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INTRODUZIONE



La Sclerosi Sistemica

La sclerosi sistemicdSSc), o sclerodermia, € una malattia multisistandel tessuto
connettivo, ad eziopatogenesi complessa, che étterdgaata da alterazioni del
microcircolo e da fibrosi (Gabrielli et al. 2009anja & Abraham 2007; Manetti et al.
2010a; Bhattacharyya et al. 2011). Il termine “sulermia”, che deriva dal greco
“skleros= duro” e “derma = pelle”, significa letteralmerifeelle indurita”, ed infatti il
distretto prevalentemente colpito dalla fibrose@presentato dalla cute. Tra gli organi
interni e gli apparati interessati dal processootilbo si annoverano il cuore, i polmoni,
i reni, 'apparato gastrointestinale ed alcuni nalisecheletrici.

La prognosi della SSc risulta molto grave e la swadenza di mortalita, per lo piu
conseguente a complicanze cardiache, polmonanaliy@otevolmente alta (Tyndall et
al. 2010). Nonostante i numerosi progressi compiatia ricerca di base e clinica, la
patogenesi della SSc non é ancora stata chianita esiste tuttora una terapia in grado
di contrastarne I'evoluzione (Ong & Denton 201Maldliagnosi precoce e la possibilita
di prevedere lo sviluppo della SSc rappresentanmom&nti fondamentali per
I'impostazione di una terapia razionale e per gllmramento della prognosi, ma, ancor
piu necessario, sarebbe comprendere le cause nbeala base dell'insorgenza della

malattia.

Epidemiologia

Sebbene sia considerata una patologia rara, lac@fisce dai 65 ai 265 individui per
milione e la sua incidenza sembra essere sottdstimmeausa della mancata diagnosi di
molte forme oligosintomatiche o scarsamente ewsutia malattia € presente in tutti i

continenti, colpisce tutte le etnie, con predileeiodei soggetti di colore (Steen &



Medsger 1990), ed e abbastanza rara nelle primaddec vita, mentre nella maggior
parte dei pazienti si manifesta tra la quinta edata. Il sesso maggiormente affetto,
particolarmente in eta fertile, € quello femminié®n un rapporto di 7-12:1 rispetto a
quello maschile. L'incidenza della SSc nella popmae, che e di circa 4-18 nuovi casi
'anno, e costantemente in aumento (Steen & Med$§80). Cio e probabilmente
riconducibile ad una maggior esposizione a paditdhttori tossici ambientali, quali
idrocarburi alifatici ed aromatici, amine biogerailina, resine epossidiche, silicio,
cocaina, alcuni farmaci anoressizzanti ed altroaam¢Cagnoni et al. 1995). Allo stesso
tempo e presumibile che un miglioramento della sy permettendo un accertamento
della malattia gia nelle fasi precoci, abbia deteato un incremento del numero totale
dei casi.

Piu del 95% dei pazienti presenta il fenomeno dirRad, un vasospasmo episodico e
reversibile che colpisce le dita di mani e piedl, aramente il naso e le orecchie, e che
e caratterizzato da un improvviso pallore iniziakguito da cianosi e, in seguito al
ripristino della circolazione sanguigna, da unesnia talvolta doloroso delle parti

colpite.

Definizione e classificazione

La sclerodermia fa parte di un gruppo di patol@gieomunate da lesioni microvascolari
e da un'attivazione fibroblastica permanente che#apad accumulo di collagene e a
conseguente fibrosi. L'ispessimento e lindurimedtdla cute sono caratteristiche
cliniche cardinali della malattia. Si possono digtiere forme di sclerodermia
localizzata, sistemica (meglio definita sclerosstaiica, SSc), associata ad altre
connettiviti (sindromi overlap) e quadri sclerodaimindotti da sostanze tossiche.
Alcuni pazienti, pur avendo le caratteristiche @iegiche e vascolari della SSc, non

presentano alterazioni cutanee; in questi rari tagpatologia viene indicata come
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“sclerosi sistemica sine scleroderma”. Viceversasteno diverse patologie fibrosanti
che nonostante siano clinicamente caratterizzatairdaspessimento cutaneo, sono
correlabili alla SSc solo ad un esame clinico sligiate (Akesson et al. 2003).

La sclerodermia localizzata comprende una formaedre” (con una sua variante “en
coup de sabre”) e la “morfea” (limitata e genewia), in cui € raro I'interessamento
sistemico ma che pud essere associata a quadiiogjer autoimmunitari o a reperti
istologici cutanei di tipo inflammatorio (Falang@8p).

Il principale criterio per la diagnosi della scldesmia sistemica e per la sua distinzione
da altre connettiviti si basa sulla valutazione laddbcalizzazione, del grado e
dell'estensione del coinvolgimento cutaneo, a @noscorrelate indicazioni cliniche,
laboratoristiche e di storia naturale della madattSubcommittee for Scleroderma
Criteria 1980). Questo € anche il primo criterimic per la classificazione della SSc
nei suoi due subset principali: SSc con coinvolgitnecutaneo limitato (IcSSc) e SSc
con coinvolgimento cutaneo diffuso (dcSSc) (LeRbwle 1988) (Tavola 1). Circa il
60% dei pazienti affetti da SSc rientra nel subsataneo limitato, dove il
coinvolgimento viscerale € un evento tardivo e éeadverificarsi dai 10 ai 30 anni dopo
I'esordio del fenomeno di Raynaud. La dcSSc, lan&orpiu grave, ha invece
un'insorgenza ed un’evoluzione piu rapida a caudanportanti danni d'organo, che

insorgono spesso entro 5 anni dai primi sintomi.

Tavola 1.Subset della sclerosi sistemica (SSc).

SSc cutanea limitata (IcSSc)

 Fenomeno di Raynaud per anni (occasionalmente gecad

« Coinvolgimento cutaneo limitato a mani, avambrac¢a@ale), faccia e piedi.



» Significativa e tardiva incidenza di ipertensionginponare, con o senza malattia
interstiziale polmonare, nevralgia del trigemino,alcdicazioni cutanee,
teleangectasie.

* Alta incidenza di anticorpi anti-centromero (ACAY(80% dei pazienti).

* Anse capillari dilatate, spesso senza scomparseagéiari.

SSc cutanea diffusa (dcS¥c

Esordio delle alterazioni cutanee (edema o sclecosinea) entro 1 anno dal

fenomeno di Raynaud.

e Coinvolgimento cutaneo acrale e del tronco.

* Precoce e significativa incidenza di malattia istierale polmonare, insufficienza
renale oligurica, malattia gastrointestinale diffusoinvolgimento miocardico.

* Assenza di ACA.

* Megacapillari e perdita di capillari in aree dettdeperiungueale (aspetto "desert

like™).

» Anticorpi anti-DNA topoisomerasi | (anti-Scl70) @0dei pazienti).

Ogni subset di malattia puo evolvere, a sua vdiaina fase precoce, o edematosa, ad
una tardiva, o atrofica (Steen & Medsger 1990)fdse precoce si manifesta in tempi e
modalita differenti aseconda che si tratti della IcSSc o della dcSSc,pmesenta
caratteristiche anatomo-patologiche comuni ai dulesst, quali edema edfiltrato
inflammatorio perivascolare. L’'edema interessaite di mani e piedi, dando origine ai
cosiddetti “puffy digits”, e pud estendersi allerpprossimali degli arti e al volto. La
fase tardiva e invece caratterizzata da una prortenédrosi (Steen & Medsger 1990),

in seguito alla quale la cute si ispessisce, caotagliamento dell’epidermide e



incremento di spessore del derma, aumenta di ¢enges ed appare tesa e lucida. Negli
stadi piu avanzati le dita assumono l'aspetto dglaraffusolati, con conseguente
limitazione dei movimenti articolari, mentre il ¥oltende a diventare una sorta di

maschera contratta.

Eziopatogenesi

Sebbene negli ultimi decenni siano stati fatti mwoleprogressi nella comprensione e
nella caratterizzazione dei processi patologiciahneengono in corso di malattia, non si
e ancora riusciti ad identificare un reale agernielegico. Le ipotesi che, di volta in
volta, hanno chiamato in causa l'esposizione acdtadisici, chimici o virali, sono
infatti rimaste prive di una comprovata dimostragscientifica.

Nella patogenesi della SSc gli eventi fondamestatio rappresentati da (Fig. 1):

a) danno endotelialed estesa alterazione del microcircolo perifericbe determinano

una ridotta perfusione tissutale ed una consegusttiemia cronica (LeRoy 1996);

b) attivazione dei fibroblastiche manifestano un'esagerata capacita di sintesi e

deposizione di collagene, determinando una fidrasintrollata;

c) anomalaattivazione del sistema immunitari carico sia dell'immunita umorale che

di quella cellulare (Jimenez & Derk 2004; LeRoW29White 1994).

Nonostante sia ormai appurato che le lesioni vascptecedono la fibrosi e che, con
ogni probabilita, svolgono un ruolo di primo piamello sviluppo della reazione
fibrotica stessa, non e invece ancora del tutt@rohise le anomalie del sistema
immunitario precedano (come la maggior parte detgldiosi ritiene) o seguano quelle
del circolo periferico. Le alterazioni a carico la®idotelio e linfiltrazione tissutale di
linfociti T sono caratteristiche tipiche delle fasiziali di malattia, mentre la fibrosi

rappresenta la lesione finale che provoca danorgahni ed apparati.



Agente eziologico ?

'

Background genetico
permissivo

Alterazioni molecolari nelle
cellule bersaglio

|
v ! ! !

Fibroblasti Cellule endoteliali Linfociti B Linfociti T

Fibrosi tissutale Alterazioni del Produzione di Infiltrato

microcircolo autoanticorpi inflammatorio e
disregolazione di
citochine e

fattori di crescita

Figura 1. Rappresentazione schematica degli eventi fondatneetk patogenesi della SSc.
1. Danno endoteliale ed alterazione del microciraol

Il meccanismo con cui si realizza il danno vas@&lahe compare prima che la fibrosi
sia clinicamente rilevabile, & ancora sconosciut@, € stata dimostrata, in corso di
malattia, la presenza di cellule endoteliali ateyafenomeno che €& considerato un
evento primario nella patogenesi della SSc.

Le manifestazioni cliniche del coinvolgimento vdste sono diverse ed includono uno
spettro di cambiamenti prevalentemente a caricondefocircolo e delle arteriole. |
cambiamenti patologici vascolari consistono ndiVazione delle cellule endoteliali,
fino all'apoptosi delle stesse, nelllaumentata €spone di molecole di adesione, nella
proliferazione dell'intima delle arteriole e, nelt@me piu avanzate, nell'occlusione dei
vasi e nella necrosi. La maggior parte dei pazieoi SSc presenta una ridotta

pressione di perfusione alle mani, condizione che progredire fino all'occlusione
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completa delle arterie digitali, causando necrakigrazioni ai segmenti distali delle

mani ed autoamputazione degli stessi (Kahaleh 2(0g) 2, 3).

Figura 3. Arteria digitaledi un paziente affetto da SSc (Tricromica di Ma3s&n evidente la
proliferazione dell'intima e una marcata fibrosigtiestrati subintimale ed avventiziale, con la
risultante occlusione del lume vasale.

Il danno vascolare nella SSc ¢ diffuso e si matsifesn una triade:

1) instabilita vasomotoria generalizzata e tendenzavadospasmahe, da un punto di

vista clinico, sono rappresentate dal fenomeno ajndud. Questo, caratterizzato da

ripetute interruzioni transitorie della perfusiomesutale, rappresenta spesso un evento
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2)

3)

precoce nello sviluppo della malattia. Nei pazieés8c si assiste ad un aumento dei
livelli di endotelina-1 (ET-1), un potente vasocagire, € dei suoi recettori. | livelli
circolanti di ossido nitrico (NO), invece, che haome vasodilatatoria, appaiono ridotti
e non aumentano neppure in risposta alla vasozioste da raffreddamento (Kahaleh
1991; Kahaleh et al. 1993). Il trombossano A2 (TXA#hfine, potente agente
vasocostrittore, risulta aumentato, subendo umioteeincremento dopo applicazione di
uno stimolo freddo (Reilly et al. 1986).

anormalitd microvascolari ed alterazioni strutturalche conducono ad ischemia

cronica e che sono caratterizzate da proliferazaeiéintima arteriolare, fibrosi degli
strati subintimale ed avventiziale, e obliterazideevasi.

manifestazioni patologiche intravascolargquali ridotta deformabilita eritrocitaria,

aumentata attivita piastrinica e formazione di tognalla base della quale vi sarebbe
anche un'attivazione dei granulociti neutrofili,echossono ostruire il lume vasale e
rilasciare radicali liberi dell'ossigeno, contrilbde in questo modo al danno endoteliale
(Lau et al. 1992).

Quanto detto rende verosimile lipotesi che neiigrdz sclerodermici ci sia uno
squilibrio tra fattori vasocostrittori e vasodilaig, primi fra tutti quelli di origine
endoteliale, che puo determinare una tendenzasakpasmo e dare luogo al fenomeno
di Raynaud. Tutti i pazienti con SSc hanno avuav@nno sicuramente il fenomeno di
Raynaud, mentre solo una piccola percentuale dorcolche lo hanno avuto

svilupperanno la SSc (Kahaleh 2004).

La cellula endotelialesvolge un ruolo fondamentale nella struttura éarfeinzione dei

vasi sanguigni. E' deputata a separare il contemasale dallo spazio interstiziale,
prevenire I'aggregazione piastrinica, inibire laczda della coagulazione e modulare lo

stato contrattile delle cellule muscolari liscelaglarete vasale (regolazione del tono



vasale). La sua attivita secretoria, in particql@&rdondamentale nel modulare il tono
vasale. L'endotelio, infatti, produce e secerngeveostanze. Alcune di esse sono attive
sulla muscolatura liscia e ne sono un esempio i &f@ ha azione vasodilatatoria, e la
ET-1, che invece ha azione vasocostrittrice; atmeo invece attive sulla funzionalita
piastrinica, come la prostaciclina, che impedisaggregazione delle piastrine e la loro
interazione con il connettivo sottostante, e il TXAhe ha invece azioni opposte. Il
danno a carico della cellula endoteliale nella S8&ubra essere preceduto da una fase di
attivazione (Kahaleh et al. 1992).

Altre alterazioni consistono in modificazioni sihe o plasmatiche di vari elementi
indirettamente coinvolti nell'attivazione/danno etadiale. Tra di essi i piu sensibili
indicatori di malattia (per quanto riguarda il camimento vascolare) sembrano essere
il fattore VIII di Von Willebrand, che appare ebto (Kahaleh et al. 1981), e I'enzima
di conversione dell'angiotensina (ACE), che risutigece ridotto. Sono inoltre da
ricordare la presenza di piastrine attivate, glioanticorpi anti-endotelio (AECA),
l'aumento dei livelli circolanti della trombomodudi e dellET-1. Quest'ultima, in
particolare, oltre che un importante marcatore rp&go di danno endoteliale,
rappresenta anche un fattore mitogeno per i filagib(Kikuki et al. 1995). Nei pazienti
affetti da SSc le cellule endoteliali esprimono W@A, ICAM-1, selectine P ed E,
molecole di adesione che sono espressione di atiiva endoteliale e le cui forme
solubili nel plasma risultano piu elevate, rispedtta norma, sin dagli stadi iniziali di
malattia (Gruschwitz et al. 1995). Un numero sempraggiore di dati, inoltre,
suggerisce che il danno e la perdita del microtrperiferico nella SSc siano in parte
dovuti ad un aumento del processo apoptotico dmlrile endoteliali, processo che
sembra essere aumentato anche nei linfociti edtoniei fibroblasti. Numerose cellule

endoteliali in apoptosi sono state evidenziateiapdie cutanee prelevate da pazienti in

10



fase iniziale di malattia (Sgonc et al. 1996). €istato correlato alla presenza in circolo
di AECA (Pignone et al. 1998), i quali sono in gradi determinare I'adesione dei
leucociti all'endotelio (Carvalho et al. 1996) eiddurne poi I'apoptosi (Bordron et al.
1998). Anche meccanismi epigenetici, infine, pdiexio modulare la disfunzione delle
cellule endoteliali nella SSc. E’ stato infatti eatemente dimostrato che la metilazione
del DNA e la deacetilazione degli istoni causana vepressione dell’espressione del
recettore di tipo 2 delle proteine morfogenetichese nelle cellule endoteliali
microvascolari (MVEC) dermiche di pazienti SSc,he questa modificazione porta ad
un‘aumentata suscettibilita delle cellule enddiediiapoptosi (Wang & Kahalel 2013).
Per quanto riguarda lpiastrine la cui attivazione e probabilmente secondaria all
alterazioni dell’endotelio, rispetto ai soggettirmali esse si presentano maggiormente
aggregate e dotate di un piu elevato contenutordnugi. Questi contengon@-
tromboglobulina (Kahaleh et al. 1982), peptidi @ivazione del tessuto connettivo
(CTAP), fattore piastrinico 4, trombospondina, dattdi attivazione fibroblastica,
fattore di crescita trasformanBe{TGF{3) e fattore di crescita derivato dalle piastrine
(PDGF), ciascuno capace di modificare lo statoedetllule endoteliali, dei fibroblasti e
delle cellule immunitarie. L'aumentata permeabilitsscolare che caratterizza la fase
edematosa della SSc permetterebbe alle piastrinpasisare nellinterstizio, dove,
mediante la liberazione dei loro mediatori, promer@bbero I'attivazione dei fibroblasti
e la conseguente produzione di matrice extrace (ECM).

Anche iradicali liberi dell'ossigeno(ROS)sembrano avere un ruolo prominente nel

processo di danno endoteliale. Il fenomeno di Raginarovocando episodi giornalieri
di danno da ipossia-riperfusione, danneggia infattidotelio mediante la produzione di
ROS e di prodotti reattivi dell'azoto, portanddra@ss ossidativo e all'inattivazione degl

enzimi antiossidanti. Le ipotesi sul meccanismadaino endoteliale da parte dei ROS
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sono due: la prima, secondo la quale le celluleotstidli sarebbero costitutivamente
incapaci di adattarsi alle modificazioni indottd geocesso di riperfusione; l'altra, piu
verosimile, secondo cui il ciclo continuo di ischiamperfusione condurrebbe ad un
esaurimento delle capacita proprie della celluladoggliale di neutralizzare la
formazione dei ROS (Matucci et al. 1998). L’ischanderivante dal fenomeno di
Raynaud sollecita le cellule endoteliali ad inteatere una serie di processi di
adattamento per superare I'evento stressante, woerdo della sintesi di proteine e di
enzimi “scavenger” (superossido dismutasi, peressidel glutatione). Il ripetuto e
continuo insulto ischemico, pero, alla fine deterail’esaurimento delle capacita
adattative delle cellule endoteliali, facilitando viluppo del danno endoteliale e
scatenando la cascata di eventi che conducone@airfeno di Raynaud alle alterazioni

del microcircolo (Kikuki et al. 1995).

Modificazioni strutturali del microcircolo dermicsi possono osservare sia alla
microscopia ottica che elettronica e coinvolgonog@palmente le arteriole e i capillari.
Tra gli aspetti piu rilevanti di tali modificaziosi ricordano la riduzione del numero dei
capillari, I'edema e [liperplasia delle cellule etddiali, con ispessimento della
membrana basale. Nei vasi di maggior calibro semssinoltre iperplasia dell'intima,
delaminazione ed ispessimento dell’avventizia (Keth2004).

La progressiva riduzione del letto microvascoladeilediminuito flusso sanguigno ai
tessuti non sono accompagnati da una sufficiesf@sta angiogenetica e conducono,
nelle fasi piu avanzate, alla comparsa di areetutsd prive di vasi e ad ischemia

cronica.

L'angiogenesié quel processo biologico che porta alla formazidn nuovi vasi a
partire da vasi preesistenti, sia durante la utdrgonale che in quella postnatale. La

creazione di nuovi vasi non avviene solo mediartgangiogenesi, ma coinvolge anche
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il processo di vasculogenesi, che consiste netllmdaione di nuovi vasi attraverso il
reclutamento di cellule endoteliali progenitriciHE) dal midollo osseo, fenomeno che
prima si pensava avvenisselo a livello embrionale (Asahara et al. 1999; tBieharya
et al. 2000).

Il processo angiogenetico e controllato da mediattmolanti ed inibenti che, in
condizioni fisiologiche, costituiscono un sistemaefmente bilanciato, in modo da
assicurare che la formazione di nuove strutturecolas avvenga solo quando e
necessaria.

L'angiogenesi si articola secondo una specificacatasdi eventi, che si possono
riassumere in quattro fasi e che sono regolati gneciso programma di induzione

genica a carico della cellula endoteliale (Carme@0):

« fase di iniziq caratterizzata da un aumento della vasodilatazida una riduzione
del tono e da un aumento della permeabilita vaseotde € modulata dal NO e dal
fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VE@R cui fa seguito una fuoriuscita

di proteine plasmatiche ed edema tissutale;

- fase di progressionedurante la quale si assiste ad una destabilazazdella
membrana basale da parte di proteasi (serino miade&sistema di attivazione del
plasminogeno, metalloproteasi) che permette allelleeendoteliali di separarsi le
une dalle altre, di invadere la ECM e di migraréassi strada nelle zone dove é

necessario costruire una nuova rete vascolare;

» fase di differenziazionecaratterizzata dall'assemblamento delle celluttotstiali
attivate in strutture capillari primitive. Questsé € regolata da fattori angiogenetici
che controllano la proliferazione delle cellule etadiali, sia direttamente che
indirettamente, attraverso il rilascio di fattorialescita da parte di altre cellule del

microambiente;
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« fase di maturazione che consiste nella differenziazione, stabilizaaei e
organizzazione delle cellule endoteliali in unaredpillare tridimensionale e che e
diretta dall'azione concertata del fattore di dtesiibroblastica (FGF), del VEGF,
delle angiopoietine e di altre citochine e fatdircrescita. Contemporaneamente si
ha sia il rimodellamento e la digestione dellECMtorno ai raggruppamenti
endoteliali, sia la canalizzazione dei neovasi, émmazione di anastomosi ed
inizio della perfusione ematica. Cellule muscol&sce e periciti stabilizzano la
parete dei vasi neoformati (Carmeliet 2000; Ris@871 Cross & Claesson-Welsh
2001).

Tra gli induttori diretti dell'angiogenesi un ruotthiave e sicuramente rivestito dal

VEGF, un potente mitogeno per le cellule endotelmicro- e macro-vascolari di

origine arteriosa e venosa che esercita i suoittefesgandosi a specifici recettori

tirosino-chinasici, il VEGFR-1 (Flt-1) e il VEGFR-gFIk-1), presenti sull'endotelio
vascolare di piccoli e grandi vasi. Durante |'aggicesi, il VEGF promuove l'aumento
della permeabilita vasale, con conseguente fuataudcproteine plasmatiche, e sembra
che i suoi effetti siano mediati principalmente 8D secreto dalle cellule endoteliali
stesse. L'FGF non ha una specificita d’azione sa@per le cellule endoteliali, ma ne
stimola la proliferazione, la migrazione e la diffieziazione, agendo sinergicamente
con il VEGF nella sua azione proangiogenetica.

Tra i fattori inibitori & invece da ricordare I'epstatina, che inibisce I'angiogenesi

riducendo la migrazione e la proliferazione delilute endoteliali (O'Reilly et al.

1997).

Uno dei fattori fondamentali che concorrono allaesga della SSc € la perdita della

capacita angiogenetica. Le alterazioni del micomda, infatti, che come gia detto in

precedenza iniziano fin dalle fasi precoci dellalatie, evolvono da uno stadio
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caratterizzato da teleangectasie, megacapillarw®pde modificazioni dell’architettura
vascolare, indici di un'angiogenesi alterata, ad gtadio che presenta un aspetto
“desert like”, caratterizzato da una totale scorspatei capillari e quindi da una totale
mancanza di eventi angiogenetici. Sebbene l'ipa$s@ane consegue costituisca uno dei
piu potenti stimoli proangiogenetici, nei pazieafifetti da SSc non si assiste ad
un'efficace rigenerazione di un microcircolo fumate. Nonostante i livelli aumentati
di numerose molecole proangiogenetiche nella cutelesiero, la patologia evolve
infatti comunque verso la progressiva perdita dgiltari (Distler et al. 2004; Distler et
al. 2009).

| dati in letteratura riguardanti le alterazionil geocesso angiogenetico in corso di SSc
sono talvolta contraddittori. Mentre alcuni aut@piortano infatti che il siero di pazienti
sclerodermici sia in grado di potenziare le capag@itoangiogenetiche delle cellule
mononucleate umane normali (Majewski et al. 1988lakbowski et al. 1988), altri
hanno dimostrato che questo ha invece un effettoa sulle MVEC, in quanto € in
grado di inibire la loro migrazione e la consegedormazione di vasi (Mulligan et al.
2007).

In condizioni fisiologiche, durante l'attivazionesldprocesso angiogenetico, le cellule
immunitarie sono coinvolte nel meccanismo di a#tivae, proliferazione e migrazione
delle MVEC mediante la produzione e il rilascio uwh ampio spettro di mediatori
(Ribatti & Crivellato 2009). Nei pazienti SSc, iroee e stata dimostrata una ridotta
attivita proangiogenetica dei linfociti e dei moitbcircolanti (Kaminski et al. 1984;
Koch et al. 1992). Il sovranatante delle cellulenomucleate ottenute dal sangue
periferico di pazienti SSc € in grado di inibireclaemiotassi delle MVEC e il siero di
tali pazienti, inoltre, & in grado di ridurre lape&ita angiogenetica delle cellule

mononucleate (Kahlel et al. 1986).

15



Altri studi suggeriscono poi che nella SSc esistao usquilibrio tra fattori

proangiogenetici ed antiangiogenetici (Koch & stk007). In uno stadio molto
precoce di malattia & presente uno stato infiammneatdhe porta ad un aumento della
produzione di fattori proangiogenetici e ad unangribreve ed incontrollata risposta
angiogenetica. Questa, in poco tempo, subisce paed drastica riduzione e tale
fenomeno puo essere in parte spiegato dalla presemall'azione di numerosi fattori
angiostatici. Nonostante la predominante riduzide#'angiogenesi, comunque, molti
mediatori proangiogenetici rimangono iperespresdiancute e nel siero dei pazienti

SSc (Koch & Distler 2007) (Fig. 4).
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Figura 4. Meccanismi che determinano la ridotta angiogemadia SSc. Uno squilibrio

complesso tra fattori proangiogenetici ed antiaggnetici risulta in un’alterata e ridotta
capacita di formare nuovi vasi. Questo porta, camenostrato dalla videocapillaroscopia
periungueale, alla formazione di capillari gigactpillari ramificati a cespuglio e ad aree di
"desertificazione".
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Tra i principali fattori proangiogenetici che rieato aumentati nei pazienti SSc
troviamo: VEGF, PDGF, TGB; FGF-2, ET-1, proteina chemoattrattiva-1 per i
monociti (MCP-1), fattore di necrosi tumorale{TNF-o), le molecole di adesione
vascolare E-selectina, P-selectina e le loro fasotebili (Manetti et al. 2010a).
E’interessante notare che molte di queste citochmangiogenetiche (PDGF, TG¥-
FGF-2, ET-1 e MCP-1), essendo anche potenti attivaelle cellule muscolari lisce
dei vasi, dei periciti e dei fibroblasti, potrebbeessere coinvolte nella complessa
relazione tra angiogenesi, vasculopatia e fibrbsiesiste nella SSc (Varga & Abraham
2007; Abraham & Distler 2007; Distler et al. 200Le cellule muscolari lisce e i
fibroblasti, infatti, proliferano e sintetizzano ECin risposta a fattori rilasciati dalle
cellule endoteliali attivate, portando a fibrosrigascolare, proliferazione dell'intima,
deposizione di matrice nella parete dei vasi e tetalzione vasale, con perdita
irreversibile dell’integrita vascolare.

Numerosi studi hanno dimostrato che I'espressiomé WVEGF €& notevolmente
aumentata, in correlazione con lo stadio della thala con le manifestazioni d’organo,
sia nella cute che nel siero dei pazienti SSc (Maatal. 2010a)Studi di ibridazione
in situ su cute di pazienti sclerodermici hanno dewmziato un'iperespressione
del’mRNA del VEGF rispetto ai controlli sani (Dist et al. 2004). Oltre al VEGF,
anche i suoi recettori risultano up-regolati néIFEC dermiche della cute dei pazienti
SSc (Distler et al. 2004; Mackiewicz et al. 200R).stato proposto che la prolungata
esposizione al VEGF potrebbe portare alla formazidnuna rete caotica di capillari
giganti e dalla forma irregolare, come si ossetleaGpillaroscopia in pazienti SSc in
fase precoce (Guiducci et al. 2007; Sulli et abD&0 Quindi l'incontrollata e cronica
iperespressione del VEGF non porterebbe alla foilenmazdi nuovi capillari maturi,

stabili e funzionanti, ma alla generazione di uege rdisordinata di capillari non
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funzionanti (Distler et al. 2004). E' stato infinecentemente dimostrato come nei
pazienti SSc la paradossale mancanza di rispogiaganetica all'ipossia possa essere
dovuta all'iperespressione di una particolare isoéodel VEGF, il VEGIssb, che viene
generata da uno splicing alternativo nell'esonmitele del pre-mRNA e che ha una
potente azione antiangiogenetica (Manetti et &l12).

Un’altra possibile spiegazione della progressivalipe dei capillari periferici in corso
di SSc € che la iperespressione dei fattori praayggietici sia in realta superata da una
maggiore iperespressione di fattori angiostatic@nodktante in letteratura siano presenti
risultati contrastanti, infatti, numerosi studi handimostrato che nei pazienti SSc sono
presenti elevati livelli di endostatina, angiostatie trombospondina-1. E’ stato inoltre
dimostrato,in vitro, che MVEC isolate da individui sani, se esposteplasma di
pazienti SSc, mostrano una ridotta migrazione &fprazione, fenomeno che si verifica
quando le stesse cellule vengono stimolate corgibetatina (Mulligan et al. 2007).
Esistono poi numerose evidenze sul fatto che lstq@ possano giocare un ruolo
chiave nel disequilibrio tra fattori proangiogenee fattori angiostatici. Le piastrine,
infatti, all'interno dei loro granuli,, contengono sia numerosi fattori proangiogenetici
(VEGF, FGF-2, PDGF e TGB1) che inibitori dell'angiogenesi (fattore piasicm 4,
endostatina e trombospondina-1) (ltaliano et a0820Nei pazienti SSc le piastrine,
immagazzinando e trasportando elevati livelli di G/ possono rappresentare una
fonte di VEGF circolante e, attivandosi in seguib contatto con I'endotelio
danneggiato, contribuire al deficit angiogenetiGwlanika et al. 2009). Le piastrine,
inoltre, rilasciano molecole che agiscono sul teagcolare (NO, serotonina, TXAZ2,
prostaglandine) e altre che sono coinvolte nallimmazione, nella proliferazione dei
fibroblasti e delle cellule muscolari lisce dei vasnella sintesi dei componenti della

ECM e degli enzimi che la degradano (Postlethw&i@hiang 2007).
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Studi di microarray che hanno comparato i profiii espressione dei fattori
proangiogenetici ed antiangiogenetici nelle MVEGIase dal derma di soggetti sani e
in quelle di pazienti SSc hanno evidenziato diffieeesignificative nell'espressione dei
geni delle callicreine 9, 11 e 12, molecole proaggnetiche risultate down-regolate
nelle MVEC degli individui malati, e nell'espresséodel gene della callicreina 3, una
molecola antiangiogenetica che appariva inveceegptata (Giusti et al. 2005; Giusti et
al. 2006).

E' stato poi recentemente dimostrato che nellaaeitpazienti SSc, insieme alla perdita
dei capillari, & riscontrabile anche un grave camtgnto del fenotipo dell’endotelio dei
microvasi rimanenti (Manetti et al. 2010a). Il féipo vascolare sclerodermico é
caratterizzato dalla perdita della caderina vaseolandoteliale (VE-caderina),
marcatore endoteliale richiesto per la formazione stabilizzazione dei vasi, e da una
iperespressione di molecole antiangiogenetiche domberferone alfa (IFNw).

Numerosi studi, infine, suggeriscono che alla labdka perdita dei capillari vi sia anche
un difetto della vasculogenesi e della riparazigascolare, ipotesi comprovata dalla
presenza di un alterato numero di EPC circoladalke alterazioni del differenziamento
delle cellule staminali mesenchimali, derivate odlollo osseo, in cellule endoteliali

(Distler et al. 2009; Cipriani et al. 2007).

2. Attivazione dei fibroblasti e danno fibrotico

La fibrosi € la caratteristica patologica princgdella SSc. Nonostante molti ricercatori
ritengano che questa sia il risultato di un alteeageneralizzato processo di riparazione
tissutale, un evento scatenante non e ancoraigdgattificato (Wynn 2008).

Un ruolo cruciale nell'instaurarsi del processadilzo in corso di SSc e svolto dai

fibroblasti, che risultano costitutivamente attiveathe presentano una proliferazione
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incontrollata (Hinz et al. 2012). Questi sono imdItaratterizzati da una resistenza agli
stimoli proapoptotici e da una maggiore predispose alla trasformazione in
miofibroblasti. In condizioni fisiologiche i fibrdasti producono quantita limitate di
ECM; a seguito di un danno tissutale, invece, lhsgio localizzato di citochine
profibrotiche e di fattori di crescita da parteldatellule infiammatorie e del sistema
immunitario, delle piastrine e delle cellule endiate crea un microambiente che
determina una loro attivazione persistente, podknd transdifferenziare in
miofibroblasti, a produrre componenti del’'ECM irodo incontrollato e a secernere, a
loro volta, fattori di crescita e citochine profitiche che perpetuano il processo in
maniera autocrina e paracrina (Fig. 4). | mediapwdfibrotici che sembrano essere
maggiormente implicati nella patogenesi della S8ws TGFg, fattore di crescita del
tessuto connettivo (CTGF), PDGF, interleuchine §ILiL-13), ET-1 e serotonina
(Gabrielli 2009; Varga 2007; Wynn 2008).

Nella SSc, le stesse cellule endoteliali possomiribwire all'attivazione dei fibroblasti:
direttamente, tramite il rilascio di fattori cheratiici e di ET-1, o indirettamente,
attivando le cellule del sistema immunitario, chégro volta, inducono l'attivazione dei
fibroblasti producendo TGB-e altri fattori di crescita.

| fibroblasti isolati da biopsie di cute coinvolte malattia presentano il cosiddetto
"fenotipo sclerodermico”, caratterizzato da un eénecento dei livelli di mRNA per il
pro-collagene e per la fibronectina e da un’auntardgmtesi di glicosaminoglicani.

Le forme di collagene maggiormente prodotte in calisSSc sono quella di tipo I, 1l
(presente in special modo a livello del derma oddie nelle lesioni di piu recente
insorgenza) e VI (perivascolare).

I miofibroblasti, che risultano significativameraementati nella cute dei pazienti SSc,

esprimono lan-actina del muscolo lisciamfSMA) e mostrano un fenotipo intermedio
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tra quello di un fibroblasta e quello di una celluhuscolare liscia. Mentre durante |l
normale processo di riparazione tissutale i miofibeisti sono presenti solo
temporaneamente nel tessuto di granulazione, isocor SSc persistono, portando ad
un'eccessiva contrazione della ECM e ad un proces$socicatrizzazione cronico.
Inizialmente si pensava che i miofibroblasti potessderivare esclusivamente da
fibroblasti residenti nel tessuto connettivo; stueltenti hanno invece dimostrato che
tali cellule possono originare anche a partire @acfii, fibrociti, ossia precursori
circolanti di fibroblasti derivanti dal midollo oss, nonché da cellule epiteliali e cellule
endoteliali, mediante una transizione epitelio-mebkemale ed endotelio-mesenchimale
(Varga & Abraham 2007; Manetti et al. 2011b; DUi@012; Manetti & Bayer 2013).
Tuttavia, quale sia l'origine esatta dei miofibesti che iniziano e sostengono la
reazione fibrotica che caratterizza la SSc rimaro®ia da definire.

Oltre ai fibroblasti e ai miofibroblasti, anche raltipi di cellule stromali sembrano
essere implicate nella fisiopatologia della SScshigo un esempio i telociti, cellule dai
lunghi processi citoplasmatici che svolgono unaziome di supporto, formando
un'impalcatura che e atta a definire la correttmoizzazione tridimensionale dei tessuti
e degli organi durante la vita prenatale e a guaelar rinnovamento e la riparazione
durante quella postnatale. Nella cute dei paziefiétti da SSc, ed in particolare da
dcSSc, i telociti appaiono severamente dannegd#tpunto di vista ultrastrutturale e
significativamente ridotti di numero. E' stato giiimpotizzato che la loro progressiva
perdita possa contribuire all'alterata organizzazitridimensionale della ECM e al
ridotto controllo dell'attivita dei fibroblasti eedmiofibroblasti (Manetti et al. 2013).

Il principale mediatore del processo fibrotico ppaesentato dal TGB; che promuove
I'instaurarsi della fibrosi sia stimolando la pradue di ECM sia inibendone la

degradazione (Varga & Abraham 2007; Wynn 2008).GF{3, prodotto e rilasciato da
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numerosi tipi cellulari, tra cui fibroblasti, midbfioblasti, linfociti T, monociti,
macrofagi e piastrine, viene sintetizzato come ompulesso latente ed inattivo che e
sequestrato dalle proteine della ECM. La sua trasd@ione nella forma
biologicamente attiva € mediata da proteasi edgiime espresse sulla superficie di
fibroblasti e di altre cellule. Una volta attivd, TGF-8 si lega al suo recettore di
membrana, il TGBRII, e da inizio ad una cascata di trasduzione s#gnale che,
attraverso il reclutamento e la fosforilazione @&@H3RI, coinvolge la famiglia delle
proteine Smad e, in ultima analisi, determina umento dell'espressione di numerosi
geni target, quali quelli del collagene di tipaél CTGF, delti-SMA e dell'inibitore di
tipo | dell'attivatore del plasminogeno (Varga & rAbam 2007; Wynn 2008).
Fibroblasti isolati da pazienti affetti da SSc r@sno elevati livelli di espressione dei
recettori del TGH3, in particolare del TGERI, e questo potrebbe spiegare, almeno in
parte, la maggiore suscettibilita di tali cellulaatimolazione con il TGPB. Smad2 e
Smad3, che in seguito all'attivazione del PRFe alla loro conseguente fosforilazione
formano un complesso eterodimerico che va a leghnsiomotore dei geni bersaglio,
sono i regolatori cruciali del signaling del T@Ft fibroblasti dei pazienti SSc
mostrano numerose anomalie della via di segnalazidel TGFB, infatti sono
caratterizzati da un'aumentata espressione e flegione di Smad2 e Smad3 e da una
ridotta espressione e funzionalita del loro initEtendogeno, Smad7 (Manetti & Beyer
2013).

I TGF-B, oltre a regolare la sintesi delle proteine déli@M, inibisce anche la
produzione di metalloproteasi (MMP) e collagenastimola la produzione di inibitori
delle proteasi, come l'inibitore tissutale delle @MMTIMP-1). Il TGF8, infine, stimola

potentemente la sintesi di CTGF da parte dei filagih delle cellule muscolari lisce dei
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vasi e delle cellule endoteliali. A sua volta, TGF sembra essere coinvolto in un loop
autocrino di stimolazione della propria sintesirrpettendo il perpetuarsi di un ciclo
vizioso profibrotico (Leask et al. 2002). Aumentatelli di CTGF sono stati riscontrati
nei tessuti affetti di pazienti SSc.

Anche I'ET-1 risulta iperespressa nei fibroblaStc$d il blocco farmacologico dei suoi
recettoriin vitro riduce significativamente la sintesi di ECM, I'e=gsione deli-SMA e

le proprieta contrattili di tali cellule (Varga &bkaham 2007; Manetti & Beyer 2013).

Il PDGF, che é prodotto sotto stimolazione da fitlesti, cellule endoteliali, macrofagi
e piastrine, € un potente fattore mitogenico e dhattico per i fibroblasti ed € in grado
di stimolare la sintesi dei componenti dellECMaeskecrezione degli altri mediatori
profibrotici da parte dei fibroblasti stessi. Unta@ntata espressione e fosforilazione dei
recettori del PDGF é stata evidenziata nella cuteiefibroblasti di pazienti SSc e,
recentemente, nel loro siero, sono stati identifiaache autoanticorpi agonisti di tali
recettori.

Le piastrine rappresentano un'importante fonte eédiatori profibrotici, infatti i loro
granuli, oltre al TGH e al PDGF, contengono anche grandi quantita dieeina. In
condizioni fisiologiche, il danno vascolare, attide la degranulazione piastrinica,
induce il rilascio dei mediatori profibrotici, chassicurano in questo modo una
efficiente e controllata riparazione del danno. darso di SSc, al contrario, la
vasculopatia cronica induce un persistente riladcigerotonina, provocando in questo
modo un ininterrotto processo di riparazione tiakued una conseguente fibrosi. La
serotonina stimola infatti i fibroblasti a produgecessive quantita di ECM (Fig. 5). Gli
effetti profibrotici della serotonina sono mediasclusivamente dal suo legame con i
recettori 5HEg, che determina un rilascio di TGFed una conseguente produzione di

collagene. Questi recettori sono iperespressi n8lBc e ci0 rende i fibroblasti
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maggiormente sensibili all'azione della serotonlrmapersistente attivazione piastrinica
ed il conseguente rilascio della serotonina, quipdimuovono lo sviluppo della fibrosi
e rappresentano un importante collegamento traaiind vascolare ed il processo
fibrotico in corso di SSc (Manetti & Beyer 2013; d3eet al. 2011).

Anche I'lL-6, che e prodotta da macrofagi, linfo&ted altri tipi cellulari, € in grado di
stimolare la produzione di collagene da parte heoblasti e per questo sembra avere
un possibile ruolo nella patogenesi della SSc.Miadlello animale di fibrosi indotta da
bleomicina, ilknockoutdel gene dell'lL-6 o l'utilizzo di anticorpi ditetcontro tale
molecola e in grado di inibire la risposta profitica (Kitaba et al. 2012).

Oltre ad un‘aumentata attivita dei mediatori pnafili, € stato poi dimostrato che
anche una ridotta espressione degli inibitori aiVazione fibroblastica puo svolgere
un ruolo importante nell'instaurarsi del procesbmfico. Ne sono un esempio il fattore
di trascrizione Fli-1 (Asano et al. 2010) e alctipii di microRNA (Vettori et al. 2012).
Altri fattori implicati nel meccanismo di eccessiwntesi ed accumulo di ECM
sembrano poi essere l'ipossia e la conseguentaforne di ROS, che sono in grado di
stimolare i fibroblasti attivando il signaling dEGF{3 e del PDGF (Baroni et al. 2006)
(Fig. 5). Numerosi studi hanno infatti messo indeviza, nei pazienti sclerodermici, la
presenza di ridotti livelli sierici di antiossidaetdi un aumentato numero di marcatori
di danno ossidativo. Con la progressione dellaofhrla distanza tra i vasi sanguigni e
le cellule interstiziali aumenta, portando ad uehibre riduzione dell'apporto di
ossigeno per i fibroblasti e creando, in questoanod vero e proprio circolo vizioso di
ipossia e attivazione profibrotica dei fibroblastessi (Beyer et al. 2009).

La persistente attivazione dei fibroblasti nellac 8trebbe inoltre essere dovuta anche
ad una loro resistenza a stimoli proapoptoticistata infatti dimostrata la presenza di

uno shilanciamento nel rapporto tra la proteina-gpoptotica Bax (Santiago et al.
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2001) e quella anti-apoptotica Bcl2, che e quindi grado di selezionare una
popolazione di fibroblasti resistenti all’apopt@sparticolarmente responsivi al T@F-

(Jelaska & Korn 2000).

3. Alterazioni del sistema immunitario

Le alterazioni immunologiche in corso di SSc sormaaco di entrambe le componenti

del sistema immunitario, quella umorale e quellutzee.

Immunita umorale

Oltre agli AECA, responsabili del danno direttdeadtiotelio, in corso di SSc si possono
trovare anche altri tipi di autoanticorpi. Il 95%idpazienti presenta anticorpi anti-
nucleari (ANA) in grado di reagire con svariati &mgli intranucleari (Okano 1996). In
particolare, due tipi di ANA sono specifici dell&& 1l primo, diretto contro la DNA-
topoisomerasi | (anti-Scl70), € caratteristico aetSSc e risulta positivo nel 30-40%
dei pazienti. | soggetti che presentano quest@@md hanno una maggiore probabilita
di sviluppare fibrosi polmonare e vasculopatia feeiga, nonché un piu rapido
coinvolgimento cutaneo e renale. Il secondo, diretbntro proteine del centromero
(ACA), si ritrova nel 70-80% dei pazienti con IcS®a € meno specifico, in quanto
presente anche in pazienti con cirrosi biliare usi#f. Raramente lo stesso paziente

presenta entrambi gli anticorpi.

Immunita cellulare

Il ruolo svolto dall'immunita cellulare nella patogesi della SSc e evidenziato dalla
presenza di infiltrati cellulari mononucleati neissuti affetti, da un'alterata funzione
delle cellule T-helper e dei monociti, da una riddaittivita delle cellule natural killer e

dal rilascio di vari tipi di citochine (Fig. 5).
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E' stato osservato chimfociti T CD4+ si accumulano nella cute, liberando citnehi

capaci di reclutare altre cellule inflammatorie @mmacrofagi e mastociti. Questi
rilasciano mediatori quali l'istamina, citochinatarleuchine, in particolare IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6, e fattori di crescita (TN, PDGF, FGF, TGH), che possono attivare i
fibroblasti per la sintesi di collagene e di alp@teine della ECM (Rothfield 1992).
Mentre nella cute predomina la sottopopolazioneelpér CD4+, nel liquido di
lavaggio broncoalveolare sono maggiormente predentellule T-citotossiche CD8+
(White 1996). Il fenotipo linfocitario T-helper eugllo che sembra predominare sin
dalle fasi precoci di malattia (Roumm et al. 1984)ivello dei linfociti T CD4+ e stata
anche dimostrata un'inibizione dell’apoptosi (Sturothet al. 2000).

Anche imacrofagj data la loro capacita di produrre mediatori coh@&-{3, PDGF,
TNF-q, IL-1, IL-6, proteasi e altri mediatori solubilhe possono essere importanti nella
patogenesi della SSc, sembrano poter aver un nadl genesi della malattia.

| mastocitj a livello delle lesioni tissutali, si localizzaneicino ai vasi, dove
contribuiscono al loro danneggiamento medianteildscio di triptasi, una potente
endopeptidasi che é capace di ledere le celluletehiai e di attivare la produzione di
TGF e di istamina. Quest'ultima stimola poi la sintd=li'ECM. Nelle lesioni cutanee
sclerodermiche e presente un elevato numero diogitish fase di degranulazione, e il
siero di pazienti SSc contiene elevate quantitdedpfoteine derivate dalla loro

degranulazione.
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Figura 5. Cross-talk tra vari tipi cellulari coinvolti nelfgatogenesi della SSc.

Interessamento d'organo

1. Cute

Le modificazioni patologiche a livello cutaneo soguelle che contraddistinguono
maggiormente la SSc. Con il progredire della mialagi assiste al progressivo
ispessimento del derma e all'assottigliamento ejalifermide, eventi che portano ad
indurimento e perdita di elasticita della cuteehltrambi i subset, limitato e diffuso, la
fase precoce e caratterizzata da edema a livelle mani, in particolare delle dita, e da
infiltrato infammatorio nello spazio perivascolai2opo un periodo di tempo variabile,
che puo andare da poche settimane a diversi mesienha viene sostituito da
indurimento e ispessimento della cute, che perdelgalasticita e non é piu sollevabile
in pliche (fase “sclerotica”). Con I'avanzamentdlaenalattia la cute si assottiglia (fase

“atrofica”), con appiattimento delle papille derimé; accumulo di fasci di collagene e
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perdita di alcuni annessi cutanei, come i bulbifgril e le ghiandole sebacee
(Hashimoto et al. 1983). Le ghiandole sudoriparenosagli annessi cutanei
maggiormente risparmiati anche nelle fasi piu astszsebbene vengano avvolte e
pressate dall’enorme accumulo di collagene e la fanzione risulti apparentemente
ridotta (Hashimoto et al. 1983; Casale et al. 2004)

L'ispessimento cutaneo che si manifesta nei pazéietti dalla forma limitata spesso
coinvolge solo le dita, talvolta anche il volto,poype l'intera mano e le regioni piu
distali dell’avambraccio. In questo stadio la mizgbud rimanere stabile per anni senza
coinvolgimento di regioni cutanee piu prossimalielld forma diffusa, invece,
l'ispessimento cutaneo si diffonde rapidamenteeimss centripeto ed entro alcuni mesi

puo coinvolgere avambraccia, braccia, viso ed éilimorace e I'addome.

2. Polmoni

L’interessamento polmonare € tra le piu frequemngortanti manifestazioni della SSc

ed e presente, anche se con grande variabilitegtensione ed evoluzione, in circa Il

70% dei pazienti. | due tipi piu comuni di malati@lmonare sono rappresentati

essenzialmente dall'ipertensione polmonare e galumopatia interstiziale aspecifica
(NSIP).

L'ipertensione polmonare pud essere dovuta allaepma di fibrosi polmonare o ad

ipertensione arteriosa polmonare (PAH). Quest'altieén causata da un processo
patologico a carico dei piccoli vasi polmonari éhearatterizzato da ispessimento delle
pareti vascolari e dalla formazione di microtromtmn conseguente riduzione sia del
calibro che dell’elasticita vascolare. L'organismisponde a questo aumento di

pressione nel circolo polmonare con ipertrofia latdzione del ventricolo destro, che

nel tempo porta a scompenso del cuore destro.
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La PAH é una condizione rara ma molto severa, gomlto rischio di mortalita, ed i
pazienti SSc hanno un rischio maggiore di andargomtro rispetto alla popolazione
generale.

La NSIP e una interstiziopatia polmonare infiammatal cui pattern anatomo-
patologico e caratterizzato dalla presenza ditrafid inflammatorio cellularéiffuso,
prevalentemente rappresentato da linfociti, e lola$iinterstiziale. Nelle fasi iniziali di
malattia si assiste ad un accumulo irregolare diulee infiammatorie (linfociti,
plasmacellule, eosinofili e macrofagi) nelle paedtieolari, con liberazione di mediatori
che danneggiano sia le cellule parenchimali chdé&ice connettivale. La successiva
risposta riparativa e sotto il controllo dei maagif che intervengono nella liberazione
di mediatori in grado di promuovere la fibrogenesla produzione di fibronectina.
Vengono prodotti anche il fattore di crescita demte dai macrofagi alveolari
(AMDGF) e [I'lL-1, che agiscono accelerando la pgevhzione dei fibroblasti. Con
I'evolvere dellinterstiziopatia si ha quindi unagluale aumento della distanza aria-gas,
con difficolta pit o meno marcate della diffusiog&ssosa, una riduzione del volume
d'aria contenuto negli spazi alveolari e una mod#ione delle caratteristiche
meccaniche del parenchima polmonare. L'interstaiappolmonare rappresenta infatti

una delle cause maggiori di morte nei pazienti SSc.

3. Tratto gastrointestinale e cuore

Il coinvolgimento del tratto gastrointestinale éaudelle manifestazioni cliniche piu

precoci e si osserva in piu del 90% dei casi, sipazienti IcSSc che dcSSc. L'esofago
distale e quasi sempre affetto, anche se l'esatizgenesi della dismotilita esofagea
rimane ancora da chiarire. Nelle fasi iniziali dalattia si assiste, a causa di processi
vascolari ed autoimmuni, ad una ridotta funziogatiella muscolatura liscia, mentre

nelle fasi piu avanzate i cambiamenti piu evidesano di carattere fibrotico. Con
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I'evolversi della SSc si puo avere l'interessamdetlintero tratto gastrointestinale, che
Si presenta caratterizzato da atrofia delle celulescolari lisce e da lesioni fibrotiche a
livello della lamina propria, della sottomucosa egld strati muscolari (Manetti et al.
2007). Da un punto di vista clinico la dismotildal tratto gastrointestinale rappresenta
una delle manifestazioni viscerali piu rilevanti ppi0 manifestarsi sia in modo
asintomatico che sotto forma di una grave paresi.

Anche la fibrosi del miocardio pud rimanere climeente silente o essere associata a

disfunzione diastolica ed aritmie.

Diagnosi

Il quadro clinico che caratterizza la fase conclardella SSc ne rende relativamente
semplice la diagnosi, mentre nelle sue fasi inizial malattia risulta molto meno
agevole da diagnosticare.

Per l'identificazione dei casi vengono comunemeunt#izzati i criteri proposti e
pubblicati nel 1980 dallAmerican College of Rheuotagy (Subcommittee for
Scleroderma Criteria 1980). Non essendo comunqasilgte diagnosticare la malattia
con un singolo esame, vista la sua diffusione rsist#&, sono necessari molteplici test
per valutare i diversi distretti interessati.

Gli esami di laboratorio, ed in particolare la rize degli autoanticorpi (soprattutto gli
ANA), risultano molto importanti. Gli ACA sono inchtivi della IcSSc, mentre gli anti-
Scl70 della dcSSc.

La tecnica piu ampiamente utilizzata per valutaregrado di ispessimento e/o
indurimento cutaneo € lo "score cutaneo modificktdRodnan” (MRSS), dove 17 aree
del corpo vengono esaminate con la palpazione @gmlina viene assegnato un
punteggio dello spessore cutaneo che va da 0 a=§€8sore normale; l=leggero

ispessimento; 2=moderato ispessimento; 3=seveessgpento). Il range del mMRSS va
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quindi da 0 (nessun ispessimento cutaneo) a 5ltdggio 3 per tutte le 17 aree
esaminate) (Black 1995; Seibold 2001; Clementsl.e1395). Le aree esaminate nel
mMRSS includono le dita, le mani, le avambraccidréecia, le cosce, le gambe, i piedi,
la faccia, il torace e I'addome.

II danno microvascolare rappresenta uno dei fattbrave gia nelle prime fasi di
malattia. La microangiopatia sclerodermica e carattata da alterazioni strutturali dei
capillari e da una progressiva riduzione del lotonero. Sono inoltre riscontrabili
capillari ectasici, capillari giganti (megacapil)amicroemorragie e capillari ramificati,
con sovvertimento dell’architettura vascolare steska microangiopatia, quindi,
potendo precedere gli altri sintomi anche di mattni, sembra essere il miglior fattore
predittivo valutabile per lo sviluppo della SSc. diagnosi clinica del coinvolgimento
vascolare include l'accertamento del fenomeno gnRad, la presenza di ulcere nelle
dita, di teleangectasie, I'esame videocapillaroscoperiungueale (VCP) e il dosaggio
di marcatori circolanti che riflettono il dannoattivazione e l'iperattivita vascolare
(Kahaleh et al. 2003).

Mediante VCP é stato possibile classificare la ca@ogiopatia sclerodermica in tre
differenti pattern capillaroscopici (“iniziale” o early”, “attivo” o "active” ed
“avanzato” o “late”), che risultano correlati com durata del fenomeno di Raynaud e
della SSc (Sulli et al. 2004).

Il pattern “iniziale” e caratterizzato da pochi dkpi ectasici o giganti, poche
microemorragie, architettura capillare relativaneeabnservata e non evidente perdita
di capillari (Fig. 6). Il pattern “attivo” presentdrequenti capillari giganti e
microemorragie, moderata perdita di capillari, metdesovvertimento dell’architettura
vascolare e capillari ramificati assenti o sporagag. 6). |l pattern “avanzato” e invece

caratterizzato da irregolare dilatazione capillgszechi o assenti capillari giganti e
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microemorragie e severa perdita di capillari, cetese aree avascolari, sovvertimento
della normale architettura microvascolare e fretjupillari ramificati (Fig. 6).

| pazienti con pattern "iniziale" o "attivo" sonaupfrequentemente affetti da IcSSc,
mentre quelli con pattern "avanzato" presentano gpésso una dcSSc (Sulli et al.
2004).

| distinti pattern VCP riflettono I'evoluzione dall microangiopatia periferica e
correlano con alcune caratteristiche cliniche,gred la loro identificazione risulta utile
per la stadiazione della SSc e il monitoraggioadphogressione della microangiopatia

stessa.

* b -
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normale
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~

Figura 6. Differenti pattern videocapillaroscopici. Il patterattivo” € caratterizzato da
numerosi capillari giganti, microemorragie, modana¢rdita di capillari e lieve sovvertimento
dell'architettura vascolare, con assenti o rariilzp ramificati. Nel pattern “iniziale”
I'architettura e la densita capillare appaiono eorate, mentre sono presenti capillari ectasici,
giganti e microemorragie. Un grave sovvertimentdl'atehitettura capillare ed aree
avascolari caratterizzano invece il pattern “avésiza

32



Modelli animali di SSc

L'utilizzo dei modelli animali in ambito scientificha da sempre rivestito un‘importanza
fondamentale, in quanto grazie ad essi € possshuldiare i meccanismi patogenetici
che stanno alla base delle malattie e, allo stesapo, testare I'efficacia e la sicurezza
di nuove potenziali strategie terapeutiche.

Nonostante negli ultimi anni siano stati messi atpwvariati modelli animali per la
SSc, nessuno di essi sembra essere in grado néndirenil decorso della malattia
umana, ne di riprodurne tutte le caratteristichéolpgiche. | principali modelli
sviluppati fino ad oggi possono essere suddivisdue gruppi: modelli inducibili e

modelli genetici (Avouac et al. 2013).

MODELLI INDUCIBILI

1. Modello murino di fibrosi cutanea e polmonare inlotta da bleomicina

Ideato nel 1999 da Yamamoto et al. ed ampiamenligzato, in quanto capace di

fornire importanti informazioni sulla patogenesildesSc umana, questo modello € in
grado di indurre fibrosi sia cutanea che polmonareonsiste nell’eseguire, per un
periodo di tempo di 4 settimane, iniezioni sottacte giornaliere di bleomicina, un
potente agente chemioterapico (Yamamoto et al. 1@9§. 7).

Le alterazioni fibrotiche a carico della cute rirgano localizzate nell'area di iniezione,
persistono per sei settimane dal termine del tretdo e, da un punto di vista
istopatologico, si presentano caratterizzate dei fapessiti di collagene e da infiltrato
cellulare (Fig. 7).

A livello polmonare, invece, la fibrosi si manifaston un ispessimento delle pareti

alveolari e, nelle fasi iniziali, con la presenzandiltrato cellulare (Yamamoto 2006)
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(Fig. 7). In questo modello, lo sviluppo della fisi sembra essere innescato da un
eccessivo stress ossidativo, con produzione di B@&cessiva risposta inflammatoria.
La somministrazione di bleomicina, inoltre, induganno endoteliale e porta ad un
aumento dell'espressione delle molecole di adegivamamoto & Nishioka 2005). Cio
determina il reclutamento di linfociti T, monoc# mastociti, i quali, a loro volta,
inducono attivazione fibroblastica e conseguenttesi ed accumulo di ECM. La cute
trattata con la bleomicina mostra infatti alti livelei mediatori profibrotici TGH3,
PDGF, MCP-1, IL-3, IL-6 e IL-13, oltre che una mawgg deposizione di collagene |,
un incremento del numero dei miofibroblasti ed wmantata espressione sia
dell'inibitore tissutale delle MMP (TIMP-1) che Helbitore degli attivatori del
plasminogeno-1 (PAI-1). La presenza di anticorpii-BfNA topoisomerasi | (anti-
Scl70) e anti-istone sembra inoltre far pensare uad coinvolgimento sistemico
(Ishikawa et al. 2008). Il processo inflammatorieqede la comparsa della fibrosi,
mostrando in questo modo delle notevoli somigliacze i cambiamenti istopatologici
osservati nella malattia umana.

Il modello di fibrosi cutanea indotta da bleomicimama le alterazioni inflammatorie
che si manifestano nelle fasi precoci della SScnaned € estremamente facile da
riprodurre. Nonostante cio, esso presenta numdinstzioni, infatti non riesce a
riprodurre la microangiopatia generalizzata checgade l'instaurarsi del processo

fibrotico e induce solo una fibrosi cutanea locadia (Avouac et al. 2013).
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Figura 7. Modello di fibrosi indotta da bleomicina. Iniemiosottocutanee giornaliere di
bleomicina inducono, dopo 4 settimane, una sevierasi cutanea e polmonare. Le alterazioni a
carico della cute rimangono localizzate nel sitint#zione e permangono per sei settimane dal
termine del trattamento. Nel pannello superioreosmostrate una sezione di cute di controllo
ed una sezione di cute trattata con la bleomi@naambe colorate con la tricromica di Masson;
nel pannello inferiore sono invece osservabili igmadi immunoistochimica su cute trattata
con il chemioterapico.

2. Modello murino di fibrosi cutanea e polmonare inlotta da acido ipocloroso

Il ruolo dei ROS nella patogenesi della SSc e skatgamente evidenziato. E' stato
infatti dimostrato che i fibroblasti dei pazienttlerodermici ne producono grandi
quantita, innescando in questo modo la sintesbllagene (Sambo et al. 1999). Sulla
base di tali dati e stata quindi recentemente @tapla creazione di un modello murino
di SSc consistente nella somministrazione di agmbzloroso (HOCI), un agente in

grado di determinare la generazione di vari tipR@S. Tale modello € stato realizzato
su topi BALB/c. Questi, sottoposti ad iniezioniteautanee giornaliere di HOCI per un
periodo di 6 settimane, sviluppano un'estesa fibsis cutanea che polmonare e
presentano, nel siero, elevati livelli di anticodpietti contro la DNA topoisomerasi |
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(anti-Scl70), caratteristica tipica della dcSScry8taz et al. 2009). Le iniezioni di
HOCI portano ad alterazioni infiammatorie e stinmald fibroblasti a produrre ROS,
che attraverso la fosforilazione di ERK1/2, gli temscono un fenotipo attivato, ne
inducono la differenziazione in miofibroblasti e stenolano la produzione di collagene
di tipo I, determinando cosi l'instaurarsi dellardisi (Batteux et al. 2011). Nonostante |l
modello sia in grado di generare un effetto sistene sia relativamente facile da
mettere a punto, esso richiede comunque un'attesa slettimane per lo sviluppo della
fibrosi e, essendo stato descritto in dettaglico sth un gruppo di ricerca, richiede

un'ulteriore validazione.

3. Modello murino di fibrosi cutanea e polmonare inlotta da topoisomerasi | e

adiuvante completo di Freund

Recentemente messo a punto da un gruppo di riggaggoonese su topi C57BL/6,
questo modello inducibile di dcSSc consiste nejesge, a distanza di due settimane
ciascuna, quattro iniezioni sottocutanee di topoe@si | e di adiuvante completo di
Freund, un'emulsione di acqua e oli minerali in éupresente il Mycobacterium
tuberculosis inattivato (Yoshizaki et al. 2011)|el&attamento induce alterazioni del
sistema immunitario e fibrosi sia cutanea che polane. | topi iniettati mostrano elevati
livelli di IL-6, IL-17 e TGF{3, mentre sono caratterizzati da una ridotta esjomesgli
IL-10. Il modello determina inoltre la produzioneashticorpi anti-DNA topoisomerasi |
(anti-Scl70), riproducendo in questo modo gli aspeatologici tipici della dcSSc.
Anche in questo caso pero, essendo esso statatiesolamente da un gruppo di

ricerca, Si ritiene necessaria una sua ulteriolidazone.
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4. Modello murino di malattia da rigetto del trapianto

Con malattia cronica da rigetto del trapianto (Gvairsus-Host Disease, GvHD) si
intende quella condizione che si verifica, in segad un trapianto di cellule staminali,
quando i tessuti o le cellule del donatore vengaggrediti dalle cellule immunitarie del
ricevente. La variante fibrosante della GvHD, dettéerodermatosa (Scl-GvHD), ha
molti aspetti clinici in comune con la SSc e pde tmotivo il trapianto di cellule di
midollo osseo e di milza di topi B10.D2 in topi BBIC immunosoppressi mediante
irradiazione di raggy & stato proposto come modello di sclerodermiadéaff Caman
1983) (Fig. 8). Due settimane dopo il trapiant@assiste ad un'infiltrazione di linfociti
T, monociti e mastociti che stimolano i fibroblaatprodurre grandi quantita di ECM
(Claman et al. 1985), mentre dopo tre settimanargtnali mostrano fibrosi polmonare
ed ispessimento della cute, con perdita del tesmiliflnso sottocutaneo ed atrofia degli
annessi cutanei (Jaffee & Claman 1983; Claman &085) (Fig. 8).

Una variante di tale modello, proposta nel 2004 Rizek, consiste nell'iniezione
intravenosa, in topi immunodeficienti BALB/c e RATknockout di sole cellule della
milza di topi B10.D2 (Ruzek et al. 2004) (Fig. B).questo caso la fibrosi coinvolge la
cute e molti organi interni (reni e tratto gasttestinale), ma colpisce solo in minima
parte i polmoni (Fig. 8).

Similmente a quanto visto per il modello di fibrasdotta da bleomicina, anche le due
varianti del modello GvHD inducono, come alteraziggredominanti, uno stato
inflammatorio ed un conseguente processo fibrotdonostante sia stata riportata
anche la presenza di alcuni autoanticorpi, rimat@via da chiarire se I'autoimmunita

giochi un ruolo chiave nell'instaurarsi del proceBirotico.
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Figura 8. Modello di malattia sclerodermatosa da rigetto ttepianto (Scl-GvHD) e sua
variante modificata. Nel primo caso si procede gamapianto, in topi BALB/c irradiati, di
cellule del midollo osseo e della milza di topi B2R. Le sezioni istologiche, colorate con
ematossilina eosina, mostrano la fibrosi cutangalmonare dei topi trattati rispetto ai controlli.
Nel secondo caso si esegue un'iniezione intravenosapi BALB/c RAG-2 KO, di sole cellule
della milza di topi B10.D2. Le sezioni istologicheglorate con la tricromica di Masson,
mostrano la fibrosi cutanea e renale dei topidtatispetto ai controlli.
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MODELLI GENETICI

1. Modelli murini Tight skin-1 e Tight skin-2

Il topo Tight skin-1 (Tsk-1) rappresenta un modsiimntaneo di SSc, infatti in esso una
parziale duplicazione nella regione codificantegizie della fibrillina-1, localizzato sul
cromosoma 2, induce un fenotipo SSc-simile (Siracas al. 1996) (Fig. 9). Gli
embrioni omozigoti muoiono prima della nascita, tnemuelli eterozigoti sviluppano,
a 2-3 settimane di vita, un fenotipo fibrotico, ai#erizzato da un diffuso ispessimento e
compattamento della cute. Contrariamente a quékoaccade nell'uomo pero, nei topi
Tsk-1 tale ispessimento non coinvolge il derma, lipaderma (Pablos et al. 2004) e
non sono presenti alterazioni a carico del commanito vascolare (Fig. 9). Anche |
cambiamenti istologici rilevati a livello polmonar@oltre, sono piu somiglianti ad un
enfisema che ad una fibrosi interstiziale (Marett&l. 2010b).

La fibrillina-1 € una proteina strutturale che dossce le microfibrille del tessuto
connettivo e che ha il compito di sequestrare iFIE5 mantenendolo nella sua forma
latente ed inattiva. Nell'uomo, il siero dei pazi§5c presenta anticorpi circolanti anti-
fibrillina-1 (Tan et al. 1999) e la cute affetta st@ ridotti livelli di fibrillina e
microfibrille instabili, ossia maggiormente sust®lit alla degradazione proteolitica
(Wallis et al. 2001). La mutazione che nel topcegponsabile del fenotipo tight skin
comporta la formazione di una forma mutata e inkgab fibrillina, fenomeno che si
pensa possa essere alla base delllaumentato ailedcattivazione del TGB-e della

conseguente eccessiva deposizione di ECM da pairfdrbblasti (Isogai et al. 2003).
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Figura 9. Topi Tight skin-1 e Tight skin-2. | primi presentanna duplicazione spontanea nel
gene della fibrillina-1, localizzato sul cromosorfia i secondi sono caratterizzati da una
mutazione indotta a livello del cromosoma 1. Lei@@zstologiche, colorate con la tricromica
di Masson in alto e con ematossilina eosina in dyassostrano, rispetto ai controlli,
l'ispessimento dell'ipoderma nel caso del modedlk-T e l'ispessimento del derma nel caso del
modello Tsk-2.

Il topo Tight skin-2 (Tsk-2) presenta una mutaziaagosomica dominante a livello del
cromosoma 1 che e il risultato della somministagiodell'agente mutageno
etilnitrosourea (Christner et al. 1995) (Fig. Questi animali sviluppano un fenotipo
"tight skin" che compare dopo 3-4 settimane dadacita e che, all'esame istologico,
mostra un marcato accumulo di collagene nel deFita 9). Oltre alla fibrosi cutanea e

degli organi interni, i topi Tsk-2 presentano andffdtrato infammatorio cellulare e
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un‘ampia gamma di autoanticorpi, come gli anti-8¢lgli ACA e gli anti-ds DNA
(Gentiletti et al. 2005).
I modelli Tsk-1 e -2 sono facili da gestire e nazhiedono trattamenti particolari, ma

non presentano ne vasculopatia né apoptosi enaleteli
2. Topi transgenici Fra-2

Fos-related antigen-2 (Fra-2) appartiene alla faenidei fattori di trascrizione AP-1,
che sono implicati nei processi di risposta allest come la proliferazione, I'apoptosi,
I'infiammazione, la riparazione delle ferite e lardsi (Avouac et al. 2012). Topi
transgenici Fra-2 presentano un fenotipo polmoneaeatterizzato da fibrosi e
vasculopatia, con un marcato pattern proliferatie. prime alterazioni vascolari a
comparire sono liperplasia neointimale, indottdladgroliferazione delle cellule
muscolari lisce dei vasi, e l'obliterazione delldeae polmonari, che risultano
accompagnate da inflammazione perivascolare (Maaral 2009). In seguito si assiste
ad una marcata deposizione di collagene. | topt2Fsxiluppano alterazioni simili
anche a livello cutaneo, dove infatti si assispealita del letto vascolare e a fibrosi. Il

modello & quindi in grado di mimare i principalpa#ti della SSc umana.
3. Topi TBRI“*;Cre-ER

I TGF-B rappresenta un fattore profibrotico cruciale ngltogenesi della SSc, in
qguanto attiva i fibroblasti ed induce la deposigiati ECM. Per tale motivo & stato
recentemente proposto, come modello di SSc, gdelldopo transgenicoRI“;Cre-
ER, in cui il signaling del TGIB-risulta costitutivamente attivato in maniera speai
nei fibroblasti (Sonnylal et al. 2007) (Fig. 10)u€3ti animali sono infatti caratterizzati

da una forma inducibile mutante e costitutivameaitesa del recettore di tipo | del

41



TGFf (TGH3RI) e dal transgene Cre-ER, che é sotto il comtroli un enhancer
specifico dei fibroblasti, CollaZ2.

In seguito all'attivazione del signaling del T@FRndotta da iniezioni ripetute di 4-
idrossitamoxifene, questi topi sviluppano una pesgiva e generalizzata fibrosi
cutanea, con accumulo di collagene di tipo | e lllépidermide e gli annessi cutanei
diventano atrofici ed il derma subisce numeroserationi strutturali (Fig. 10). Gli
animali non sviluppano perd nessuna fibrosi polmena anche i fenomeni
inflammatori ed autoimmuni tipici della SSc umarnsultano assenti. L'ispessimento
della parete delle piccole arterie, inoltre, appst@ogicamente differente da quello che

si riscontra nell'uomo.

TBRI/Cre-ER

TGFPRI costitutivamente
attivo nei fibroblasti

CA.
=

Figura 10. Topi transgenici BRI=";Cre-ER, i cui fibroblasti esprimono un recettomel TGF-
B (TGH3RI) costitutivamente attivo. Le sezioni istologicheolorate con la tricromica di
Masson, mostrano l'ispessimento del derma neiTiRi“*;Cre-ER rispetto ai controlli.
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4. Topi TRRII Ak

Ideato nel 2003, il topo BRIIAk rappresenta un ulteriore modello di attivazione
costitutiva del signaling del TGB-specifica dei fibroblasti (Fig. 11). Anche in tali
animali, infatti, si fa utilizzo dell'enhancer Call, che in questo caso induce
I'espressione di un recettore di tipo 1l del TEFFGH3RII) privo di attivita chinasica
(Denton et al. 2003). Questo, essendo dotato dieldgmminio extracellulare e di quello
transmembrana, puo legarsi al T@GFma non e in grado di fosforilare il TBRI e
quindi non riesce ad innescare la trasduzione elghale. Nonostante cio i fibroblasti
dei topi mostrano un fenotipo attivato e gli aninaaulti sviluppano fibrosi cutanea,
fibrosi polmonare, cardiomiopatia fibrotica e vdepatia, soprattutto a livello

polmonare e renale (Fig.11).

f ”‘\W\‘{r‘;x 'ﬁ { ﬂq' p} :

ﬂ

CTRL
TPRIIAk
Q\'_._; \*n
TGFBRIL non funzionale . g
nei fibroblasti : ' gl
CTRL - ;

Figura 11. Topi transgenici BRIIAK, i cui fibroblasti esprimono un recettore || dEGF{3
(TGH3RII) privo di attivita chinasica. Le sezioni istgiche, colorate con ematossilina eosina,
mostrano l'ispessimento del derma e la fibrosi polane dei topi BRIIAk rispetto ai controlli.
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Polli UCD-200/206

| polli UCD 200/206 rappresentano un modello patdomente utile di SSc, in quanto
sviluppano spontaneamente lintero spettro dellenif@stazioni cliniche che
caratterizzano la patologia umana (van der Wat&efshwin 1985). A partire da 1-2
settimane dalla nascita, gli animali iniziano asprgare numerose alterazioni, tra cui
occlusione vascolare, severa infiltrazione linfacd, fibrosi della cute e degli organi
interni e presenza di autoanticorpi circolanti tlireontro antigeni nucleari e cellule
endoteliali. Similmente a quanto avviene nell'uonmltre, il danno endoteliale
determina attivazione e conseguente apoptosi dellale endoteliali (Sgonc 1999). |
limiti del modello risiedono nelle difficolta e niéglevati costi di allevamento, nelle
eccessive dimensioni degli animali e nella varigbiton cui questi presentano le

manifestazioni cliniche della malattia.

Modello animale Vasculopatia Infiammazione Autoinmita Fibrosi
Modelli inducibili
Fibrosi indotta da bleomicina - +++ ++ ++4
Fibrosi indotta da acido ipocloroso - ++ ++ +++
Fibrosi indotta da topoisomerasi | e CFA - ++ +++ +++
GvHD* sclerodermatoso - +++ ++ ++H

Modelli genetici

Tight skin-1 (Tsk-1) - - + 4+
Tight skin-2 (Tsk-2) - +++ + 4+
Fos-related antigen-2 (Fra-2) +++ +4+ - 44
TBRI*; Cre-ER - + - H+
TBRIAK + + - 4+
UCD-200 +++ +++ ++ +++

*Malattia da rigetto del trapianto (Chronic Graftrgus-Host Disease)

Tabella riassuntiva. Processi patologici chiave nella SSc e loro ragmezione nei principali
modelli animali. (Avouac et al. 2013)
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Altri modelli murini di SSc

La caveolina, principale costituente delle cavealappresenta un importante regolatore
negativo del signaling del TGE-in quanto permette l'internalizzazione e la susivas
degradazione dei suoi recettori di membrana. Basarsll tale dato sperimentale, nel
2001 e stato proposto come modello di SSc l'ubliziz topi privi del gene della
caveolina 1 (Drab et al. 2001). Tali animali, infed partire dalla dodicesima settimana
di eta, sviluppano sia modificazioni vascolari cieerazioni fibrotiche a livello dei
polmoni e della cute (Drab et al. 2001).

Tra gli altri modelli murini meritevoli di nota sicordano poi i topi transgenici che
sovraesprimono il CTGF nei fibroblasti (Sonnylalaét2007), i topi MRL/Ipr privi del
recettore dell'interferong (MRL/Ipr-IFNYR™) (Le Hir et al. 1999) e i toginockoutper

il gene della relaxina (RLX) (Samuel et al. 2005).
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[I Sistema Fibrinolitico e uPAR

L’invasivita cellularee la tendenza che presentano alcune cellule a msi@vad aprirsi
un varco nello spazio circostante, oltrepassandmateere anatomiche che separano i
diversi compartimenti tissutali. Tale capacita cadtlistingue il comportamento
cellulare sia in condizioni normali che patologiahei basa fondamentalmente su due
meccanismi: l'adesivita cellulare e la proteoligracellulare. Ne sono esempi la rottura
della parete del follicolo ovarico durante l'ovuta®, I'angiogenesi, il processo di
riparazione delle ferite e l'invasione dei tesdatparte delle cellule neoplastiche.

La proteolisi extracellularee il meccanismo di degradazione dei componeniadel
matrice extracellulare (ECM) ed é operata prevaleente dal sistema di attivazione
del plasminogeno, sistema fibrinolitica La distruzione mirata dei geni che codificano
per i componenti del sistema fibrinolitico ha infatvelato il loro coinvolgimento in
importanti eventi, tra cui la trombolisi, I'inflamemione, la fertilitd, la migrazione
cellulare, il rimodellamento tissutale, I'invasiomeoplastica e la vascolarizzazione
(Blasi & Carmeliet 2002).

Il plasminogeno € uno zimogeno presente nel plasmai fluidi extracellulari che é
costituito da una singola catena polipeptidica e ¢iene attivato mediante un taglio
proteolitico, che lo converte in plasmina. Queststituita da due catene polipeptidiche
unite tra loro da un ponte disolfuro, € una senmoteasi tripsino-simile ad ampio
spettro d'azione, attiva non solo nella degrad&zidei coaguli di fibrina, ma anche
nella degradazione di molti componenti del’lECMpola fibronectina, la vitronectina,
la laminina e i proteoglicani. Mediante l'attivazéo di varie metalloproteasi (MMP),
inoltre, la plasmina interviene indirettamente anchella degradazione della

componente collagenica della matrice stessa (Qastél Ploplis 2005).
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Le MMP costituiscono una famiglia di proteasi zirdipendenti, suddivisa in gruppi a
seconda della loro attivita enzimatica e dei lasbsdrati preferenziali. In particolare si
distinguono:

- Collagenasi e MMP interstiziali, che sono capiaiegradare tutti i tipi di collagene
fibrillare ad eccezione del IV.

- Gelatinasi (Gel-AIMMP-2, Gel-B/IMMP-9), elastasi stromalisine, che tra i vari
substrati sono in grado di degradare anche il gefia di tipo IV.

Complessivamente, l'intera famiglia delle MMP ea@pdi degradare tutte le principali
componenti dellECM: i vari tipi di collagene fibare, la gelatina (collagene in forma
denaturata), la laminina, I'elastina, la fibroneatila vitronectina e i proteoglicani. Le
MMP sono secrete come zimogeni (pro-MMP) e possessere attivate sia grazie
all'azione di proteasi extracellulari, quali laghina e l'attivatore di tipo urochinasico
del plasminogeno, sia con un meccanismo di auweaitne a cascata. Per tale motivo
le pro-MMP devono essere tenute sotto stretto obbatdall'attivita di inibitori tissutali
specifici (TIMP). Oltre alle forme solubili, esisto anche forme di membrana delle
MMP, dette MT-MMP, caratterizzate da un dominiong@embrana. In particolare, la
MT1-MMP si lega ad un suo specifico inibitore eagtiro-Gel-A, che in questo modo
viene mantenuta in uno stato inattivo. Quando psatextracellulari, principalmente la
plasmina, rimuovono l'inibitore della MT1-MPP, nledrano il sito attivo contenente lo
zinco, rendendola cosi attiva e in grado, a sutaydi tagliare e attivare la pro-Gel-A,
che diventa quindi Gel-A. Con questo sofisticatocoamismo viene concentrata
I'attivita proteasica a livello della superficidlatare.

Sebbene la callicreina, i fattori XI e XII dellaagulazione sanguigna e una proteina

batterica, la streptochinasi, siano tutti in gragioattivare il plasminogeno, con |l
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termine "attivatori del plasminogeno" (PA) ci sierisce specificatamente solo a due
enzimi:l'attivatore di tipo urochinasico (UPA) e l'attivaitre di tipo tissutale (tPA).
Questi sono entrambi secreti come singola catetipegptidica, la quale viene poi
attivata con un unico taglio proteolitico, che dado a due catene legate da un ponte
disolfuro. L'uPA a singola catena rappresenta umeogeno (pro-uPA) ed e quindi
privo di attivita proteolitica, il tPA a singola tema, invece, € in grado di esercitare una
significativa attivita enzimatica (Collen & Lijne?005). uPA e tPA, pur condividendo
lo stesso substrato, il plasminogeno, mostrancerdifti caratteristiche strutturali e
funzionali.

UPA o urochinasi, € una serino proteasi di 54 kDa cdtalizza la conversione del
plasminogeno a plasmina mediante il taglio proteolidi un singolo legame peptidico
(Andreasen et al. 1997). uPA interagisce con ippmrecettore uPAR, situato a livello
della membrana plasmatica, attraverso la sua catenpriva di attivita catalitica,
permettendo in questo modo l'esposizione dellaneat e del sito catalitico verso
lambiente extracellulare, dove viene innescata tgwzione proteasica a catena.
L'interazione uPA-uPAR svolge dunque un ruolo fondatale nella regolazione della
proteolisi extracellulare a livello della membraplasmatica, modulando le proprieta
adesive e degradative delle cellule. La presenzepécifici recettori di membrana in
grado di legare uPA, infatti, focalizza la sua\atti urochinasica nella zona in cui é
maggiormente richiesta l'attivita proteolitica, &€inei punti di contatto intercellulare e
tra cellula ed ECM. L'interazione di uPA con uPAS8ulta anche essere chemiotattica e
mitogena per le cellule che esprimono uPAR.

L'urochinasi & prodotta da molti tipi cellulari gotge un ruolo chiave nei fenomeni
fisiologici e patologici che richiedono distruzioeerimodellamento tissutale (Blasi &

Carmeliet 2002).
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tPA ha un peso molecolare di circa 70 kDa e viene t&atto quasi esclusivamente
dall'endotelio. Questo enzima e una serino protelas; a differenza di uPA, possiede
una forte affinita per la fibrina ed € molto pitivad dopo il legame alla fibrina stessa. Il
suo ruolo principale e infatti quello di preveniaeformazione e I'estensione dei trombi
intravascolari. Legandosi alla fibrina e attivanddplasminogeno contenuto nei coaguli
di fibrina, tPA e quindi il principale responsabitkella fibrinolisi (Collen & Lijnen
2005). Tuttavia, e stato dimostrato che sia topA WRAockoutche topi tPAknockout
presentano una maggiore suscettibilita a fenomremtiotici, e che soltanto topi privi
di entrambi gli attivatori del plasminogeno svilgpp spontaneamente una severa
trombosi, simile a quella osservabile nei topi pdvplasmina. Questi dati sembrano
percio indicare che i due enzimi possano sostitditsr l'altro nella trombolisi
(Carmeliet et al. 1995).

La proteolisi extracellulare operata dal sisterbairiolitico rappresenta un meccanismo
estremamente complesso di rimodellamento del’lECMhequanto tale, deve essere
sottoposta ad una fine regolazione. Questa avéqme livelli:

1. Biosintesi e attivazione degli attivatori deagininogeno, processi che sono soggetti
a controllo ormonale e che sono influenzati deofatli crescita e promotori tumorali,
molti dei quali coinvolti nella proliferazione celéare.

2. Interazione degli attivatori del plasminogenm @pecifici recettori presenti sulle
membrane cellulari.

3. Secrezione di inibitori specifici: sono statentficate varie proteine in grado di
inibire gli attivatori del plasminogeno, tutte apeaenti alla superfamiglia delle

"serpine” (inibitori delle serino proteasi).
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Il principale inibitore della plasmina eal2-antiplasmina, il cui effetto € ridotto quando
la plasmina interagisce con la fibrina o con i stegettori cellulari (Castellino &
Ploplis 2005).

La formazione di plasmina a partire dal plasmin@geincolante e tissutale pud essere
invece inibita dall'azione degli inibitori deglitatatori del plasminogeno (PAIl), di cui il
PAI-1 e il piu efficiente. Questo e secreto in farmia attiva, ma viene rapidamente
inattivato; il suo legame alla vitronectina plasicato a quella dellECM ne stabilizza
invece la conformazione attiva (Dellas & Loskuta@05). Un altro inibitore, il PAI-2,
ha un’efficienza inferiore rispetto al PAI-1 e nmastrispetto ad esso, una minore
specificita, in quanto la sua forma non glicosilagéambra essere coinvolta anche nella
regolazione di enzimi intracellulari e dell’apoptgBickinson et al. 1995). Il blocco
della via di attivazione del plasminogeno € in gradi fermare tutta la cascata
proteasica, mentre l'inibizione delle MMP, per neezi inibitori specifici, blocca i
relativi enzimi, ma non ha alcuna influenza suelivdi plasmina e su tutto il suo ampio
spettro d'azione. Quindi, non solo i componentisisiema fibrinolitico di per sé, ma
anche tutti i meccanismi che permettono la lorml@Egone giocano un ruolo cruciale
nella proteolisi extracellulare.

Plasminogeno, tPA e uPA si legano a specifici tegetellulari. Il plasminogeno
circolante si lega alla superficie cellulare comsdzaffinita ma con elevata capacita. |
suoi recettori costituiscono un gruppo eterogengmogsono essere suddivisi in tre
differenti classi in base alla loro modalita diergzione con il loro ligando (Ranson &
Andronicos 2003; Herren et al. 2003).

Differenti siti di legame cellulare sono stati itifinati per tPA: alcuni sembrano essere

coinvolti nella sua inattivazione, mentre altrino® dimostrato in cellule endoteliali e
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neuronali, localizzano la sua attivita proteolitgidla superficie cellulare (Kuiper et al.
1988; Fukao et al. 1997; Verrall & Seeds 1989).

Il recettore cellulare specifico di uPA, uUPAR, atetidentificato per la prima volta nel
1985 su cellule monocitarie (Vassalli et al. 1988)é stato poi ampiamente studiato e

caratterizzato.

Il recettore dell'urochinasi (UPAR)

Struttura di uPAR

Il recettore di uPA (UPAR, o CD87) e una glicopnaéeche viene sintetizzata come una
singola catena polipeptidica di 313 residui amimdiag; il cui peso molecolare e di
circa 55 kDa. La rimozione degli ultimi 30 aminadica livello della porzione C-
terminale ne permette poi il legame al glicosilt&slil-inositolo (GPI), che lo ancora
alla superficie cellulare (GPI-uPAR) (Ploug et1#891).

UPAR, che viene sintetizzato a livello ribosomiajkcosilato nell'apparato di Golgi ed
infine esposto sulla membrana plasmatica, e cdstitla tre domini, ognuno dei quali
formato da circa 90 residui aminoacidici (D1, DR& numerati a partire dall’estremita
N-terminale) (Fig. 12). Questi presentano ciasauma struttura con tre loop adiacenti e
formano un recettore che nel complesso ha una woafoone all'incirca globulare, con
una cavita centrale che accoglie il ligando e ligpewte superiore, piu larga, si restringe
progressivamente verso il fondo (Llinas et al. 200bligando stabilisce molteplici
contatti con le pareti della cavita, ed il domirfigp costituito dai primi 87 residui
aminoacidici della porzione N-terminale, svolge uwnolo predominante nella
formazione del complesso uPA-uPAR (Llinas et aD®20Behrendt et al. 1991). | tre
domini sono diversamente glicosilati e sono conngasoro mediante regioni linker.

La regione di connessione tra D1 e D2 é estremamsenscettibile ad attivita
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proteolitiche, infattin vitro puo essere tagliata da enzimi come tripsina, ctipsina,
elastasi, catepsina G, MMP, dalla plasmina e da ste#so (Hoyer-Hansen et al. 1992;
Andolfo et al. 2002; Beaufort et al. 2004). Il tagproteolitico genera una forma
troncata del GPI-uPAR, priva del D1, che é statdividuata sulla superficie di
differenti linee cellulari ed in tessuti normalicancerosi (Montuori et al. 2005). A
seconda della proteasi che taglia il recettore @ b puo distruggere o meno la
sequenza che corrisponde agli aminoacidi 88-92 ee &ltoinvolta nella migrazione
cellulare, le forme troncate di uPAR possono diféen livello della loro porzione N-
terminale (Resnati et al. 1996).

Entrambe le forme di uPAR, nativa (D1+D2+D3) e tata (D2+D3), possono essere
liberate dalla membrana cellulare, generando qudetle forme solubili di recettore (s-
UPAR). Queste sono state individuate in vari fllgblogici, siain vitro chein vivo
(Montuori et al. 2005). In particolare, uPAR pucsea® rilasciato dalla membrana
plasmatica per azione di fosfolipasi C o D spebdiger il GPI (Ploug et al. 1991,
Wilhelm et al. 1999). La forma solubile del recettmativo puo inoltre dare luogo, per
azione di MMP, catepsina G ed elastasi, alla priothgzdella forma solubile troncata
(Montuori et al. 2005).

In virtt del suo ancoraggio alla membrana di tipsfatidil-inositolico, uPAR e dotato
di una grande mobilita, e cio fa si che anche ten&zione di un solo complesso uPA-
UPAR possa permettere l'attivazione sequenzidigelo della superficie cellulare, di
pit molecole di plasminogeno, che & associato ralnbrana mediante recettari
enolasici. Grazie all'attivita enzimatica di uPA,pilasminogeno viene convertito a
plasmina, e quest'ultima, a sua volta, attiva d-pPA ad uPA, innescando cosi un

importante circuito di amplificazione. A livellossutale la plasmina e attiva quasi
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esclusivamente in forma associata alla membransmglaca, perché solo in questa
localizzazione € resistente all'attivita del suagpale inibitore, tx2-antiplasmina.

Come altre proteine ancorate al GPI, uPAR tendeagglegarsi, dando luogo alla
formazione di cluster, in zone di membrana dettdt "lipidici”, ossia aree che si
presentano come strutture piu rigide rispetto ratgoni circostanti e che sono ricche di
glicolipidi, sfingolipidi, colesterolo e molecola degnalazione. In diversi tipi cellulari
UPAR si localizza a livello delle "caveole”, invageioni di membrana che contengono
agglomerati di molecole di segnalazione e che soaostituite dalla caveolina.
Alternativamente, uPAR puo0 trovarsi a livello deggieudopodi di cellule che migrano
in risposta ad uno stimolo chemiotattico, sullaestipie di cellule quiescenti o a livello
dei contatti focali delle cellule invasive, genemahte in associazione con molecole

dellECM, integrine, fattori di segnalazione edneémti del citoscheletro.

Ligandi di uPAR

Tre proteine extracellulari, coinvolte nella degraidne dellECM e nell'adesione
cellulare, sono state identificate come ligandiudlAR: uPA, la vitronectina e |l
chininogeno ad alto peso molecolare

uPAsi trova in due forme molecolari: una ad alto pessdecolare (HMW-uPA, PM 54
kDa) ed una a basso peso molecolare (LMW-uPA, PN38), entrambe sintetizzate
sotto forma di zimogeno a singola catena, dettouptd (Andreasen et al. 1997).
Quando pro-uPA si lega ad uPAR, linterazione nedifita la conformazione
strutturale, rendendolo in grado di attivare, seepcon scarsa efficienza, le prime
molecole di plasminogeno. La plasmina cosi gendegjia con alta efficienza il pro-
uPA, trasformandolo in una molecola attiva forn@ddadue catene polipeptidiche tenute

insieme da un ponte disolfuro.
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Le due catene che formano HMW-uPA prendono il nalineatena A e catena B. La
prima € priva di attivita catalitica e contienerdégione GF (Growth Factor like, residui
aminoacidici 4-43) e la regione kringle (residuiiaoacidici 47-135). Il suo frammento
amino-terminale (ATF, residui aminoacidici 1-135)negrado di legarsi ad uPAR con
elevata affinita e specificita. La regione di cossiene che unisce la catena A alla
catena B contiene il ponte disolfuro. La catena &bassi-terminale e invece
responsabile dell’attivita catalitica serino praiea dell’enzima e non e in grado di
legare il recettore (Vassalli et al. 1985). Dabanfia ad alto peso molecolare deriva, per
taglio proteolitico ad opera della tripsina o dir@alproteasi tripsino-simili, quella a
basso peso molecolare, che consiste nel frammanbossi-terminale contenente il sito
catalitico ma incapace di interagire con uPAR.

Numerose analisi sulla struttura del recettorendsi et al. 2005; Behrendt et al. 1991)
hanno dimostrato che il legame di uPA avviene alltivdel dominio 1 N-terminale di
uPAR. L’affinita di legame di uPA per il D1 e congue risultata essere inferiore
rispetto a quella per l'intero recettore, a dima®tme del fatto che nei domini 2 e 3
sono presenti dei siti secondari importanti pebiszzare I'interazione di uPAR con il
suo ligando. La forma nativa di uPAR, costituitatdi e tre i domini, sembra pertanto
essere necessaria per un efficiente legame di BBAréndt et al. 1996).

La principale funzione di uPAR é quella di legaaepbrzione N-terminale di pro-uPA,
evento che scatena la classica cascata protegmdando alla degradazione della
ECM: I'UPA generato attiva efficientemente il plasageno a plasmina, la quale a sua
volta attiva le MMP della matrice, che costituisoonn sistema proteolitico per la
migrazione cellulare ed il rimodellamento tissut@fey. 12). L'interazione di uPA con
UPAR non permette soltanto questa fine regolazidele processo proteolitico, ma

determina anche, in tutte le cellule che esprimoRA&R sulla membrana plasmatica
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(cellule endoteliali, fibroblasti, monociti, macaafi, cellule epidermiche, osteoblasti e
cellule muscolari lisce) tutta una serie di eveh vanno dalla chemiotassi (Fibbi et al.
1988), proliferazione (Kircheimer et al. 1987) dfatienziazione cellulare (Nusrat &
Chapman 1991), alla secrezione autocrina di uPAb{Fet al. 1990). Il principale
substrato di uPA é il plasminogeno, ma ne sonao tantificati anche altri, come |l
fattore di crescita degli epatociti (HGF) e le pine stimolanti i macrofagi (MSP).
Queste sono molecole che hanno notevoli omologgeguenza con il plasminogeno e
che dopo il clivaggio da parte di uPA acquisiscattvita di fattori di crescita,

divenendo cosi in grado di stimolare la prolifecais cellulare.

fibrinolisi
Fibrina
uF’A
uPAR D
\ / Pla=smina Prn MMPs

GPI§

F’Ias minogeno

rimodellamento
tissutale

Figura 12: Il sistema uPA/UPAR e l'attivazione delplasminogeno.Il legame di uPA ad
UPAR focalizza la sua attivita a livello della mewmnia plasmatica e permette I'attivazione del
plasminogeno legato alla superficie cellulare. lasmina cosi generata e responsabile della lisi
dei coaguli di fibrina (fibrinolisi) ed attiva lee@-MMP, innescando una cascata proteolitica che
e alla base di importanti fenomeni di rimodellansedélla ECM, in condizioni sia fisiologiche
che patologiche.

Un altro efficiente ligando di uPAR, il cui legaragviene in un sito che sembra essere
localizzato tra D2 e D3, e laitronectina (VN) dellECM. L'interazione uPA-uPAR
aumenta l'affinita sia per la forma solubile che [g forma immobilizzata di tale
proteina (Kanse et al. 1996) e sembra che il damindel recettore contribuisca alla
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stabilizzazione di questa interazione (Sideniusl&B2000). uPA regola positivamente
il legame della vitronectina ad uPAR, inducenddopimlmente la formazione di dimeri
di uPAR che, rispetto ai monomeri, esibiscono ua@giore affinita per la vitronectina
stessa. Dal momento che la vitronectina € una rolalestrutturale del’ECM, questo

tipo di legame conferisce ad uPAR la possibilita "thre presa" sulla matrice

extracellulare, permettendo quindi il "grip” (ad®ws®) richiesto per la migrazione
cellulare. Secondo l'ipotesi del "grip and go" (Fig), la migrazione cellulare puo
infatti essere considerata come una serie di feminate di attacco (“grip”) e distacco
(“go”) della cellula dai componenti del’lECM. PAI-principale inibitore dell'attivatore

del plasminogeno, agisce come fattore antiadedfamge et al. 1996), infatti blocca
I'interazione tra UPAR e la vitronectina competepéo il legame con quest'ultima. In
questo modo vengono distrutti i siti di attaccolalalellula allECM e viene quindi

direttamente inibita I'adesione cellulare. Al canw, l'interazione di PAI-1 con uPA

blocca tutta la cascata proteasica e favoriscedguimantenimento dei siti di adesione
richiesti per "fare presa” sullECM. Il ruolo biegte di PAI-1, pertanto, contribuisce in
larga misura al dualismo del sistema uPA/UPAR/PARE € alla base dell'adesivita
cellulare e della degradazione della matrice (E8).

Infine, UPAR lega con alta affinita anche la formmadoppia catena dehininogeno ad

alto peso molecolardHMWK), con un legame zinco-dipendente che hdelted di

rompere la sua interazione con la vitronectina '{))gd chininogeno, quindi, agisce
come fattore antiadesivo (Chavakis et al. 200Q).(EB). Normalmente esso trasporta la
callicreina, una serino proteasi che e capacetidagd il plasminogeno. La callicreina
legata al chininogeno ad alto peso molecolarettinfaud attivare il pro-uPA legato ad
uPAR, fornendo cosi un meccanismo di attivaziong@rdoruPA alternativo a quello

della plasmina. L'attivitd combinata del chininogeftompetizione con linterazione
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uPAR-vitronectina) e della callicreina (attivaziote! plasminogeno) determina quindi
un effetto di completo distacco cellulare dal’ECM.

Per molti anni, l'unica funzione di uUPAR é statansiderata quella di legare uPA,
concentrandone [lattivita proteolitica sulla supmef cellulare. Successivamente
numerose evidenze sperimentali hanno dimostratsiehePA che la vitronectina sono
in grado di indurre, mediante la loro associaziadadPAR, un signaling intracellulare
che é indipendente dall’attivita proteolitica e alegola I'adesione, la migrazione e la
proliferazione cellulare (Blasi & Carmeliet 2002sg€owski & Aguirre-Ghiso 2000). I
signaling intracellulare dipendente dalle interaziaPA-uPAR e vitronectina-uPAR
non puo essere mediato direttamente da UPAR, intgupiesto e legato alla membrana
cellulare mediante il GPl e manca di una regioaasmembranaria. Per la trasduzione
del segnale di “grip and go” negli eventi di migoae cellulare, pertanto, uPAR
necessita di associazioni funzionali con partnetatilali un dominio citosolico. Al
momento, i migliori candidati a svolgere la funzodi “collaboratori" o co-recettori di
UPAR sono le integrine, proteine eterodimeriche piesentano stretti rapporti con i
filamenti di actina del citoscheletro e che svolgam ruolo cruciale nella regolazione

della migrazione cellulare.
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Figura 13: Ligandi di uPAR e loro ruolo nel “grip and go”. | tre domini di uPAR sono
numerati a partire dall'estremita N-terminale. Il B rappresentato come I'unico coinvolto nel
legame con uPA, ma anche il D2 e il D3 partecipariale legame, stabilizzandolo. Il legame
UPA-uPAR focalizza I'attivita proteasica di uPA lausuperficie cellulare (“go”), e l'inibitore
PAI-1 puo inibire tale attivita (“grip”). Il legamédi uPAR alla vitronectina (VN) svolge un
ruolo importante nell’adesione cellulare allECMg(ip”). Il chininogeno ad alto peso
molecolare (HMWK) e PAI-1 possono spiazzare la Vall'thterazione con uPAR (“go”).
L’interazione di uPAR con i recettori integrinicémbra svolgere un ruolo chiave nel signaling
uPAR-dipendente alla base della migrazione cebular

Co-recettori di uPAR

Le integrine rappresentano un importante set di molecole capacieragire con uPAR
sulla superficie cellulare (Fig. 13). Mediante tebe di immunolocalizzazione, co-
immunoprecipitazione e trasferimento di energia nmonanza (FRET), uPAR é stato
identificato in complessi con differenti famiglieidtegrine, quali |31, B2, B3 € Bs (Wei

et al. 1996; Xue et al. 1997).

Le integrine sono recettori eterodimerici (subumita subunit33) che si legano alle
molecole dellECM (vitronectina, fibronectina e fiilbogeno) e che presentano stretti
rapporti con i filamenti di actina del citoschetetrsvolgendo un ruolo cruciale

nell’adesione cellulare e quindi nella regolazideda migrazione cellulare.
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Un’associazione fisica tra uUPAR ed un'integriogff, o Mac-1) e stata dimostrata per
la prima volta nei granulociti neutrofili (Xue et 4994). Successivamente, la presenza
di uUPAR e di integring, e stata identificata in complessi recettorialimdimbrana che
includono anche molecole coinvolte nel signalingacellulare (Bohuslav et al. 1995).
L’associazione di uUPAR con Mac-1 promuove le funkiadesive di Mac-1 stessa,
mentre il legame di uPA ad uPAR influenza negatieata I'adesione cellulare (Sitrin
et al. 1996). L'induzione dell’espressione di uPARI Mac-1 in monociti da parte del
TGF{31 e della vitamina D3 conferisce a queste celluiadesione alla vitronectina
uPAR-dipendente che é ulteriormente promossa da#liteenento dell'integrina e che
promuove, successivamente, il legame di Mac-1 &inbgeno, con la conseguente
degradazione di quest'ultimo. Al contrario uPA iside il legame dell'integrina al
fibrinogeno (Simon et al. 1996).

Il peptide M-25, che corrisponde ai residui amind@ac 424-440 della subunitey di
Mac-1, € in grado di impedire l'associazione uPARgrina, competendo con
quest'ultima per il legame al recettore. Cio cortgpoun‘inibizione dellattivita
integrinica e mette in luce un importante ruolwBAR nella regolazione delle funzioni
delle integrineP,; (Simon et al. 2000). Mac-1 puo legarsi anche a#l, dhe compete
con il fibrinogeno per il legame all’integrina, lo@ndo la funzione integrinica stessa
(Sitrin et al. 1996). uPA puo interagire simultameaite con uUPAR e Mac-1: interagisce
con il primo mediante la sua regione GF, mentrenasce Mac-1 attraverso il dominio
kringle e quello proteolitico. Anche Mac-1, inoltree in grado di legare
simultaneamente sia UPAR che uPA. Ne risulta ptert@nformazione, sulla superficie
cellulare, di un complesso trimolecolare che redaldibrinolisi e I'adesione e la

migrazione cellulare (Pluskota et al. 2003).
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E' stato dimostrato che l'interazione di uPAR centicnembri della famiglia delle
integrine; e B3, trovata specialmente a livello dei contatti foailadesione tra cellula
ed ECM (Xue et al. 1997), contribuisce a deternginama sorta di direzionalita della
proteolisi extracellulare, favorendo cosi la migrae e linvasivitd delle cellule
tumorali. L'effetto dell'associazione di uPAR cat tntegrine, impegnate nel legame
con i loro specifici ligandi dellECM, consiste helbizione degli eventi normalmente
promossi dal complesso integrina-ligando e risuttauna perdita dell'ancoraggio
allECM mediato dalle integrine stesse. Piu speaifimente €& stato visto che se |l
complesso uPAR-integring; si forma sulla membrana di cellule che presentame
limitata espressione di caveolina, tale complessdrava localizzato in regioni
aspecifiche della membrana plasmatica e si haibizione dell'adesivita cellulare. Al
contrario, se il complesso uPAR-integrifie si associa alla caveolina, si assiste
all'attivazione di vie di trasduzione del segnakdrate dalle integrine, con il risultato di
un aumento dell'adesivita cellulare richiesta pemigrazione e l'invasivita. Queste due
alternative dipendono quindi dall’espressione delaeolina a livello della superficie
cellulare. Alti livelli di caveolina e di integrinattivate promuovono la diffusione e la
migrazione cellulare in molti tipi cellulari, conte cellule epiteliali e quelle tumorali
metastatiche (Chapman et al. 1999).

In cellule di carcinoma mammario € stato ossendte I'associazione tra UPAR e
I'integrina asf3;, indotta da uPA, promuove la fosforilazione dellanasi dell'adesione
focale (FAK) e la diffusione su fibronectina e egiene di tipo | (Wei et al. 2001). In
contrasto, altri autori riportano che, nella stebsaa cellulare, il peptide P-25, che
dissocia il complesso uPAR-integrina, € in gradawhentare I'adesione cellulare alla
fibronectina, suggerendo quindi un effetto negativauPAR nella regolazione delle

funzioni delle integrine specifiche per la fibrotiea (van der Pluijm et al. 2001).
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L’associazione di uPAR con l'integrires; in cellule umane di carcinoma epidermico
esprimenti elevati livelli di uUPAR e risultata iroepromuovere I'adesione cellulare alla
fibronectina, accompagnata dall’attivazione di ERKIAguirre-Ghiso et al. 1999).
L’interazione uPA-uPAR sembra inoltre svolgere uonlo importante nell’attivazione
dell'integrina asp3; e nell'adesione cellulare alla fibronectina. Dralparte, la stessa
integrina  sembra essere richiesta per la migrazioakulare indotta da uPA,
partecipando alla trasduzione del signale inizilt@PA stesso (Tarui et al. 2003).

Siti di legame specifici per uPAR sono stati idiecditi sia nelle catene integrinicloe
che in quellg3 (Zhang et al. 2003a), mentre in UPAR un sito gatae per le integrine,
corrispondente agli aminoacidi 130-142 (peptide RZAstato identificato nel dominio
2. Il peptide sintetico D2A abolisce la co-immureppitazione di uPAR con le
integrinea, 3 e asPs, indicando quindi che UPAR interagisce con entraulelmolecole

a livello di questa regione (Degryse et al. 2005gssociazione di uPAR alle integrine,
come osservato per il legame di uPAR all’'uPA e witeonectina, richiede la presenza
della forma nativa (D1+D2+D3) del recettore.

L’abilitd di uPAR nell'interagire con le integrine nel regolare la loro attivita sembra
poi essere implicata anche nell’attivazione di gmeacecettori per i fattori di crescita
che, associandosi alle integrine di membrana, fae@no una mutua collaborazione dei
loro sistemi di segnalazione intracellulare. Tabdlaborazione € stata dimostrata per
I'integrina a,f33 con i recettori del PDGF, del fattore di cresaitsulino simile-1 (IGF-
1) e del VEGF (Comoglio et al. 2003). Vari receattopsino-chinasici, tra cui i recettori
del fattore di crescita dell'epidermide (EGF), BBIGF, del VEGF e dellHGF, possono
essere attivati da questa integrina in assenziespecifico ligando (Comoglio et al.

2003). In differenti tipi cellulari € stato poi nioso un coinvolgimento di UPAR
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nell’attivazione dei recettori dellEGF e del PDGEtoss-talking” recettori a loro volta
coinvolti nella segnalazione uPA/UPAR (Liv et &02; Kiyan et al. 2005).

L'interazione di uPAR con le integrine di membraeanbra essere fondamentale anche
nella regolazione dell’espressione di uPA, che @ wlta e in grado di regolare
I'espressione del suo recettore (Montuori et &.320

In conclusione, quindi, tutti questi dati indicanpa stretta cooperazione tra UPAR e i
suoi partner: l'attivita delle integrine e dei rdoe dei fattori di crescita richiede
I'espressione di UPAR sulla superficie cellular@’altra parte, quest’ultimo utilizza tali
recettori per la segnalazione intracellulare che serebbe in grado, di per sé, di portare

avanti.

Il sistema uPA/UPAR nella proteolisi extracellulare nell'angiogenesi e nella fibrosi

Il sistema uPA/UPAR svolge un ruolo fondamentake el processo di proteolisi
extracellulare che nel promuovere linteraziondutaile con le molecole dellECM,
permettendo in questo modo il "grip and go" neaeser il movimento e l'invasivita
cellulare. Il sistema uPA/UPAR sembra quindi cdnfiie in maniera rilevante ad
equipaggiare la cellula endoteliale del bagaglicessario per sostenere I'angiogenesi.
Le MVEC possono infatti eseguire il processo angnajico solo quando presentano un
appropriato apparato enzimatico che le rende cajpdisare la ECM, degradando le sue
componenti, e di invadere il tessuto circostante.

Il legame di pro-uPA ad uPAR induce lattivazionell'drochinasi e determina, in
questo modo, la conversione del plasminogeno isnpilga. Questa svolge una duplice
funzione: da una parte attiva le MMP della matricbg iniziano il processo di
degradazione dellECM; dall'altra, attivando uttermolecole di pro-uPA, amplifica la
cascata proteolitica. L'attivazione del sistema wiPAR, inoltre, determina un

aumento della permeabilita vascolare inducendcefiratlazione delle VE-caderine. Il
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rilascio di PAI-1 e la conseguente formazione dimptessi trimolecolari
uPA/UPAR/PAI-1 rappresentano importanti meccanisutolimitanti del processo
proteolitico.

A livello della superficie delle cellule endoteliaiPAR forma dei complessi con
I'integrina asP;. Lo stimolo angiogenetico indotto dal legame d&GF al recettore
VEGFR2 determina l'inattivazione delle integrinkagtivazione, mediata dalle MMP-1
transmembranarie, delle MMP-2 della matrice chdpra volta, danno inizio alla
proteolisi extracellulare che permette alle cellaledoteliali di aprirsi un varco e di
invadere il tessuto circostante (Breuss & Uhrin 201a stimolazione endoteliale da
parte del VEGF, inoltre, porta all'internalizzazoa alla redistribuzione dei complessi
uPAR/integrinaasB; (Alexander et al. 2012). Il blocco del'interaziotta uPAR e
I'integrinaa5@; impedisce l'internalizzazione del recettore egad un'inibizione della
migrazione endoteliale sia vitro chein vivo (Uhrin & Breuss 2013).

UPAR gioca un ruolo importante nella motilita elaelesione cellulare anche attraverso
la sua interazione con la vitronectina e con recetli membrana, che mediano il
signaling intracellulare (Ragno 2006).

L’uPA richiesto per I'invasione cellulare puo esserodotto sia dalle cellule endotelial
che da altri tipi cellulari del microambiente, tnai fibroblasti e macrofagi.

Esistono numerose prove a favore del coinvolgimeteb sistema fibrinolitico nel
processo angiogenetico. La distruzione mirata dei ghe codificano per uPA ed uPAR
€ nota causare importanti difetti nel meccanismovadscolarizzazione (Blasi &
Carmeliet 2002) ed é stato dimostrato che mentrA uBulta essenziale per la
rivascolarizzazione del miocardio infartuato (Heyimat al. 1999), antagonisti di uPAR
sono in grado di inibire 'angiogenesi tumorale [fBani & Mazar 2001). Topi uPAe

PAI-1", inoltre, presentano una crescita tumorale rid@taiumerose alterazioni
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morfologiche a carico dei vasi neoformati (Gutieret al. 2000). Dati sperimentali
mostrano poi che l'interazione tra uPA ed uPAR grado di promuoveren vitro, la
crescita, la chemiotassi e l'invasione della ECMpdde delle cellule endoteliali (Fibbi
et al. 1988), mentren vivo come dimostrato nel modello sperimentale della
vascolarizzazione della cornea di coniglio (Bernenal. 1982), uPA €& capace di
stimolare direttamente I'angiogenesi.

Un recente studian vitro ha infine evidenziato che nelle MVEC isolate dafrda di
pazienti SSc, UPAR subisce una troncatura traniidm 1 e il dominio 2 che ne riduce
la funzionalita (D'Alessio et al. 2004). Tale cliypo, che avviene ad opera della MMP-
12, iperespressa dalle stesse MVEC e dai fibrabdstnici, porta ad un’alterazione
della migrazione, dell’invasione e della prolifaa®e delle MVEC e ad una loro
incapacita di formare capillam vitro su Matrigel(D'Alessio et al. 2004; Serrati et al.
2006) (Fig. 14). Il trattamento con anticorpi molooali anti-MMP-12 € in grado di
ristabilire I'attivita angiogenetica delle MVEC,dlusa la loro capacita di migrazione,
chemioinvasione e formazione di vasi capillari satigel (Margheri et al. 2006). E'
stato inoltre dimostrato che la delezione speriaiendi uPAR (topo uPARnockouy}
determina, sian vitro chein vivo, una perdita delle proprieta angiogenetiche delle
cellule endoteliali ed un‘alterazione della lororfolmgia (Balsara et al. 2011).

Il ruolo di uUPAR nel processo di degradazione dEIGEM fa si che la sua inattivazione
sia implicata anche nell'instaurarsi del processwotico. Topi uPAR knockout
presentano fibrosi sia cutanea che renale (Zhang.e2003b; Kanno et al. 2008),
mentre, a livello polmonare, topwild type trattati con bleomicina mostrano
un‘aumentata apoptosi delle cellule alveolari, aielivelli di PAI-1 ed una ridotta
espressione di UPAR, con conseguente fibrosi paineoBhandary et al. 2012). E'

stato inoltre dimostrato che il clivaggio e la cegsente inattivazione di uPAR
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rappresenta uno step cruciale nel processo didiféerenziazione dei fibroblasti in
miofibroblasti (Hinz et al. 2012; Bernstein et 2D07; Hinz & Gabbiani 2003) (Fig.
15).

Il legame di uPAR ad uPA previene il processo diedenziazione miofibroblastica
indotto dal TGH3, mentre elevati livelli di integrinav5 lo promuovono; l'interazione
uPA-uPAR induce infatti la degradazione dell'integov35, regolando negativamente,
in questo modo, la differenziazione dei miofibrabiee la progressione della fibrosi

(Wang et al. 2012).
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Figura 14. Perdita delle capacita angiogenetiche delle celkieoteliali a seguito della

troncatura del recettore uPAR mediata dalla mgiedkeasi 12 (MMP-12). uPAR e costituito da
tre domini extracellulari ed in questa conformaeianin grado di interagire sia con uPA che
con le integrine di membrana, favorendo in questmonla degradazione della ECM e la
conseguente proliferazione, migrazione ed invasideke cellule endoteliali. A seguito del

clivaggio mediato dalla MMP-12, uPAR rimane privel dlominio 1 ed, essendo pertanto
incapace di legarsi ad uPA e alle integrine, detearan forte deficit angiogenetico.
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Figura 15. Transdifferenziazione dei fibroblasti in miofibralsti indotta dal clivaggio di uPAR.
Il legame della forma nativa di uPAR ad uPA preeieih processo di differenziazione
miofibroblastica indotto dal TGB; mentre il clivaggio di uPAR, impedendo l'intex@ae con il
suo ligando, determina la trasformazione dei filasth in miofibroblasti e la conseguente
sintesi di collagene.
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SCOPO DEL LAVORO
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La sclerosi sistemica (SSc), o sclerodermia, e makttia multisistemica del tessuto
connettivo che e caratterizzata da diffuse alterazilel microcircolo periferico, con
apoptosi endoteliale e perdita dei capillari, eegtaluzione fibrotica (Gabrielli et al.
2009; Varga & Abraham 2007; Manetti et al. 2010&aBacharyya et al. 2011). Il
distretto prevalentemente colpito dalla fibrosia@presentato dalla cute, mentre tra gli
organi interni e gli apparati maggiormente intea¢iss annoverano i polmoni, il cuore e
'apparato gastrointestinale. La fibrosi polmonata, particolare, rappresenta la
principale causa di morte tra i pazienti SSc (Tyinetaal. 2010).

Nonostante i sostanziali progressi fatti nel tragato delle complicanze dovute ai
danni d'organo, ad oggi non esiste ancora nesauaaspecifica per la sclerodermia
(Ong & Denton 2010).

L'utilizzo di modelli animali pud rappresentare walido strumento per una maggiore
comprensione dei meccanismi patogenetici della &$er lo sviluppo di una terapia
efficace. Nononostante cio, la scarsa disponibiltamodelli animali in grado di
ricapitolare tutti gli aspetti patologici della m#tia umana rappresenta un grosso limite
(Avouac et al. 2013; Manetti et al. 2010Db).

Il recettore dell'attivatore di tipo urochinasicel glasminogeno (UPAR o CD87) & un
componente chiave del sistema fibrinolitico, osgial complesso di serino proteasi che
svolge un ruolo fondamentale nella degradazion& dehtrice extracellulare (ECM)
(Ragno 2006). La forma nativa di uPAR (D1+D2+D3)e@ ancorata alla membrana
cellulare mediante un legame con il glicosilfosfatinositolo, & espressa in diversi tipi
cellulari (monociti, granulociti neutrofili, linfag T, cellule endoteliali, fibroblasti e
miofibroblasti) e concentra I'attivita serino pragea del suo ligando uPA, o urochinasi,
allinterfaccia cellula-matrice (Ragno 2006). lerdzione uPA-uPAR porta alla

degradazione delle principali componenti del'lECM slirettamente, attraverso la
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conversione del plasminogeno a plasmina, che ittainente, mediante ['attivazione
delle pro-MMP di matrice e di altre proteine (RagiiD6). Oltre che con uPA, uPAR
interagisce anche con la vitronectina e con moétimri della famiglia delle integrine
di membrana, mediando in questo modo, attraversignialing intracellulare, numerosi
processi indipendenti dall'attivita proteasicaf@é#nziazione, proliferazione, adesione e
migrazione cellulare) (Ragno 2006; Blasi & Carntele02).

Studi recenti hanno dimostrato che il clivaggioutiAR e la conseguente perdita di
funzionalita del complesso uPA/UPAR a livello dedldlule endoteliali sono implicati
nello sviluppo delle anomalie microvascolari e aglerdita di capacita angiogenetica
che caratterizzano la SSc (D'alessio et al. 20Gtghkkri et al. 2006). uPAR e infatti un
importante mediatore della migrazione endoteliala sua inattivazione sperimentale
determina, si@n vitro chein vivo, una ridotta angiogenesi ed un'alterazione magfoéo
delle cellule endoteliali (Balsara et al. 2011).nMwose prove sperimentali nel topo,
inoltre, suggeriscono che la mancanza del gendicadie UPAR sia coinvolta nella
patogenesi e nella progressione del processo iibrotopi uPARknockoutmostrano
infatti una tendenza allo sviluppo di fibrosi titHe ed e stato dimostrato che il
clivaggio e la conseguente inattivazione di uPARprasentano uno step cruciale nel
processo di differenziazione dei fibroblasti in fibooblasti, le principali cellule
responsabili dell'eccessiva produzione di ECM imsgodi SSc e di altre patologie a
carattere fibrotico (Hinz et al. 2012; Bernsteiraket2007; Hinz & Gabbiani 2003).

Alla luce di quanto dettd,obiettivo di questa tesi e stato quello di inveggare se
I'inattivazione del gene di uPAR, nel topo, sia ingrado di riprodurre la
microvasculopatia periferica e la fibrosi cutanea g@olmonare che caratterizzano la

SSc umana.
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Campioni umani di cute

Sezioni incluse in paraffina sono state ottenutpagtire da biopsie di cute affetta
prelevate dall'avambraccio di 15 pazienti SSc (@8n& e 2 uomini) in cura presso la
Divisione di Reumatologia del Dipartimento di Mad& Interna dell’Universita degli
Studi di Firenze e dalla stessa regione anatonmi&@ donatori sani compatibili per eta
e sesso. L'etd media dei pazienti era di 47 aranige 27-69 anni), mentre la durata
media della malattia, calcolata dall'insorgenzdadptima manifestazione clinica (fatta
eccezione per il fenomeno di Raynaud), era di 6 @ange 1-16 anni). In accordo con i
criteri di classificazione descritti da LeRoy e labbratori (LeRoy et al. 1988), otto
pazienti presentavano interessamento cutaneo {onitanentre gli altri sette
manifestavano interessamento cutaneo diffuso. Amemdo del prelievo bioptico
nessuno dei pazienti era sottoposto a terapia irosoppressiva o a trattamento con
farmaci che potessero potenzialmente modificaredémento della malattia. Tutti i
soggetti arruolati nello studio hanno firmato undule di consenso informato e lo

studio e stato approvato dal comitato etico locale.
Allestimento e mantenimento della colonia di topi d laboratorio

Topi maschi UPAR, ossia privi del recettore dell'urochinasi a cadsana specifica
delezione nel gene codificante uPAR, sono stattgreome descritto precedentemente
(Dewerchin et al. 1996), dal Dott. Peter Carme(lstuven, Belgio). Questi animali,
aventi un background genetico misto C57BL/6 (75%)120 (25%), sono stati
inizialmente incrociati con femmineild type (UPAR”") con background genetico
C57BL/6 (Charles River Laboratories, Calco, Ledtaljia), in modo tale da ottenere
topi eterozigoti che, ulteriormente incrociati t@o, hanno permesso di generare

animali uPAR" e uPAR"™ appartenenti alla stessa colonia di allevamergopriesenza
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o l'assenza del gene UPAR attivo e stata determmmatliante PCR, dopo aver estratto |l
DNA genomico da biopsie prelevate dall'estremitiiadeoda degli animali (Fig. 16).
Tutti i topi sono stati allevaad libitumcon cibo ed acqua e sono stati sottoposti ad un
ritmo circadiano di 12 ore di luce e 12 ore di buio

Per gli esperimenti sono stati utilizzati topi ntasePAR” e uPAR™ di 12 settimane di
etd (n=7 UPAR", n=7 uPAR™) e 24 settimane di eta (n=7 uPAR n=6 uPAR").
Questi sono stati prima anestetizzati con un'inigziintraperitoneale di cloralio idrato
(400 mg/Kg) e successivamente sacrificati medidgcazione cervicale. | polmoni
ed i campioni di cute del dorso sono stati quiagidamente prelevati e processati per il
dosaggio dell'idrossiprolina e per le analisi isttopogiche ed immunoistochimiche.
Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in acapabn il DL 116/92 ed approvati dalla
Commissione Istituzionale per la Cura e [|'Utilizzegli Animali da laboratorio

dell'Universita degli Studi di Firenze.

uPAR— uPAR**

Sam - A

C57BL/6 (75%) x 129 (25%) C57BL/6

UPAR*- l uPAR*~

I . A
1.

PCR
genotipizzazione

|

Figura 16. Allestimento della colonia di topi uPARe uPAR".
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Metodica di genotipizzazione mediante PCR

Per l'estrazione del DNA genomico, le biopsie pr&le dalla coda di ciascun animale
(1 cm di grandezza) sono state disgregate con wygenizzatore e successivamente
sottoposte ai seguenti passaggi: aggiunta del taengbestrazione (NaCl 10mM; Tris-
HCI 10mM pH 7,5; EDTA 10mM, pH 8.0) e di sodio deodesolfato 5%; incubazione
con Proteinasi K per 30 minuti a 60 °C; centrifugae di 15 minuti a 13000 rpm;
incubazione di 5 minuti del sovranatante in isoprago e ammonio acetato 5M,;
centrifugazione di 10 minuti a 13000 rpm; lavagdel pellet e aggiunta di etanolo
70%; centrifugazione di 5 minuti e risospension&aimpone di estrazione.

Il DNA estratto € stato quindi amplificato utilizzdo il kit puRE Taq Ready-To-Go
PCR Beads (Amersham-Biosciences). | primer impiepat l'allele target (cassetta
PGK-Neo) Dewerchin et al. 1996), ossia quello inserito astpodel gene codificante
UPAR, sono stati Neo H (5'-CGCATCGCCTTCTATCGCCTTGIAC-3') e Ex6R (5'-
TTGATGAGAGACGCCTCTTCGGAGGAAC-3'), che producono wamplificato di
0,97 kb. Per l'allelsvild type invece, € stata utilizzata la coppia di primeARRx4B
(5-GTTACCTCGAGTGTGCGTCCTGCAC-3) ed uPARex5D (5'-
CCACCATTGCAGTGGGTGTAGTTGC-3"), che da un prodotioRCR di circa 0,78
kb.

Il protocollo di amplificazione usato ha previstoaufase di denaturazione iniziale a
94°C per 2 minuti, 30 cicli di denaturazione (945€& 30 secondi), annealing (55p€&r
30 secondi) ed estensione (733€r 45 secondi), ed una fase di estensione find&@
per 10 minuti, usando un termociclatore TC-512 fihe¢ Cambridge, UK). | prodotti
della PCR sono stati fatti correre su gel di agarali’1% contenente bromuro di etidio

e visualizzati sotto un transilluminatore a raggiavioletti.
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Analisi istologica dei campioni murini di cute e dipolmone

| campioni di polmone e le biopsie di cute, pretevdalla zona superiore del dorso ed
immediatamente stese su un pezzo di carta asseraentomento del sacrificio, sono
stati dapprima fissati in una soluzione tamponatéoalina al 10%, poi disidratati
tramite passaggi consecutivi in alcol etilico a @amtrazioni crescenti e in xilolo ed
infine inclusi in paraffina. Da essi, medianteilimzo di un microtomo rotativo Leica
RM2255 (Leica Microsystems, Mannheim, Germania)nposstate quindi ottenute
sezioni di tessuto (Am di spessore), le quali sono state prima spaedéim xilolo e
poi reidratate, fino all'acqua distillata, mediastecessivi passaggi in alcol etilico a
concentrazioni decrescenti.

Per la colorazione istologica di base con emaioasdosina, le sezioni sono state
colorate con ematossilina di Mayer (Sigma-Aldri&ht,Louis, Missouri, USA) per 15
minuti, sciacquate in acqua corrente per 10 miragntrocolorate con una soluzione
acquosa di Eosina Y all'1% (Bio-Optica, Milano Jlikgper 5 minuti, disidratate in una
serie alcolica a concentrazione crescente, clgatdiin xilolo ed infine montate con
balsamo del Canada.

Su alcuni vetrini € stata inoltre eseguita, segaeledistruzioni del produttore (Bio-
Optica, Milano, Italia), la colorazione tricromicth Masson con blu di anilina. Questa
colorazione, utilizzata per evidenziare il tesstaanettivo, sfrutta I'azione di tre diversi
coloranti: I'ematossilina ferrica, che conferiscawclei una tonalita nerastra; la fucsina,
che colora il citoplasma di rosso; il blu di andjrche dona al collagene ed al muco una
colorazione azzurra.

Una volta colorate, le sezioni sono state ossergate un microscopio ottico Leica

DM4000 B dotato sia di luce trasmessa che di flemegaza (Leica Microsystems). Le
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immagini ottenute in luce trasmessa sono stateisitgjicon una fotocamera digitale

Leica DFC310 FX munita di software Leica LAS V3L&ica Microsystems).
Valutazione dello spessore dermico sui campioni mum di cute

Per la valutazione dello spessore dermico sonbedamminati, per ciascun gruppo, due
diversi campioni cutanei di ogni animale e di ogampione sono state colorate, con
ematossilina-eosina, tre sezioni. Su ognuna di éssgpessore del derma é stato
calcolato, in 5 diversi campi scelti casualmentésunando la distanza ipm tra la

giunzione dermo-epidermica e quella tra il dermhtessuto adiposo sottocutaneo. Le

misurazioni sono state effettuate, in cieco, dadluersi esaminatori.

Determinazione del contenuto di collagene nei canmgmi murini di cute e di

polmone

Per valutare il contenuto di collagene presentecasipioni di cute e di polmone dei
topi UPAR™ e uUPAR' sono stati utilizzati due diversi metodi:

1. Colorazione con rosso sirio picrato

Dopo essere state sottoposte a sparaffinaturaziers di cute e polmone sono state
dapprima colorate, seguendo le indicazioni del pitode, con rosso sirio picrato (Bio-

Optica, Milano, Italia), colorazione in grado dii@genziare le fibre collagene attraverso
un legame tra il rosso sirio e i gruppi funziorasici delle proteine tissutali. Le sezioni
sono state poi disidratate in alcol etilico a conzione crescente, chiarificate in
xilolo ed infine, dopo essere state montate, ossergon un microscopio ottico Leica
DM4000 B (Leica Microsystems). In ciascuna sezitaeea positiva al rosso sirio

picrato & stata misurata, utilizzando il softwameageJ (NIH, Bethesda, Maryland,

USA), in 5 diversi campi scelti casualmente. | It sono stati espressi come

percentuale rispetto ai valori ottenuti nei topARS’.
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2. Dosaqgio dell'idrossiprolina

La quantificazione colorimetrica del contenuto drossiprolina, aminoacido non
standard che si trova esclusivamente nel collagestgta eseguita su piccole biopsie di
cute e polmone (3 mm di diametro) prelevate da @mmale di ciascun gruppo.
Brevemente, i tessuti congelati sono stati disadratpesati ed idrolizzati in una
soluzione di HCI 6N per 3 ore a 120°C. Dopo la redizizazione in una soluzione di
NaOH 6N, i campioni sono stati quindi processatmeodescritto da Woessner
(Woessner 1961). L’assorbanza a 560 nm e stataeimfiisurata in duplicato con uno

spettrofotometro.

Analisi immunoistochimica sui campioni cutanei di @mo e di topo

L’analisi immunoistochimica, eseguita mediante rdeta di immunoperossidasi, e
stata effettuata sia sulle sezioni di cute umaea,vplutare I'espressione della forma
nativa di uPAR (D1+D2+D3), che sulle sezioni diew topo. Su queste ultime gli
antigeni ricercati sono statiol*actina del muscolo liscioa¢SMA), utilizzata per
mettere in evidenza i miofibroblasti, e la molecdiaadesione cellulare piastrinico-
endoteliale 1 (PECAM-1 o CD3l), utilizzata invecen® marcatore endoteliale
specifico.

Brevemente, le sezioni sono state sparaffinatdifdpler 10 minuti in una soluzione di
citrato di sodio 10 mM (pH 6.0) per lo smascheratmelell’antigene e successivamente
trattate, per il blocco delle perossidasi endogene, una soluzione di 4@, al 3% in
metanolo per 30 minuti e a 4°C. Dopo aver effettuldblocco dei legami aspecifici con
Ultra V block (UltraVision Detection System; LabVos, Fremont, California, USA), le
sezioni sono state quindi incubate, per tutta lHenon camera umida a 4°C, con i
diversi anticorpi primari: l'anticorpo monoclonale topo anti-uPAR/dominio 1 (D1)

(diluizione 1:50; American Diagnostica, Stamfordpn@ecticut, USA), l'anticorpo
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policlonale di coniglio anta-SMA (diluizione 1:100; Abcam, Cambridge, UK) e
I'anticorpo policlonale di coniglio anti-CD31/PECAM (diluizione 1:40; Abcam). Il

giorno successivo le sezioni sono state incubai@apicon I'anticorpo secondario
biotinilato e poi con il complesso avidina-biotiparossidasi (UltraVision Detection
System). L'immunoreattivita é stata sviluppata ukanome cromogeno il 3-amino-9-
etilcarbazolo (AEC kit, LabVision). Come controhiegativi, sezioni analoghe sono
state incubate, invece che con gli anticorpi primeon IgG inerti di corrispondente
isotipo e concentrazione (Sigma-Aldrich, St LowNsissouri, USA). Le sezioni sono
state infine esaminate con un microscopio otticoicde DM4000 B (Leica

Microsystems) e fotografate con una fotocameraalgLeica Microsystems).

Quantificazione dell'immunopositivita per la forma nativa di uPAR (D1+D2+D3)

nella cute umana

In ciascun campione l'immunopositivita della formativa di uPAR nelle cellule
endoteliali e nei fibroblasti & stata quantificaia, 8 campi scelti casualmente
(ingrandimento 40x), in modo semiquantitativo. {@Jicava assenza di positivita; (1)

positivita debole; (2) positivita moderata e (3)siiwita intensa. Due diversi

esaminatori hanno eseguito la valutazione in cieco.

Quantificazione del numero di miofibroblasti e di mcrovasi nella cute di topo

I miofibroblasti ed i microvasi sono stati identdti utilizzando rispettivamente, come
marcatori, k-SMA e il CD31. | miofibroblasta-SMA positivi ed i microvasi CD31
positivi sono stati contati in 5 campi scelti cdmente (ingrandimento 40x) di ogni
sezione di derma analizzata. Anche in questo ¢asmieggio e stato effettuato in cieco
da due osservatori indipendenti. Il risultato fenal stato espresso come media delle due
diverse osservazioni effettuate.
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Immunofluorescenza per la rilevazione di citochingrofibrotiche nella cute di topo

Le sezioni cutanee di topo, dapprima sparaffirstep state lavate 3 volte in PBS, poi
incubate per 10 minuti in una soluzione di gliciZamg/ml), in modo da eliminare
l'autofluorescenza delle aldeidi libere, ed infisettoposte, per 1 ora e a temperatura
ambiente, al blocco dei siti di legame aspecifiQuest'ultimo passaggio € stato
effettuato utilizzando una soluzione di albuminasigro bovino (BSA) all'1% in PBS.
Per la rilevazione delle citochine profibroticheatrini sono stati quindi incubati per
tutta la notte a 4°C con i seguenti anticorpi priptatti diluiti in una soluzione di BSA
all'1% in PBS: anticorpo monoclonale di topo an@H{3 (diluizione 1:100; Abcam);
anticorpo policlonale di coniglio anti-CTGF/CCN2 il(azione 1:200; Abcam);
anticorpo monoclonale di topo anti-ET-1 (diluiziohd 00; Abcam). Il giorno seguente,
dopo un lavaggio in PBS, le sezioni sono statehbate; per 45 minuti al buio e a
temperatura ambiente, con anticorpi secondari gaiicon il fluorocromo verde Alexa
Fluor-488 (diluizione 1:200; Molecular Probes, EougeOregon, USA). IgG (Sigma-
Aldrich) irrilevanti di corrispondente isotipo e romentrazione sono state usate come
controllo negativo. | nuclei sono stati contrastain 4',6-diamidin-2-fenilindolo (DAPI)
(Chemicon International, Temecula, California, USKWetrini sono stati quindi allestiti
utilizzando un balsamo acquoso in grado di preeeihidecadimento della fluorescenza
(Biomeda Gel Mount, Electron Microscopy Sciencesstér City, California, USA) ed
infine esaminati con un microscopio ottico Leica £000 B (Leica Microsystems).
L’analisi densitometrica dell'intensita di fluoresza sulle immagini acquisite € stata

eseguita utilizzando il software ImageJ (NIH).
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Rilevamento dell’'apoptosi endoteliale nella cute diopo

Per il rilevamento e la quantificazione dell’'apaptdelle cellule endoteliali nella cute di
topo e stata utilizzata, insieme all'immunofluosssta per il marcatore endoteliale
CD31, la metodica TUNEL (Terminal deoxynucleotidyhnsferase-mediated dUTP
Nick-End Labelling) (In Situ Cell Death DetectiontKRoche Diagnostics, Mannheim,
Germania). Quest'ultima consente infatti di evidamez uno degli eventi tardivi del
processo apoptotico, ossia la presenza dei frammmdintDNA prodotti dalle
endonucleasi attivate dalle caspasi (Fig. 17). ledodiicasi basa sul principio che le
terminazioni libere 3'-OH che si vengono a formareeguito alla frammentazione del
DNA possono servire come substrato per la terndeatksinucleotidil transferasi (TdT),
enzima in grado di catalizzare, in assenza di unpkato, I'addizione di nucleotidi
all'estremita 3' terminale del DNA. Utilizzando dewibonucleotidi marcati, nel nostro
caso dUTP coniugato a fluoresceina isotiocianatbr @FITC), e stato quindi possibile

mettere in evidenza il DNA frammentato delle calapoptotiche (Fig. 17).

Histane -

TdT + FITC-dUTP

Endonuclease

!
—_——

FITC-dUTP

Figura 17. Il principio della metodica TUNEL, in cui le estnéa 3'-OH generate dalla
frammentazione del DNA sono “nick end labelled” abldTP-FITC ad opera della terminal
deossinucleotidil trasferasi (TdT).
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Brevemente, le sezioni sono state sparaffinatditdger 10 minuti in citrato di sodio
10 mM (pH 6.0), sciacquate 2 volte in PBS ed inteiad buio, per 1 ora a 37°C, con la
soluzione specifica per la reazione TUNEL. Questaccordo con il protocollo dell'In
Situ Cell Death Detection Kit, viene preparata,@pcma del suo utilizzo, diluendo la
Enzyme Solutigncontenente la TdT, nellaabel Solution in cui sono presenti i
deossiribonucleotidi marcati (diluizione 1:10). @opn ulteriore lavaggio in PBS, i
vetrini sono stati dapprima sottoposti al blocco sig di legame aspecifico con BSA
all'l% in PBS e successivamente incubati, per tlattaotte e a 4°C, con l'anticorpo
primario policlonale di coniglio anti-CD31 (dilumne 1:40; Abcam). IgG anti-coniglio
coniugate con il fluorocromo rosso Rodamina-Red-0tcs state utilizzate come
anticorpi secondari. | nuclei sono stati contrastam il DAPI (Chemicon International).
La percentuale di cellule endoteliali apoptotiche stata calcolata in modo
semiquantitativo come proporzione delle cellule BINDAPI/CD31-positive rispetto
a tutte le cellule DAPI/CD31-positive. In ciascusezione di cute il conteggio delle
cellule e stato eseguito in cieco da due osselivatdipendenti, su 5 campi scelti
casualmente (ingrandimento 40x). Il risultato fenal stato espresso come media delle

due diverse osservazioni effettuate.

Analisi statistica

Il test t di Student per campioni non correlati&a utilizzato per I'analisi statistica. Un

valore di p inferiore a 0,05 e stato consideraatigicamente significativo.
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| pazienti SSc mostrano una ridotta espressione camea della forma nativa di

uPAR (D1+D2+D3)

Studi recentin vitro hanno evidenziato che il clivaggio e la consegeiemttivazione
di uPAR sono implicati sia nel processo di diffesiezione dei fibroblasti in
miofibroblasti che nella ridotta capacita angiogaae delle cellule endoteliali del
microcircolo, entrambi eventi importanti nella pgeoesi della SSc (Bernstein et al.
2007; D'Alessio et al. 2004). Miofibroblasti in taia esprimono infatti elevati livelli
della forma clivata di uPAR e l'utilizzo di inibitodi proteasi, impedendo il clivaggio
del recettore, € in grado di prevenire la diffefanimne miofibroblastica (Bernstein et
al. 2007). Anche le MVEC isolate dal derma dei patiisclerodermici, se confrontate
con MVEC sane, mostrano una maggiore espressidlzefdena clivata di uPAR. Cio
risulta essere associato ad una ridotta capacitssiva, proliferativa e di morfogenesi
capillare di queste cellule coltivaie vitro su Matrigel (D'Alessio et al. 2004). Il nostro
gruppo di ricerca, inoltre, ha dimostrato che n®EC sclerodermiche la rimozione
del dominio 1 di uPAR, ad opera della MMP-12, imiped al recettore di legarsi
allintegrinaf32 di membrana e, in conseguenza di cio, di prendgmgorto con l'actina
del citoscheletro, portando in questo modo ad ugrafeativa alterazione del processo
angiogenetico (Margheri et al. 2006). iBevitro il ruolo di uUPAR nella patogenesi della
SSc e stato largamente studiato, i dati riguardamtsuo possibile coinvolgimenio
vivo sono invece del tutto mancanti. Pertanto, perrgmteporre il topo uPAR come
possibile modello di SSc umana, abbiamo ritenutesgario dimostrare, come prima
cosa, che nella cute dei pazienti sclerodermigdaffettivamente presente una ridotta
espressione della forma nativa del recettore (DHIR).

L'obiettivo iniziale di questa tesi e stato quindiello di analizzare, mediante tecniche

di immunoistochimica in perossidasi ed in fluores® I'espressione di uPAR in
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sezioni di cute affetta di pazienti sclerodermécionfronto con quella di controlli sani.
Le nostre indagini di immunoistochimica hanno messduce come nella cute dei
pazienti SSc I'immunopositivita per uPAR sia noteente ridotta rispetto ai controlli
(Fig. 18A-D), soprattutto a livello dei fibroblaste delle cellule endoteliali
microvascolari del derma (p<0,001 per entrambi).(EBA-E). L'espressione di uPAR
e risultata diminuita nei diversi stadi di malatts®nza nessuna differenza significativa
tra il subset con coinvolgimento cutaneo limitdts&c) e quello con coinvolgimento

cutaneo diffuso (dcSSc).

Cute di controllo Cute S5c
A- 2y uPAR C uPAR

A

E cellule endoteliali fibroblasti
o 3 - e ¥
< < T *p<0.001
= =
T 21 T 2
= z
2, - - ¥
wm w
[=] o
i - : i
o [1]
Controllo SSc Controllo S5c

Figura 18. Ridotta espressione della forma nativa di uPAR [@2+#D3) nella cute dei pazienti
SSc. Immagini rappresentative di cute safae(B) e sclerodermical e D marcate, in
perossidasi ed in fluorescenza, con [I'anticorpcetidir contro il dominio 1 di uPAR.
L'espressione del recettore appare notevolmentdtaijdrispetto ai controlli sani, sia a livello
delle cellule endoteliali microvascolaingerti in A e C; frecce in B e D che dei fibroblasti
(teste di freccia in B e ). Ingrandimenti: 20x (A e C); 40x (inserti); 638 € D). E: analisi
semiquantitativa dell'espressione di uPAR nelltutekndoteliali e nei fibroblasti del derma. |
dati sono espressi come media + deviazione starigafij001vs controlli.
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Genotipizzazione del DNA murino

Per l'allestimento della colonia di topi uPARe uPAR" da utilizzare negli esperimenti,
topi maschi UPAR sono stati fatti incrociare, inizialmente, con fame wild type
(uPAR*’*), in modo tale da ottenere animali eterozigoti, aleriormente incrociati tra
loro, hanno permesso di generare topi uPARd UPAR™ con lo stesso background
genetico ed appartenenti alla stessa colonia evathento. La presenza o I'assenza del
gene UPAR attivo & stata determinata mediante R&GBguita sul DNA genomico
estratto da biopsie prelevate dall'estremita dmltha di ciascun animale.

Nonostante il kit di amplificazione abbia rivelata presenza di numerose bande
"fantasma”, i nostri amplificati di interesse (bahkthockoutHR e bandavild type WT)
sono risultati ben evidenti e facilmente distingiuig-ig. 19). Come si pud osservare

nellimmagine, inoltre, la bandenockoutappare sempre piu intensa rispetto a quella

wild type

=
-
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Figura 19. Esempio rappresentativo di una delle corse elettetithe su gel di agarosio a cui
sono stati sottoposti i campioni di DNA genomicd. &entro sono ben evidenti la banda
knockout (HR; 0,97 kb) e quellawild type (WT; 0,78 kb), mentre in basso, per ciascun
campione, € indicato il risultato della genotipzibae (+/-: eterozigote; +/+: omozigotéld
type -/-: omozigoteknockouy.
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La cute dei topi UPAR” & caratterizzata da ispessimento del derma, magge
deposizione di collagene, incremento nel numero deniofibroblasti e maggiore

espressione di citochine profibrotiche

Il grado di fibrosi cutanea degli animali e statsaqtificato mediante la misurazione
dello spessore dermico, calcolato come la distanzgm tra la giunzione dermo-
epidermica e quella tra il derma ed il tessuto @slypsottocutaneo, e del contenuto di
collagene.

L'analisi istologica delle sezioni di cute color@i@n ematossilina-eosina ha messo in
evidenza, nei topi UPAR un notevole incremento dello spessore del deispetto ai
topi wild typedella stessa eta (Fig. 20A). Tale dato e statoecordto anche dall'analisi
quantitativa. Lo spessore dermico dei topi uPARInfatti risultato significativamente
maggiore, rispetto a quello dei topild type, sia a 12 che a 24 settimane di eta
(p<0,001 in entrambi i casi) (Fig. 20B). All'intermdel gruppo degli animaknockout
invece, non € stata riscontrata nessuna differesigaificativa tra i due tempi
sperimentali (Fig. 20B).

Per analizzare in modo piu specifico I'organizzagidel'ECM, le sezioni cutanee sono
state poi colorate con la tricromica di Masson.eT@blorazione ha rivelato, nella cute
degli animali uPAR, un notevole accumulo di ECM (Fig. 21A-C) ed urezjale
sostituzione del tessuto adiposo sottocutaneo dde pdel tessuto connettivo,
accompagnata da una severa fibrosi perivascolage @AB, C). Negli strati piu
profondi del derma dei topi uPARsono stati inoltre osservati alcuni foci di mastidoi
degranulazione ed infiltrato infiammatorio perivalsce, specialmente a 12 settimane di

eta (Fig. 21C).
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Figura 20. Aumento dello spessore dermico nella cute dei WPBAR". A: immagini
rappresentative di sezioni di cute di topi uPAR UPAR", a 12 e 24 settimane di eta, colorate
con ematossilina-eosina. Le barre azzurre indicenadistanza tra la giunzione dermo-
epidermica e quella tra il derma ed il tessuto @slip sottocutaneo (spessore dermico).
Ingrandimento: 10xB: quantificazione dello spessore dermico. | daticsespressi come media
+ deviazione standard. *p<0,00%topi UPAR".
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Figura 21. Accumulo di ECM nella cute dei topi uPARA-C: Immagini rappresentative di
sezioni di cute di topi uPAR ed uPAR di 12 settimane di eta, colorate con la tricrondca
Masson con blu di anilina. La ECM appare di colblg i nuclei viola scuro ed il citoplasma
rosso. Rispetto agli animadiild type nei topi uPAR & evidente un accumulo di matride-C)
ed una parziale sostituzione del tessuto adipasocstaneo da parte del tessuto connettid/e (
C). Nei topi UPAR sono inoltre riscontrabili una severa fibrosi pasgolareftecce in B) e la
presenza, negli strati piu profondi del derma,nfiitrato infiammatorio perivascolare e di foci
di mastociti in degranulazionéeéte di freccia in C ed insertd Ingrandimenti: 10x (A); 20x
(B); 40x (C); 63x (inserto).
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Al fine di valutare in modo ancora piu approfonditffetto della mancanza del gene
codificante uPAR sulla deposizione di ECM a livellermico, il contenuto cutaneo di
collagene nei topi UPAR ed uPAR™ & stato analizzato utilizzando due metodi
indipendenti: 1) la colorazione con rosso siriorglic, che mette in evidenza le fibre
collagene attraverso un legame tra il rosso sidoi egruppi funzionali basici del
collagene; 2) il dosaggio dell'idrossiprolina, acanido non standard che si trova
esclusivamente nel collagene.

| risultati ottenuti con il rosso sirio picrato sono rivelati in accordo con quelli
riscontrati con la tricromica di Masson. Le sezidhicute dei topi uUPAR presentano
infatti sia un accumulo di fasci di collagene ispes fittamente compattati in tutto il
derma, sia un'abbondante deposizione di collagetigello perivascolare, nel tessuto
adiposo sottocutaneo (Fig. 22A-C). L'analisi di iagime ha poi mostrato che l'area
positiva al rosso sirio picrato € significativameemhaggiore nel derma degli animali
uPAR’ rispetto a quelli uPAR'" (p<0,001) (Fig. 22D). Analogamente, il contenuto d
idrossiprolina nel derma dei topi UPAR risultato aumentato in maniera significativa
rispetto ai topivild type(p<0,001) (Fig. 22E).

Il passo successivo & stato poi quello di analizael derma dei topi UPAR la
presenza dei miofibroblasti, il principale tipo loédre responsabile dell'aumentata
sintesi e deposizione di ECM in corso di fibrosiaihtti et al. 2011b; Duffield 2012). A
tale scopo, le sezioni di cute sono state sottepast immunoistochimica con un
anticorpo diretto contro d*SMA, attualmente considerata il miglior marcatore
miofibroblastico. Similmente a quello che si ristrannella SSc umana, nel derma dei
topi UPAR" & stato osservato un notevole incremento nel nuisheir miofibroblastio-

SMA positivi (p<0,001) (Fig. 22F, G).
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Figura 22. Aumento del contenuto di collagene e del numerondefibroblasti nella cute dei
topi UPAR". A-C: immagini rappresentative di sezioni di cute giitoPAR™ ed uPAR di 12
settimane di eta, colorate con il rosso sirio pa@rél collagene appare di colore rosso. Negli
animali uPAR" sono evidenti fasci di collagene ispessiti e catagia(B) ed un abbondante
deposizione di collagene a livello perivascoldrecce in C). Ingrandimenti: 10x (A); 40x (B e
C). D ed E quantificazione dell'area positiva al rosso spiorato D) e del contenuto di
idrossiprolina E), entrambi espressi come percentuale rispettoadirivottenuti sui topi
uPAR™. | dati sono espressi come media + deviazione stdntfa<0,001vstopi UPAR"".

F: immagini rappresentative di sezioni cutanee gi t®’AR”" ed uPAR' di 12 settimane di
eta, marcate in perossidasi con l'anticorpo direttotro I-SMA. | miofibroblasti appaiono
come cellule fusiformii-SMA positive frecce). Ingrandimento: 40xG: quantificazione del
numero dei miofibroblasti nella cute dei topi uPARed UPAR'. | dati sono espressi come
media + deviazione standard. *p<0,0@dtopi uPAR".
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Mediante immunofluorescenza e stata infine valulaspressione di alcune delle
molecole profibrotiche che sono note essere coievmlla patogenesi della SSc. Tale
analisi ha messo in evidenza, nel derma dei topiRIP una marcata espressione delle
citochine TGFB, CTGF/CCN2 ed ET-1, espressione che appare invet® debole o
addirittura quasi assente nel derma degli animallil type (Fig. 23A-C). L'analisi

semiquantitativa dell'intensita di immunofluoreszeia infatti dimostrato come queste
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citochine profibrotiche siano significativamente visespresse nei topi uPAR
(p<0,001) (Fig. 23D-F).
Nessuna differenza significativa, per nessuno dearpetri valutati, € stata riscontrata,

allinterno del gruppo degli animali uPARtra le 12 e le 24 settimane di eta.
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Figura 23. Aumento dell'espressione delle citochine profilotodi TGFB, CTGF ed ET-1 nel
derma dei topi uPAR A-C: immagini rappresentative di sezioni di cute giitaPAR"" ed
uPAR’” di 12 settimane di eta, marcate in fluorescenzaacticorpi diretti contro il TGIB- (A),

il CTGF B) e I'ET-1 C) (verdi) e contrastate con il DAPI (blu). Ingramginto: 20x.D-F:
analisi densitometrica dell'immunofluorescenzaati dono espressi come media + deviazione
standard. *p<0,00¢stopi UPAR™.
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Il derma dei topi UPAR” mostra un riduzione dei microvasi ed un aumentato

numero di cellule endoteliali in apoptosi

Essendo la perdita del letto microvascolare un#e dedratteristiche principali della
microangiopatia periferica che contraddistingu&%c umana (Manetti et al. 2010a), un
altro obiettivo di questo studio & stato quellovaiutare, nella cute dei topi uPARIa
densitd dei microvasi, confrontandola con quellatdpi uPAR". A tale scopo, le
sezioni di cute sono state sottoposte ad immurgdistoca con un anticorpo diretto
contro il marcatore specifico endoteliale CD31/PBGA. Come si puo osservare nelle
immagini, rispetto ai topiwild type gli animali uPAR" presentano una riduzione
significativa del numero dei capillari dermici CDBasitivi (p<0,001) (Fig. 24A).
Considerando che l'apoptosi delle cellule enddtai@onsiderata uno degli eventi piu
precoci nello sviluppo della microangiopatia peida nella SSc umana, il passo
successivo € stato quello di stabilire se tale ggso possa giocare un ruolo chiave
anche nel modello del topo uPARPer analizzare in maniera specifica l'apoptosi
endoteliale, le sezioni di cute sono state sottigpasmetodica TUNEL associata ad
immunofluorescenza per il marcatore endoteliale CORle analisi ha evidenziato la
presenza, nel derma degli animali uPARl un numero significativamente maggiore di
cellule endoteliali apoptotiche rispetto ai topild type di controllo (p<0,001) (Fig.
24B).

Nessuna differenza significativa & stata inveceorifrata, tra i topi UPAR di 12
settimane di eta e quelli di 24 settimane di etanel numero dei microvasi né in quello
delle cellule endoteliali apoptotiche.

| vasi dermici degli animali uPARnNoN presentano alcuna evidente proliferazionadell
tonaca intima, che invece e uno degli aspetti ¢chiessntra frequentemente, insieme

alla scomparsa dei capillari, nella SSc.
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Figura 24. Diminuzione della densita microvascolare ed aumeettapoptosi endoteliale nel
derma dei topi uPAR A: immagini rappresentative di sezioni di cute ¢iitoPAR"" e uPAR"

di 12 settimane di eta, marcate in perossidasil'emticorpo diretto contro il marcatore pan-
endoteliale CD31. | microvasi CD31 positivi sonaligati dalle frecce. Ingrandimento: 40x.
Accanto & mostrata l'analisi quantitativa. | dati® espressi come media + deviazione standard.
*p<0,001 vs topi UPAR’”. B: immagini rappresentative di sezioni di cute ¢pitaPAR" ed
uPAR" di 12 settimane di etd, marcate in fluorescenza leticorpo anti-CD31 (rosso) e
sottoposte contemporaneamente a metodica TUNELld€yel nuclei sono contrastati con il
DAPI (blu). I nuclei delle cellule endoteliali apogiche presentano una doppia marcatura verde
e blu frecce. Ingrandimento: 40x. L'analisi semiquantitativa tivelato, nel derma dei topi
uPAR’”, una percentuale significativamente alta di celleihdoteliali TUNEL positive rispetto

ai con'grolliwild type | dati sono espressi come media + deviazionedatah *p<0,001vs topi
uPAR™.

| topi UPAR ™ sviluppano una fibrosi polmonare progressiva

L’interessamento polmonare € tra le piu frequeditingportanti manifestazioni d'organo
della SSc, é presente in circa il 70% dei paziethtt comunemente associato ad elevata
mortalitd. Per tale motivo ci siamo proposti di l@arare se, oltre alle modificazioni
osservate a livello cutaneo, il modello del topdRP possa presentare caratteristiche
istopatologiche simili a quelle della SSc umanaharg livello polmonare. A tal fine, le
sezioni di polmone dei topi uPARe uPAR'* sono state colorate sia con ematossilina-
eosina che con rosso sirio picrato.

| campioni di polmone dei topi uPARdi 12 e 24 settimane di etd mostrano le tipiche

caratteristiche di una pneumopatia interstizialpeasica (NSIP), con estese aree di
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parenchima polmonare colpite ed irregolarmenteribiste in cui € presente un
coinvolgimento interstiziale uniforme caratterizzatla inflammazione diffusa ed
accumulo di collagene (Fig. 25A, B). All'analisinsiguantitativa nel polmone degli
animali UPAR’, sia a 12 che a 24 settimane di eta, lo spesseiresetti alveolari
misurato e risultato significativamente aumenté&patto ai topwild type cosi come il
contenuto di idrossiprolina (p<0,001 ad entrantempi) (Fig. 25C, D).

Nei topi UPAR’, inoltre, dalle 12 alle 24 settimane di eta siisgesad un notevole
peggioramento della patologia polmonare, cara#tattzda un significativo incremento
sia dello spessore dei setti alveolari che dellpodizione di collagene, valutata
mediante dosaggio dell'idrossiprolina (p<0,001 g@etrambi) (Fig. 25A-D). Come gia
osservato a livello cutaneo, anche i vasi polmodaiitopi UPAR non presentano

alcuna evidente proliferazione della tonaca intima.
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Figura 25. Sviluppo di fibrosi polmonare progressiva neiitoPAR". A e B: immagini
rappresentative di sezioni polmonari di topi uPARJUPAR” a 12 @A) e 24 settimane di eta
(B), colorate con ematossilina-eosinparfelli superiori) e rosso sirio picratopénnelli
inferiori ). Nei topi UPAR estese aree di parenchima presentano le caréttegisipiche di una
pneumopatia interstiziale aspecifica, con infiamimae interstiziale ed accumulo di collagene.
Gli inserti mostrano, a maggiore ingrandimentagttisalveolari ispessiti. Ingrandimenti: 20x (A
e B); 40x (inserti)C e D: quantificazione dello spessore dei setti alvedl@y e del contenuto
di idrossiprolina D), entrambe espresse come percentuale rispettal@i wttenuti nei topi
uPAR™. | dati sono espressi come media + deviazionedatan *p<0,001vs topi uUPAR’;
*0<0,001vstopi UPAR di 12 settimane di eta.
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| risultati ottenuti in questo studio dimostrancedhmodello di topo UPAR presenta
alcune delle principali caratteristiche istopatatbg della SSc umana, come la fibrosi e
la perdita del microcircolo periferico a livellotameo e la fibrosi polmonare.
Nonostante i recenti progressi fatti nella ricedleameccanismi patogenetici che stanno
alla base della SSc, I'eziologia di tale malatiiaane tuttora ignota. Di conseguenza,
sebbene siano disponibili numerose terapie miraéra le varie complicanze d'organo,
non esistono trattamenti in grado di modificar@ddurale progressione della SSc, ossia
di arrestarne il processo fibrotico o la vascul@&ng & Denton 2010). Gli scarsi
progressi nella comprensione della patogenesi delierodermia e nello sviluppo di
terapie innovative possono essere dovuti, in paite,mancanza di modelli animali in
grado di mimare i principali aspetti della patobbgumana, in particolare la
contemporanea presenza di fibrosi e di alterazaararico del microcircolo periferico. |
modelli sviluppati fino ad ora, infatti, manifestasolo alcune delle caratteristiche della
malattia, senza riuscire a riprodurne completamaritegli aspetti patologici (Avouac
et al. 2013; Manetti et al. 2010b). In particolapeesentano tutti una severa fibrosi
cutanea, ma solo pochi mostrano vasculopatia pieafe coinvolgimento degli organi
interni.

L'interazione di uPA (o urochinasi) con il suo riéaee di membrana uPAR promuove il
rimodellamento della ECM, l'attivazione di fattalii crescita e la migrazione cellulare.
uPA é infatti una serino-proteasi extracellulare tdgandosi ad uPAR, presente sulla
superficie cellulare, determina l'attivazione déhsminogeno a plasmina a livello
dell'interfaccia cellula-matrice. La plasmina é ymateasi a largo spettro d'azione che e
in grado di degradare la fibrina ed altre proteilela ECM promuovendo, mediante
I'attivazione delle MMP e di numerosi fattori descita, la migrazione cellulare (Ragno

2006). Oltre a determinare la formazione di plasmimh legame di uPA ad uPAR

96



promuove anche l'interazione del recettore stessole integrine di membrana, che
innescano una segnalazione intracellulare in goagmrtare a migrazione cellulare e a
riorganizzazione del citoscheletro (Ragno 2006;sBl&a Carmeliet 2002). uPAR é
costituito da tre domini extracellulari (D1, D2, D8 primo dei quali, che rappresenta il
principale sito di legame per uPA, puo venire tglida numerose proteasi, tra cui uPA
stesso, la plasmina, la tripsina, la chimotripginarie MMP di matrice (Montuori et al.
2005). La forma nativa di uPAR (D1+D2+D3) puo legarPA, le integrine e la
vitronectina, mentre la forma clivata (D2+D3) noméyrado di farlo. La rimozione del
dominio 1 del recettore dell'urochinasi ha pertacwone conseguenze 1) l'inibizione
dell'attivita proteasica di uUPA e della trasduziaie segnale da esso indotta; 2) la
riduzione della migrazione cellulare e l'inibiziodella regolazione della funzionalita
integrinica mediata da UPAR, che determina aumetdlbadesione cellulare su
collagene, fibronectina e laminina (Ragno 2006aubiento dell'adesione cellulare
stimola la differenziazione dei fibroblasti in mimoblasti, in quanto la stabilizzazione
dell'attacco della cellula alla ECM genera la tensi cellulare richiesta per
l'assemblaggio deti~SMA in fibre da stress, caratteristiche dei miaditlasti (Hinz et
al. 2012; Hinz 2003). E' stato infatti dimostratioecla troncatura e la conseguente
inattivazione di uPAR sono necessarie per la tzaorse miofibroblastica indotta dal
TGF{ e che la downregolazione di uPA o UuPAR determina aumento
dell'espressione integrinica e dell'adesione ahgehe, promuovendo in questo modo |l
fenotipo miofibroblastico persistente che innescéidrosi (Hinz et al. 2012; Bernstein
et al. 2007; Wang et al. 2012). Oltre che sui fitbasti, il sistema uPA/UPAR influisce
anche sulla funzionalita endoteliale. uPAR fornigtfatti le cellule endoteliali di un
appropiato corredo enzimatico in grado di regolkrediverse fasi di adesione e

degradazione della ECM che sono necessarie peigtazione cellulare e I'angiogenesi
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(Alexander et al. 2012; Balsara et al. 2011). Iesqa contesto il nostro gruppo di
ricerca ha recentemente dimostrato che nelle MVEKGdrma dei pazienti SSc uPAR
subisce un clivaggio, da parte della MMP-12, trdoiminio 1 ed il dominio 2 e che tale
clivaggio determina un alterato riarrangiamento deitoscheletro ed una
compromissione sia dell'angiogenesi che della rmigre, dellinvasione e della
proliferazione cellulare (D'Alessio et al. 2004; dlaeri et al. 2006). E' interessante
notare, inoltre, che la neutralizzazione della MiPmediante silenziamento del suo
MRNA previene il clivaggio di uUPAR ed e quindi imado, in parte, di restituire alle
cellule endoteliali la capacita di produrre stregticapillariin vitro (Margheri et al.
2010). Il nostro gruppo di ricerca ha poi evidetwidassociazione tra una variante
genica nel promotore del gene codificante uUPAR @ltaplicazioni vascolari della SSc
(Manetti et al. 2011c). In questa tesi viene imottimostrato, per la prima volé vivq
che la forma nativa di uPAR (D1+D2+D3) € downretmiaella cute affetta dei pazienti
SSc, specialmente a livello delle cellule endoliefiaei fibroblasti.

Sulla base di questi dati sperimentali lo scopondiel lavoro € stato quello di valutare
se l'inattivazione sperimentale del gene uPAR togb, possa rappresentare un valido
modello di SSc, riproducendo sia la fibrosi chevlsculopatia periferica che la
caratterizzano.

| risultati ottenuti , che confermano ed ampliano osservazioni precefleanno et al.
2008), mostrano che l'assenza di uPAR risulta &gspmel topo, allo sviluppo di
fibrosi cutanea germettono pertantodi proporre il topo uPAR knockout come
nuovo modello murino di SSc Nella cute degli animali uPAR sono state infatti
riscontrate gran parte delle principali carattérist patologiche della sclerodermia

umana:
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1) lo spessore del dermiacontenuto di collagened il numero dei miofibroblassono

risultati significativamente aumentati rispetto ai controlliwild type e la cute é
caratterizzata da fasci di collagene ispessitegmtarmente distribuiti e fittamente
assemblati, da abbondante fibrosi perivascolarea eurth parziale sostituzione del
tessuto adiposo sottocutaneo da parte del tessntettivo;

2) nel derma dei topi uUPARE risultata evidente umaarcata sovraespressioneelle

citochine profibrotiche TGIB, CTGF/CCN2 ed ET-1notoriamente coinvolte nella

patogenesi della SSc umana. Il TGRattivando i fibroblasti e causando una potente
stimolazione della sintesi del CTGF/CCN2, sia n#rdblasti che nelle cellule
endoteliali, sembra infatti giocare un ruolo impoite nell'instaurarsi della fibrosi
cutanea e polmonare in corso di SSc (Varga & Whitfi2009). Anche I'ET-1 € un
potente attivatore della proliferazione fibroblaatie della sintesi di ECM ed una sua
aumentata produzione € stata piu volte descritia 8&Sc (Kahalel et al. 1991; Leask
2011). La sua presenza e inoltre necessaria pereftere al TGH di indurre i suoi
effetti fibrotici siain vitro chein vivo (Leask 2011);

3) similmente a quello che si riscontra nei pazisoterodermici, nei topi uPAR

cambiamenti fibrotici a carico della cute sono awpagnati da _apoptosi delle cellule

endotelialie da una severa perdita del microcircolo periferiali risultati permettono

quindi di affermare che il topo uPARpossa rappresentare anchevatido modello
per lo studio della microvasculopatia periferica L'apoptosi delle cellule endoteliali &
infatti da molti considerata uno degli eventi paoetici primari della SSc (Sgonc et al.
1996) ed é stato recentemente dimostrato, in accood i nostri risultati, che uPA
regola la sopravvivenza endoteliale e che la stigitatantiapoptotica € strettamente
legata alla presenza di uPAR sulla cellula endatelstessa (Prager et al. 2009). Le

nostre osservazioni circa la significativa dimiraum del numero dei capillari dermici
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nei topi UPAR" sono in accordo anche con precedenti studi, chedhdimostrato come
il clivaggio e la conseguente inattivazione di uP&iRno in larga parte responsabili
della compromissione della capacita angiogenetiebe dMVEC nei pazienti SSc
(Manetti et al. 2010a; D'Alessio et al. 2004; Maglet al. 2006). | nostri risultati sono
in linea anche con un recente studio che ha evigienzome le cellule endoteliali
isolate dal topo UPAR siano incapaci, sim vitro chein vivo, su impianti di Matrigel
arricchiti con fattori di crescita, di formare dture capillari funzionali dotate di un
lume (Balsara et al. 2011);

| risultati di questo lavoro dimostrano infine, parprima volta, chd modello di topo
uPAR™ presenta, anche a livello polmonare, caratteristiie patologiche simili a
quelle riscontrate nella SSc umanall pattern istopatologico osservato € infatti

paragonabile a quello di una pneumopatia inteedézaspecific§NSIP), con vaste aree

di parenchima polmonare colpito alternate ad arekerini e caratterizzate da un

coinvolgimento interstiziale uniforme, inflammazewellulare diffusa ed accumulo di

collagene. Nessuna proliferazione dell'intima, ctpi dell'ipertensione arteriosa

polmonare che €& presente in una parte dei paZ&Sdj e stata riscontrata a livello

vascolare.

Studi recenti condotti su topi uPARhanno dimostrato che la mancanza di UPAR
accelera la fibrosi renale in corso di nefropastudtiva (Zhang et al. 2003b). Si ritiene

quindi necessario indagare, in futuro, se il maddiltopo UPAR" possa essere in grado

di sviluppare aspetti patologici paragonabili a ltjugella SSc umana anche in altri

organi interni, come i reni, il cuore ed il tragastrointestinale.

Concludendo, i dati ottenuti permettono di afferenalne I'assenza di uPAR, nel topo, é
associata sia allo sviluppo di fibrosi cutanea émpoare che alla comparsa di

microvasculopatia periferica. Le caratteristichetoganetiche osservate nei nostri
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animali, quali l'incremento del numero dei miofiblasti dermici, l'aumentata
espressione dei fattori profibrotici, I'apoptosideteliale e la conseguente riduzione
della densita capillare, sono particolarmente e#santi, in quanto potrebbero
consentire di far luce sui processi analoghi chmanifestano nella SSc umana. Alla
luce di tali risultati, quindi, il topo UPAR potrebbe rappresentare un promettente
modello preclinico sia per lo studio dei meccanigratogenetici alla base della SSc
umana che per testare I'efficacia di potenziaditegtie terapeutiche in grado di ridurre lo
sviluppo della fibrosi e la perdita dei capillaneccaratterizza la vasculopatia periferica.
| risultati di questo studio hanno inoltre dimostrahe la forma nativa di uPAR
(D1+D2+D3) € notevolmente ridotta nei pazienti SBale dato, insieme alle precedenti
osservazioni riguardo al coinvolgimento del clivegdi uPAR nella differenziazione
dei fibroblasti in miofibroblasti (Bernstein et aR007) e nella ridotta capacita
angiogenetica delle cellule endoteliali (D'Alessioal. 2004; Margheri et al. 2006), ci
consente di ipotizzare che il blocco del clivaggiaella conseguente inattivazione di
UPAR potrebbe rappresentare una promettente sagiegil trattamento della fibrosi e

della vasculopatia periferica in corso di SSc.
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