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SUMMARY
Objective: Fibromyalgia (FM) is characterized by the presence of chronic widespread pain throughout the mus-
culoskeletal system and diffuse tenderness. Unfortunately, no laboratory tests have been appropriately validated
for FM and correlated with the subsets and activity. The aim of this study was to apply a proteomic technique in
saliva of FM patients: the Surface Enhance Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight (SELDI-TOF).
Methods: For this study, 57 FM patients and 35 HC patients were enrolled. The proteomic analysis of saliva was
carried out using SELDI-TOEF. The analysis was performed using different chip arrays with different character-
istics of binding. The statistical analysis was performed using cluster analysis and the difference between two
groups was underlined using Student’s t-test.
Results: Spectra analysis highlighted the presence of several peaks differently expressed in FM patients com-
pared with controls. The preliminary results obtained by SELDI-TOF analysis were compared with those ob-
tained in our previous study performed on whole saliva of FM patients by using electrophoresis. The m/z of two
peaks, increased in FM patients, seem to overlap well with the molecular weight of calgranulin A and C and
Rho GDP-dissociation inhibitor 2, which we had found up-regulated in our previous study.
Conclusion: These preliminary results showed the possibility of identifying potential salivary biomarker through
salivary proteomic analysis with MALDI-TOF and SELDI-TOF in FM patients. The peaks observed allow us
to focus on some of the particular pathogenic aspects of FM, the oxidative stress which contradistinguishes
this condition, the involvement of proteins related to the cytoskeletal arrangements, and central sensibilization.
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H INTRODUZIONE

a fibromialgia (FM) ¢ una malattia reu-

matica caratterizzata da dolore musco-
lo-scheletrico, tensione cronica diffusa e/o
rigidita articolare e muscolare, facile affa-
ticabilita, disturbi del sonno e dell’umore,
dolore alla pressione di almeno 11 su 18
tender points (TP) (1, 2). Questa malattia
ha un’incidenza del 2% nella popolazione
generale, soprattutto nelle donne di mezza
eta (3.4%) (3). La diagnosi di questa pato-
logia ¢ di tipo clinico sulla base dei criteri
dell’ American College of Rheumatology

(ACR) del 1990 (1). Questi peraltro sono
parametri clinici che mancano di specifici-
ta e non permettono di valutare I’attivita o
la severita di malattia.

Questi criteri diagnostici frequentemente si
sovrappongono a quelli di altre malattie ed
un assetto simil-fibromialgico potrebbe es-
sere presente anche in malattie non reumati-
che. La diagnosi di FM percio ¢ fondamen-
talmente una diagnosi di esclusione di altre
patologie reumatiche (4). Dall’analisi della
letteratura emerge una difficolta nell’indi-
viduare biomarker specifici e sensibili di
malattia (5). Partendo dai risultati incorag-

Indirizzo per la corrispondenza:
Dott. Camillo Giacomell
Via Roma, 67 - 56126 Pisa

E-mail: Camillo.giacomeli@for.unipi.it

Reumatismo 3/2011

165



LAVORO
ORIGINALE

C. Giacomelli, L. Bazzichi, L. Giusti, et al.

ProteinChip

|

Camerasotto vuoto

(TOF) Detector

=
==
-

—t=

Visualizzazione dello spettro

166

Reumatismo 3/2011

Figura 1 - Rappresentazione schematica del funzionamento del SELDI-TOF. Le proteine ven-
gono caricate su un chip e ionizzate da un laser. In base al tempo di volo € possibile ottenere

il rapporto m/z.

gianti ottenuti in altre patologie reumatiche
mediante tecniche di proteomica salivare
(6-10), abbiamo deciso di effettuare questo
tipo di analisi anche sulla saliva dei pazien-
ti affetti da FM (11). Il nostro gruppo (11)
ha effettuato un’analisi proteomica salivare
utilizzando la tecnica dell’elettroforesi bi-
dimensionale (2DE) accoppiata alla spet-
trometria di massa (MALDI-TOF), che ha
permesso di individuare una serie di protei-
ne interessanti utilizzabili come potenziali
biomarcatori. Scopo del presente lavoro ¢
stato quello di valutare mediante un’altra
tecnica proteomica, la Surface Enhanced
Laser Desorption Ionization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry (SELDI-TOF
MS) lo spettro caratteristico dei pazienti
FM, e confrontare la sovrapponibilita delle
due tecniche. Il SELDI-TOF ¢ una tecnica
ad alto rendimento particolarmente indica-
ta per lo studio di piccoli peptide e proteine
(PM <25 KDa) con una sensibilita nell’or-
dine delle femtomoli, che pud fornire una
analisi complementare all’elettroforesi
bidimensionale (12). Questa consiste nel

legame delle proteine presenti in un fluido
biologico su un chip (ProteiChip) funzio-
nalizzato in modo da legare un certo tipo di
proteine (IMAC-30: proteine che conten-
gono metalli, Q10: utilizato per proteine
con carica negativa, CM10: utilizzato per
proteine con carica positiva, H50: utiliz-
zato per proteine idrofobiche). Dopo aver
messo il campione e lavato con opportuni
tamponi per eliminare il legame aspecifi-
co, viene aggiunta una Energy Adsorbing
Molecules (EAM) in grado di favorire la
ionizzazione della proteina, la quale viene
identificata da un detector posto in una co-
lonna sotto vuoto. In base al tempo di volo
(TOF), attraverso un algoritmo viene forni-
to il rapporto massa/carica (m/z) (Fig. 1).

H MATERIALI E METODI

Pazienti

Per I’analisi mediante SELDI-TOF abbia-
mo utilizzato le salive di 57 pazienti affetti
da FM (eta media 43.6+11.30 anni; 53 & 4
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Tabella | - Caratteristiche cliniche e sierologiche dei pazienti con FM.

Pazienti/sesso 53/F 4/M

Eta (anni) 43.60+11.30 (media = SD)
Presenza di xerostomia 20/57 (35%)
Presenza di comorbidita psichiatriche 27/57 (47%)
Presenza di tiroidite autoimmune 26/57 (45%)
Terapie concomitanti con farmaci che possono provocare xerostomia | 48/57 (85%)

FIQ 70.0£12.1 (media + SD)
VAS dolore 7.5+1.2 (media + SD)
Conta dei Tenders Points 132 (media + SD)

d') e 35 volontari sani comparabili per ses-
so ed eta. Le salive di pazienti e controlli
sono state raccolte al mattino dalle ore 8:00
alle ore 9:00. Ai pazienti ed ai controlli ve-
niva fatto un breve screening per valutare
la presenza di comorbidita odontoiatriche.
Venivano inoltre esclusi i pazienti che ave-
vano mangiato, fumato o effettuato igiene
orale in un periodo inferiore alle due ore
precedenti al prelievo. Ad ogni paziente ¢
stato somministrata il Fibromyalgia Impact
Questionnaire (FIQ) per valutare la severi-
ta della FM (13) e sono stati valutati i TP
Nella tabella I sono riassunte le caratteri-
stiche cliniche e sierologiche dei pazienti
coinvolti nello studio.

Raccolta e preparazione del campione

Ai pazienti e controlli ¢ stato chiesto di rac-
coglierne la saliva priva di espettorato in un
barattolo posto in ghiaccio. L’intervallo di
raccolta variava tra un periodo di 10 min
ad un massimo di 15 minuti, ottenendo un
volume di fluido variabile tra 1.2 e 4.8 ml.
Il campione di saliva viene quindi imme-
diatamente centrifugato a 13000xg per 30
min a 4°C per rimuovere i detriti insolubili
mentre il sovranatante viene conservato a
-80°C fino all’utilizzo. Le proteine presenti
nella saliva venivano quantificate mediante
dosaggio Biorad-DC.

Analisi proteomica

[’analisi proteomica ¢ stata effettuata uti-
lizzando proteinchip con diverse caratte-
ristiche di legame (CM10, Q10, IMAC30,
H50) secondo i protocolli forniti dal pro-
duttore. Brevemente, una volta attivati i
chip utilizzando gli opportuni tamponi,
viene caricata una quantita di saliva corri-

spondente a 10 ug di proteine miscelata in
rapporto 2:3 v/v con una soluzione dena-
turante (CHAPS 2%, Urea 9M). Una volta
incubato il campione per 1 h, i chip veni-
vano lavati per rimuovere il materiale non
legato. Infine venivano aggiunti 2 ul di una
soluzione satura di acido sinapinico in 50%
di acetonitrile (ACN) e 1% di acido trifluo-
ro acetico (TFA) per facilitare la ionizza-
zione del campione. I ProteinChip sono
stati analizzati utilizzando il SELDI-TOF
reader (BioRad inc.) utilizzando protocol-
li di acquisizione standardizzati. La lettura
del “tempo di volo” permette di estrapolare
attraverso un algoritmo matematico il valo-
re di m/z (rapporto massa/carica) che, per
le proteine con una sola carica ¢ approssi-
mabile alla massa della proteina.

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata effettuata me-
diante analisi uni variata di confronto tra
i gruppi patologici vs controlli. E stato
scelto un valore di P=0.05 come limite di
significativita.

H RISULTATI

L’analisi SELDI-TOF ha permesso di indi-
viduare alcuni picchi diversamente espres-
si tra sano e malato. In figura 2 sono pre-
senti gli spettri caratteristici di un soggetto
FM e di un controllo sano. Non sono state
trovate correlazioni tra gli indici di malattia
e ’intensita dei picchi.

Abbiamo poi confrontato i picchi trovati
diversamente espressi nella FM con meto-
dica SELDI-TOF con quelli che abbiamo
trovato alterati nel lavoro ottenuto con le
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Figura 2 - Spettro caratteristico di un paziente FM (A) e di un controllo sano (B) ottenuti medi-

ante lettura con SELDI-TOF.

tecniche proteomiche tradizionali (11).
Dall’analisi dei dati sembra che alcune pro-
teine a pil alto peso molecolare individuate
dall’analisi SELDI risultino complementa-
ri ad alcune proteine individuate nell’anali-
si 2-DE, in particolare la Rho GDP-disso-
ciation inhibitor 2 e le calgranuline A e C.

H DISCUSSIONE

In questo lavoro preliminare, abbiamo pro-
vato ad identificare uno spettro caratteristi-
co di malattia. I risultati ottenuti pongono
I’accento di come nel paziente affetto da
FM, nonostante i parametri bioumorali
classici non diano risultati soddisfacenti, vi
siano comunque delle alterazioni.

Un’osservazione interessante €, inoltre,
I’aspetto legato alla scelta della saliva
come mezzo di ricerca dei potenziali bio-
marcatori biologici (14, 15). Questo va
ricercato nella semplicita e non invasivita
della raccolta, nella metodica analitica e
sperimentale relativamente semplice (16),
la possibilita di correlare le alterazioni sa-
livari a quelle plasmatiche (17). L'utilizzo
delle tecniche classiche -elettroforetiche
permette una identificazione certa delle
proteine (18), tuttavia richiede notevole

dispendio di energie e non ¢ applicabile a
grosse casistiche. Al contrario, la metodica
SELDI-TOF, permette una rapida analisi di
grosse popolazioni di pazienti, ¢ relativa-
mente semplice e consente un rapido con-
fronto tra i gruppi analizzati (19). La diffi-
colta maggiore riscontrabile utilizzando il
SELDI-TOF ¢ I'identificazione dei picchi
osservati. Questo infatti richiede tecniche
complementari di elettroforesi ed immu-
noprecipitazione, che presuppongono una
notevole conoscenza della biochimica del-
le proteine. Un altro aspetto interessante
che differenzia le due tecniche ¢ quello del
range di peso molecolare delle proteine se-
parate. La metodica del gel di poliacrilam-
mide permette 1’individuazione di proteine
con peso molecolare tra 15 e 100 KDa il
SELDI-TOF, a causa del funzionamento
stesso dell’hardware, consente una buona
capacita analitica per pesi molecolari che
vanno da poche centinaia di Dalton fino a
circa 25 KDa. Questo, se da una parte ¢ un
limite per il SELDI-TOF, offre la possibili-
ta di avere due tecniche complementari che
consentono di osservare un ampio range di
pesi molecolari, incrementando cosi la pos-
sibilita di trovare dei biomarcatori.

Dall’analisi dei risultati emerge come le
due metodiche analitiche presentano una
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certa sovrapponibilita, che comunque deve
essere confermata mediante 1’identificazio-
ne dei picchi osservati.

Da una prima analisi possiamo individuare
alcuni picchi che hanno un rapporto m/z si-
mile a quello di alcune proteine individuate
mediante metodica 2-DE. Infatti abbiamo
trovato dei picchi con m/z simile alle cal-
granuline. Le calgranuline appartengono
alla famiglia delle S100 e sono implicate
in numerosi meccanismi cellulari nella
proliferazione cellulare, nella migrazio-
ne cellulare, nell’omeostasi del calcio e
nell’infiammazione e nella protezione del-
la cellula dallo stress ossidativo (20-22).
Le possibili implicazioni di queste proteine
nella fibromialgia sembrano imputabili al
meccanismo di protezione dallo stress ossi-
dativo, che sembra uno delle possibili cau-
se della FM (23). Laltro picco che abbia-
mo osservato ¢ la Rho GDP-dissociation
inhibitor 2.

Questa ¢ coinvolta nell’attivita della RhoG-

RIASSUNTO
La fibromialgia (FM) é un reumatismo non articolare per cui non esistono marker validati. Scopo di
questo lavoro e stato quello di valutare nella saliva la presenza di eventuali biomarkers. Per questo
studio sono stati arruolati 57 pazienti FM e 35 controlli sani. L’analisi proteomica e stata condotta

utilizzando SELDI-TOF.

L’analisi degli spettri ha sottolineato la presenza di alcuni picchi espressi in maniera differente nei
pazienti FM rispetto ai controlli, questi sono stati confrontati con quelli ottenuti in un nostro prece-
dente lavoro eseguito utilizzando elettroforesi bidimensionale, evidenziando tre proteine a comune
(calgranuline A e C e Rho-GDP dissociation inhibitor II). Questi risultati consentono di individuare
la saliva come un possibile mezzo di ricerca di biomarcatori nella FM.

Parole chiave: Fibromialgia, saliva, SELDI-TOF.
Key words: Fibromyalgia, Human Saliva, SELDI-TOF.

TP asi che controlla la morfologia e la mo-
tilita cellulare (24-26). Le implicazioni
eziopatogenetiche di questa proteina nella
FM non sono attualmente note.

In conclusione, i nostri risultatati mettono
in luce come la proteomica salivare sia un
utile mezzo per laricerca di biomarker nella
FM e come la sovrapposizione di due tec-
niche analitiche permette di avere un largo
spettro di ricerca. Questi sono tuttavia ri-
sultati preliminari, che richiedono ulteriori
valutazioni e validazioni, in particolare per
quanto riguarda I’identificazione dei picchi
trovati utilizzando il SELDI-TOF.
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