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RIASSUNTO

Premesse: La Malattia celiaca (MC) è una patologia caratterizzata da infiammazione cronica intestinale causata da una permanente intolleranza alla proteina del glutine. Pur conoscendo l’antigene scatenante la risposta immunitaria (il glutine) e le modificazioni patologiche che avvengono a livello intestinale, gli eventi che si susseguono restano poco chiari.

Fas/Apo-1 (CD95) è una molecola chiave nell’induzione di morte cellulalre programmata ed è coinvolta nei meccanismi di tolleranza immunologica. Una funzione deficitaria del Fas altera i meccanismi di spegnimento della risposta immunitaria favorendo lo sviluppo dell’autoimmunità, come dimostrato in molte patologie autoimmuni.

Recentemente è stato scoperto il ruolo di rilievo svolto dall’OPN nella risposta immunitaria cellulo-mediata precoce. I primi dati dimostrerebbero che OPN sia in grado di indirizzare la risposta immunitaria verso il tipo Th1.

Scopo del lavoro è duplice: 

· indagare se un difetto di funzione di Fas, come riscontrato in altre patologie autoimmuni quali IDDM e tireopatie autoimmuni, sia riscontrabile anche nei soggetti affetti da malattia celiaca. 

· valutare se i pazienti con MC presentino livelli sierici di OPN più alti rispetto alla popolazione di controllo e se tale eventuale differenza sia sostenuta da particolari polimorfismi del gene OPN. 

Metodi: : Abbiamo valutato la funzione di Fas in 46 soggetti affetti da MC. In 43 di questi abbiamo valutato i livelli sierici di OPN, ed in 14 di essi abbiamo anche valutato la distribuzione aplotipica di OPN attraverso il sequenzia-mento del DNA genomico. 

Risultati L’analisi della sensibilità alla morte cellulare Fas indotta ha evidenziato che 25/46 (54%) pazienti con MC erano resistenti alla morte cellulare indotta da Fas, mentre la resistenza nei 24 controlli si riscontrava in solo 2 (9%) (Fisher exact test p=0,009). 

I pazienti con MC presentavano quindi una maggiore resistenza alla morte cellulare programmata Fas-indotta rispetto ai controlli. 

Il gruppo dei resistenti presentava una età media di insorgenza della MC di 5,2 anni contro una età media di insorgenza dei celiaci sensibili di  9,3 anni (Mann Whitney U test, p 0,02). 

Nel gruppo dei resistenti inoltre la forma di esordio era prevalentemente quella tipica, rispetto al gruppo dei sensibili che presentavano invece una forma all’esordio prevalentemente atipica. Questo difetto di funzione sembrava associarsi quindi a un’età di esordio della malattia più bassa e ad un quadro clinico più grave.

I livelli sierici di OPN valutati in 43 pazienti e 158 controlli sani erano significativamente più elevati nei pazienti (252 ng/ml, interquartile 170-340) rispetto ai controlli(144 ng/ml, interquartile 103-185), sia in fase attiva di malattia e sia in fase di remissione (Mann Whitney U test, p<0.01). 

L’analisi del genotipo per OPN in 14 pazienti dimostra che 6 (43%) presentano un genotipo AA e 8 (57%) un genotipo non-AA, mentre nei 158 controlli studiati 80 (51%) presentano un genotipo AA e 78 (49%) presentano un genotipo non-AA Sia per il  gruppo dei controlli che per il gruppo dei pazienti osserviamo che il genotipo AA si associa a livelli sierici di OPN più bassi, rispetto ai non-AA. 

Il gruppo dei pazienti con genotipo non-AA presentano una età media di insorgenza della malattia più bassa rispetto al gruppo AA ma la differenza non è statisticamente significativa (5,3 vs 6,3 anni).
Conclusioni: I dati presentati dimostrano che una ridotta funzione del sistema del Fas può rappresentare un nuovo insieme di fattori genetici predisponenti allo sviluppo della MC. 
Inoltre lo studio di OPN dimostra che aplotipi non-AA si associano a più alti livelli sierici della proteina. Il riscontro di alti livelli sierici di OPN in questo gruppo di pazienti induce a pensare che questa proteina possa giocare un ruolo nell’ indirizzare verso una risposta immunitaria Th-1 favorente lo sviluppo di MC.

INTRODUZIONE

EPIDEMIOLOGIA

La Malattia celiaca (MC) è una patologia caratterizzata da infiammazione cronica intestinale causata da una permanente intolleranza alla proteina del glutine [1].

Si tratta di una condizione che fino a pochi anni fa era considerata piuttosto rara, con ampie differenze di incidenza nelle diverse aree geografiche. Si riteneva che il quadro clinico fosse ben caratterizzato e sostanzialmente limitato alle diverse espressioni della sindrome da malassorbimento. La diagnosi veniva eseguita su tre biopsie intestinali che dimostrassero la tipica lesione istologica  e la sua dipendenza dall’assunzione di glutine. 

Negli ultimi anni, la ricerca nel campo dell’immunogenetica e  la disponibilità di test diagnostici ad alta sensibilità e specificità utilizzabili per lo screening non invasivo della MC hanno permesso di modificare in modo sostanziale le conoscenze sulla celiachia, tanto da poter parlare di un vero “big bang”[2]. In particolare, si può oggi ritenere che la prevalenza della celiachia sia molto elevata, senza differenze regionali, che la malattia sia fortemente condizionata da fattori genetici, che nella sua patogenesi abbiano un ruolo fenomeni di autoimmunità glutine indotta. 

La prevalenza della MC è stata in passato diversamente riportata in Europa, con medie oscillanti tra 1:1000 e 1:4000 [3]. Alla fine degli anni ottanta, mentre in Inghilterra si pensava che la MC stesse scomparendo, in Svezia veniva riportata una prevalenza della malattia, diagnosticata su base clinica, dell’ordine di 1:300 [4]. Queste differenze dipendono dal polimorfismo clinico della malattia (e di conseguenza dalla sua non facile riconoscibilità) piuttosto che da differenze reali di prevalenza per area geografica. Infatti laddove sia stato eseguito lo screening sierologico della  MC per selezionare i casi da sottoporre a biopsia, la prevalenza della MC è risultata ovunque dello stesso ordine (intorno a 1:200 in diverse regioni di Italia così come in altre regioni Europee quali Danimarca, Svezia e anche Stati Uniti dove si pensava che la malattia quasi non esistesse [5] (tab.1).
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[image: image5.jpg]Tab. 2 Manifestazioni cliniche che possono sot-
tendere una malattia celiaca anche in assenza
della classica sintomatologia gastroenterologica

Effetto del malassorbimento

Anemia sideropenica

Anemia mista normocitica (compenso tra difetto di
ferro e di folati)

Difetto isolato di crescita staturale

Osteopenia

Poliabortivita

Steatosi epatica

Dolore addominale/meteorismo

Glutine-dipendenza per meccanismi diversi
dal malassorbimento (es. autoimmunita)

Dermatite erpetiforme *

Difetto dello smalto dentario *

Atassia da glutine *

Alopecia *

Ipertransaminasemia isolata *

Diabete insulino-dipendente ©

Tireopatie autoimmuni ©

Epatite autoimmune °

Cirrosi biliare primitiva

Malattia inflammatoria cronica dell'intestino

Sindrome di Sjégren ©

Morbo di Addison

Stomatite aftosa recidivante **

Miastenia grave

Gastrite atrofica autoimmune

Pericarditi recidivanti **

Emocitopenie autoimmuni © **

Psoriasi © **

Polineuropatie/miopatie © **

Epilessia (con o senza calcificazioni endocraniche) *

Vasculiti **

Ipo-iperparatiroidismo **

Miocardiopatia dilatativa

Difetto di IgA ** ?

Associazioni

Sindrome di Down

Sindrome di Turner

Sindrome di Williams

Cardiopatie congenite

Difetto di IgA ?

(*) Dipendenza dall'assunzione di glutine assoluta o
(**) dimostrata in un numero variabile di casi.

(°) Esistono dati epidemiologici suggestivi per I'ipotesi
che l'intolleranza al glutine non riconosciuta, e quindi
non trattata, favorisca I'insorgenza della malattia.

(2) Eincerta la collocazione del difetto di IgA tra le
due categorie.




GENETICA

Una predisposizione genetica è dimostrata dalla presenta di cluster di famiglie affette e da un rischio 20-30 volte maggiore di sviluppare la celiachia in parenti di  primo grado di soggetti affetti rispetto alla popolazione generale. La concordanza in gemelli monozigoti è del 75% circa.

La MC è associata con specifici antigeni di istocompatibilità (HLA). Il 95% dei pazienti presenta HLA-DQ2 mentre il restante esprime HLA-DQ8. Approssimativamente circa il 25-30% della popolazione generale esprime DQ2, di questa solo una piccola parte svilupperà effettivamente la malattia [6].

E’ stato stimato che l’HLA conta per il 40% sull’ ereditarietà della MC. Un numero crescente di studi di linkage sono stati condotti per identificare nuove ed eventuali associazioni con geni o loci [7]. Di particolare interesse sono state le regioni cromosomiche 2q, 5q, 11q e 15q. Queste regioni codificano per geni implicati nella risposta immuno-mediata. In particolare il locus 2q33 contiene due geni, il CD28 e il CTLA-4, entrambi espressi sui linfociti T e coinvolti, rispettivamente inibendo e facilitando, l’interazione con gli antgeni HLA, e restano i primi candidati per successivi studi [8]

QUADRO CLINICO
La M.C. può presentarsi con:

· forma TIPICA con sindrome di malassorbimento: scarso accrescimento o arresto della crescita, diarrea, distensione addominale. Questa forma va considerata senz’altro la presentazione classica della MC ma oggi sicuramente meno frequente;
· forma ATIPICA: più frequente negli ultimi 20 anni, rappresenta circa il 40% dei casi. Può presentarsi con bassa statura, anemia sideropenica refrattaria a terapia marziale, dispepsia, osteoporosi, artriti o artralgie, sanguinamento gastro-intestinale, stipsi, pseudo-ostruzione intestinale, polidipsia e poliuria,  astenia,  depressione, anoressia tetania, edemi ed ipo-proteinemia;

· forma SILENTE: con lesioni dei villi intestinali, EMA (anticorpi anti-endomisio) e AGA (anticorpi anti gliadina) positivi ma senza segni o sintomi clinici.

 Tuttavia, indagando approfonditamente, si scoprono sintomi e segni nascosti. Per esempio molte stanchezze croniche dell'adulto sono in realtà legate alla M.C. Queste forme si trovano solitamente nei familiari di pazienti celiaci.

· forma LATENTE: con manifestazioni cliniche compatibili con la MC, EMA positivi, ma senza le lesioni dei villi intestinali, che possono comparire solo molto più tardi con il test di provocazione

· forma POTENZIALE: : in familiari di pazienti con MC, e con antigeni di istocompatibilità  HLA-DQ2 o DQ8, ma senza manifestazioni clinche o istologiche della malattia . 

Come schematizzato nella tabella 2, si possono riconoscere tre gruppi di manifestazioni cliniche associate alla celiachia: quelle secondarie a malassorbimento, strettamente glutine dipendenti e non necessariamente accompagnate da diarrea o altri disturbi gastroenterologici (per esempio l’osteopenia e l’anemia) [9]; quelle immunomediate: si tratta di una serie molto ampia comprendente quadri clinici assai differenti. Per alcune di queste condizioni la glutine-dipendenza è obbligata (non esistono se non in soggetti celiaci non trattati) e nota da tempo (dermatite erpetiforme) [10], per altre la glutine-dipendenza è ipotizzabile perché è stata occasionalmente descritta (alopecia, connettiviti, polineuropatie), o può essere suggerita dal risultato di studi clinico-epidemiologici (relazione del rischio di diabete insulino-dipendente (IDDM), tireopatie autoimmuni, linfoma intestinale con la durata di esposizione al glutine) [6]. Infine esistono associazioni della malattia con cromosomopatie, in particolare la Sindrome di Turner e di Down [11,12], dove la celiachia è presente in almeno il 10% dei casi., e con malattie geneticamente determinate, per esempio la Sindrome di Williams [13], associazioni che potrebbero essere utili per la migliore comprensione della regolazione genetica della malattia. 

In ognuno dei tre gruppi sono frequenti i casi asintomatici o paucisintomatici dal punto di vista gastroenterologico, ma l’associazione è così forte da giustificare in tutti questi casi lo screening della MC con il dosaggio anticorpale (Tab.3).
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Autori Diabete Tireopatie Malattie
insulino-dipendente autoimmuni del connettivo

Lancaster-Smith et al., 1974 % 3.5% 52% 1.8%

Cooper et al., 1978 3:2% 3.2% 6.1%

Midhagen et al., 19887 n.d. 10.8% 3.6%

Snook et al., 1989 3 1.4% 4.1% n.d.

Collin et al., 1994 %8 5.4% 5.4% 72%






DIAGNOSI
La MC può essere diagnosticata se, associate ad un quadro clinico compatibile, sono  presenti modificazioni caratteristiche su campioni bioptici del piccolo intestino, che migliorano dopo un periodo di dieta senza glutine.

La positività di autoanticorpi specifici possono supportare una diagnosi ma non sono essenziali.

Il criterio maggiore istologico per la MC è l’atrofia dei villi con iperplasia delle cripte e linfocitosi intraepiteliali, aumento dell’infiltrazione linfo-plasmacellulare nella lamina propria, aumento dell’indice mitotico ed alterazioni dell’epitelio superficiale. Tuttavia c’è un range di caratteristiche istologiche che possono variare da una normale architettura dei villi con solo aumento dei linfociti intraepiteliali sino a parziale o totale atrofia dei villi.

I test sierologici assumono un importante ruolo nella gestione di pazienti con MC e nello screening sulla popolazione a rischio.

Gli anticorpi anti endomisio hanno una specificità quasi del 100% nella MC [14]. La loro presenza nel siero viene rilevata attraverso una immunofluorescenza indiretta utilizzando come substrato esofago di scimmia o cellule del cordone ombelicale umano.

Questa difficoltà, combinata con la scoperta che gli autoantigeni per gli EMA sono le trans-Glutaminasi Tissutali (tTG) ha condotto allo sviluppo di test di immunoassorbanza enzyme-linked che usano sia tTG guinea-pig [15] e sia quelle umane ricombinanti [16].

Deficit selettivo di IgA accorre nel 2-2,5% dei pazienti con MC, una percentuale dieci volte più alta rispetto alla popolazione generale [17]. Gli individui con deficit di IgA non risulteranno positivi agli anticorpi EMA, tTG e AGA IgA, ma possono risultare positivi per AGA IgG. La copresenza di anticorpi IgG e deficit di IgA deve porre il sospetto di MC.

TERAPIA

Il trattamento attuale della malattia celiaca è una dieta priva del glutine (GFD: gluten-free diet) derivato da frumento, orzo, segala. L’ avena non è tossica, tuttavia è sconsigliata perché molti Paesi non assicurano che i prodotti alimentari in commercio a base di avena non siano contaminati dalle farine degli altri cereali contenenti glutine, poiché questi vengono lavorati nelle stesse macine.

In genere dopo breve periodo di GFD vi è una risposta clinica rapida. Solo pazienti in condizioni cliniche più gravi possono richiede necessità di ricovero per condizioni di grave disidratazione o necessitare trattamenti steroidei.

I bambini in GFD riportano una qualità di vita sovrapponibile a quella della popolazione generale. La maggiore difficoltà di accettazione e di aderenza alla dieta è registrata tra gli adolescenti, specie se la diagnosi è stata fatta tardivamente.

CELIACHIA e MALATTIE AUTOIMMUNI: semplice associazione o relazione causale?

Un’aumentata prevalenza di malattie autoimmuni tra i soggetti celiaci, così come di celiaci (di regola misconosciuti) tra i soggetti con malattie autoimmuni (in particolar modo, ma non solo, il IDDM e le tireopatie autoimmuni) [18] è da tempo nota. E’ interessante notare come la prevalenza di una celiachia silente dal punto di vista gastroenterologico aumenti significativamente nel caso in cui più malattie autoimmuni siano associate nello stesso individuo [9] e come la stessa sia aumentata non solo nei soggetti affetti da malattie autoimmuni ma anche nei loro parenti di primo grado.

L’associazione tra malattie autoimmuni e MC viene usualmente attribuita alla condivisione di fattori genetici predisponenti, principalmente di alcuni antigeni HLA. Peraltro, esiste una larga serie di evidenze che lascia pensare che lo spettro dell‘autoimmunità glutine-dipendente sia decisamente più ampio di quanto fino a oggi ritenuto e che, nel soggetto celiaco, la comparsa di manifestazioni autoimmuni possa dipendere anch’essa dall’assunzione di glutine. Del resto, la dermatite erpetiforme rappresenta proprio un modello noto da lungo tempo di autoimmunità ad espressione extraintestinale, glutine-dipendente, che può sopravvenire anche in assenza di enteropatia conclamata [19] 


PATOGENESI

La MC è un’infiammazione cronica intestinale cellula-T mediata con una componente autoimmunitaria caratterizzata dalla presenza di autoanticorpi specifici che vengono prodotti in maniera assolutamente costante e specifica contro un auto-antigene identificato recentemente nella trans-Glutaminasi Tissutale (tTG) [20,21]

La risposta immunitaria avviene sia a livello epiteliale e sia a livello della lamina propria. Mentre il ruolo dei linfociti CD4+ della lamina propria appare chiaro, la presenza di CD8+ a livello epiteliale è ancora controverso [22].

Nella MC in fase attiva, la lamina propria è aumentata di spessore, in parte per la presenza di un infiltrato espressione di una risposta immune cellulo-mediata, costituito da linfociti T, plasmacellule e cellule dendritico-macrogagiche esprimenti molecole HLA, ICAM-1 e CD25. Pur conoscendo che il glutine è l’antigene scatenante la risposta immunitaria e quali siano le modificazioni patologiche che avvengono a livello intestinale, gli eventi che si susseguono restano poco chiari [23].

Nella lamina propria, dopo stimolazione con glutine, sono stati isolati linfociti T ristretti per DQ2/DQ8 [24]. Questi linfociti T  secernono prevalentemente interferon-( (INF-() e il loro surnatante, ottenuto dalla coltura delle stesse dopo incubazione con glutine, provoca un danno delle cellule intestinali. E’ presente inoltre un eccesso di fibroblasti attivati che producono metallorproteasi in grado di degradare attivamente le proteine della matrice extracellulare [25]

Rimane non chiaro il ruolo dei linfociti presenti nell’epitelio. La maggior parte di essi sono CD8+ ed esprimono markers killer naturali come il CD94. Alti livelli di IL-15 ampliano la regolazione di questo recettore killer, rendendo i linfociti tossici per l’epitelio [26]. Attraverso il CD94 il linfocita si lega a proteine dello stress come MICA e MICB espresse su cellule epiteliali richiamando successivamente monociti e neutrofili [27].

I linfociti intraepiteliali non risultano specifici per la gliadina e, a differenza degli infiltrati linfocitari della lamina propria, dopo dieta senza glutine non regrediscono. Questo fa supporre che la loro presenza sia secondaria a una risposta cellulare CD4+ della lamina propria e che questi linfociti facciano parte di una immunità innata piuttosto che acquisita. 

Il glutine è stato identificato come antigene scatenante la MC già 50 anni fa. Il glutine è particolarmente ricco di prolina e glutamina, rispettivamente il 15% e 35% dei residui amminoacidici. L’associazione esclusiva degli antigeni HLADQ2 e DQ8 con la MC suggerisce una interazione tra questi amminoacidi, particolarmente la glutamina, di cui è ricco il glutine e queste classi di HLA di classe II.

Le proprietà di legare i peptidi da parte del DQ2 sono state ampiamente studiate. Molti di questi studi hanno dimostrato una predilezione del DQ2 per peptidi con residui amminoacidici caricati negativamente il posizione 4, 6 e 7. Il glutine non contiene residui caricati negativamente in elevato numero, tuttavia la glutamina può essere deaminata  a acido glutammico e acquisire una polarità negativa [28].

Un crescente numero di epitopi del glutine presentati da HLA-DQ2 sono in grado di stimolare cloni di linfociti T derivanti dalla mucosa intestinale di soggetti con MC. 

Il peptide ottimale per essere presentato alle molecole HLA-DQ2 e quindi stimolare i linfociti T è costituito da 10-15 residui e la digestione del glutine produce molti peptidi adatti. Grande interesse ha prodotto la scoperta di una sequenza dell’alfa-gliadina contenente due peptidi immunodominanti, alla quale la maggior parte dei linfociti T di soggetti con MC rispondono [29]. Questi peptidi si sono dimostrati resistenti alla normale digestione endoluminale e tossici per l’intestino di pazienti celiaci in vivo [30].

Sono stati prodotti una serie di analoghi sintetici di questi peptidi immunodominanti. E’ stato visto che modificando anche solo un residuo di alanina viene a ridursi drammaticamente la loro capacità di stimolare linfociti T ottenuti da pazienti celiaci in conseguenza ad una perdita di legame alle molecole HLA di classe II. Questo dimostra una elevata specificità di questi peptidi  per gli antigeni HLA di classe II. 

Tuttavia recenti studi hanno dimostrato che approssimativamente la metà dei linfociti T estratti da bambini con MC non reagiscono a questi peptidi  immunodominanti. Alcuni peptidi minori sono stati caratterizzati sia nella gliadina e sia nelle glutenine che stimolano una percentuale di linfociti T glutine-specifiche senza scatenare una risposta completa. Alcuni linfociti T cross-reagiscono con differenti epitopi dimostrando che i linfociti T della parete intestinale di pazienti celiaci rispondono a una grande varietà di essi. Data la differente risposta dei linfociti dei pazienti pediatrici rispetto agli adulti, è stato ipotizzato che la reattività dei linfociti evolve nel corso della malattia, iniziando da una sensibilizzazione verso epitopi minori del glutine e proseguendo nel tempo con una sensibilizzazione verso gli epitopi immunodominanti [31].

Un differente pannello di epitopi è stato identificato nei cloni derivanti da soggetti DQ8, incluso un epitopo immunodominante. Resta da spiegare come la suscettibilità alla MC sia determinata da due molecole di classe II così differenti.

PROPOSTA DI MODELLO

L’organizzazione di un infiltrato linfocitario sembra avvenire dopo circa un‘ora dall’introduzione del glutine. 

La gliadina raggiunge la lamina propria attraversando un’aumentata permeabilità delle giunzioni intercellulari dell’epitelio. Recentemente è stata riconosciuta alla zonulina la responsabilità di questo incremento della permeabilità intestinale [32, 33].  Si tratta di un peptide intestinale, la cui espressione risulta aumentata nei soggetti celiaci. La zonulina innesca, mediante legame ad un recettore di membrana ed in modo "organo-specifico", una reazione a catena che conduce al riarrangiamento del citoscheletro con conseguente segnale di apertura delle tight junctions (TJ) ed ingresso di possibili allergeni e massive quantità di gliadina nella sottomucosa intestinale dove, in presenza di cellule immuni geneticamente suscettibili, si attiva una risposta autoimmune.

La gliadina è un eccellente substrato per la tTG, enzima calcio-dipendente che deamina un residuo di glutamina in acido glutammico caricando la molecola negativamente. Complessi di gliadina-gliadina si originerebbero in seguito alla deaminazione operata dalla tTG attraverso il legame isopeptidico con gruppi amminici donatori di altre molecole di gliadina. A sua volta la tTG potrebbe essere incorporata covalentemente in questi dimeri gliadinici, formando complessi ad alto peso molecolare [34]. Nelle cellule presentanti l’antigene (APC) la digestione di questi complessi origina nuovi epitopi che, per via della componente tTG, risultano anche di tipo "self" e, una volta esposti dalle molecole DQ2 e DQ8, divengono bersaglio della risposta immune/autoimmune. Inoltre le molecole di gliadina che, dopo essere state deaminate dalla tTG, non si legano ad altre proteine possiedono, in specifiche posizioni, dei residui aminoacidici carichi negativamente che le rendono maggiormente affini al legame con la tasca del complesso DQ2. Ciò attiverebbe una risposta proliferativa dei cloni di linfociti T gliadina-specifici. I linfociti T autoreattivi, oltre ad attivare fibroblasti,  innescano una risposta autoimmunitaria e attivano linfociti B che saranno responsabili della risposta anticorpale. 

Un ruolo centrale nell'innescare la risposta infiammatoria responsabile del danno alle mucose intestinali è svolto dalle citochine (4,8,11,15,19,21-22). In particolare una massiva risposta di tipo Th1, con un esagerata produzione locale di IFN-( e TNFa (tumor necrosis factor alfa), è stata associata alla malattia e alla distruzione dei tessuti. Inoltre la presenza di queste citochine pro-infiammatorie (IFN-( e TNFa) potrebbe portare alla processazione ulteriore di nuovi antigeni e alla loro presentazione ai T linfociti, moltiplicando a catena nuovi autoantigeni (“antigen spreading”) e spiegando la presenza di una larga serie di autoanticorpi specifici in molti soggetti con MC (Fig.1).

La diretta azione del glutine sulla produzione delle citochine è stata dimostrata da studi, in vivo e in vitro, su biopsie duodenali e campioni di sangue periferico di pazienti sottoposti a "gluten-challenge" in cui la stimolazione con il glutine causa un incremento dei livelli di mRNA per principalmente INF-(, lL2, IL4, IL6 e secondariamente per il TNF-( [35].
La MC rappresenta l'unica malattia autoimmune di cui siano stati identificati i fattori ambientali scatenanti, e offre ai ricercatori un modello per lo studio dei meccanismi patogenetici interessanti altre malattie autoimmuni, sinora meno note, quale la sclerosi multipla, il diabete mellito, le malattie infiammatorie croniche intestinali o l'artrite reumatoide.





MALATTIA CELIACA E APOPTOSI

TRANSGLUTAMINASI E APOPTOSI 

E’ stato riconosciuto un ruolo della tTG nel processo di apoptosi o morte cellulare programmata (MCP). Essa è in grado di legare le proteine della cellula in via di degradazione in ammassi (corpi apoptotici), facilmente rimovibili dal sistema monocita-macrofagico. Nella MC si può pensare che i processi di apoptosi siano perturbati a causa dell’inibizione della tTG da parte degli autoanticorpi specifici, con la conseguenza di un’anomala presentazione di antigeni self al sistema immunitario [36]. 

MALATTIA CELIACA E SISTEMA FAS-FASL

Fas/Apo-1 (CD95) [37] è una molecola transmembrana espressa in numerosi tipi cellulari, particolarmente nei linfociti, come il suo ligando (FasL). Essa è in grado di indurre morte cellulare programmata attraverso l’attivazione di numerose molecole intracellulari. 

Fas svolge un duplice ruolo nella risposta immunitaria [38]. Da un lato i linfociti citotossici esprimono FasL, la cui interazione con Fas espresso dalle cellule bersaglio è uno dei meccanismi utilizzati per esercitare la funzione citotossica [39]. Dall’altro i linfociti possono anche esprimere Fas ed essere essi stessi bersagli di cellule esprimenti FasL: questa interazione è coinvolta nello spegnimento della risposta immunitaria e nella induzione della tolleranza periferica.

Entrambe queste funzioni di Fas possono essere coinvolte nello sviluppo delle malattie autoimmuni: da un lato elevati livelli di citotossicità mediata da Fas sono coinvolti nel danno tessutale che produce nelle malattie autoimmuni cellulo-mediate, dall’altro, una funzione deficitaria di Fas altera i meccanismi di spegnimento della risposta immunitaria favorendo lo sviluppo dell’autoimmunità [40].

E’ stato ampiamente dimostrato che gli enterociti esprimono Fas e FasL e, secondo alcuni, il sistema Fas-FasL rappresenta il principale sistema di distruzione cellulare nel processo infiammatorio della MC in fase attiva. Il meccanismo potrebbe essere essenzialmente autocrino: la tossicità diretta della gliadina sugli enterociti ha un’azione proapoptotica inducendo un aumento dei livelli di FasL e Fas in vitro e determinando un incremento del processo di apoptosi che porterà all’atrofia dei villi [41].

Un’altra ipotesi attribuisce ai linfociti il ruolo chiave di distruzione della mucosa intestinale sempre attraverso un meccanismo apoptotico Fas-FasL mediato [42,43].

Per contro altri studi escludono un aumento dell’espressione di Fas e FasL a livello della mucosa intestinale durante la fase attiva della MC escludendo un incremento della suscettibilità all’apoptosi Fas-mediata [44].

ALTERAZIONI FUNZIONALI DEL SISTEMA FAS

Nel topo sono da tempo noti due caratteri ereditari responsabili dello sviluppo di un quadro autoimmune che è stato ampiamente utilizzato come modello sperimentale di lupus eritematoso sistemico (LES): i caratteri lpr (linfoproliferazione) e gld (generalized lymphoproliferative disease) [45]. Topi omozigoti per lpr o per gld sviluppano un quadro autoimmune caratterizzato da emocitopenia, glomerulonefrite e vasculite, associato a linfoadenopatie e splenomegalia legata ad espansione non neoplastica di linfociti B e T. Caratteristica del quadro immunopatologico è l’espansione di una popolazione di linfociti T che non esprimono né CD4 né CD8 e sono detti pertanto linfociti T doppi negativi. I due caratteri sono tra loro complementari in quanto l’uno annulla l’altro. Nagata [39] ha identificato le basi molecolari dei due caratteri: i topi lpr avevano un difetto a livello del Fas, mentre i topi gld ne presentavano uno a livello del suo ligando (FasL). Nei topi lpr sono state identificate due tipi di alterazioni genetiche, una inibisce l’espressione in superficie del Fas (mutazione lpr), mentre l’altra porta all’ espressione di un Fas incapace di trasmettere il segnale apoptotico alla cellula (mutazione lprcg). I topi gld invece sono caratterizzati da una mutazione a livello della porzione extracitoplasmatica del FasL con conseguente alterazione del sito di legame col Fas. Il nesso causale tra l’alterata funzione del sistema Fas e la malattia è stata confermata dall’osservazione che topi resi difettivi per il Fas mediante ingegneria genetica sviluppano un quadro simile a quello dei topi lpr e gld [46], mentre l’espressione del Fas normale nei topi lpr mediante un transgene corregge il difetto [47]. 

Il ruolo svolto dal Fas nello spegnimento della risposta immune è alla base delle manifestazioni autoimmuni e della linfoproliferazione in questi animali. La ridotta capacità di spegnere la risposta immunitaria favorisce da un lato l’accumulo dei linfociti nel corso delle successive attivazioni del sistema e dall’altro l’espansione di cloni autoimmuni.

Nell’uomo una situazione paragonabile a quella presentata dai topi lpr è stata osservata in pazienti con la sindrome autoimmune/linfoproliferativa (ALPS), inizialmente descritta come sindrome di Canale-Smith [48]. Questi pazienti, in genere in età pediatrica, sviluppano manifestazioni autoimmuni con variabili associazioni di anemia, trombocitopenia, neutropenia, glomerulonefrite e vasculiti. In un paziente è stato anche descritto lo sviluppo di epatite autoimmune [49]. Il quadro autoimmune si associa a linfoproliferazione non neoplastica, con linfoadenopatie e/o splenomegalia e espansione di linfociti T doppi negativi per CD4 e CD8. La maggioranza dei pazienti con ALPS presentano mutazioni a carico del gene di Fas. Ne consegue la ridotta funzione della molecola, dovuta in alcuni casi ad una ridotta espressione sulla membrana, in altri alla compromissione  della capacità di trasmettere il segnale di morte cellulare programmata (spesso è coinvolto il death domain). Nonostante le notevoli omologie, la malattia umana e quella murina presentano una diversa trasmissione genetica. Nel topo la malattia si manifesta solo in omozigosi. Nell’uomo, invece, solo una piccola parte dei pazienti ha ereditato mutazioni da entrambi i genitori, mentre la maggioranza è eterozigote per le mutazioni del Fas. E’ degno di nota il fatto che il genitore portatore della mutazione presenta una ridotta funzionalità del Fas evidenziabile in vitro, ma non sviluppa la malattia. Sembra che la mutazione del gene Fas non sia sufficiente a produrre la malattia, la cui espressione richiederebbe l’intervento di qualche altro fattore genetico o ambientale. In vari casi è stato osservato che il genitore privo della mutazione del gene Fas presenta comunque una ridotta attività del Fas evidenziabile in vitro. E’ stato proposto che i pazienti con ALPS ereditino due alterazioni distinte dai genitori, una a carico del Fas, l’altra, non nota, che potrebbe coinvolgere la trasduzione del segnale del Fas in un punto a valle rispetto al Fas stesso. 

La possibilità che alterazioni del sistema del Fas possano essere legate a mutazioni a carico di geni diversi aumenta notevolmente lo spettro di pazienti che potrebbero essere interessati da questo tipo di mutazioni. 

La relativa rarità dei quadri ALPS non esclude che le alterazioni dei sistemi di spegnimento della risposta immunitaria possano avere un peso di rilievo nella genesi delle comuni malattie autoimmuni. E’ possibile ipotizzare che mutazioni singole a carico della via di trasduzione del Fas, non sufficienti a innescare il grave quadro ALPS, possano essere uno dei fattori genetici che favoriscono lo sviluppo di malattie autoimmuni nell’adulto. E’ inoltre possibile che le alterazioni del sistema del Fas rappresentino solo un aspetto di un quadro più vasto e che, altre vie di spegnimento del sistema immunitario possano essere coinvolte in diversi soggetti.

In accordo con questa ipotesi numerosi studi sono stati realizzati dimostrando un ruolo di Fas nella patogenesi dell’autoimmunità di alcune patologie quali il LES [50], l’IDDM [51], la sclerosi multipla [52], il Morbo di Basedow e la Tiroidite di Hashimoto (HT) [53]. Difetti di funzione più o meno importanti sembrano contribuire allo sviluppo di tali patologie. 

OSTEOPONTINA/ETA-1

STRUTTURA MOLECOLARE ED ESPRESSIONE

OPN è codificata da un gene multiallelico, localizzato nell’ uomo sul cromosoma 4 q21-q25, formato da 7 esoni e 6 introni. OPN è una proteina acida multifosforilata in residui di serina, inizialmente isolata in tessuto osseo murino, umano e bovino e successivamente dimostrata anche in latte, urina, placenta, tessuto renale, muscolo liscio e leucociti. [53]

Molti sono i processi in cui è coinvolta OPN. Può legare componenti della matrice extra-cellulare (ECM) e recettori di superficie cellulare. [55]

OPN possiede la sequenza tripeptidica “Arginino-Glicina-Aspartato” (RGD), caratteristica  delle proteine della matrice extracellulare (ECM) e delle proteine del siero (come la fibronectina, la vitronectina, il collagene e il fibrinogeno). Il suddetto dominio permette all’ OPN di interagire con vari tipi di cellule, mediante recettori della superficie cellulare detti integrine. Si tratta di recettori eterodimerici che contengono due subunità (( e () che legano la componente dell’ECM. OPN è anche ricca di residui di acido aspartico e può essere abbondantemente glicosilata. La componente dei carboidrati è rappresentata da un N-glicoside e 5 o 6 O-glicosidi, mentre quella del fosfato da 12 fosfoserine e una fosfotreonina. [56] La natura acida di questa proteina probabilmente favorisce il suo ruolo nella modulazione della crescita dei cristalli di Ca2+ nell’osso e nei denti. 

OPN è espressa in diverse forme funzionali, che si differenziano a livello post-trascrizionale (splicing alternativo) e post-trasduzione (fosforilazione e glicosilazione) o in seguito a vari clivaggi operati dalla trombina e da metallorproteasi della matrice (MMPs), in particolare la MMP-3 e la MMP-7. Il legame di OPN alle integrine è responsabile della maggior parte delle funzioni svolte da OPN. Un esempio lo si ritrova nell’ ambito del processo di riassorbimento dell’osso ove OPN gioca un ruolo attivo legandosi alle (v(3 degli osteoclasti.

OSTEOPONTINA E RISPOSTA IMMUNITARIA
Benché identificata per la prima volta nel 1979, solo recentemente è stato scoperto il ruolo di rilievo svolto dall’OPN nella risposta immunitaria cellulo-mediata precoce. Questa evidenza rafforza il principio che talune proteine legate alla ECM possono funzionare anche come citochine pleiotropiche, in grado di regolare la risposta immunitaria.

Lo sviluppo della risposta immunitaria può indirizzarsi verso una risposta di tipo–1 o di tipo–2 (Th1/Th2) ; questa scelta è guidata da citochine specifiche. L’espressione precoce di citochine Th1 è fondamentale affinché si abbia protezione dallo sviluppo di infezioni intracellulari (es.: sarcoidosi e tubercolosi) ma, quando eccessiva, può portare alla distruzione autoimmune organo-specifica. L’amplificazione delle citochine di un tipo di risposta e l’inibizione di quelle di funzione opposta portano a una progressiva polarizzazione verso una risposta Th1 o Th2. 

OPN è routinariamente trovata in tessuti infiammati; la sua produzione è marcatamente aumentata  in concomitanza con l’ attivazione di monociti / macrofagi e linfociti T, essendo coinvolta nell’ attivazione precoce di queste ultime. Può anche stimolare l’attivazione 

policlonale dei linfociti B e contribuire alla patogenesi di malattie autoimmuni. [57,58]

Si pensa che OPN svolga un’ importante azione nel richiamo precoce della linea monocito –macrofagica in tessuti danneggiati da insulti ischemici, infettivi o tossici. [59].

 OPN sembra giocare un ruolo importante nello sviluppo di una risposta immunitaria di tipo Th1. Essa si comporta come una citochina nei confronti dei linfociti T, che la producono nelle prime fasi delle infezioni batteriche (entro le 48 ore), e aumenta l’ espressione delle citochine Th1 inibendo, al contempo, quella delle Th2.

Un ruolo importante giocato da OPN sembra essere quello di regolare la produzione CD3-indotta di IFN-( e l’ espressione di CD40L ad  opera delle linfociti T. Questo induce l’ 

espressione di IL-12 da parte delle PBMC (periferical blood mononuclear cell). Inoltre il legame tra OPN e CD44 preverrebbe la produzione di IL-10. Sono quindi presenti dati che mostrerebbero un ruolo di OPN nell’ indirizzare la risposta immunitaria verso il tipo Th1[60]. 

OSTEOPONTINA E AUTOIMMUNITA’
OPN si è dimostrata essere una proteina con funzione citochinica Th1-specifica, rilevante nella attivazione precoce dei linfociti T e nella attivazione chemotatica monocito-macrofagica. Con riguardo al ruolo di OPN nella patogenesi delle malattie autoimmuni, precedenti studi hanno dimostrato alti livelli di espressione di questa proteina nel siero di pazienti con LES [61]. 
Il ruolo di OPN è stato accertato anche in altre patologie autoimmuni sistemiche, quali la Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS) [62] e nei pazienti affetti da Sclerosi Multipla con la dimostrazione di alti livelli di attività del gene OPN/Eta-1 a fronte di livelli poco o non dimostrabili nei controlli [63].

Partendo da queste solidi basi sono stati condotti studi di correlazione tra proteina e sclerosi multipla (MS). In particolare uno studio sulla popolazione MS giapponese ha correlato polimorfismi del gene OPN/Eta-1 già noti con il rischio e l’ età d’ esordio della malattia. 
I polimorfismi studiati sono tre: T/C rs 4754 (SNP1) nell’ esone 6, C/T rs 1126616 (SNP2) nell’ esone 7 e A/G rs 1126772 (SNP3) nel 3’ UTR. I risultati  di questo studio hanno mostrato una significativa prevalenza dell’ allele C-SNP1 nei pazienti, rispetto ai controlli (85,3% vs 69,4% , p<0,0001), mentre gli altri due alleli non si sono dimostrati differenti per incidenza tra pazienti e controlli. Inoltre lo studio dimostra nei pazienti con polimorfismo G-SNP3 un’ età di insorgenza sensibilmente più tardiva [64].

Un secondo studio, avente per oggetto 821 pazienti con MS americani di origine caucasica europea, ha valutato il significato dei precedenti tre polimorfismi, ai quali ne è stato aggiunto un quarto , A/C rs 9138 (SNP4) in 3’ UTR. Pur non essendo statisticamente significativi, i dati di associazione tra polimorfismi di OPN e MS dimostrano un interessante “trend” consistente in in un maggior rischio di sviluppare una forma grave nei pazienti con A-SNP4. Analoghi risultati si osservano per C-SNP1 [65,66]. 

Un recente lavoro ha valutato i quattro polimorfismi summenzionati in soggetti italiani sani, dimostrando tre combinazioni aplotipiche più frequentemente riscontrabili, definite per convenzione A, B e C (l’ aplotipo A è determinato da: T-SNP1, C-SNP2, A-SNP3, A-SNP4; l’ aplotipo B da: C-SNP1, T-SNP2, A-SNP3, C-SNP4; e l’aplotipo C da: C-SNP1, T-SNP2, G-SNP3, C-SNP4). E’ stato osservato che i soggetti omozigoti per l’ aplotipo A dimostrano più bassi livelli sierici di OPN, rispetto agli aplotipi B e C. Queste combinazioni aplotipiche correlano con il rischio di sviluppare patologie autoimmuni: ad esempio aplotipi B e C dimostrano un rischio otto volte maggiore rispetto all’ aplotipo A di sviluppare ALPS[63].
L’ insieme di questi dati suggerisce l’utilità di valutare il significato degli aplotipi di OPN nello sviluppo e nella progressione della MC, correlando i dati genotipici ai livelli sierici della proteina.

SCOPO DEL LAVORO

Alla luce di quanto detto e di quanto descritto in letteratura ci è sembrato interessante studiare più a fondo i meccanismi immunologici che avvengono in corso di MC, in particolare approfondire il ruolo di Fas e  studiare un possibile ruolo di OPN.

1. Il difetto di funzione di Fas in linfociti periferici di soggetti affetti da patologie autoimmuni sembra avere un ruolo chiave nello sviluppo di autommunità. Nella MC un ruolo simile non è mai stato investigato. Questo studio ha voluto quindi indagare la funzione di Fas su linfociti T periferici di soggetti affetti da MC per indagare eventuali difetti di funzione.

2. Nessuno studio è mai stato condotto sui livelli di OPN e sulla frequenza dei suoi polimorfismi nella MC. Questo vuole essere uno studio preliminare in cui si analizzano i livelli di OPN e i polimorfismi su un campione ristretto di soggetti affetti da MC.

MATERIALI E METODI

PAZIENTI

Sono stati reclutati quarantasei pazienti affetti da MC.

Di questi 11 presentavano una seconda patologia autoimmune (9 IDDM, 2 HT), 2 una terza  (IDDM+HT) e un paziente con celiachia presentava un quadro di Immunodeficienza Comune Variabile. Tutte le diagnosi di celiachia sono state confermate mediante biopsia intestinale eseguita in corso di esofagogastroduodenoscopia e riscontro di anomalie anatomo-patologiche caratteristiche della MC sul campione bioptico.

L’età media dei pazienti al momento dello studio era di 12,4 anni (3-28 anni), 15 maschi e 31 femmine; 26 al momento dello studio erano in fase attiva (al momento della diagnosi bioptica o in fase di carico di glutine) e 20 in dieta priva di glutine da alcuni mesi o anni (tTG e AGA negativi). L’età media di diagnosi era di 8,1 anni.

ANALISI FUNZIONALE DI FAS

Tale analisi è stata condotta su tutti i 46 pazienti reclutati. 11 di questi erano affetti anche da IDDM-1 (2 in associazione con HT) e 2 da HT.

 Anticorpi e cellule

PBMC di 46 pazienti e di altrettanti controlli sani sono state preparate tramite centrifugazione su gradiente (Lymphopred, Nycomed, Oslo, Norway).

Il fenotipo immunologico è stato valutato mediante immunofluorescenza diretta e analisi citofluorimetrica. Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi monoclonali (mAb) coniugati con fluoresceina o ficoeritrina: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD3 (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), anti-CD11b (Leu 15), anti-CD13 (LeuM7), anti-CD14 (LeuM3), anti-CD33  (LeuM9), anti-HLA-DR, TCR(( (Becton ( Dickinson); Dako-CD5, Dako-CD19, Dako-CD11b (Dako Immunoglobulins, Copenhagen, Denmark), anti-CD95 (CD95) (Chemicon).

 L’espressione del Fas è stata eseguita sulle cellule fresche e sulle linee T dopo 20 giorni di coltura. 

In ogni immunofluorescenza sono state utilizzate 1 x 105 cellule risospese in 10 (l di PBS freddo ( 1%  FBS ( 0.1 % NaN3. Sono stati quindi aggiunti  gli  anticorpi monoclinali e dopo incubazione per 30 min. a 4(C, le cellule  sono state  lavate  con PBS freddo ( 1% FBS ( 0.1% NaN3, fissate con paraformaldeide e analizzate al citofluorimetro (FACScan). 

L’espressione di queste molecole di membrana è stata valutata sia come percentuale di cellule positive  sia come intensità mediana di fluorescenza (MFI-R), ottenuta con la formula: 

                   MFI della colorazione in esame

MFI-R ( ---------------------------------------------------------------------

                   MFI della colorazione di controllo (controllo negativo)

Induzione di morte cellulare 

I linfociti T dei 24 pazienti  e dei 24 controlli sono stati coltivati a 37°c per 15 giorni in RPMI ( 10% FBS ( 2% IL-2 ( 1 (g/ml di PHA. Al 15( giorno sono state ristimolate con  PHA 0,1  (g/ml e mantenute in coltura per altri 5 giorni. Al 20( giorno è stato eseguito il test di induzione della morte cellulare incubando le cellule con anti-CD95 mAb (IgM) (1 (g/ml) (Upstate biotechnology), Dopo 24  ore è stata valutata la sopravvivenza cellulare mediante test di vitalità cellulare con blu tripano. I risultati sono stati espressi in % di cellulle sopravvissute , calcolata nel seguente modo:

                                        cellule totali  sopravvissute nei pozzetti trattati

                                       ----------------------------------------------------------------  X 100

                                        cellule totali sopravvissute nei pozzetti controllo      

Precedentemente il test di induzione di apoptosi mediante Fas era stato eseguito su un numeroso campione di soggetti sani  (100). Da questo campione sono stati calcolati i limiti di normalità del test. Tali limiti erano stati ottenuti dalla media + 2 deviazioni standard della percentuale di sopravvivenza cellulare nei soggetti sani. Il limite superiore di normalità così calcolato è risultato essere 82%.

OPN/ETA-1 

I polimorfismi del gene OPN/ETA-1 che abbiamo considerato sono quattro: T/C rs 4754 (SNP1) nell’ esone 6, C/T rs 1126616 (SNP2) nell’ esone 7, A/G rs 1126772 (SNP3) nel 3’UTR e A/C rs 9138 (SNP4) nel 3’UTR.

E’ stato sequenziato il DNA genomico di 158 controlli sani, estratti dalla popolazione generale, dimostrando una distribuzione genotipica degli aplotipi conforme all’equilibrio di Hardy-Weinberg.  . 

L’aplotipo A è costituito dalla combinazione di: T-SNP1, C-SNP2, A-SNP3, A-SNP4; l’ aplotipo B da: C-SNP1, T-SNP2, A-SNP3, C-SNP4; e l’aplotipo C da: C-SNP1, T-SNP2, G-SNP3, C-SNP4. 

Analizzando entrambi gli alleli nella popolazione generale la frequenza dei genotipi AA è risultata del 51%, mentre del genotipo non-AA del 49%. 

Abbiamo poi sequenziato il DNA genomico  di  14 pazienti con MC.

Su 43 pazienti e 158 controlli sani sono stati dosati i livelli di OPN sierica mediante metodica ELISA (Clbiochem, San Diego, California, USA).

risultati

ANALISI FUNZIONALE DI FAS

L’analisi citofluorimetrica dei linfociti del sangue periferico dei pazienti e dei controlli sani non ha evidenziato nessuna alterazione dell’espressione di Fas. La normale espressione di Fas si è confermata anche sulle linee T derivate dalla coltura dei linfociti periferici a 20 giorni. 

L’analisi della sensibilità alla morte cellulare Fas indotta ha evidenziato che 25/46 (54%) pazienti con MC erano resistenti alla morte cellulare indotta da Fas, mentre solo 2/24 (9%) dei controlli erano resistenti. I pazienti con MC presentavano quindi una maggiore resistenza alla morte cellulare programmata Fas indotta rispetto ai controlli (Fisher exact test, p=0,009) (Fig.2). 









Siamo quindi passati ad analizzare le caratteristiche cliniche dei pazienti con MC per valutare se esistevano differenze significative tra il gruppo dei celiaci sensibili e il gruppo dei resistenti.

Il gruppo dei 25 pazienti resistenti era costituito da 21 femmine e 4 maschio, mentre nel gruppo dei 21 pazienti sensibili la distribuzione  dei due sessi era di 11 maschi e 10 femmine. Pur nei limiti dettati dal campione ridotto di pazienti studiati questi dati ci hanno fatto concludere che i maschi risultavano più frequentemente sensibili che resistenti (Fisher exact test, p =0,05).
Analizzando l’età di insorgenza dei primi segni o sintomi di malattia si evidenziava una differenza significativa tra i due gruppi. Il gruppo dei resistenti presentava una età media di insorgenza della MC di 5,2 anni contro una età di insorgenza nei celiaci sensibili di  9,3 anni (Mann Whitney U test, p  0,02). La differenza restava significativa anche se si considerava l’età di diagnosi istologica ( 7 anni nei pazienti resistenti vs 11,2 anni nei sensibili; p  0,02).

La percentuale di sopravvivenza cellulare al Fas e l’età di comparsa dei primi segni o sintomi di malattia risultavano inversamente correlate (Spearman rho – 0,30; p= 0,04) (Fig. 3). 

[image: image2.jpg]Eta di esordio della MC

2

2

2

18

15

14

12

0

£l

&0 ™ £l @

% sopravvivenza cellulare

100

110




Andando ad analizzare i segni o sintomi che hanno condotto alla diagnosi di malattia celiaca e suddividendo poi i pazienti in due gruppi: quelli affetti da MC in forma tipica (scarso accrescimento ponderale, disturbi dell’alvo) e quelli affetti da MC in forma atipica (anemia, dispepsia, bassa statura) e forma silente (nessun segno o sintomo) si evidenziava che: nel gruppo dei 25 pazienti resistenti 22 presentavano una forma tipica di MC e 3 una forma atipica; nel gruppo dei 21 pazienti sensibili 7 presentavano una forma di MC tipica, 13 una forma atipica e 1 una forma silente (fratello di soggetto con IDDM). La forma tipica tendeva ad essere più frequente nei celiaci resistenti rispetto ai pazienti sensibili (Fisher exact test, p= 0,057).

Non sono state rilevate invece differenze tra i due gruppi per quanto riguarda la familiarità per patologie autoimmuni o tumorali. 

OPN/ETA-1 
Il siero dei pazienti celiaci sul quale è stato eseguito il dosaggio di OPN con metodo  ELISA è stato ottenuto tramite prelievo nella fase attiva in 25 pazienti e nella fase di remissione, mentre cioè i pazienti erano a dieta senza glutine, in 18 pazienti.

I dati che abbiamo ottenuto dimostravano livelli sierici di OPN significativamente più elevati nel gruppo di pazienti, rispetto al gruppo dei controlli.

I pazienti infatti dimostravano una mediana della concentrazione sierica di 252 ng/ml (range interquartile 170-340), mentre i controlli sani dimostravano una mediana di 144 ng/ml (range interquartile 103-185) (Mann Whitney U test, p<0.01). 

Analizzando la concentrazione sierica di OPN nel gruppo dei pazienti, in base alla fase di malattia (attiva o in remissione) non abbiamo trovato differenze statisticamente significative, tuttavia in fase attiva la concentrazione sierica mediana di OPN (279, interquartile 177-392 ng/ml) tendeva ad essere maggiore rispetto alla fase GFD (225, interquartile 136-272 ng/ml) (Mann Whitney U test, p=0.1) (Fig.4). 

La concentrazione sierica nei 9 soggetti con altra patologia autoimmune risultava simile ai soggetti affetti solo da MC (198 vs 252).

Non abbiamo trovato alcuna correlazione tra livelli sierici di OPN e resistenza alla morte cellulare programmata Fas indotta.







  


Per valutare se i più alti livelli sierici di OPN trovati nei pazienti con MC erano dovuti ad una più bassa frequenza del genotipo AA rispetto al gruppo dei controlli sani, abbiamo genotipizzato il gene di OPN nei pazienti e nei controlli. Dei 14 pazienti analizzati 6 (42%) presentavano un genotipo AA e 8 (57%) un genotipo non-AA. Nei 158 controlli 78 (49%) presentavano genotipo non-AA e 80 (51%) genotipo-AA. La frequenza dei genotipi non-AA era maggiore nel gruppo dei pazienti con MC rispetto ai controlli anche se in modo non significativo (Chi Square, p > 0,05) a causa del piccolo numero di pazienti studiati. Tuttavia tale percentuale risultava simile a quella trovata in altre patologie autoimmuni come il LES  o nella MS [64].

L’analisi dei livelli sierici in soggetti con genotipi AA o non-AA nei pazienti e nei controlli ha dimostrato che il genotipo AA si associava effettivamente a livelli sierici di OPN più bassi rispetto ai non-AA in entranbi i gruppi (Mann Whitney U test, p<0,05).

Il gruppo dei pazienti con genotipo non-AA tendevano ad avere una età media di insorgenza della malattia più bassa rispetto al gruppo AA ma la differenza non era statisticamente significativa (5,3 vs. 6,3 anni).

dISCUSSIONE

I dati ottenuti da questo studio evidenziano alcuni aspetti immunolgici importanti nella MC sottolineando caratteristiche patogenetiche simili ad altre patologie autoimmuni.

Il primo dato riguarda il difetto di funzione di Fas riscontrato in 25 dei 46 (54%) pazienti con MC che risultavano quindi resistenti alla morte cellulare progranmmata indotta da Fas, mentre solo 2 su 24 (9%) controlli presentavano tale difetto. In precedenti lavori in cui sono state prese in esame altre patologie autoimmuni, in particolare l’ IDDM e le tireopatie autoimmuni, la frequenza di un difetto di funzione di Fas è risultata del 33% nei soggetti con IDDM e del 90% nei soggetti con M. Basedow [51,53]. Nella MC la percentuale (54%) è risultata lievemente maggiore rispetto ai soggetti con IDDM e significativamente superiore a quella della popolazione di controllo. Ciò indurrebbe a pensare che eventuali difetti di funzione di Fas possano avere un ruolo nel contribuire allo sviluppo di autoimmunità in pazienti celiaci, rappresentando un fattore predisponente anche se non determinante allo sviluppo della malattia. 

Abbiamo escluso che tale difetto sia dovuto ad alterazioni di espressione di Fas sui linfociti periferici e, come dimostrato in soggetti con IDDM associato a MC in un nostro precedente studio [51], sembra improbabile che possa essere dovuto a mutazioni del gene Fas, come accade invece nei soggetti ALPS. Il difetto potrebbe risiedere nella via di trasduzione del segnale di Fas. 

Studi preliminari sull’attività delle caspasi, molecole che con meccanismo a catena vengono attivate dal legame Fas- FasL portando alla morte cellulare [45], sembrano dimostrare che vi possa essere una riduzione di attività in un discreto numero di soggetti celiaci. L’ampliamento di questi studi su un numero più elevato di soggetti celiaci potrebbe meglio chiarire a che livello della trasduzione di segnale di Fas risiede questo difetto di funzione.

Il dato che sia in soggetti in fase attiva e sia in soggetti in GFD si manteneva la resistenza alla morte cellulare Fas indotta farebbe escludere che si tratti di un’alterazione transitoria legata all’attivazione di un processo immunitario glutine-indotto e non determinata invece geneticamente. Infatti se così fosse ci saremmo aspettati una normalizzazione di funzione nei soggetti in fase di remissione, cioè a dieta senza glutine. 

Una differenza importante tra i celiaci con difetto di funzione del Fas ed i celiaci con funzione normale è stata riscontrata nell’ età di insorgenza della malattia e nel tipo di manifestazione clinica.

I pazienti con difetto di funzione presentavano una età di esordio molto più bassa e più frequentemente una  forma clinica tipica. Questo confermerebbe ciò che è stato dimostrato in passato per altre patologie autoimmuni come la sclerosi multipla [52], e cioè che il difetto di funzione di Fas si associa ad una forma di malattia più grave, presumibilmente determinata da una ridotta capacità di eliminare  cloni autoreattivi attraverso meccanismi apoptotici Fas mediati. Alla luce di questo quindi la funzione del  Fas non rientrerebbe solo nei meccanismi patogenetici della MC ma contribuirebbe a determinare il tipo di presentazione, ovvero ad esprimere quadri clinici più gravi. 

Nel precedente studio sui soggetti affetti da IDDM [51] abbiamo dimostrato che il difetto di funzione di Fas è presente soprattutto in soggetti affetti da IDDM più altra patologia autoimmune. Tra questi pazienti, definiti polireattivi, un terzo circa presentava anche MC. Abbiamo concluso che la presenza di un difetto di funzione di Fas si associa ad una polireattività immunologica e che quindi rappresentava un fattore prognostico negativo nei soggetti con IDDM. 

Un altro dato che è apparso interessante era la maggior frequenza di difetto di funzione nel sesso femminile rispetto a quello maschile. E’ noto che la frequenza di sviluppo di altre patologie autoimmuni nei soggetti celiaci è maggiore nelle femmine, soprattutto per quanto riguarda la HT [67,68, 68b]. Non stupisce quindi che soprattutto le femmine presentavano questo fattore immunologico che aumenterebbe il rischio di poliautoimmunità.

I dati presentati dimostrano che una ridotta funzione del sistema di Fas può rappresentare un nuovo insieme di fattori genetici coinvolti nella predisposizione allo sviluppo della MC più precoce e più grave da un punto di vista clinico. Questa osservazione apre un nuovo e più vasto capitolo nella predisposizione genetica di tale malattia, in quanto è possibile che le alterazioni del sistema Fas rappresentino solo un  aspetto di un quadro più vasto e che, altre vie di spegnimento del sistema immunitario possano essere coinvolte in diversi soggetti. 
Altro dato importante del nostro studio è il risultato che nei pazienti con MC i livelli sierici della proteina OPN erano significativamente aumentati rispetto ai controlli sani.. 

L’aumento dei livelli sierici di OPN potrebbe dipendere dall’ attivazione del sistema immunitario o essere condizionato dalle caratteristiche genetiche.

Il fatto che soggetti in fase attiva tendevano ad evere livelli sierici lievemente più alti rispetto ai pazienti in GFD potrebbe essere effettivamente spiegato dal fatto che citochine proinfiammatorie Th1, quali TNF-α, IL-1β, presenti massivamente durante il processo infiammatorio, siano in grado di aumentare l’espressione di OPN, come ampiamente dimostrato [69,70]. Questa ipotesi è supportata da recenti lavori che dimostrano che la risposta immunitaria presente nella MC è mediata prevalentemente da linfociti di tipo Th1[71,72]. Tuttavia la differenza tra i livelli sierici di OPN nel gruppo dei pazienti in fase attiva e nel gruppo dei pazienti in fase di remissione non era significativa. Questo dato, insieme al riscontro di un aumento della frequenza dell’ aplotipo non-AA nei pazienti con MC farebbe supporre che una componente genetica sia responsabile degli aumentati livelli di OPN.

La frequenza del genotipo non-AA nei soggetti con MC era pari a quella riscontrata in soggetti con altre patologie autoimmuni, come il LES e la MS. In queste popolazioni la frequenza del genotipo non-AA è significativamente più alta rispetto alla popolazione controllo [63]. E’ ipotizzabile quindi che la mancanza di una significatività statistica nel nostro campione di pazienti con MC possa essere dovuta all’esiguità del campione studiato.

In conclusione, questo è un primo e preliminare lavoro sul possibile ruolo di OPN nella MC.  

I nostri risultati dimostrano che aplotipi non-AA si associano a più alti livelli sierici della proteina e che tali livelli sierici possono giocare un ruolo nell’ indirizzare verso una risposta immunitaria Th-1 favorente lo sviluppo di MC.
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Fig.1. 


Complessi di gliadina-gliadina sarebbero originati in seguito alla deaminazione operata dalla tTG che si legherebbe a sua volta a questi dimeri gliadinici. Inoltre le molecole di gliadina dopo essere state deaminate dalla tTG possiedono dei residui aminoacidici carichi negativamente che le rendono maggiormente affini al legame con la tasca del complesso DQ2. Una volta esposte dalle molecole DQ2 e DQ8, divengono bersaglio della risposta immune/autoimmune. Ciò attiva una risposta proliferativa dei cloni di linfociti T gliadina-specifici. I linfociti T autoreattivi, oltre ad attivare fibroblasti,  innescano una risposta autoimmunitaria e attivano linfociti B che saranno responsabili della risposta anticorpale.
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Fig.3 


La % di sopravvivenza cellulare all’ apoptosi Fas mediata e l’età di comparsa dei primi segni o sintomi di MC sono inversamente correlate  (Spearman rho  -0,30; p =0,04)
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Fig 2 


Nella prima colonna sono rappresentati i 46 pazienti affetti da MC (cerchi grigi) e nella seconda i controlli sani (cerchi bianchi). Sull’asse delle ordinate è rappresentata la % di sopravvivenza cellulare dopo incubazione con anticorpo anti-Fas. La linea rossa indica il limite superiore di normalità (82%) della sopravvivenza cellulare dopo stimolazione con Fas.
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Fig 4


Concentrazione sierica di OPN espressa in ng/ml nei sieri di 25 celiaci in fase attiva. (cerchi neri),  18 celiaci GFD (cerchi bianchi) e 158 controlli sani (triangoli bianchi).


Le linee rosse rappresentano le mediane di concentrazione sierica di OPN in ciascun gruppo. Le linee verdi rappresentano i range interquartili.


Esiste una differenza significativa tra il gruppo dei controlli e i due gruppi di celiaci.


Non esiste differenza significativa tra il gruppo dei GFD e di quelli in fase attiva.
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