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INTRODUZIONE



Caratteristiche biochimiche delle pentraxine

Le Pentraxine sono proteine di fase acuta conssivadurante |'evoluzione
fino alluomo. Il termine pentraxina indica la cHeaistica struttura
multimerica ciclica a cinque unita tenute insieradafjami non covalenti.
Strutturalmente si distinguono pentraxine a catemda ed a catena lunga.
Tutte condividono un caratteristico dominio C-tamale (pentraxin domain) di
200 aminoacidi che presenta al suo interno 8 amidbaltamente conservati
(pentraxin signature) (Figura 1). In termini geriela proteine della famiglia
delle pentraxine svolgono funzioni nella immunitaata, la prima linea di

difesa contro i patogeni.

Al gruppo delle pentraxine a catena corta appaceoad’amiloide sierica A

(SAP) e la Proteina C-Reattiva (CRP). CRP é statgrima pentraxina
descritta negli Anni Trenta come prototipo di pmogedi fase acuta nelluomo;
venne cosi’ chiamata per sua particolare abilgéh legare in modo Ca-
dipendente il polisaccaride C dello Streptococceupmoniae (Tillet WS, 1930).
SAP e l'equivalente di CRP umana nel topo. La ppale fonte di CRP ¢
rappresentata dagli epatociti, prevalentementeisiposta a IL-6 e IL-1, in

condizioni inflammatorie o infettive. Anche i lirddi e i monociti/macrofagi

sono capaci di sintetizzarla, ma apparentementecoatribuiscono ai livelli

plasmatici di CRP (Szalai AJ, 1999).

Pentraxina 3 (PTX3)

Tra le Pentraxine a catena lunga Pentraxina 3 o-T4G$TINF-stimulated
gene) e stata la prima ad essere descritta agli deigli anni Novanta (Lee
GW, 1993; Alles V, 1994), quando un nuovo domininidientificato come
gene inducibile da IL-1 nelle cellule endotelialceme TNF gene inducibile

nei fibroblasti.

PTX3, il prototipo delle pentraxine lunghe, € cunsta da una parte C-
terminale di 203 aminoacidi, dominio in comune dotte le pentraxine, e da
una sua caratteristica parte N-terminale di 178naatidi che la rende una
pentraxina appartenente alle pentraxine lunghgerle codificante per questa
proteina € localizzato sul braccio lungo del crooma 3 (3925) ed é

organizzato in tre esoni: il primo ed il secondoores codificano



rispettivamente il segnale peptidico e la parteefidinale, il terzo esone
codifica per la parte C-terminale. Piu protomerPdiX-3 del peso di 45 kDa si
associano tramite ponti disolfuro per dare origaln forma multimerica
definitiva costituita da 10 unita (440 kDa).

PTX3 possiede caratteristiche specifiche e ligapdcifici che la differenziano
dalle pentraxine corte e dalle altre pentraxingghendescritte. Viene espressa a
bassissimi livelli dal fegato, a differenza di CRRy non viene
costituzionalmente espressa dal sistema nervoswatgna differenza delle
pentraxine lunghe, se non in seguito a stimoliamimatori. | diversi siti di
espressione tissutale ne giustificano i vari rupdyticolarmente eterogenei.
PTX-3 e una proteina multifunzionale a cavallo fiimmmunita innata, il
processo inflammatorio, la deposizione della matecla fertilita femminile
(Garlanda C, 2004).

In vitro questa proteina e sintetizzata da diveisi cellulari in seguito a
stimoli proinflammatori (Mantovani A, 2003): cellulendoteliali, fibroblasti,
monociti/macrofagi, cellule dendritiche e celluleignolari lisce. | principali
stimoli infiammatori alla sintesi di PTX-3 sono ppsentati da segnali quali
IL-1, TNF e componenti microbiche, come lipopolisacdi (Breviario et
al,1992; Vouret-Craviari V, 1997). IL-6 sembra esseno scarso induttore di

PTX-3. IFN+y, al contrario, ne inibisce la sintesi (Polentam{i998).

Le cellule endoteliali e le cellule muscolari listlasciano in risposta a stimoli
inflammatori notevoli quantita di PTX-3, in partlace in risposta a
lipoproteine a bassa densita (LDL) ossidate. lcgila aterosclerotiche umane
sono stati identificati molti macrofagi, cellule dmteliali e cellule muscolari
lisce sede di sintesi di PTX3.

| ligandi specifici per questa proteina sono mditep del tipo calcio
indipendenti, in parte in comune ed in parte ddfer da quelli delle pentraxine
classiche a catena corta. Il primo descritto e neggntato dalla componente
C1q del complemento (Bottazzi Bl, 1997; Nauta AI)3), ligando in comune
con CRP: l'interazione tra PTX-3 e C1q induce Rattione della via classica,
come dimostrato dall’aumento della deposizione @i &€ C4. Inoltre, come
CRP e SAP, PTX3 lega le cellule apoptotiche opsamdole; in questo modo
ne regola e facilita la loro clearance da parteetlule dendritiche scavenger.

Specifici ligandi di PTX3 sono particolari patogemome Aspergillus



fumigatus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonellariyphi Paracoccidioides
brasiliensis (Garlanda C, 2002). Fibroblast grofatttor 2 (FGF2) rappresenta
un altro ligando di PTX-3, la cui interazione newwca il blocco dell’attivita
angiogenetica in vivo ed in vitro (Rusnati M, 2004)

L’eterogeneita dei siti di espressione di questagima ed i molteplici ligandi
giustificano I'eterogeneita delle funzioni di queesproteina: PTX3 € una
proteina multifunzionale a cavallo dellimmunita nata, del processo

inflammatorio, della deposizione della matrice Badiertilita femminile.

Funzioni di Pentraxina 3

Immunita innata PTX3 svolge una funzione nella resistenza a paioge
specifici. Topi knock-out per PTX3 (PTX3-/-) si sodimostrati sensibili all’
aspergillosi polmonare massiva, in termini di mitda colonizzazione
cerebrale e polmonare. La mancata presentaziotiantigiene dell’Aspegillus
Fumigatus da parte di PTX3 ai macrofagi ed alléutseldendritiche giustifica
l'alterata risposta innata (Garlanda C, 2002). Questudio sui topi
geneticamente modificati suggerisce che PTX3, da@ente dalle pentraxine
a catena corta prodotte dal fegato, svolge un rdolamplificazione nella
resistenza innata contro patogeni, principalmentevedlo locale nel sito di

infezione.

Fertilita: PTX3 rientra nellassemblamento della matrice aoehulare
interagendo con la sua componente ialuronica, retalestabile la matrice
extracellulare stessa. Nei topi PTX3 e sintetizzidde cellule del cumolo
ooforo durante la sua espansione e si lega a ferotanplessi multimolecolari
a TGS-6 (Salustri A, 2004). In topi knock-out pard3 (PTX3-/-) la fertilita
risulta compromessa a causa della instabilita del#rice extracellulare, che
riveste un ruolo importante nell'interazione com gpermatozoi. (Salustri A,
2004).

Infammazionei valori di PTX3, che in condizioni normali presanb basse
concentrazioni plasmatiche (<25 ng/ml nel topo, ”@ml nell uomo),

aumentano consistentemente e rapidamente nellok shiedotossico, nella



sepsi e in altre situazioni infammatorie autoimmeome vasculiti dei piccoli

vasi e artrite reumatoide (Peri et al, 2000).

In alcune di queste condizioni i livelli di PTX3 rcelano con lattivita e la
severita della malattia. In vivo il ruolo di PTX3 stato studiato in topi
transgenici in cui si € indotta una sintesi di PTid3eccesso: i topi hanno
mostrato un’aumenta resistenza all’endotossinemoageata da LPS ed alla
sepsi indotta (Dias AA et al, 2001).

by

Il ruolo di PTX3 nei processi infammatori € statonfermato da studi su

colture di cellule muscolari lisce provenienti ddese umane sane messe in
incubazione con lipoproteine modificate aterogeai¢klouche M, 2004), da

cellule di placche aterosclerotiche carotidee (RAW{5, 2002) e da miociti di

pazienti colpiti da infarto miocardico acuto (IMAperi et al, 2000; Latini R,

2004).

Lo studio di Klouche et al. dimostra la capacitdledeellule muscolari lisce
vascolari di esprimere PTX-3 dopo incubazione ¢gpoproteine aterogeniche,
la cui interazione conduce ad una reazione di fasga locale: questi dati
suggeriscono un contributo di tale proteina allgenesi inflammatoria dell’

aterosclerosi.

Lo studio di Rolph et al. paragona lI'espression®@K3 da parte di cellule
prelevate da arterie aterosclerotiche e da arsare: le cellule di placche
aterosclerotiche, in particolar modo cellule entiaiee macrofagi e in minor
misura cellule muscolari liscie, esprimono rilevacdncentrazioni di PTXS3,
rispetto agli stessi tipi cellulari appartenenti aderie sane che non ne
esprimono. Peri et al. dimostrano la presenza dkK3Tei miociti sani,
'assenza in miociti necrotici ed in particolaradmento plasmatico precoce
della proteina in episodi di infarto miocardico sc§IMA), ipotizzando un
rilascio della proteina dai miociti morenti nel sante plasmatico. In tal senso
PTX3 potrebbe rappresentare un indicatore precodartho irreversibile dei
miociti nella cardiopatia ischemica.

L’incremento plasmatico in vivo di PTX3 in segudolMA é stato analizzato
anche nello studio di Latini et al in cui livelllgsmatici piu elevati sembrano

predire esiti piu infausti a lungo termine.



Tutti questi studi condotti su patologie, in cupiocesso inflammatorio ha un
ruolo patogenetico fondamentale, evidenziano un&ntmdi sintesi di PTX3
di origine tissutale locale, suggerendo un ruolpanante di PTX3 a livello

periferico.

Patologie della gravidanza: il ritardo di crescitaintrauterino e
la preeclampsia.

La preeclampsia ed il ritardo di crescita intram@i(lUGR) sono due disordini
specifici della gravidanza che condividono un’a#one dell'impianto
placentare, anche se le manifestazioni materné-fdiaqueste patologie

possono essere profondamente differenti. (Kaufnigrg003, Tjoa 2004).

Ritardo di crescita intrauterino (IUGR)

Il ritardato accrescimento intrauterino (IUGR) eawsindrome caratterizzata da
un’alterazione della crescita fetale la cui velddt crescita e ridotta rispetto ai
normali standard di riferimento per epoca gestadmrche colpisce circa I’ 8%
delle gravidanze (Pollack RN, 1992). Lo IUGR viahagnosticato in utero in
seguito al riscontro ecografico di una circonfeeeaddominale fetale inferiore
al 10™ percentile rispetto ai valori di riferimenfwer feti di pari epoca
gestazionale (Parazzini F, 1991) oppure in base raduzione della misura
longitudinale della circonferenza addominale diehm 40 percentili rispetto ai
valori precedenti (Todros T, 1987). Lo IUGR, ricenmto ecograficamente in
utero, viene confermato al momento del parto shdise degli standard di peso
per epoca gestazionale della popolazione di rifento.

La patologia si evidenzia generalmente nella sex@uaite della gravidanza,
guando il rapporto tra peso placentare e pescefstaiduce progressivamente
a sfavore della placenta e la velocita di crestétale aumenta, cosi che
'apporto di ossigeno e di nutrienti puo non esspi@ sufficiente per le
esigenze fetali (Pardi et al, 2002).

Nella maggior parte dei casi il ritardo di crescitdale € conseguenza di
un’insufficienza placentare (Pardi G, 2002). Quéstaia si fonda sull’ipotesi
che la difettosa nutrizione del feto dipenderebaeud alterato sviluppo della



placenta stessa o0 da un’alterazione della suadnazb da entrambe (Pardi et
al, 2002).

Frequente e il riscontro di un ridotto volume platege o di infarti di cotiledoni
che riducono la superficie di scambio tra madrete.fQuesti riscontri sono
spesso associati a patologie della gravidanza tearatate da alterazioni
emodinamiche dovute ad ipertensione cronica o ecfampsia.

Il ritardo di crescita intrauterino € una grave @licanza ostetrica che puo
avere ripercussioni sulla vita intrauterina espaloenl feto in caso di
scompenso a maggior rischio di morte fetale, paretermine, sofferenza
fetale. Come tale la patologia rappresenta un’ mambe causa di morbilita e
mortalita perinatale. Conseguenze perinatali e adin(distress respiratorio,
malattia delle membrane jaline, danni vascolarelosli, disfunzioni cognitive
e paralisi cerebrali) (Berkowitz et al, 1990; Beems IM, 2000; Chard T et al,
1993; Villar J, 1990; Gortner L, 1999) rendono onati con questo disordine
soggetti ad un maggiore rischio di sviluppare heaps nell’'infanzia (Barker
DJP, 1998).

Inoltre numerosi studi epidemiologici hanno mostrethe il ritardo di crescita
intrauterino predispone allo sviluppo in eta adwitamalattie metaboliche e
cardiovascolari, quali diabete mellito ed ipertensiarteriosa (Barker DJP,
1998).

Preeclampsia

La preeclampsia € una patologia che colpisce apipnaivamente il 5-8%

delle gravidanze (Cunningham et al, 2001). Le hpimanifestazioni cliniche

di questa malattia comprendono ipertensione adaritmpo la 20" settimana di
gestazione associata a proteinuria, a cui possssgres associati diversi gradi
di danno d’organo periferico di tipo ischemico atwpiscono rene, fegato e
sistema nervoso centrale sottoforma di crisi ectamape sindrome HELLP

(Elevated Liver Enzymes Low Platelets) (Sibai BIB93).

Spesso la patologia che si evidenzia nel compantonenaterno ha anche
ripercussioni sul versante fetale, associandosili@dazioni della crescita fino

a sfociare nel ritardo di crescita vero e proprio.
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| fattori di rischio associati a questa sindromencscsvariati: nulliparita,
gravidanze multiple, preeclampsia nelle precedgravidanze, ipertensione
cronica arteriosa e/o diabete pregravidici, patielogascolari o dei tessuti
connettivi, nefropatie, sindrome da anticorpi adiblipidi, obesita, eta
avanzata, razza nera (Walker JJ, 2000; Cunninghaah, 001; Sibai BM,
2000; Code-Agudelo et al, 2000).

Placentazione anomala e stato inflammatorio nella
preeclampsia e nel ritardo di crescita intrauterina

Il ritardo di crescita intrauterino e la preeclampsono quindi complicanze che
possono manifestarsi singolarmente o coesisterdnee h@anno in comune
linsufficienza placentare. Recentemente e statdtrim ipotizzato che le due
patologie originino da una comune predisposiziomk wma disfunzione

endoteliale materna (Khong TY,1986, Roberts JM9)%®e espone le donne
con gravidanze complicate da preeclampsia e/o IH8R un piu elevato
rischio cardiovascolare nella vita futura ed intigatare di ipertensione nelle
donne con gravidanze complicate da ritardo di a@@gutrauterino (Smith GC,

2000,Smith GC, 2002, Lawlor DA, 2002). Spesso landoche sviluppano
preeclampsia sono portatrici di preesistenti fatthrrischio subclinici per

malattie cardiovascolari, quali obesita, insuliesistenza, iperglicemia,
iperlipidemia, coagulopatie (Wolf M, 2001). Si teatdi fattori di rischio che

nel loro insieme definiscono la cosiddetta sindrometabolica. Fattori di

rischio noti per preeclampsia/lUGR che coinvolgatisfunzioni endoteliali

includono eta avanzata, ipertensione (Rey E, 1994)attie renali, malattie
autoimmuni come lupus eritematoso sistemico (Me®ni2002)(Sibai BM,

1998).

Durante la gravidanza la disfunzione endotelialetenm@ preesistente
contribuirebbe ad un inadeguato impianto placeetard.’anomala

placentazione potrebbe determinare a sua volta coessiva risposta
endoteliale con rilascio di mediatori inflammaterilo “slatentizzarsi” della
sindrome metabolica, scatenando le manifestazlonclce della preeclampsia.

In tal senso la preeclampsia, ed in particolargpiaa disfunzione endoteliale,
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puo essere considerata una patologia che derivandsccessiva risposta
inflammatoria alla gravidanza.(Redman CW, 2005).rithrdo di crescita
intrauterino probabilmente condivide con la preegdaia il preesistente danno
endoteliale, in assenza pero di una sindrome mitabmaterna, che quindi
durante la gravidanza sfocia nella unica maniféstaz fetale della malattia.
Questa recente ipotesi proposta da Ness et akerdeecon i recenti studi che
riportano il rischio di malattie cardiovascolarillaevita futura anche nelle
donne con solo IUGR, forniscono un modello fisigp@gico comune alle due
patologie della gravidanza (Ness RB,2006).

L’alterato processo di impianto che caratterizzprizeclampsia e lo IUGR ¢ |l
risultato della sfavorevole interazione fra citbttasto e arterie uterine
spiraliformi, probabilmente come conseguenza dditdunzione endoteliale
materna preesistente la gravidanza (Kaufmann P3)200iene quindi a
mancare la caratteristica trasformazione dellgiargpiraliformi in vasi ad alto
flusso e bassa resistenza (venulizzazione) (Brds@®67; Meekins JW, 1994),
che garantirebbe un appropriato flusso ematicetal framite la circolazione
uteroplacentare (Khong TY, 1986,Meekins JW, 1994nomalo adattamento
delle arterie uterine spiraliformi e la disregotam dell’ angiogenesi
placentare indotta causa a sua volta un’anomalarambdne ed invasione del
trofoblasto stesso, in seguito al persistere diofiatdi trascrizione indotti
dall'ipossia (HIF-hypoxia inducible factor). Verda 7-8 settimana la bassa
tensione di ossigeno, a cui € esposto il trofoblpsima dell'interazione con le
arterie spirali, inibisce il trofoblasto stesso assumere un fenotipo invasivo
( Zhou Y, 1998, Redline RW, 1995). Come dimostrdéoRedline et al. la
preeclampsia € infatti caratterizzata istologicamenla un eccesso di
trofoblasto proliferativo immaturo intermedio coefiditaria infiltrazione nella
decidua superficiale. Tale disfunzione provoca ndazione di invasione da
parte delle cellule trofoblastiche delle arteriéralp esponendo il feto ad un
rischio di deprivazione di ossigeno e nutrientijr@borg R, 1983; Meekins
JW, 1994), come si e riscontrato in placente dvigenze complicate da
preeclampsia e IUGR. | fattori di trascrizione ittdadall'ipossia (HIF)
provocano a loro volta una disregolazione dell’aggnesi placentare: si
assiste infatti ad un netto squilibrio fra fattproangiogenetici, principalmente
VEGF e P1GF, e antiangiogenetici, VEGF-R o s-Rllha upregolazione di
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fattori antiangiogenetici € stata dimostrata silanplacenta (Tsatsaris V,
2003) che nel siero di donne con preeclampsia ardat di crescita
intrauterino.(Rajakumar A, 2004 Levine RJ, 2004).

L’ipossia dovuta alla ridotta perfusione placentsgatena a sua volta il rilascio
di fattori inflammatori, come specie reattive dedisigeno e citokine, quali
TNFa, IL6 e IL1. Nel loro insieme questi meccanismicemtuano le
disfunzioni endoteliali materne e (Benyo,2001) safla base dell’attivazione
della cascata del complemento, della cascata catagial, dell’attivazione
piastrinica, e dei leucociti circolanti. Infattilivelli plasmatici circolanti di
alcune citokine e dei rispettivi recettori (IL-8NF-a) si sono dimostrati
elevati in donne con preeclampsia e IUGR(Vince G®7; Conrad KP,
1998). |1 livelli placentari di 1L-6, TNF, IL-1, IL-1b, non risultano alterati
(Benyo DF, 2001), suggerendo che effettivamente tdssuti diversi dalla
placenta, come lo stesso endotelio materno o olti@ttivati, possano essere

coinvolti nell’elevazione dei livelli plasmatici rrexni.

Recentemente diversi studi hanno dimostrato cleaeentrazioni sieriche di
TNF-0, IL1, IL6 e i loro recettori erano significativame piu elevati nel
primo e secondo trimestre in donne che successiMamsviluppavano
preeclampsia rispetto ai controlli (Williams MA,99, Sacks GP, 1998, Hamali
Y, 1997). Questi risultati dimostrano che la pdsamione della regolazione

delle citochine precede la manifestazione cliniebadporeeeclampsia.

L’eccesso di molecole infliammatorie rilasciate reltrimestre comporta
I'attivazione di fattori inflammatori sistemici cheono all’origine di uno
sbhilancio fra fattori vasodilatanti e vasocostittiche nel Il trimestre

slatentizzano le manifestazioni cliniche della simle preeclamptica.

In base a questi studi tali patologie della gramih, che si manifestano
clinicamente nel Il trimestre di gravidanza, pobtrero quindi essere
espressione tardiva di delicati fenomeni che aveeaglurante I' impianto e la

placentazione.
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Studi sulle pentraxine nella gravidanza umana.

| primi studi condotti in gravidanza sulle pentraxisi erano focalizzati
esclusivamente sulla pentraxina a catena corf@okeina C-reattiva (CRP). In
particolare ci si era concentrati sul possibileloudi CRP come molecola di
inflammazione nella eziopatogenesi della preecl@anps Citokine

proinflammatorie primarie rilasciate dal danno dmetiale stimolano la
produzione di citokine secondarie, come IL-6 e TNEhe a loro volta
inducono il fegato al rilascio di proteine di femsuta come CRP. | risultati di
guesti innumerevoli studi risultano contrastantuds condotti nel | trimestre
da Tjoa ML et al (2002) da Chunfang Q et al (200&nno riportato

concentrazioni di CRP significativamente piu elevat donne che hanno
successivamente sviluppato preeclampsia rispettpagidanze fisiologiche,
suggerendo un’attivazione inflammatoria precocqueste gravidanze. Inoltre
e risultato esserci una correlazione significatita CRP ed il BMI

pregravidico: aggiustando l'analisi statistica pdattore BMI, I'associazione
tra i livelli di CRP ed il rischio di preeclampsigsulta attenuato, ed in
particolare nel gruppo di donne soprappeso (BMI>s25hostra una perdita di
significativita tra CRP e rischio di preeclampsmRisultati opposti sono
proposti da studi in cui si valutano diversi maskefiammatori sierici materni
(CRP, TNF-, IL-1B, IL-6, IL-10) nel II trimestre: le gravidanze cpei sono

state complicate da preeclampsia o IUGR non hannoogdrano valori

significativamente differenti rispetto alle gra&itze che non si sono

complicate (Savvidou et al, 2002; Djurovic S, 2002)

Piu recenti risultano gli studi in vitro e parafielente gli studi clinici sulla

Pentraxina lunga PTXS3.

Studi su animali hanno dimostrato un’espressioa@sttoria di PTX3 sul
versante uterino durante la fase dell'impianto e lehdelezione di questo gene
provoca precoci interruzioni di gravidanza suggdeeche PTX3 gioca un
ruolo fondamentale nell’ impianto e nella decidezdizione (Tranguch 2007).
Studi sulluomo, hanno dimostrato la presenza diX®Thelllendometrio
recettivo della “finestra di impianto”, e studi witro su colture di cellule
trofoblastastiche e uterine stromali hanno dimdéstfaip-regolazione di geni

inflammatori, tra cui IL8 e PTX3 (Hess 2007, Pomd\A006). Cio suggerisce
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che il trofoblasto modifica I'ambiente immunitariella decidua per facilitare

'impianto regolando I'equilibrio citochine/chemaak.

Nel 2006 viene pubblicato il primo studio clinicorzlotto dal nostro gruppo su
PTX3 e gravidanza. Il nostro gruppo fu il primo cb@emincio ad indagare
PTX3 in gravidanza presupponendo un ruolo di questizcola inflammatoria
nelle patologie di placentazione della gravidamzatendo dal presupposto che
i livelli plasmatici di PTX3 aumentano in disordimascolari, come ischemia
cardiaca e vasculiti dei piccoli vasi, correlandm d’attivita, la gravita e la
prognosi della malattia e attribuendo un valoregpostico della pentraxina
lunga PTX-3 nell'infarto miocardio acuto (Peri GQ), abbiamo cominciato
ad indagarla in gravidanza. Poiché la preeclampsigivide con il processo di
aterogenesi la base infiammatoria, possiamo ipmte&zain ruolo di questa
proteina nella disfunzione endoteliale tipica d@ltaeclampsia e del ritardo di
crescita intrauterino. Le proprieta biologiche @iche di PTX-3 ci fanno
ipotizzare un suo possibile ruolo nelle patologalad gravidanza con una

prominente disfunzione del compartimento vascolare.

Quel primo lavoro evidenzia che le concentrazidasmatiche di PTX3 nelle
gravidanze non complicate erano significativamepite¢ elevate che nelle
donne non gravide nella fase follicolare del ci¢ledi figura) e che i valori
non si modificavano nei tre trimestri. Valori sifjoativamente piu elevati sono
stati riscontrati nelle gravidanze complicate d&eptampsia rispetto alle
gravidanze normali a pari epoca gestazionale. lawiganze complicate da
IUGR presentavano valori intermedi fra le gravidanon complicate e quelle
complicate da preeclampsia, ma la differenza nenlteva statisticamente
significativa rispetto alla gravidanze normali. Kasa differenza
statisticamente significativa era stata riscontnateorrelazione con la severita
della preeclampsia. L’analisi immunoistochimicaettr la presenza di PTX3
nel tessuto placentare, senza differenze di distrdme nelle gravidanze
normali e in quelle complicate. Sia in casi che togh PTX3 e stata
identificata nello stroma di villi stem e villi dancoraggio in modo
preponderante. Minor segnale € stato identificaitarmatrice di alcuni villi

terminali.

Analoghi risultati plasmatici materni in donne cpreeclampsia conclamata

sono stati riscontrati da Rovere et al, dimostraimdtre correlazione con la
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severita della preeclampsia. Sono inoltre statetrutes delle curve di
riferimento per PTX3 in gravidanze normali (Larrs@011) nella diverse
epoche gestazionali. Un recente studio ha dimostiata associazione
significativa tra PTX3, fattori antiangiogenetici alterata funzionalita
endoteliale: una rapporto aumentato sFIt/PIGF @liielevate di PTX3 e stato
identificato in donne con preeclampsia, specialemerdn preeclampsia ad
insorgenza precoce prima delle 34 settimane (H&z0ad).

Inoltre un recente studio condotto dal nostro gaupp dimostrato un valore
predittivo di PTX3 sin dal primo trimestre di grdanza: i livelli plasmatici
materni di PTX3 a 11-14 settimane risultano gi@rali e significativamente
piu elevati in donne che successivamente svilupperareeclampsia rispetto a
gravidanze con esito normale. (Cetin 2008). Glsstelati sono stati riportati
da Nikolaides et al nel 2009.
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SCOPO DELLA TESI
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Lo scopo di questa tesi € stato:

. investigare e confermare su una piu ampia casisliealli di PTX3 plasmatici
in gravidanze complicate da preeclampsia e ritatd@rescita intrauterino
(IUGR) e valutare la possibile correlazione conskverita clinica di tali

patologie.

. studiare i pattern e i siti di espressione di PTdéBnite immunoistochimica su
placenta, decidua e peritoneo materno in gravidammenali, complicate da

preeclampsia e ritardo di crescita intrauterino.

. investigare i livelli plasmatici di PTX3 nel compianento vascolare fetale in

feti di gravidanze normali e gravidanze complicate

. identificare un potenziale ruolo causale di PTX8andisfunzione endoteliale
tipica della preeclampsia e poter identificare quion marker precoce di
gravidanze complicate per lo sviluppo di un adegumabnitoraggio clinico e

terapeutico.
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MATERIALI E METODI
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Questo studio é stato condotto presso la Clinidet@sa e Ginecologica “L.
Mangiagalli” e presso L'Unita di Ostetricia e Giodmgia del’Ospedale “L.
Sacco”, in collaborazione con il Laboratorio dic®iche di Immunologia e
Inflammazione -Istituto Clinico Humanitas- e I'Uaidi Patologia L. Sacco-
Dipartimento di Scienze Cliniche- Universita dedBtudi di Milano.

Il protocollo e stato approvato dal Comitato Etioentrambi gli ospedali.

Tutte le pazienti hanno firmato un consenso infaéoma

Popolazione

La popolazione dello studio consiste in:

50 gravidanze fisiologiche (AGA)

53 gravidanze complicate da preeclampsia (PE)

43 gravidanze complicate da ritardato accrescimietitauterino (IUGR)

Solo gravidanze singole sono state incluse. L'egestazionale delle pazienti
gravide e stata calcolata sulla base dell'ultimatn@zione e successivamente
confermata da un’ecografia ostetrica tra 11 e tifs@ne (Hadlock).

Sono state reclutate come gravidanze fisiologichA&A) pazienti che
presentavano una gravidanza a decorso non contpleatormale crescita
fetale intrauterina.

Criteri di esclusione di questo gruppo sono statelpgie materne preesistenti
alla gravidanza, patologie materne insorte in glavza, terapie mediche, tutti
fattori che potenzialmente potessero influenzavattome della gravidanza e
la crescita fetale.

La crescita fetale e stata documentata ecograficgaie utero e confermata da
un peso alla nascita compreso tra il 10" ed il Béreentile per gli Standards
Italiani di peso ed epoca gestazionale (Parazzih9B1).

Tutte le pazienti del gruppo controllo hanno egtetil parto a termine di
gravidanza, tra la 37" e la 42" settimana di gravzé, con nascita di neonati
sani con adeguato peso appropriato per I'epocagjestle. 25 su 50 delle
gravidanze hanno espletato il parto tramite tagiesareo a causa di
presentazione fetale podalica o per pregressictaghrei.
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Sono state reclutate come appartenenti al gruppecfampsia 53 pazienti con
ipertensione indotta dalla gravidanza associataraéeipuria, in seguito al
riscontro dei criteri diagnostici stabiliti dall’Aemican College of Obstetricians
and Gynecologists (ACOG Practice Bulletin, 2002pme descritto in

appendice.

| casi sono stati suddivisi per gravita clinicalieve e severa, in base alla

classificazione stabilita dal’ACOG Practice Buile¢2002)- vedi appendice.

Sono state reclutate come gravidanze complicatetaa@ato accrescimento
intrauterino 43 pazienti in seguito al riscontr@g@@fico di una circonferenza
addominale fetale inferiore al 10° percentile rigpai valori di riferimento per
feti di pari epoca gestazionale oppure riduzioeladmisura longitudinale
della circonferenza addominale di almeno 40 peiicgfitodros et al, 1987)
confermato alla nascita da un peso inferiore al fi@fcentile rispetto agli
Standards Italiani di peso ed epoca gestazionaeafPini F, 1991). Alla
nascita tutti i feti IUGR avevano un cariotipo n@le e non presentavano

malformazioni maggiori.

Tutte le pazienti con sintomi di infezione genitalesistemica sono state

escluse dallo studio.

La tabella 1 mostra le caratteristiche cliniche ena¢ e gli esiti delle
gravidanze dei gruppi preeclampsia e IUGR paragaiiatgravidanze normali
del Il trimestre. Le mamme con gravidanze compéicda preeclampsia e
IUGR erano significativamente piu vecchie di quelte gravidanze normali
(p<0.01 e p<0.05, rispettivamente). Il BMI pre-gcheo delle donne con
preeclampsia era significativamente piu elevato ¢hedonne normali
( p<0.001). Come atteso, le gravidanze complicatgpmreclampsia e IUGR
hanno partorito in epoca gestazionale significatieate piu precoce delle
gravidanze normali (p<0.001) e sempre tramite dagisareo a causa della
compromissione fetale o indicazione materna, sexondstri protocolli clinici.

| pesi fetali e placentari erano significativamentderiori nei gruppi
preeclampsia e IUGR, paragonati alle gravidanzenabr(p<0.001) .
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Metodologia:

Campionamento plasmatico nel compartimento materno, fetale e
determinazione di PTX3.

| campioni ematici materni sono stati raccolti i gravidanze fisiologiche al
momento della abituale visita nellambulatorio &ste. | campioni di
gravidanze complicate da PE (n=53) e IUGR (n==i#)o stati raccolti al
momento della diagnosi della patologia, prima diziare la terapia
antiipertensiva o0 maturazione polmonare fetale. fga 53 gravidanze
complicate da PE, 35 presentavano PE severa e 18\RE Fra le PE severe
10 casi erano ulteriormente complicati da HEELPOep2esentavano anche
ritardo di accrescimento intrauterino. L'epoca geginale al campionamento
era sovrapponibile in gravidanze normali e in gtamze complicate. |
campioni materni sono stati raccolti ad un’epocstagonale media di 33.4 +
3.6 settimane in gravidanze normali, 31.7 £+ 3.Timanhe nel gruppo in PE ,
32.4 + 4.1 settimane nel gruppo IUGR. | campionagon materni sono stati
ottenuti da prelievi della vena brachiale in cormhzdi digiuno.

| campioni di sangue fetale sono stati raccolti dafdone ombelicale al
momento del taglio cesareo in 26 gravidanze noyrnmafi6 complicate da PE e
23 complicate da IUGR.

| campioni di sangue venoso materno e fetale sbatb raccolti in provette
con EDTA (AcidoDietilAminoTetraAcético). | campiomi plasma sono stati
ottenuti mediante centrifugazione a 3000 rpm pemirfuti a 4°C e conservati
a -80° fino alla successiva analisi.

La valutazione delle concentrazioni di PTX3 €& stateguita con test
immunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immuno-SorbAssay).

Le piastre di ELISA, sono state rivestite con 10Pngzetto da anticorpi
monoclonali anti-PTX3 di ratto diluiti in soluzionél5 mM carbonato,
NaCOs;+NaHCG;, ph 9,6), sono state incubate una notte a 4°C.
Successivamente sono state lavate con una soludiola¥aggio (Dulbecco
0,05%-20) a cui sono stati aggiunti 30Ai latte secco al 5% per bloccare i siti

di legame non specifici.



Sono stati aggiunti in doppio gDdi PTX3 ricombinante umana (100pg/mil-
2ng/ml) e campioni sconosciuti, con successivabazione per 2h a 37°C.
Dopo 3 passaggi con soluzione di lavaggio, 25ngfgiba di IgG anti-PTX3 di
topo purificati e coniugati con biotina sono stagjgiunti per 1h a 37°C. |
pozzetti sono stati accuratamente lavati e incubati 10Qul di soluzione di
Streptavidina-perossidasi coniugata con destranoitada 1:4000 per 1h a

temperatura ambiente.
Dopo incubazione le piastre sono state lavate palté e sono stati aggiunti
10Qul di TMB cromogeno. | valori di assorbimento sonatisletti ad una

lunghezza d’onda pari a 405nm in un lettore autcnod&LISA.

| mmunoistochimica

| pattern e i siti di espressione di PTX3 sono isstudiati tramite
immunoistochimica su campioni di placenta, peritongarietale e letto
deciduale, ottenuto in seguito al secondamentoitacurette, di gravidanze
normali, complicate da preeclampsia e IUGR al mdmeiel taglio cesareo.
Tessuti placentari, deciduali e peritoneali sorati stnalizzati in 8 gravidanze
normali e in 27 gravidanze complicate (14 IUGR ePB. Il patologo prima
della lettura non era a conoscenza del gruppo appartenevano i campioni. |
campioni sono stati fissati in formalina ed inclusi paraffina; sono state
allestite sezioni colorate con ematossilina-eopi@ala valutazione istologica.
Per I'analisi immunoistochimica sono state taglsgeioni di inclusi paraffinati
di 3 micron e montate su vetrini Superfrost (BIOtHCg, Milano,ltalia); dopo
la rimozione delle cera in xilene e la reidrataeion etanolo, le sezioni sono
state pretrattate tramite passaggio in un fornacaoonde (2 cicli per 5 minuti
ognuna a 780 W in 0.01M di tampone citrato) e imtuper 2 ore con una
immunoglobulina G di topo purificata ed ad altarafh per PTX3 umana. Le
reazioni sono state rilevate tramite un sistemabiwtima perossidasi di
identificazione con 3,3 diaminobenzidina baselgdbezome cromogeno. |
controlli negativi sono stati ottenuti con 'omigse dell’anticorpo primario.
L'intensita e la distribuzione di PTX3 é stata vata usando una scala
semiquantitativa con valori da 0 a 3: 0=no segnaksegnale debole e
distribuzione di PTX3 focale (positivita Iin <25% lidEea
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tissutale/componente cellulare), 2=segnale di Pin¥8erato (positivita in 25-
50% dell’area tissutale/componente cellulare), 3egnsle intenso e
distribuzione diffusa di PTX3 (positivita in <50% dell'area

tissutale/componente cellulare).

24



Analisi statistica

| dati che riguardano le caratteristiche clinichellal popolazione sono
presentati come medideviazione standard; la significativita delle diéfieze
tra i gruppi in studio é stata calcolata contiést di Student per campioni non
appaiati. | risultati di PTX3 in gravidanze normalgravidanze complicate da
preeclampsia e da IUGR sono presentati come valediani con i rispettivi
range interquartili e paragonati con il test nomapzetrico Mann-WhitneyJ
test. Gli score immunoistochimici di PTX3 in graaize normali e complicate
sono paragonati tramite il test non parametrico M@mitney U test. Le
differenze sono state considerate statisticamegtefisative con p<0.05.Le

analisi di regressione lineare sono tate condataite il metodo dei quadrati.
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RISULTATI
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Livelli plasmatici materni di PTX3 in gravidanze normali e
complicate da preeclampsia e ritardato accrescimeat

intrauterino.

La tabella 2 e la figura 4 presentano i valori plagci materni di PTX3 in
gravidanze complicate da PE e IUGR rispetto a deavie normali espressi
come valori mediani e range interquartili, rispetthente. Le pazienti con PE e
IUGR presentano concentrazioni di PTX3 significathente piu elevati
rispetto a gravidanze normali (p<0.001). Le gramma complicate da PE
presentano valori significativamente piu elevegpetto anche alle gravidanze
complicate da IUGR (p>0.001).

Fra le pazienti preeclamptiche, la preeclampsiaersevpresenta valori
significativamente piu elevati rispetto alla lief83.1 vs 17.1 ng/ml p<0.001).
Fra i casi di PE severa, le pazienti ulteriormeatenplicate da HEELP
mostrano valori significativamente piu elevati gip alle pazienti con PE
severa senza HEELP (40.0 vs 31.3 ng/ml p<0.00Meamostrato in Figura 5.
Fra i casi di PE severa, quelli senza IUGR presentivelli di PTX3

significativamente piu elevati rispetto a quellincanche IUGR(39.0 vs 26.0
ng/ml). Non e stata dimostrata nessuna correlazioaePTX3 e il BMI

materno.

Livelli di PTX3 venoso ombelicale in gravidanze namali e
gravidanze complicate da preeclampsia e ritardato
accrescimento intrauterine.

La tabella 2 e Figura 6 presentano i livelli ombaii venosi di PTX3 in

gravidanze complicate da PE e IUGR rispetto a deme normali espresso
come valori mediani e range interquartili. Le cartcazioni fetali non erano
statisticativamente differenti in gravidanze corogle da PE rispetto a
gravidanze normali, indipendentemente dalla sevetitlla preeclampsia o
dalla presenza di IUGR. Comunque , i feti IUGR zsepreeclampsia materna
mostrano livelli plasmatici significativamente plevati rispetto a feti normali



e con PE (p<0.01). Suddividendo ulteriormente ii l@GR per severita, | feti
con Pl alterato in arteria ombelicale. Inoltre tentl verso valori piu elevati si
e dimostrato in correlazione con la severita, seppulifferenza non risulti
statisticamente significativa (valori mediani rigpamente di : 2.6 ng/ml (1.7-
5.1), 4.5 ng/ml (4.2-6.4), 5.1 (3.8-12) in IUGRdif, tipo 2, and tipo 3).

Nessuna correlazione e stata riscontrata con dapgestazionale al

campionamento.

In 48 casi abbiamo analizzato la coppia mamma<atapionata al momento
del taglio cesareo. In tutti questi casi i valaiali di PTX3 erano sempre piu

bassi dei corrispettivi materni.

Inoltre, una relazione significativa e stata osatx\ra i livelli di PTX3 venosi
ombelicali e | plasmatici materni nell'intera poapione (p<0.05 & 0.09). Se
i dati sono analizzati separatamente, la relazioneane statisticamente
significativa solo per gravidanze normali (n= 1%0®5 R=0.1) e per
gravidanze complicate da preeclampsia (n=19; p<®8%.028), ma non in

guelle complicate da IUGR (n=12).

Immunoistochimica di PTX3 su tessuti materni e plaentari

Abbiamo analizzato I'espressione di PTX3 in plaagm=32), decidua (n=22)
e nel peritoneo (n=27) di gravidanze normali e clicafe da PE e IUGR. I
segane di PTX3 é stato osservato in tutti i cami, un pattern di distribuzione
prevalentemente extracellulare. Nessun segnalel B stato osservato in
controlli negativi, sia usando PTX3 ricombinanta simettendo I'anticorpo
primario.

La Figura 7 mostra il segnale di PTX3nel tessuax@htare e materno. Nella
placenta e nella decidua PTX3 e stata localizzaliimerstizio di villi stem,
di velli terminali (pannelli A,D,G) e nello stromdeciduale (pannelli B,E,H).
PTX3 é inoltre stata riscontrata nei villi di anaggio e nelle membrane fetali.
Anche rari macrofagi e fibroblasti esprimono PTX®entre le cellule
endoteliali, le ghiandole endometriali, il sincizioofoblasto e le cellule
deciduali trofoblasti che erano costantemente negaer PTX3 (pannelli J e
K).
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L’analisi immunoistochimica sul peritoneo maternamstna espressione di
PTX3 nello stroma sottostante il mesotelio (pann@|F,19 e nell’endotelio
(pannello L), rari fibroblasti, macrofagi e alcwadipociti (pannello I).

Una valutazione semiquantiva e l'analisi statsstitvelano che il numero di
vasi positivi era significativamente piu elevatillladotelio peritoneale di
gravidanze complicate da PE e IUGR rispetto a gemZe normali(1.12 vs
1.55, p=0,05). Nessuna differenza di espressionePTK3 intermini di
localizzazione e intensita erano dimostrati in efda, decidua e peritoneo
materno in casi normali versus casi patologicidgha: 2.25 vs 2.12, p=0.78;
decidua: 2.2 vs 2.0 p=0.68; peritoneo: 2.12 vs 2026.80).
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In questo studio abbiamo preso in considerazidpetési che PTX3 potesse
rappresentare un potenziale marcatore di dannoterale per gravidanze
complicate da preeclampsia e ritardato accrescongnitauterino. | risultati

confermano precedenti studi del nostro gruppo Radiere et al, ma in una piu

ampia casistica, dimostrando una correlazione a@eVerita della patologia.

I livelli plasmatici di PTX3 nel plasma materno sono confermati
significativamente piu elevati in gravidanza corogle da preeclampsia e
ritardo di crescita intrauterino rispetto a gravida non patologiche a pari
epoca gestazionale. Se i precedenti studi sia tio @he in vivo, si sono
focalizzati sul ruolo di questa molecola infammaoin condizioni che
coinvolgono il sistema inflammatorio sistemico, @rte infezioni, la sepsi, la
fertilita, I'aterosclerosi, e I' infarto miocardicacuto. (Garlanda C, 2005;
Latini R, 2004), noi dimostriamo che PTX3 svolgerunlo in alcune patologie
della gravidanza. Questi risultati sono in linea €potesi che la preeclampsia
rappresenti la manifestazione clinica di una dizsiome endoteliale materna
preesistente alla gravidanza, come espressionendi accessiva risposta
inflammatoria materna alla gravidanza stessa. tindaendoteliale materno
comporta un’alterata interazione fra compartimemiaterno e fetale al
momento dell'impianto, provocando il rilascio dil’attivazione di molecole
inflammatorie, come citochine e fattori di cresci(fL-1, TNFa)(Ness
RB,2006). Lo shilancio fra molecole vasodilatat@civasocostrittive sarebbe
alla base delle manifestazioni cliniche della pl@®apsia. Sulla base dei nostri
risultati PTX3 potrebbe rappresentare una moleamavolta in questo

delicato e complesso equilibrio.

Precedenti studi hanno dimostrato in vitro unavatee espressione di PTX3
da parte di macrofagi, cellule endoteliali e celluhuscolari lisce di placche
aterosclerotiche di arterie malate rispetto a sasi (Klouche 2004, Rolph MS,
2002). PTX3 lega FGF2 e svolge il suo ruolo sulleepe dei vasi inibendo il
processo di angiogenesi (Rusnhati, Camozzi). Siccdmepreeclampsia
condivide con il processo di aterosclerosi una baBammatoria, possiamo
ipotizzare un ruolo di questa molecola nella digfane endoteliale tipica della
preeclampsia. L’anomalo assetto pro infammatoretemo dovuto a IL1 e
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TNF a precedentemente dimostrato in gravidanze uofanifesteranno

preeclampsia (Williams, sacks) potrebbe esserensspile dellincremento di
PTX3 riscontrato in questo studio. Sia il dannalataliale materno che
'eccesso di LDL ossidate, che sono potenti indutth PTX3, potrebbero

provocare l'innalzamento dei livelli plasmatici BiTX3. (Garlanda Ann Rev
Immunol 2005). Recentemente Hamad inoltre ha t@poruna associazione
significativa tra PTX3 e s-Flt-1/PIGF ratio, spdgiante in donne con esordio

precoce di preeclampsia.

Inoltre il nostro studio evidenzia che anche lev@lanze complicate da ritardo
di crescita intrauterino, ma non da preeclampsiasgntano livelli di PTX3
significativamente superiori dei controlli di padpoca gestazionale ma

inferiori rispetto ai casi di preeclampsia.

Tale risultato € in linea con la recente ipotesipmsta da Ness et al: il ritardo
di crescita intrauterino potrebbe condividere cam preeclampsia un
preesistente danno endoteliale materno, seppumpilerato ed in assenza di
una sindrome metabolica materna, che quindi durkntgravidanza sfocia
nella unica manifestazione fetale della malattinilvie I'iposviluppo fetale é
una tipica manifestazione del danno placentareenslante fetale, conducendo
ad una ripercussione sul versante fetale, la ppepia coinvolge piu
spiccatamente il compartimento materno. | livelljinficativamente piu bassi
di PTX3 riscontrati quando la preeclampsia € assacal ritardo di crescita
intrauterino, paragonati alla preeclamspia puraferona che questa proteina
possa essere piu espressione di danno endotebdégna sistemico che danno
placentare. Queste ipotesi sono in linea con i d@tiimmunoistochimica su
placente e decidua di gravidanze normali, commicdd preeclampsia ed
iposviluppo: la distribuzione tissutale e la pagid non mostrano differenze di
espressione di PTX3 fra normali e patologici. Semgenti sono i risultati sul
peritoneo parietale materno: la piu spiccata pogitidell’endotelio materno
nei casi di preeclampsia rispetto a gravidanze abymsuggerisce
effettivamente che PTX3 possa essere coinvolta ipgitemente nel danno
endoteliale materno sistemico preesistente all@idmgaza, piuttosto che nel

danno endoteliale locale all'interfaccia materntae

In questo studio per la prima volta dimostriamellivplasmatici di PTX3 nel

feto. | risultati suggeriscono che tale proteingrésente nel sangue fetale alla
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nascita e che i livelli sono sempre inferiori cred compartimento materno. |
livelli fetali di PTX3 risultano significativamentgiu elevati nei ritardi di
crescita intrauterina che in gravidanze normalolthe sembra che i livelli di
PTX3 aumentino, seppur in modo non significativorétazione alla severita
del ritardo di accrescimento intrauterino. Un lenidi questo studio e
rappresentato dal relativamente piccolo numerash per sottogruppo quando
il gruppo IUGR viene ulteriormente suddiviso peves#a.

La differenza significativa tra feti IUGR e normabn & dovuta alla differente
epoca gestazionale, non vi € infatti correlazioma PTX3 ed epoca
gestazionale. Inoltre il gruppo feti con mammeeptamptiche, che ha valori
sovrapponibili ai feti normali, presenta livellgaificativamente piu bassi del
gruppo IUGR nonostante simili epoche gestaziondla anascita e di

campionamento.

| feti IUGR con preeclampsia materna presentaraliidi PTX3 simili ai feti
normali, sottolineando una possibile prevalenzdadsindrome materna in
guesti casi, piuttosto che la compromissione fet@laesta ipotesi € anche
confermata dalla mancanza di correlazione tradllliimaterni e fetali negli

IUGR, a differenza di gravidanze normali e compkoda preeclampsia.

PTX3 fetale potrebbe originare dalla circolazionatema, o dall'unita
placentare stessa o da cellule del feto stessostrindati suggeriscono che
PTX3 fetale potrebbe riflettere un disordine fetaésociato ad uno specifico
stato infiammatorio del fenotipo dell'iposviluppmdipendentemente dallo
stato materno. | risultati sul versante fetale, obe mostrano differenze fra
gravidanze normali e complicate da preeclampsiggeiscono che tale
proteina non attraversa la placenta in modo sigatifro: i feti di mamme
preeclamptiche avrebbero mostrato dei livelli ditpina significativamente piu
elevati e l'endotelio di placenta e decidua sareliseltato positivo in
immunoistochimica. E’ ipotizzabile che la proteifedale sia sintetizzata dal
compartimento fetale stesso a bassi livell, cometgina espressa
costituzionalmente e che i suoi livelli si eleviimo caso di compromissione
fetale.

In conclusione, i risultati di questo studio suggmeno che gli elevati livelli
materni di PTX3 potrebbero essere un marcatoreadna endoteliale, tipico

della preeclampsia. Quale possa essere il preaido di questa proteina di
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fase acuta rimane comunque da definire. Sulla bas@ostri risultati PTX3
potrebbe rappresentare una delle molecole infiawmeatoinvolte in quel
complesso meccanismo a cascata che coinvolge tokomplemento, cellule
endoteliali e leucociti che si attiva in consegwenad una anomala
placentazione, che si automantiene ed amplificaue Bono i possibili
meccanismi in cui potrebbe essere implicata tabkéepra. PTX3 lega FGF-2 e
ne inibisce la sua azione come fattore di cresddiafibroblasti sulle pareti
vascolari (Rusnati M, 2004). In tal senso potremipotizzare PTX3
contribuisca all’alterata angiogenesi tipica dgil@eclampsia. Oppure PTX3
potrebbe interagire con un altro suo recettoreipecC1q: la loro interazione
potrebbe attivare la cascata complementare e in stguemodo

regolare/amplificare il processo inflammatorio etediale.

Noi, come altri recentemente abbiamo dimostrateagidivelli di PTX3 nel |
trimestre in donne che sviluppano preeclampsidlh&lmestre. Ulteriori studi
prospettici sono necessari per capire con qualecanésmo tale molecola
inflammatoria contribuisca all'espressione di pago¢ della gravidanza e
valutare come PTX3 possa essere complementarg enaftatori piu correlati
alla funzione placentare, come PP13 e PIGF, coskeda valutazione Doppler
delle arterie uterine, per l'individuazione di matari precoci di diagnosi e
adeguato monitoraggio del peggioramento clinicotadii patologie. Inoltre,
dovrebbe essere oggetto di studio il ruolo di pTe8a circolazione fetale dei
ritardi di crescita intrauterina determinando uiéepziale associazione con |l

life programming fetale.

34



TABELLE

35



Tabella 1. Caratteristiche cliniche della popolazine di gravidanze normali (AGA), complicate
da preeclampsia (PE) e ritardo di crescita intrauteino (IUGR).

GA Preeclampsia IUGR
n=50 n=53 n=43
Dati materni
Eta (anni) 31.3#5.5 34.1+4.5% 33.1%5.48
(18-39) (17-40) (22-43)
BMI pregravidico(kg/m2)  21.3+2.8 23.9 +4.8** 22.4+4.5
(16-29) (18.3-33.2) (15.3-33.9)
Dati al parto
Epoca gestazionale 39.0+1.0 32.4#3.7* 33.4+4888
(sett) (37.-41.1) (24.138. (28-38.3)
Peso fetale 3289+310.5 546L3+740.5*** 1589+548.1888
(gr) 7¢0-3780) (390-3380) (500-2655)
Peso placentare 564.1+106.5 9.728 31.9%** 275+110.7888
(gr) (450-780) (169-640 (140-580)

Medie = SD e ranget(testpreeclampsia verso AGA:
§ p<0.05; §8§ p<0.001)

***p<0.001; *p<0.01; @GR verso AGA:
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Tabella 2. Valori plasmatici e ombelicali venosi dPTX3 in gravidanze normali, complicate da
preeclampsia e ritardo di crescita intrauterino.

AGA Preeclampsia IUGR
PTX3 materno n=50) nES3) nE43)
(ng/ml) 3.8 24/8n 9.9

(1.6-7.2) (11.1-50) (4.8-23.8)
PTX3 fetale (n=26) nE26) nE23)
(ng/ml) 2.3 2.1 4.3*

(1.2-3.4) (1.5-4.5) (2.4-6.4)

| risultati di PTX3 sono presentati come valori naedcon i range interquartili im. Casi per ogni
gruppo Mann Whitney tespreeclampsia verso AGAS p<0.001; IUGR verso AGAS p<0.001;
preeclampsia verso IUGR:p<0.001); IUGR feti verso AGA and PE feti:* p<0.01

37



FIGURE

38



Pentraxin signature

hSAP .|
filFiE [
hPTX3 [ I
hFT I I BN
hNP1 [ .
hNP2 | I N

hNPR

X dominio dominio pentraxine
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Figura 2. PTX3: a multifunctional soluble Pattern RecognitionReceptor
(Garlanda C., Ann. Rev. Immunol. 2005)
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Figura 3. Fonti cellulari di PTX3 (Garlanda C., Ann. Rev. Immunol. 2005)
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Figure 4. Livelli plasamtici di PTX3 (ng/ml) presentati cenmediane (linea centrale), con range
interquartili (box), valori minimi e massimi (whisrs) in gravidanze normali, complicate da IUGR

e preeclampsia.
A p<0.001 preeclampsia verso contrddi;p<0.001 IUGR verso controllit p<0.001 preeclampsia
verso IUGR.
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Figura 5. Livelli plasmatici di PTX3 (ng/ml) presentati commgediane (linea centrale), con range

interquartili (box), valori minimi e massimi (whisrs) in gravidanze complicate da preeclampsia
lieve, severa, severa con HEELP, severa senza HEEQRO.001 preeclampsia severa vs lieve;
p<0.001 Q preeclampsia severa con HEELP and preeclampsi@resesenza HEELP vs

preeclampsia lievey preeclampsia severa con HEELP vs preeclampseaaeenza HEELP.
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Figura 7. Immagini di espressione di PTX3 in placenta, dieai e peritoneum di pazienti
gravidanze normali (CTRL) e complicate da PE &RJ

Pannelli A, D, G, J. Segnale di immunoistochimicaafrone) e localizzazione di PTX3 nello
stroma di villi stem (*) e villi terminali (**) inplacente normali. Pannello J rappresenta un campo
di alto segnale di un villo terminale: la posit&viper PTX3 & espressa nell'interstizio; le cellule
endoteliali (e) e il trofoblasto (t) risultanogative.

Pannelli B, E, H, K. Segnale di immunoistochimicaarone) e localizzazione di PTX3
extracellulare nello stroma deciduale (*). Le clelldeciduali, le ghiandole endometriali risultano
negative (**). Pannello K rappresenta un settorealid segnale: PTX3 segnale nell’interstizio
attorno ai trofoblasti (frecce), che sono PTX3 niega

Pannelli C, F, I, L. Segnale di immunoistochimioaarone) e localizzazione di PTX3 peritoneale
nello stroma sotto al mesotelio (frecce). Alcunipaditi esprimono PTX3 (*). In gravidanze
complicate da PE and IUGR, la maggior parte dedleile endoteliali sono PTX3 positive (** and
pannello L). Nei controlli (CTRL), solo rari vassgimono PTX3 (pannello I, nv: PTX3 vasi

negativi; **: PTX3 vasi positivi).
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range (whiskers). *** p<0.001Cetin, Cozzi, Papageorghiou, Maina, Garlanda, Tgdaathan.
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Definizione di PREECLAMPSIA secondo le linee guidadell’American College
of Obstetricians and Gynecologists (2002)

PAS>140 e/o PAD>90 mmHg per almeno due volte (a distanzaGlore ma <7 giorni)
dopo la 20" settimana di gestazione
Proteinuria, definita come presenza di concentrezijaroteica>300mg nella raccolta delle
urine delle 24h o presenza di concentrazione mateailo stick urine di 30mg/dl [+] in due
occasioni (>6 ore, <7 gg di distanza)
In assenza di proteinuria:
-sintomatologia cerebrale
-dolore epigastrico o nel quadrante dx camsea e vomito
-trombocitopenia ed aumento degli enzimi igpat
-sindrome HELLP

PREECLAMPSIA SEVERA:
La preeclampsia € considerata severa se e pragentepiu dei seguenti criteri:

-PA>160 e/o PAD>110 mmHg per almeno due volte (a distanzaGlore) mentre la donna e a
rposo

-Ipertensione indotta dalla gravidanza assac#éfproteinuria grave (almeno 5gr/24h o [+++]

nello stick urine in due occasioni a distanza >&) or

- Ipertensione indotta dalla gravidanza comeolgimento multi organo:
-edema polmonare o cianosi
oliguria [diuresi <500ml/24h o <80ml/4h]
-trombocitopenia [conta piastrinica <1@@OnnT
-dolore epigastrico o nel quadrante dx
-aumento delle transaminasi epatiche
-disturbi cerebrali o visivi [cefalea, smmi]

-ritardato accrescimento intrauterino

ECLAMPSIA:

-Comparsa di convulsioni in una donna con preegsaan
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Definizione di RITARDATO ACCRESCIMENTO INTRAUTERINO (IUGR)

Criteri di diagnosi:
- Rilievo ecografico di una circonferenza addonengdtale inferiore al 10° percentile rispetto ai
valori di riferimento per feti di pari epoca gestamale oppure riduzione della misura longitudinale

della circonferenza addominale di almeno 40 peilcémbdros et al, 1987).

- Peso alla nascita <10° percentile in base aghdsird di peso per epoca gestazionale della

popolazione di riferimentdParazzini et al, 1991)

Criterio di esclusione
anomalie morfologiche maggiori ed anomalie delatgyo.

59



