuto sinoviale reumatoide (23).

Analisi della produzione citochinica 
mediante ELISA
La quantità di TNF-α rilasciato nel mezzo di col-
tura dalle cellule stimolate e non con LPS è stata
valutata mediante kit ELISA (Biosource Interna-
tional, Nivelles, Belgium) seguendo le istruzioni ri-
portate dal produttore. Il test ha una sensibilità pa-
ri a 11 pg/ml ed il coefficiente di variazione è ri-
sultato inferiore al 10%. I risultati sono stati ripor-
tati come pg/ml di TNF-α per milione di cellule
inizialmente seminate. Ogni campione è stato sag-
giato in triplo ed è stata presa la media. Visto il ti-
po di stimolazione impiegata, possiamo ritenere il
TNF-α quale prodotto praticamente esclusivo del-
la popolazione monocitaria (24). In assenza di sti-
molo non è stato rilevato un significativo rilascio
di TNF-α durante le 8 ore di osservazione (Fig. 1).

Analisi molecolari
Dalle cellule recuperate dalla piastra è stato estrat-
to l’mRNA utilizzando la soluzione TRIzol (Gibco
Life Technologies) secondo le istruzioni riportate.
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Figura 1 - Analisi della secrezione di TNF-α in presenza ed assenza
di LPS sulle cellule di tre soggetti di controllo. Le cellule di 3 soggetti
di controllo (2 femmine ed un maschio), sono state incubate in as-
senza ed in presenza di LPS nel medium di cultura e la secrezione
di TNF-α nel surnatante è stata valutata mediante ELISA. Ogni pun-
to rappresenta la media con l’indicazione della deviazione standard. 
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L’mRNA è stato controllato mediante elettroforesi
su gel d’agarosio all’1% e una prima quantizzazio-
ne è stata effettuata mediante analisi densitometri-
ca della banda 28S. Su tale dato è stato retrotra-
scritto uno stesso quantitativo di mRNA utilizzan-
do come primers una miscela di OligodT16-18e la Su-
perscriptRT (Gibco Life Technologies) in presenza
di un inibitore della RNAsi. In seguito una più pre-
cisa quantizzazione del cDNA è stata accuratamente
effettuata mediante PCR competitiva del gene di ri-
ferimento Glutaraldeide 3-fosfato deidrogenasi
(GAPDH - sequenza riportata nella GenBank al n°
XM006959). Il competitore è stato sintetizzato me-
diante il metodo della “delezione” (25) costruendo
un frammento di DNA a doppio filamento più cor-
to del target di 40 paia di basi ed amplificabile con
gli stessi primers del target. In tabella IIA sono ri-
portate le sequenze dei primers utilizzati. Per testa-
re l’efficienza e l’efficacia della reazione di com-
petizione, diluizioni seriali del competitore (0, 25,

100, 250, 500 molecole/µl) sono state amplificate
con una quantità costante di un cDNA di riferi-
mento. Dopo elettroforesi su gel d’agarosio al 2.5%
in TBE 0.5X, abbiamo posto in grafico logaritmi-
co il rapporto tra l’assorbanza relativa alla banda del
target e quella relativa alla banda del competitore
versus il numero di molecole di competitore addi-
zionate alla reazione, ottenendo una curva di cui
abbiamo fatto la regressione lineare. La linearità è
risultata particolarmente accentuata per valori del
rapporto Assorbanza Target/Assorbanza Competi-
tore vicini all’unità, così tutti i campioni di cDNA
sono stati inizialmente testati e quindi diluiti op-
portunamente e ripetuti fino ad un’espressione di
GAPDH all’incirca pari alla diluizione di competi-
tore 100 molecole/µl. L’analisi densitometrica del-
le bande è stata fatta utilizzando il Phosphorimager
Gel Doc 2000 della Biorad. Dopo la standardizza-
zione sulla base dell’espressione della GAPDH, sia-
mo passati all’analisi dell’espressione molecolare di

Tabella IIA - Lista dei primers e modalità di utilizzo.

Primer Sequenza 5’-3’ Utilizzo

G1 AGTATGACAACAGCCTCAAG Sintesi competitore e poi sense PCR 
competitiva della GAPDH 

G-del TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACCT-GAGCTTCCCGTTCAGCT Sintesi competitore GAPDH

G2 TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC PCR competitiva GAPDH, antisense

TNF1* TCTGGCCCAGGCAGTCAGATC PCR TNF sense

TNF2 CCTTGGTCTGGTAGGAGACG PCR TNF antisense

TTP1** CCCTGATGAATATGCCAGC PCR TTP, sense

TTP2 GGTTCATTGCCTCCCTTAAA PCR TTP, antisense

H1*** TCGCAGCTGTACCACTCGCCAG PCR HuR, sense

H2 CCAAACATCTGCCAGAGGATC PCR HuR, antisense

*TNF-α GenBank accession number: NM000594; **Tristetraprolina (TTP) GenBank accession number: NM003407 
***HuR GenBank accession number: U38175

Tabella IIB - Condizioni di amplificazione. *I primers e le condizioni di PCR sono riferite al metodo riportato da Suzuki et al. (25). bps: paia di basi.

Gene Condizioni

PCR  GAPDH (prodotto target 333 bps) 30’’ a 94°C, 30’’ a 56°C, 45’’ a 72°C; 35 cicli

TNF-α (prodotto 285 bps) 30’’ a 94°C, 30’’ a 56°C, 45’’ a 72°C; 35 cicli

TTP (prodotto 416 bps)* 45’’ a 95°C, 45’’ a 58°C, 1’ a 72°C; 32 cicli

HuR (prodotto 226 bps) 30’’ a 95°C, 30’’ a 65°C, 2’ a 72°C; 30 cicli
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TNF, TTP (26) e HuR mediante PCR utilizzando i
primers e le condizioni riportate in tab. IIA e B. In
figura 2 ne è illustrato un esempio.

Analisi statistiche
Le analisi statistiche ed il calcolo dell’Area sotto
la Curva (AUC) delle cinetiche di rilascio del TNF-
α sono stati effettuati utilizzando il software Prism
(Graph-Pad, S. Diego, CA 92121 - USA). I dati so-

no espressi come media con l’indicazione dell’er-
rore standard o come mediana con il range mini-
mo-massimo se più opportuno. Il confronto tra
gruppi è stato effettuato mediante test non-para-
metrici (Mann-Whitney). L’intervallo di confiden-
za è stato calcolato al 95% e si sono considerati si-
gnificativi valori di p<0.05. 

RISULTATI

Come mostrato in tabella IA i pazienti all’entrata
nei protocolli sperimentali di trattamento presen-
tavano un’elevata attività di malattia, con un DAS
medio di 5.5±1.1 ed un livello plasmatico della
proteina C reattiva (PCR) pari a 35.7±29 mg/l. 8
pazienti su 11 prendevano cortisone alla dose di 5
g/die, il 63.6% dei pazienti è risultato positivo per
la presenza di Fattore Reumatoide nel siero (<20
UI/mL), con un titolo medio pari a 447.3±382.6
(range min-max: 25-1090). 5 pazienti avevano una
durata di malattia inferiore ad 1 anno.
La cinetica del rilascio cellulare di TNF-α in se-
guito a stimolo con LPS non ha messo in luce si-
gnificative differenze tra pazienti e controlli (Fig.
3), tuttavia mentre nei controlli le cinetica è anco-
ra crescente al termine del periodo osservazionale,
nei pazienti ha già raggiunto il picco di produzio-
ne e assume un andamento decrescente. Quindi, se
nell’arco delle 8 ore di osservazione non si rileva-
no differenze nel livello globale medio di TNF-α
rilasciato nel mezzo di coltura (rappresentato dal-
la misura dell’Area sotto la Curva della cinetica) tra
pazienti e controlli, il profilo delle curve appare
diverso: il rapporto tra il livello di TNF-α secreto
alle 4 ore e quello alle 8 ore ha un valore medio su-

Figura 3 - Cinetica di secrezione di
TNF-α dopo stimolazione con LPS in
cellule di pazienti e controlli. Le cel-
lule sono state stimolate con LPS 100
ng/ml ed il surnatante recuperato ai
tempi indicati in ascissa. Il livello di
TNF-α è stato valutato mediante ELI-
SA analizzando ogni campione in tri-
plo e prendendone il valore medio. I
profili delle cinetiche riportate in gra-
fico sono stati ottenuti dalle medie
(con indicazione dell’errore standard)
dei livelli di citochina (in pg/ml per
milione di cellule seminate) ottenuti
a ciascun tempo per tutti i pazienti e
controlli considerati nello studio.

Figura 2 - Analisi dell’espressione di TNF-α, TTP e HuR: un caso
esemplificativo. L’elettroforesi su gel d’agarosio al 2.5% rispettiva-
mente per GAPDH, TNF-α, HuR e al 2% per la TTP mostra l’anda-
mento dell’espressione molecolare dei 3 geni d’interesse dopo aver
uniformato i campioni riferiti ad ogni tempo della cinetica per
l’espressione della GAPDH. nt = cellule non trattate con LPS.
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periore a 1 nei pazienti (1±0.3), inferiore a 1 nei
controlli (0.8±0.1). Distinguendo i pazienti sulla
base dell’assunzione di cortisonici oppure sepa-
randoli in FR positivi e FR negativi, non si sono ri-

levate significative differenze né nell’AUC media,
né nel profilo della cinetica (Fig. 4A e B). Ripe-
tendo l’analisi della produzione di TNF-α nei pa-
zienti dopo il 1° mese di terapia abbiamo osserva-
to un netto cambiamento del profilo della cinetica
che si presenta analoga a quella caratterizzante la
popolazione di controllo (Fig. 5). Tale “normaliz-
zazione” permane fino al 6° mese.
Tuttavia, analizzando globalmente i pazienti, né il
rapporto TNF-α 4/8 ore, né il livello assoluto di
TNF-α rilasciato nell’arco delle 8 ore (AUC), ri-
sultano significativamente diversi dai valori basali.

Sintesi di TNF-α e responsività alla terapia
Basalmente, prima della terapia, i pazienti rivela-
tisi in seguito responsivi al trattamento farmacolo-
gico (con una riduzione del DAS >1.2 e valore as-
soluto inferiore a 3.7 a 6 mesi), presentavano una
cinetica quali-quantitativamente indistinguibile da
quella riferita ai pazienti non responsivi. Tuttavia
solo i pazienti responsivi (R) hanno omogenea-
mente dimostrato già dopo il 1° mese di tratta-
mento una significativa inversione del profilo del-
la cinetica, passando da un valore del rapporto
TNF-α 4/8 ore di 1.1±0.3 al basale ad un valore di
0.5±0.3 al 1° mese (p=0.026) (Fig. 6). Tale inver-
sione si mantiene inalterata fino al 6° mese
(0.7±0.1, p=0.0411). Al contrario, nei pazienti non
responsivi (NR) non c’è una significativa variazio-
ne dell’andamento della cinetica fino al 6° mese di
osservazione. Uno dei pazienti NR è in realtà usci-
to dal protocollo dopo il 1° mese, per cui le consi-
derazioni statistiche del basale versus 3° e 6° me-
se sono state effettuate per i soli 4 pazienti rimasti

Figura 4 - Cinetica di secrezione di TNF-α dopo stimolazione con LPS
nelle cellule dei pazienti distinti in: A) sotto trattamento (CS+) o meno
(CS-) con cortisonici; B) FR positivi e FR negativi. Ogni punto delle cur-
ve rappresenta la media con l’indicazione dell’errore standard (ES).

Figura 5 - Variazione del profilo del-
la cinetica di rilascio del TNF-α da
parte delle celule dei pazienti prima
(basale) e dopo il 1° mese di terapia.
Ogni punto delle curve rappresenta la
media con l’indicazione dell’ES.
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in osservazione. In conclusione, già dopo il 1° me-
se di trattamento è possibile identificare i pazienti
responsivi per la significativa inversione del profi-
lo della cinetica di rilascio cellulare di TNF-α do-
po LPS (0.5±0.3 nei R versus 1.6±1.2 nei NR;
p=0.0043). 

Analisi dell’espressione trascrizionale del TNF-α
L’analisi dei livelli e della modalità di induzione
trascrizionale del TNF-α in seguito a stimolazio-
ne con LPS non ha portato a rilevare alcuna diffe-
renza né tra pazienti e controlli, né tra pazienti pri-
ma e dopo la terapia. In tutti i casi, l’induzione av-
viene nettamente tra i 30 e i 60 minuti, quindi
l’espressione ritorna rapidamente ai valori iniziali
entro le 4 ore (Fig. 7).

Modulazione dell’espressione 
dei fattori di regolazione post-trascrizionale
dell’espressione del TNF-α
La stimolazione con LPS non ha dimostrato di in-
durre sostanziali modifiche nel livello di espressio-
ne basale (cellule non trattate) della HuR, che per-
tanto si comporta come un gene costitutivamente
espresso dalla popolazione cellulare in esame (Fig.
8). Non abbiamo riscontrato nemmeno sostanziali
differenze nei livelli di espressione tra pazienti e
controlli, né tra pazienti al basale e dopo il 1° me-
se di terapia o ancora tra pazienti R e NR.
Al contrario, l’LPS si è dimostrato uno stimolo
molto efficace nell’induzione rapida e netta
dell’espressione della TTP tanto nei pazienti, quan-
to nei controlli, che raggiungono livelli compara-
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Figura 6 - Variazione del rapporto
TNF-a 4/8 ore tra basale e 1° mese in
pazienti responsivi e non responsivi.
Le colonne indicano il valore medio
con l’ES. R basale (1.1±0.3) versus R
1° mese (0.5±0.3) *p=0.026; R 1° me-
se versus NR 1° mese (1.6±1.2)
**p=0.0043.

Figura 7 - Analisi dell’espressione molecolare del TNF-α. In ordina-
te è rappresentato il valore, in Unità Arbitrarie (UA), dell’espressio-
ne dell’mRNA del TNF-α. Ogni punto delle curve rappresenta la me-
dia (con ES) dei valori ottenuti nelle tre serie di soggetti indicati in le-
genda.

Figura 8 - Analisi dell’espressione molecolare della HuR. In ordina-
te è rappresentato il valore, in Unità Arbitrarie (UA), dell’espressio-
ne dell’mRNA della HuR. Ogni colonna rappresenta la media (con
ES) dei valori ottenuti nelle tre serie di soggetti indicati in legenda.
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bili di espressione sia in termini assoluti che come
incremento percentuale rispetto ai livelli misurati
sulle cellule non stimolate (Fig. 9). Tuttavia è emer-
sa una significativa differenza nei livelli di espres-
sione alle 4 e 8 ore di incubazione con LPS: men-
tre nei pazienti la cinetica si esaurisce decrescen-
do progressivamente fino ai livelli basali, nei con-
trolli permangono livelli circa 4 volte maggiori ri-
spetto a quelli nelle cellule non stimolate. In parti-
colare, controlli versus pazienti: 5.95±3.75 unità ar-
bitrarie (UA) versus 1.74±1.66 UA alle 4 ore,
p=0.0014 e 7.1±6.5 UA versus 2.51±0.89 UA alle
8 ore, p=0.0632.
Dopo il primo mese di terapia si assiste alla com-
parsa dell’induzione tardiva dell’espressione della
TTP anche nei pazienti, più accentuata nei R ri-
spetto ai NR, ma comunque presente in entrambi i
casi. La comparsa dell’induzione tardiva non di-
pende dal tipo di terapia, c’è sia nei pazienti trat-
tati con MTX che in quelli trattati con i biologici
anti-TNF-α.

DISCUSSIONE

Il TNF-α è considerato da tempo una citochina
chiave nel processo flogistico cronico dell’AR, tut-
tavia la revisione della più recente letteratura in
merito alla regolazione della sintesi e del rilascio
cellulare della citochina in pazienti con AR, non
permette di trarre conclusioni definitive (8-12). Uti-
lizzando un modello in vitro volto il più possibile
a riprodurre condizioni “naturali” di stimolazione
dell’immunità innata, quale può essere l’LPS su
una popolazione monocito-linfocitaria molto simi-
le a quella presente a livello sinoviale (23, 24), ci
siamo proposti di contribuire alla definizione del

problema. Tuttavia l’analisi della cinetica della se-
crezione di TNF-α sotto stimolo con LPS non ci
ha permesso di discriminare in modo netto tra i pa-
zienti con artrite attiva, aggressiva e refrattaria al-
le comuni terapie con DMARDs ed i soggetti sa-
ni, né di identificare a priori i pazienti con una mag-
giore propensione a rispondere positivamente ai
seguenti trattamenti terapeutici. La mancanza di
significatività nella tendenza che tuttavia si rileva
nei pazienti, ad una risposta più pronta dei con-
trolli, indice di uno stato “preattivato” già indicato
da alcuni autori (8), è da riferirsi sicuramente al li-
mitato numero di soggetti considerati nello studio,
ma anche e soprattutto all’elevata variabilità inte-
rindividuale nei livelli di TNF-α rilasciato tanto
dalle cellule dei pazienti, quanto da quelle dei con-
trolli. La secrezione di TNF-α misurata nel mezzo
di coltura è il risultato di molteplici meccanismi di
regolazione intracellulare a partire da quelli ope-
ranti a livello della trascrizione genica (27), fino a
quelli responsabili della traduzione in proteina e
delle successive modifiche post-trascrizionali (28),
per concludere con il rilascio extracellulare del
TNF-α per taglio enzimatico della porzione tran-
smembrana (29). Come già descritto in preceden-
za in letteratura (27), anche nel nostro modello spe-
rimentale lo step trascrizionale non sembra gioca-
re un ruolo fondamentale nel determinare la sinte-
si finale della citochina. Più interessante è risulta-
ta invece la modulazione dell’espressione della
TTP, la proteina chiave nella regolazione della sta-
bilità dell’mRNA del TNF-α (14). Come prece-
dentemente riportato da Carballo et al. (14), che ne
avevano studiato la modulazione in colture prima-
rie ottenute da midollo osseo murino, l’espressio-
ne della TTP viene rapidamente indotta dalla sti-
molazione con LPS sia nelle cellule dei pazienti,

Figura 9 - Analisi dell’espressione
molecolare della TTP: pazienti al ba-
sale versus controlli e versus pazien-
ti al 1° mese. In ordinate è rappre-
sentato il valore, in Unità Arbitrarie
(UA), dell’espressione dell’mRNA
della TTP. Ogni colonna rappresenta
la media (con ES) dei valori ottenuti
nelle tre serie di soggetti indicati in le-
genda. TTP 4 ore nei controlli
5.95±3.75 UA versus 1.74±1.66 UA
nei pazienti al basale, *p=0.0014.
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che in quelle dei controlli, raggiungendo valori
confrontabili sia in termini assoluti che come in-
cremento percentuale rispetto alle cellule non trat-
tate. Tuttavia nelle cellule dei controlli l’espres-
sione si mantiene significativamente più elevata fi-
no al termine del periodo osservazionale, come se
un’ulteriore stimolo, indirettamente dipendente dal
primario costituito dall’LPS, determinasse una se-
conda induzione dell’espressione genica. I dati del-
la Carballo (14) indicano che lo stesso TNF-α sia
in grado di indurre l’espressione della TTP. Così la
mancanza nei pazienti di questo particolare profi-
lo nella cinetica di espressione della TTP suggeri-
sce un’alterazione non tanto nella via biochimica
che conduce all’induzione trascrizionale subito a
valle del recettore dell’LPS (30), quanto nel suc-
cessivo probabile effetto autocrino esercitato dal
TNF-α secreto su sé stesso alfine di spegnerne la
sintesi, altrimenti dannosa per la cellula. Tale ef-
fetto a feed-back negativo sembrerebbe collegato
alla modalità più o meno pronta, intensa e prolun-
gata nel tempo con cui viene rilasciata la citochi-
na, poiché la riacquisizione di una cinetica “nor-
malizzata” di produzione di TNF-α dopo il 1° me-
se di trattamento è accompagnata dalla comparsa
del secondo picco di induzione della TTP. 
Il netto cambiamento della cinetica di rilascio del
TNF dopo il 1° mese di terapia, con particolare ri-

ferimento ai pazienti responsivi suggerisce che il
resetting della modalità di risposta cellulare inna-
ta a livello sistemico possa condizionare l’esito de-
gli eventi a livello locale, nella sinovia sede del
danno flogistico-erosivo. Si può pertanto ipotizza-
re che i meccanismi alla base della precoce “nor-
malizzazione” della risposta cellulare indotta con
più frequenza dai biologici anti-TNF-α, ma anche
dal solo MTX e prodromica di un più tardivo ri-
scontro clinico, siano da imputare ad una ripresa
del controllo post-trascrizionale della sintesi del
TNF-α o meglio della capacità esercitata dalla
stessa citochina di modulare a feed-back la stabi-
lità del suo stesso messaggero attraverso l’indu-
zione della proteina TTP. In tale contesto non sem-
bra invece giocare un ruolo importante una delle
maggiori antagoniste della TTP, la proteina HuR
(17), la cui espressione, scarsamente influenzata
dalla stimolazione con LPS ed ascrivibile perlopiù
ad un gene costitutivo, non presenta differenze tra
pazienti e controlli.
In conclusione indipendentemente dal tipo di far-
maco utilizzato, la risposta terapeutica valutata a 6
mesi dall’inizio del trattamento, è preceduta dalla
precoce “normalizzazione” del profilo della risposta
cellulare innata a livello sistemico, dovuta almeno in
parte, alla ripresa dei meccanismi autocrini di rego-
lazione intracellulare della sintesi di TNF-α.

RIASSUNTO
Oggetto dello studio è stato l’analisi delle modalità di espressione, regolazione post-trascrizionale e secrezione del TNF-
α indotta da lipopolisaccaride in cellule mononucleate del sangue periferico di pazienti con AR aggressiva arruolati
in protocolli sperimentali comparanti agenti anti-TNF−α versus Methotrexate. Sebbene la cinetica di produzione del
TNF-α non è risultata significativamente diversa tra pazienti (11) e controlli (9), la responsività valutata a 6 mesi dall’ini-
zio della terapia si caratterizza precocemente (entro il 1°mese) per un resetting della risposta cellulare (netto cambia-
mento del profilo della cinetica di produzione del TNF-α e normalizzazione dell’espressione della Tristetraprolina,
principale responsabile del controllo a feedback negativo della sintesi della citochina) a livello sistemico. 

Parole chiave- TNF-α, artrite reumatoide, LPS, tristetraprolina, terapia anti-TNF.
Key words- TNF-α, rheumatoid arthritis, LPS, tristetraproline, anti-TNF therapy.
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