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Riassunto

Premesse. La sclerosi sistemica (SSc) ¢ una pato-
logia autoimmune caratterizzata da un’eccessiva
fibrosi a carico della matrice extracellulare (ECM)
nel derma. Vi sono due importanti forme di SSc,
la sclerosi sistemica diffusa (dSSc) e la sclerosi
sistemica limitata (1SSc). I fibroblasti svolgono
un ruolo chiave nella SSc. L’espressione e la fun-
zione del sistema di attivazione del plasminoge-
no urochinasi-dipendente (uPA), un sistema ben
caratterizzato di serin-proteasi coinvolto in diversi
processi patologici, ¢ stata studiata in fibroblasti
di pazienti affetti da SSc.

Metodi. L’espressione dei componenti del siste-
ma di attivazione del plasminogeno uPA-dipen-
dente, quali ’'uPA, il relativo recettore (uPAR) e
gli inibitori PAI-1 e PAI-2 sono stati esaminati
mediante Western blotting in fibroblasti di pazienti
affetti dalle forme diffuse e limitate di SSc. L’ade-
sione degli stessi fibroblasti alla vitronectina ¢ sta-
ta valutata mediante saggi di adesione cellulare.

Summary

Scleroderma and plasminogen activation system:
expression and function of the urokinase-media-
ted plasminogen activation system in fibroblasts
from systemic sclerosis

Background. Systemic sclerosis (SSc¢) is an autoimmune
disease characterized by excessive fibrosis in derma
fibroblasts. There are two major subsets of SSc, the

Risultati. La secrezione di uPA e PAI-1 ¢ aumen-
tata solo nei fibroblasti della forma 1SSc, se para-
gonati ai fibroblasti normali. I livelli di PAI-2
mostrano un decremento nei fibroblasti di entram-
be le forme di SSc. Interessante notare come i
fibroblasti delle zone non adiacenti alle lesioni
(non-affette) della forma diffusa hanno mostrato
livelli ridotti di PAI-1 e un’aumentata espressione
del’uPAR. Gli esperimenti di adesione hanno
mostrato che i fibroblasti nella forma 1SSc e quel-
li dSSc nelle zone non adiacenti alle lesioni aderi-
scono alla vitronectina meno efficientemente ri-
spetto ai fibroblasti di controllo.

Conclusioni. Questi risultati indicano un ruolo del-
PuPA e PAI-1 nella forma 1SSc, probabilmente
attraverso ’attivazione di citochine e pro-enzimi
quali le metalloproteasi, con il conseguente accu-
mulo delle componenti del’ ECM, mentre un ruolo
delPuPAR potrebbe essere ipotizzato nell’evolu-
zione della forma diffusa in relazione all’aumen-
tata espressione nelle zone non-affette.

diffuse cutaneous systemic sclerosis (dSSc) and the li-
mited cutaneous systemic sclerosis (ISSc). Fibroblasts
play a key role in SSc. The expression and function of
the urokinase (uPA)-mediated plasminogen activation
(PA) system, a well characterized system of serine-pro-
teases involved in several pathologic processes, has been
investigated in SSc fibroblasts.

Methods. The expression of the components of the PA
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system, including uPA, its receptor (uUPAR) and its type-
1 and type-2 inhibitors (PAI-1 and PAI-2) was exami-
ned by Western blot in fibroblasts from patients af-
fected by limited and diffuse forms of SSc.

SSc fibroblasts adhesion to vitronectin (VN) was exa-
mined by cell adhesion assays.

Results. uPA and PAI-1 secretion increased only in fi-
broblasts from ISSc lesions, as compared to normal
fibroblasts. PAI-2 levels were decreased in fibroblasts
from both SSc forms. Interestingly, fibroblasts from
areas not adjacent to the lesions (not-affected) of the
diffuse form showed reduced levels of PAI-1 and in-
creased uPAR expression.

Adhesion experiments showed reduced adherence to
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VN of fibroblasts from 1SSc and dSSc lesions in
from not affected areas, as compared to normal con-
trols.

Conclusions. These results suggest a role for uPA and
PAI-1 in the ISSc form, likely related to the activation
of cytokines and metalloproteases with the accumula-
tion of extra-cellular matrix components, whereas a
role for uPAR can be hypothesized in the evolvement
of the diffuse form, based on its up-regulation in the
not-affected areas.

Key-words: Fibroblasts, Systemic sclerosis, urokinase Pla-
sminogen Activator (uPA), urokinase Plasminogen
Activator Receptor (uPAR), Adhesion assay, Vitronec-

tin (VN).

Introduzione

La sclerosi sistemica (SSc) o sclerodermia ¢ una ma-
lattia autoimmune sistemica, caratterizzata da un pro-
gressivo fenomeno di sclerosi cutanea con ispessimen-
to fibrotico del tessuto connettivo a livello del derma
e di vari organi interni e apparati (tratto gastroenterico,
apparato cardiovascolare, apparato respiratorio, rene)
con conseguente perdita di elasticita e turbe trofiche
del distretto interessato.

Da 3 a 5 volte ¢ piu frequente nel sesso femminile; ¢
a maggior rischio d’insorgenza trai30 e 155 anni di eta
e puo manifestarsi in varie forme cliniche, principal-
mente in sclerosi sistemica diffusa (dSSc) e sclerosi si-
stemica limitata (ISSc).

Leziologia della sclerost sistemica ¢ sconosciuta e la
patogenesi, a meccanismo autoimmune, sembra carat-
terizzata in modo principale da un danno immuno-
mediato a carico dell’endotelio, seguito dall’attivazione
dei fibroblasti perivascolari e dall'incontrollata produ-
zione e deposito di matrice extracellulare (HCM) a li-
vello di cute e sottomucose’.

Quindi, 1 fibroblasti svolgono un ruolo chiave nella
deposizione della matrice extracellulare® e cio puo set-
vire come modello sperimentale per lo studio dei mec-
canismi molecolari e cellulari della fibrosi nei pazienti
affetti da SSc.

Nel presente lavoro ¢ stato studiato il ruolo del siste-
ma di attivazione del plasminogeno di tipo urochinasi-
dipendete (uPA) nei fibroblasti di pazienti affetti da
sclerodermia.

Inizialmente si riteneva che il sistema di attivazione
del plasminogeno fosse adibito unicamente alla fibri-
nolisi intra ed extra-vascolare, mentre attualmente lo si
considera piu generalmente coinvolto nel turnover dei
costituenti della matrice extracellulare e nella regolazio-
ne delle interazioni cellula-cellula e cellula-matrice.

11 sistema di attivazione del plasminogeno ¢ costitu-
ito da numerosi elementi quali 'urochinasi (uPA), gli
inibitori PAI1 e PAI2 e specifici recettori di membrana

(uPAR).

L'urochinasi (uPA) ¢ uno dei due attivatori del pla-
sminogeno®. L’uPA infatti converte il plasminogeno in
plasmina, una serin-proteasi a largo spettro, in grado
di idrolizzare legami lisina-arginina; oltre ad agire da
agente fibrinolitico, la plasmina puo degradare vari
componenti della matrice extracellulare, quali collage-
ne, fibronectina e laminina. Lattivita dell'uPA ¢ regola-
ta da inibitoti specifici di tipo 1 e tipo 2 (PAI1 e PAI2)>".
11 PAI1 ¢ inoltre in grado di legare con alta affinita la
vitronectina (VN), una proteina presente in forma so-
lubile nel plasma o associata al’lECM. L’interazione con
la VN stabilizza il PAI1, sottraendolo al legame con
I'uPA; viceversa i complessi uPA/PAI1 hanno scatrsa
affinita per la VN. L’uPA lega uno specifico recettore
sulla membrana cellulare (uPAR)". Esso ¢ in grado di
trasdurre segnali indotti dal legame con uPA, stimolan-
do I’adesione, la migrazione e la proliferazione cellula-
re. I’uPAR agisce anche come recettore per altre mo-
lecole extracellulari, come la VN stessa®,

Sulla base di queste osservazioni il lavoro ¢ stato ar-
ticolato in tre fasi successive:

a) valutare espressione in vitro dell’'uPA, PAI1 e PAI2
nei fibroblasti di 5 pazienti affetti da dSSc e 7 affetti
da ISSc, prelevati sia dall’area affetta che non affetta
della patologia (A e NA), e di 10 donatori sani, me-
diante Western blotting;

b) valutare I'espressione in vitro del’uPAR nelle stesse
colture di fibroblasti dei pazienti affetti da SSc e dei
donatori sani, sempre mediante Western blotting;

c) valutare I’'adesione in vitro alla vitronectina det fibro-
blasti di tutti i pazienti affetti da SSc e di tutti i dona-
tori sani, al fine di evidenziare possibili effetti delle
variazioni dell’'uPA e del’'uPAR, mediante saggi di
adesione.

Materiali e Metodi

Abbiamo studiato I'espressione dell’'uPA, PAI1, PAI2
e uPAR su campioni bioptici cutanei provenienti da 12
pazienti (due maschi e dieci donne) affetti da sclero-
dermia, di eta compresa tra i35 e 155 anni. La diagno-
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si di sclerodermia ¢ stata effettuata in accordo con i
criteri ARA (American Rheumatism Association). Sulla
base dell’estensione del danno cutaneo, 5 pazienti sono
stati classificati come affetti da dSSc (con positivita anti-
Scl70) e 7 pazienti affetti da ISSc (tutti positivi agli anti-
corpi anti-centromero). La durata media della malattia
era di circa 8 anni (range 4 - 27). Nessun paziente pre-
sentava segni di altre patologie almeno da un mese
prima dello studio.

Per i campioni bioptici, ciascun paziente ¢ stato sot-
toposto a due biopsie cutanee mediante punzone: una
sull’area affetta dalla sclerodermia (A); I’altra su un’area
apparentemente non affetta (NA) dalla malattia. I cri-
teri utilizzati per definire i campioni appartenenti al-
l'area affetta (A) sono stati i seguenti: la zona si presen-
tava lucida, anaelastica e con marcata riduzione di an-
nessi cutanei e le biopsie sono state prelevate a livello
dell’avambraccio per la forma dSSc e sulla prima fa-
lange del 11 dito della mano per la forma 1SSc.

Invece, i criteri per definire i campioni appartenenti
all’area apparentemente non affetta (NA) sono stati i
seguenti: la zona si presentava con apparente ¢ norma-
le elasticita, presenza degli annessi cutanei e le biopsie
sono state eseguite a livello del dorso.

Come controllo (N), sono stati utilizzati 10 campio-
ni bioptici provenienti da derma di soggetti chirurgici
post-traumatici sottoposti, prima dell'intervento chi-
rurgico, ad attenta anamnesi clinica e strumentale
per escludere qualsiasi patologia autoimmune siste-
mica.

I campioni bioptici cutanei sono stati dissociati mec-
canicamente allo stereomicroscopio e in seguito, sot-
toposti a tripsinizzazione per 30 minuti a 37 °C. Dopo
ripetuti lavaggi in PBS, i microframmenti sono stati
piastrati e coltivati in terreno di coltura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma, St. Louis,
MO, USA) contenente: 50% di siero di vitello fetale
(FCS) (Gibco, Grand Island, NY, USA), 2 mM di glu-
tammina (Sigma), penicillina (100 unita/ml) (Sigma) e
streptomicina (100 unita/ml) (Sigma). Le piastre sono
state incubate a +37 °C con il 5% di CO,. Dopo circa
10 giorni ¢ stato effettuato il primo cambio di mezzo
con concentrazioni scalari di FCS. A circa un mese di
distanza, le cellule primarie di fibroblasti cosi ottenute
sono state coltivate in DMEM 10% FCS.

I frammenti chirurgici dei 10 soggetti sani sono stati
sottoposti allo stesso trattamento e coltivati nelle stesse
condizioni.

L’espressione dell’'uPA, PAI1 e PAI2, in mezzi con-
dizionati, e del’uPAR, in lisati cellulari, ¢ stata studiata
mediante Western blotting nei fibroblasti cutanei di
pazienti sclerodermici e di soggetti sani.

Per ottenere i mezzi condizionat, i fibroblasti (1x10°
cellule/piastra da 60 mm) sono stati coltivati in 2 ml di
terreno di coltura senza siero contenente 1 mg/ml BSA;
dopo 3 giorni il mezzo condizionato ¢ stato raccolto,
centrifugato ed analizzato.

Per i lisati cellulari, i fibroblasti (1x10° cellule/piastra
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da 60 mm) sono stati coltivati in terreno di coltura
DMEM (Sigma) contenente 10% di FCS (Gibco),
2 mM di glutammina (Sigma), e 100 unita/ml di peni-
cillina e streptomicina (Sigma). Dopo 4 giorni in coltu-
ra, le cellule sono state lavate e, successivamente, lisate
in PBS contenente Triton X-100 all’1% e inibitori delle
proteasi (Sigma). Il lisato cellulare ¢ stato raccolto e
centrifugato. Dopo che il sovranatante ¢ stato raccolto,
il passaggio successivo ¢ stato quello di determinare la
concentrazione proteica mediante un saggio colorime-
trico (BioRad, Richmond, CO, USA).

Per ciascun campione, 100 pg di proteine sono state
separate mediante elettroforesi su gel di SDS poliacri-
lammide al 10%. Terminata la corsa elettroforetica, il
gel ¢ stato poi trasferito in campo elettrico su dei filtri
di PVDF (Millipore, Windsor, MA, USA). I filtri sono
stati bloccati e dopo tre lavaggi in agitazione sono stati
incubati overnight a +4 °C con un anticorpo policlo-
nale di coniglio anti-uPA e anti-uPAR (American Dia-
gnostica, Greenwich, CT, USA), anticorpo monoclo-
nale di topo anti-PAI1 e anti-PAI2 (Biopool, Umea,
Svezia).

Dopo i lavaggi, i filtri sono stati incubati rispettiva-
mente con gli anticorpi secondari anti-immunoglobu-
lina di coniglio e di topo coniugati con perossidasi di
rafano (BioRad) per 30 minuti a temperatura ambien-
te. Dopo ulteriori lavaggi, i filtri sono stati bagnati con
il substrato chemioluminescente (ECL) (Amersham
International, Harwell, Inghilterra) e poi esposti ad una
lastra fotografica.

I filtri con P'uPAR sono stati successivamente incuba-
ti overnight a 4° C anche con un anticorpo anti-Actina
(Dako, Glostrup, Danimarca) per normalizzare i dati
ottenuti per ogni campione. I.’analisi quantitativa ¢ sta-
ta eseguita mediante uno Scanner Densitometry (Snap-
scan 1212, AGFA).

I fibroblasti dei pazienti sclerodermici e dei soggetti
sani sono stati studiati anche attraverso un saggio di
adesione cellulare.

La piastra microwells da 96 pozzetti ¢ stata rivestita
con vitronectina (Beckton e Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) e successivamente incubata overnight a
+4 °C. Le cellule sono state staccate con EDTA, lava-
te e poi fatte aderire ai pozzetti (1x10° cellule/pozzet-
to); la piastra ¢ stata incubata per 1 ora a +37 °C, con
il 5% di CO,,

Dopo ilavaggi, le cellule rimaste attaccate ai pozzetti
della piastra sono state fissate con la paraformaldeide
e successivamente fatte incubatre con metanolo. Le cel-
lule sono state poi colorate con cristalvioletto e deco-
lorate con sodio citrato, a pH 4,2.

Infine ¢ avvenuta la lettura con un lettore per piastre
microwells ad una lunghezza d’onda di 540 nm (Bio-
Rad 550), misurando I’assorbanza relativa.

L’analisi statistica per i dati parametrici normalmen-
te distribuiti ¢ stata eseguita con il ‘7 ” Test di Student, e
le differenze sono state considerate statisticamente si-
gnificative per valori di p<<0,05.
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Risultati

L’espressione dell’'uPA appare incrementata solo nei
fibroblasti ottenuti da lesioni 1ISSc (ISSc-A) con una dif-
ferenza statisticamente significativa, sia rispetto alla sua
controparte non affetta (ISSc-NA) (p = 0,007) sia 1i-
spetto ai fibroblasti normali (N) (p = 0,016) (* p<0.05)
(Fig. 1).

L’espressione di PAI1 risulta incrementata solo nei
fibroblasti provenienti dalle aree affette (ISSc-A) (p =
0,046) con una differenza statisticamente significativa
rispetto ai fibroblasti normali (N) (* p<0.05). Al con-
trario, livelli di PAI1 sono apparsi ridotti nei fibroblasti
di pazienti dSSc, dove la differenza di riduzione ¢ pe-
raltro statisticamente significativa solo nei fibroblasti
provenienti da zone non affette (dSSc-NA) rispetto ai
fibroblasti normali (N) (p = 0,0002). Le differenze dei
livelli di PAI1 tra le aree A e NA della forma diffusa
(dSSc) non sono risultate statisticamente significative
(p = 0,125) (Fig. 2).

L’espressione di PAI2 risulta diminuita nei fibrobla-
sti provenienti da tutti i pazienti SSc arruolati con una
differenza statisticamente significativa rispetto ai con-
trolli normali (p di ISSc-NA,1SSc-A, dSSc-NA, dSSc-A
rispetto a N: 0,0096, 0,0061, 0,0045, 0,033, rispettiva-
mente) (*p<0.05); non sono state osservate differenze
statisticamente significative di PAI2 tra le aree affette e
non affette di entrambe le forme di SSc (Fig 3).

1 dati relativi al'uPAR sono stati schematizzati in gra-
fico dopo analisi densitometrica e normalizzati rispet-
to ai livelli di actina (Fig. 4).

L’espressione del'uPAR non ¢ variata, sia nei fibro-
blasti provenienti da ISSc delle aree affette e non affet-
te e sia nei fibroblasti provenienti da dSSc delle aree
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Figura 1. Espressione mediante Western blotting dell’uPA in
fibroblasti cutanei di donatori sani (N) e di pazienti colpiti da
ISSc e dSSc, provenienti da aree affette (A) e non affette (NA).
Ianalisi mostra in tutti i campioni la presenza di una banda di
circa 55 kDa corrispondente all'uPA (a, parte superiore). La
densita ottica media delle bande dell’uPA dopo Western
blotting ¢ stata riportata in grafico (b, parte inferiore). La
differenza tra i campioni patologici e normali ¢ considerata
statisticamente significativa quando *p<0.05.
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Figura 2. Espressione mediante Western blotting di PAI1 in
fibroblasti cutanei di donatori sani (N) e di pazienti colpiti da
ISSc e dSSc, provenienti da aree affette (A) e non affette (NA).
I’analisi mostra in tutti i campioni la presenza di una banda di
circa 52 kDa corrispondente a PAI1 (a, parte superiore). La
densita ottica media delle bande di PAI1 dopo Western blotting
¢ stata riportata in grafico (b, parte inferiore). La differenza tra
i campioni patologici e normali ¢ considerata statisticamente
significativa quando *p<0.05.
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Figura 3. Espressione mediante Western blotting di PAI2 in
fibroblasti cutanei di donatori sani (N) e di pazienti colpiti da
ISSc e dSSc, provenienti da aree affette (A) e non affette (NA).
L’analisi mostra in tutti i campioni la presenza di una banda di
circa 47 kDa corrispondente a PAI2 (a, parte superiore). La
densita ottica media delle bande di PAI2 dopo Western blotting
¢ stata riportata in grafico (b, parte inferiore). La differenza tra
i campioni patologici e normali ¢ considerata statisticamente
significativa quando *p<0.05.

affette (p = 1,05) rispetto ai fibroblasti normali (p =
0,16 ¢ 0,362).

Un aumento, invece, dell’espressione del’'uPAR ¢ stato
osservato solo nei fibroblasti provenienti da aree non
affette della forma diffusa (dSSc-NA) con una diffe-
renza statisticamente significativa rispetto alla contro-
parte affetta (p = 0,004) e al controllo normale (p =
0,0002) (* p<0.05).

I’adesione cellulare alla VN dei fibroblasti prove-
nienti da 1SSc, sia da aree affette che non affette, risulta
essere diminuita con una differenza statisticamente si-
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Figura 4. Espressione mediante Western blotting dell'uPAR
in lisati di fibroblasti cutanei di donatori sani (N) e di pazienti
colpiti da 1ISSc e dSSc, provenienti da aree affette (A) e non
affette (NA). L’analisi mostra in tutti i campioni la presenza di
una banda di circa 50 kDa corrispondente all’'uPAR e una banda
corrispondente all’actina (a, parte superiore). La densita ottica
media, normalizzata rispetto all’actina, delle bande dell'uPAR
dopo Western blotting ¢ stata riportata in grafico (b, parte
inferiore). La differenza tra i campioni patologici e normali ¢
considerata statisticamente significativa quando *p<0.05.

gnificativa rispetto ai controlli normali (p = 0,006 e
0,001) (*p<0.05). Una significativa riduzione dell’ade-
sione alla VN ¢ stata osservata anche nei fibroblasti
provenienti da zone non affette della dSSc rispetto ai
controlli normali e alla controparte affetta della dSSc

(p = 0,0002 ¢ 0,075) (* p<0.05) (Fig 5).

Discussione

Recenti dati della letteratura hanno suggerito il pos-
sibile coinvolgimento dei componenti del sistema di
attivazione del plasminogeno uPA-mediato nella scle-
rosi sistemica (SSc¢). Infatti, 1livelli di uPA, PAI1 e uPAR
nel plasma dei pazienti affetti da SSc sono aumentati
rispetto al plasma dei controlli sani’.

I fibroblasti svolgono un ruolo chiave nella deposi-
zione della matrice extracellulare, determinando in tal
modo la fibrosi caratteristica della SSc. Nel loro com-
plesso, nella forma ISSc i risultati del presente studio
mostrano un’aumentata secrezione di PAI1 e uPA da
parte dei fibroblasti. Infatti, i complessi uPA-PAI-1
promuovono la proliferazione cellulare mediante inte-
razione con il recettore per le lipoproteine VLDLt".
Inoltre, il PAI-1 gioca un ruolo importante nell’accu-
mulo di collagene'’; tale effetto sembra pero compen-
sato, in tale forma di SSc, dal contemporaneo aumen-
to di espressione di uPA, che svolge per contro un
effetto protettivo sulla fibrosi per la sua capacita di
attivare metalloproteasi'®.

L’uPAR ¢ invece prevalentemente aumentato sulla
superficie dei fibroblasti nella forma dSSc. In tale gra-
ve forma di SSc, 'uPAR potrebbe trasdurre segnali di
proliferazione e resistenza all’apoptosi”, meccanismi
responsabili della selezione di fibroblasti attivati in ri-
sposta al danno endoteliale.
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Figura 5. Adesione cellulare alla VN dei fibroblasti provenienti
da donatori sani (N) e dai pazienti con ISSc e dSSc, sia da aree
affette (A) che non affette (NA). La differenza ¢ considerata

statisticamente significativa quando * p<0,05.

Inoltre, in entrambe le forme di SSc, la secrezione di
PAI2 sembra notevolmente diminuita, suggerendo cosi
un ruolo anche per questo inibitore. Il PAI-2, infatti,
inibisce lattivita proteolitica dell'uPA senza pero atti-
vare segnali mitogenici; pertanto nei fibroblasti sclero-
dermici attivati, la sua produzione ¢ inibita.

Infine, una bassa adesione dei fibroblasti SSc alla vi-
tronectina potrebbe essere associata ad un’azione ini-
bitoria dell’'uPAR sull’attivita integrinica ad essa stretta-
mente correlata (alfav-beta5).

Questi risultati suggeriscono un importante coinvol-
gimento del sistema di attivazione del plasminogeno
uPA-dipendente nei fibroblasti di derma SSc; infatti le
funzioni di alcuni componenti possono ad es. indurre
lattivazione del TGF-beta dipendente dai fibroblasti
principalmente nella forma diffusa e I'inibizione della
degradazione fisiologica del collagene nella forma ISSc.

Inoltre, questi risultati supportano ulteriormente I'ipo-
tesi che le forme dSSc e 1SSc hanno diversi meccani-
smi immunopatogenici e che anche la presenza di aree
non affette nel derma di pazienti sclerodermici ¢ solo
apparente, accompagnata viceversa da profonde di-
sregolazioni biomolecolari di diverse pathway meta-
boliche.

Un potenziamento dello studio, mediante un incre-
mento del numero dei pazienti, ¢ peraltro in corso per
confermare i risultati ottenuti. A tale riguardo, 'esiguita
del gruppo di pazienti ¢ peraltro solo apparente data
la bassa frequenza di questa patologia. Studi epidemio-
logici mostrano che 'incidenza della sclerosi sistemica
¢ tra 18-20 individui/milione di popolazione all’anno
ed ¢é stabile nell’ultima decade'*".
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