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INTRODUZIONE

Aspetti generali dell’autoimmunita.

I sistemi di tolleranza al self, che normalmente proteggono ciascun individuo dai linfociti
potenzialmente autoreattivi, possono in certi casi fallire. Questi fallimenti portano allo sviluppo di
una risposta inappropriata del sistema immunitario contro tessuti self, fenomeno chiamato
autoimmunita. Negli anni '60 si riteneva che tutti i linfociti autoreattivi fossero eliminati durante la
maturazione linfocitaria e che le malattie autoimmuni fossero I’inevitabile conseguenza di errori nel
processo di delezione delle cellule autoreattive negli organi linfatici primari. A partire dalla fine
degli anni '70 sono state ottenute numerose evidenze sperimentali in contrasto con questo modello.
Infatti, linfociti autoreattivi maturi circolanti sono normalmente presenti nei soggetti sani normali.

Poich¢ la presenza di queste cellule non porta inevitabilmente allo sviluppo di
manifestazioni autoimmuni, la loro attivita deve essere regolata attraverso meccanismi tollerogenici
attivi in periferia. L’alterazione di questi meccanismi puod portare all'attivazione di cloni di linfociti
autoreattivi e al conseguente sviluppo di reazioni umorali o cellulari contro antigeni self.

In molti casi i fattori scatenanti che determinano il passaggio da una potenziale autoreattivita
alla malattia autoimmune sono gli agenti infettivi. Le infezioni possono scatenare la malattia
attraverso vari meccanismi:

- la presenza negli agenti infettivi di antigeni simili ad antigeni self (fenomeno del
“mimetismo molecolare”), pud determinare una “cross-reazione” contro il self da parte della
risposta anti-agente infettivo dopo che quest’ultimo ¢ stato eliminato;

- I’infezione pud danneggiare i tessuti causando la liberazione di antigeni normalmente
sequestrati, che non sono mai stati visti dal sistema immunitario € che sono quindi erroneamente
riconosciuti come non self;

- infine il processo infiammatorio cronico locale innescato dall’infezione nel tessuto,
determina produzione di citochine e ’attivazione delle APC aumentandone la capacita di presentare
gli antigeni e le capacita costimolatorie; la presenza di questo ambiente ipereattivo potra permettere
I’attivazione di linfociti T autoreattivi che non si sarebbero mai attivati in un contesto
immunnologicamente a riposo.

I meccanismi appena descritti non sono mutualmente esclusivi, ma intervengono insieme e
probabilmente cid determina il fenomeno conosciuto come epitope spreading, molto frequente nelle
malattie autoimmuni. Infatti nel corso della malattia, si passa da una fase iniziale, dove la risposta

immune ¢ diretta verso un singolo epitopo di una proteina self, ad una risposta autoimmune piu



vasta indirizzata sia verso epitopi diversi della stessa proteina sia verso proteine diverse (espansione
epitopica).

Le malattie autoimmuni possono essere divise in due grandi categorie: quelle organo-
specifiche e quelle sistemiche. Nella malattie autoimmuni organo-specifiche, la risposta
immunitaria ¢ diretta contro un antigene bersaglio espresso selettivamente da un certo organo, per
cui le manifestazioni della malattia sono in gran parte limitate ad esso. Nelle malattie autoimmuni
sistemiche la risposta ¢ diretta contro antigeni bersaglio espressi ubiquitariamente in numerosi
tessuti e coinvolge quindi piu organi e tessuti.

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogenetico, le malattie autoimmuni possono
essere mediate da anticorpi oppure da cellule. Le prime comprendono malattie come le
emocitopenie autoimmuni, causate da autoanticorpi contro vari tipi di cellule del sangue, oppure il
lupus eritematoso sistemico, causato dalla deposizione in vari tessuti di immunocomplessi formati
principalmente da anticorpi contro complessi DNA-istoni o RNA-ribonucleoproteine e i rispettivi
autoantigeni. Fanno parte di questa categoria anche alcune malattie autoimmuni organo-specifiche
causate da autoanticorpi capaci di esercitare un’attivita agonista o antagonista sull'organo bersaglio;
ad esempio nel morbo di Graves-Basedow anticorpi anti-recettore del TSH causano iperfunzione
tiroidea, mentre nella miastenia grave anticorpi contro il recettore dell’acetilcolina inibiscono la
trasmissione dell’impulso neuromuscolare. Le malattie autoimmuni cellulo-mediate sono una
categoria in continua crescita e sono mediate principalmente da linfociti T helper di tipo 1 (Thl),
caratterizzati dalla produzione delle citochine proinfiammatorie IL-2, IFNy e Linfotossina, e da
linfociti T citotossici (Tc). Esempi di questo tipo di malattie autoimmuni sono il diabete mellito di
tipo 1 oppure la sclerosi multipla in cui i linfociti Th1 e Tc aggrediscono rispettivamente le cellule B
del pancreas e la mielina del sistema nervoso centrale. In queste malattie si osserva spesso anche la
produzione di autoanticorpi, che sono considerati utili marcatori dello sviluppo della malattia, ma
questi sarebbero conseguenza del fenomeno dell’epitope spreading e avrebbero un modesto ruolo
patogenetico.

Molte malattie autoimmuni presentano un certo grado di familiarita. Questo ha indotto lo
svolgimento di una enorme mole di studi volti a definire i1 fattori genetici coinvolti nel loro
sviluppo. Nel loro complesso 1 dati ottenuti disegnano il quadro tipico delle malattie multifattoriali
in cui un insieme di geni diversi possono influire nella suscettibilita genetica allo sviluppo della
malattia, che richiede comunque l’induzione da parte di fattori scatenanti. Molti studi genetici
hanno evidenziato 1’associazione statistica di malattie autoimmuni con particolari polimorfismi di
specifici geni, ovvero ¢ stato dimostrato che una certa malattia autoimmune ¢ piu frequente nei

portatori di un determinato allele di un certo gene. Tuttavia spesso non ¢ chiaro se questi geni siano



coinvolti direttamente nello sviluppo della malattia oppure se 1’associazione statistica sia legata a
fenomeni di linkage disequilibrium, ovvero al fatto che un allele si associa frequentemente ad un
particolare allele di un altro gene non noto, posto per lo piu in vicinanza al primo e coinvolto nella
genesi della malattia.

Nel complesso, 1 fattori genetici che sono stati associati con maggiore certezza
all’autoimmunita e la cui base biologica sia stata dimostrata in modo soddisfacente sono il sesso e
I’aplotipo HLA. A questi si sono piu recentemente affiancati fattori genetici in grado di controllare
lo spegnimento della risposta immunitaria. Infatti, per la maggior parte di queste malattie ¢ stata
descritta 1’associazione con determinati alleli HLA. L’associazione ¢ in genere con alleli di
molecole HLA di classe II, anche se in alcuni casi ¢ stata descritta 1’associazione con molecole di
classe I. Ad esempio, il rischio di sviluppo di diabete mellito insulino-dipendente ¢ circa 20 volte
maggiore in soggetti che esprimono HLA-DR3 e DR4, rispetto a soggetti che esprimono altri alleli;
la probabilita di sviluppare sclerosi multipla ¢ 5 volte maggiore nei portatori di DR2; quella di
sviluppare miastenia grave ¢ 5 volte maggiore nei portatori di DR3. L’associazione piu stretta ¢
pero stata osservata nella spondilite anchilosante, il cui rischio di sviluppo ¢ 90 volte superiore in
soggetti portatori della molecola di classe | HLA-B27. In molti casi ¢ stato dimostrato che questa
associazione puo essere dovuta all’efficienza con cui le molecole predisponenti “presentano” i
peptidi self responsabili di quella malattia autoimmune. E’ intuitivo infatti che gli individui che
esprimono molecole HLA capaci di presentare efficientemente i peptidi self verso cui si sviluppa
una certa risposta autoimmune siano piu predisposti allo sviluppo della malattia rispetto a soggetti

che esprimono molecole MHC poco efficienti nella presentazione degli stessi.

La sclerosi multipla (SM).

Epidemiologia.

La Sclerosi Multipla (SM) ¢ una malattia infiammatoria cronica del sistema nervoso
centrale (SNC). Se si escludono i traumi, ¢ la causa piu frequentemente responsabile di disabilita
neurologica nei giovani adulti. E’ piu frequente nel sesso femminile, e il rapporto femmine/maschi
varia da 1,9 a 3,1. L’esordio ¢ raro prima dell’adolescenza situandosi in genere fra i 20 e i 45 anni,
con un picco d’incidenza per eta intorno ai 30 anni.

E’ diffusa in tutto il mondo, ma numerosi studi epidemiologici hanno evidenziato una

disomogeneita nella sua distribuzione geografica.



Si possono individuare zone ad alto rischio, con tassi di prevalenza uguali o superiori a 30
casi di SM definita per 100000 abitanti, comprendenti gli USA settentrionali, il Canada
meridionale, I’Europa centro-settentrionale, 1’ Australia sud-orientale e la Nuova Zelanda; zone a
medio rischio, con tassi compresi tra 5-25/100000, comprendenti 1I’Europa mediterranea, gli USA
meridionale la popolazione bianca del Sud Africa;ed infine,zone a basso rischio, con tassi inferiori
a 5/100000 comprendenti Asia, Africa, gli stati settentrionali del Sud America e i Carabi. In Italia

la prevalenza ¢ compresa tra 7 e 30 casi per 100000.

Eziologia.

La causa della SM non ¢ ancora stata chiarita, e diversi studi suggeriscono si tratti di una

patologia multifattoriale che dipende da fattori ambientali, genetici, immunologici.

Fattori genetici.

L’esistenza di una suscettibilita geneticamente determinata a contrarre la malattia ¢
suggerita principalmente da studi epidemiologici condotti in popolazioni di origine nordeuropea.
E’ stato osservato che la concordanza tra gemelli monozigoti ¢ del 25-30%, circa 9 volte maggiore
rispetto a quella dei gemelli dizigoti (4%) [1-2].Questa elevata incidenza tra i gemelli monozigoti
dimostra il ruolo dei fattori genetici nell’eziologia della malattia, sebbene il 70% di discordanza
sottolinei I’importanza dei fattori ambientali.

La rilevanza di una suscettibilita genetica viene anche confermata da una incrementata
incidenza familiare: circa il 15% dei casi di SM hanno un familiare o un parente affetto; il rischio
di contrarre la malattia ¢ piu alto nei fratelli di soggetti con SM e gradualmente diminuisce nei figli
e piu ancora nei cugini. Si puo ritenere che per parenti di primo grado esista un rischio di circa 1’1-
3% di contrarre la malattia rispetto al rischio di 1/1000-2000 nella popolazione generale. Tale
incidenza potrebbe essere in parte dovuta a fattori ambientali piu uniformi nell’ambito di uno
stesso nucleo ma dati ottenuti in coniugi e figli adottati, suggeriscono che fattori ambientali
familiari non incidono sostanzialmente sull’aggregazione familiare della SM.

Studi di linkage hanno evidenziato come il complesso maggiore di istocompatibilita
(MHC) sul cromosoma 6 rappresenti un determinante antigenico della SM [3-4].Tale complesso
codifica per gli antigeni di istocompatibilita (sistema HLA) che presentano ’antigene ai linfociti
T. La regione di classe I (HLA-D) dell’MHC presenta la piu stretta associazione con la SM e la
suscettibilitd genetica sembra essere dovuta alla presenza dell’allele DR2 e del relativo aplotipo,

definito sulla base di criteri molecolari come DRB1*1501, DQA1*0102, DQB1*0602. I tentativi
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di localizzare piu precisamente il gene di suscettibilita, all’interno della regione DR-DQ, sono stati
infruttuosi a causa del notevole “linkage disequilibrium” in questa regione.

Nella popolazione caucasica la malattia ¢ spesso associata agli aplotipi HLA-DR2 e DQW1
del complesso maggiore di istocompatibilita di classe II. In altre etnie tuttavia la malattia ¢
associata a differenti aplotipi HLA, quali ad es., in Sardegna, al’HLA —DR4 e DQW3.

Oltre alla regione HLA, alcuni studi hanno ipotizzato [’esistenza di altri geni di
suscettibilita, tra cui quello per la catena B del TCR sul cromosoma 7 [5], quello per la catena
pesante delle immunoglobuline sul cromosoma 19, un gene correlato alla proteina basica della
mielina sul cromosoma 18 [6], ma per nessuno di questi ¢ stata mostrata una associazione
significativa.

Studi di likage in alcune popolazioni, hanno evidenziato la presenza di polimorfismi di
diverse molecole tra cui IL10, IL1, ’apolipoproteina E, CTLA4 che pur non associandosi alla
suscettibilita per la malattia rappresentano un fattore di rischio per sviluppare un quadro clinico
piu severo [7-10].

Nessuna associazione ¢ stata riscontrata tra i polimorfismi descritti in letteratura delle
molecole apoptotiche bax, bcl-x, bel-2, p5S3 e SM [11].

Nuove informazioni sulla genetica della SM giungono da tecnologie d’avanguardia come 1
microarrays. Con questa tecnica, infatti, Steinman et all. hanno indicato la citochina osteopontina
(OPN) come gene sovraespresso nella malattia [12]..Studi recenti, hanno evidenziato che alcuni
alleli del gene di OPN e alcuni aplotipi del gene di ICOS sono capaci di favorire lo sviluppo della
SM. [13-14].

Fattori virali

Per molti anni I’ipotesi infettiva, in particolare virale, ¢ stata considerata importante nella
genesi della SM sulla base di osservazioni epidemiologiche e di caratteristiche patologiche della
malattia. Numerosi dati suggeriscono il ruolo di un agente virale nella patogenesi della SM: a)
I’evidenza epidemiologica di una esposizione a agenti infettivi nel periodo dell’infanzia e
dell’adolescenza; b) I’induzione di esacerbazioni della malattia da parte di infezioni virali [15] ; ¢)
la distribuzione geografica della suscettibilita alla SM [16] ; d) gli studi di migrazione da e verso
aree ad alta suscettibilita; e) la ridotta risposta immune verso virus [17], f) analogie con modelli
animali e altre patologie umane in cui i virus sono responsabili di malattie a lunga incubazione,

demielinizzanti e con andamento recidivante—remittente.



Come accennato la suscettibilita alla SM segue una distribuzione geografica con un
aumento di prevalenza all’aumentare della latitudine che potrebbe suggerire la rilevanza di fattori
ambientali e genetici.

Studi di migrazione condotti prevalentemente su Europei immigrati in Sud Africa, Israele,
Hawaii [18-19]dimostrano che le popolazioni migranti tendono a conservare il rischio della zona
di origine quando la migrazione avviene dopo il 15° anno di vita, mentre al contrario acquistano il
rischio del nuovo paese di residenza quando la migrazione avviene prima dei 15° anno di vita.
Questi dati suggeriscono che fattori ambientali, forse virali, agiscono prima dei 15 anni per
influenzare la suscettibilita alla SM.

Prove a favore di questa ipotesi patogenetica si ricavano anche da dati relativi ad epidemie
di SM. Storica ¢ quella che si ¢ verificata nelle isole Faroe, dove la malattia era sconosciuta fino al
1940 e dove si sono avuti numerosi casi durante e subito dopo la seconda guerra mondiale, in
concomitanza con 1’occupazione da parte delle truppe britanniche. L’improvvisa comparsa della
SM in questa popolazione suggerisce una trasmissione inter-umana o comunque 1’importanza di
agenti infettivi [20]. Altri casi di epidemie sono stati descritti nelle isole Shetland-Orkney, Iceland,
Key West Florida, Mossyrock Washington e Mansfield Massachusetts [21].

Numerose sono le patologie demielinizzanti del SNC causate da virus sia nell’'uomo che
negli animali. Esempi descritti in letteratura sono: la leucoencefalopatia multifocale progressiva
(PML) con il papovavirus JC, la panencefalite subacuta sclerosante (SSPE) con il virus del
morbillo e la paraparesi spastica tropicale con il HTLV-1 (Human T-cell lymphotropic virus).
L’associazione di virus con patologie demielinizzanti sono prove a favore di una possibile
influenza virale nello sviluppo di SM; in particolare indicano che i virus sono in grado di causare
demielinizzazione e possono persistere per anni nel SNC inducendo una patologia cronica molti
anni dopo I’infezione acuta.

Tra 1 virus chiamati in causa nella genesi della SM troviamo il virus del morbillo,
I’herpesvirus simplex (HHV-1), I’herpesvirus umano 6 (HHV-6), il virus Epstein-Barr, il
Rubivirus, il virus Parainfluenzae, il retrovirus HTLV, il retrovirus associato alla sclerosi multipla
(MSRYV) mentre tra i microrganismi non virali abbiamo 1’ Acanthamoeba, la Borrelia, la Brucella,
il Campylobacter, la Chlamydia pneumoniae. Per questi patogeni ¢ stata ipotizzata un’associazione
con la SM sulla base di studi che indicano aumenti del titolo anticorpale sierico e liquorale contro
questi microrganismi nei pazienti con SM rispetto ai controlli sani [22-25].

Il ruolo di questi patogeni nella genesi della SM rimane sconosciuto. E’ possibile che
I’agente iniziale possa essere virale, ma anche in tale eventualita si pensa che intervengano

successivamente meccanismi autoimmuni responsabili del danno tissutale e della cronicizzazione



della malattia. Alcuni virus e batteri possiedono determinanti antigenici identici o simili a normali
componenti delle cellule. Questo fenomeno noto come “mimetismo molecolare” potrebbe
rappresentare uno dei meccanismi capaci di innescare la risposta autoimmune. Per esempio,
I’encefalite allergica sperimentale (EAE) viene indotta immunizzando 1’animale con proteine della
mielina ed ¢ mediata dai linfociti CD4+ reattivi verso la MBP [26]. La MBP condivide omologie
di sequenza con proteine prodotte dai virus del morbillo, dell’influenza e dell’adenovirus.
L’infezione da parte di virus esprimenti epitopi simili a componenti self sequestrate potrebbe
quindi indurre una reazione autoimmune nei confronti di queste ultime.

Purtroppo la ricerca di un virus che si associ inequivocabilmente alla SM non ha portato
risultati. Questo potrebbe essere dovuto al fatto che non esiste un solo virus che induce la malattia
oppure che non ¢ stato ancora identificato [27].

In alternativa, si pud pensare che un patogeno ubiquitario possa agire come agente
scatenante che contribuisce all’insorgere ed al perpetuarsi di fenomeni di autoaggressione del

sistema immunitario in individui geneticamente predisposti.

Fattori immunologici .

Un insieme di dati clinici e sperimentali supportano 1’ipotesi che si tratti di una malattia a
genesi autoimmune. In particolare, questa ipotesi si fonda sulle seguenti osservazioni: a) nel
contesto delle lesioni demielinizzanti sono presenti cellule infiammatorie [28-29]; b) la
suscettibilita alla malattia ¢ legata a geni importanti per il controllo della risposta immunitaria
[30]; ¢) il decorso della malattia puo essere modificato da terapie immunomodulanti [31-32]; d) si
riscontrano alterazioni immunitarie quali la presenza di anticorpi oligoclonali nel liquor [33].

Una delle indicazioni piu attendibili in favore di questa ipotesi ¢ costituita dalle analogie
cliniche e neuropatologiche con I’EAE [34].

L’EAE viene indotta attivamente, immunizzando I’animale suscettibile con proteine della
mielina, oppure passivamente attraverso il trasferimento adottivo di linfociti T encefalito-geni
specifici per tali proteine [35-36]. E’ mediata dai linfociti T CD4+ reattivi verso un epitopo
dominante della proteina basica della MBP nell’ambito del complesso maggiore di
istocompatibilita di classe II. Si pensa che queste cellule appartengano alla popolazione linfocitaria
Thl, caratterizzata dalla secrezione delle citochine proinfiammatorie 1L2, INF-y, TNF-a. Al
contrario, si ottiene un beneficio terapeutico in molti modelli animali di EAE bloccando la via di

trasduzione mediata dal TNF-a e polarizzando le cellule verso un fenotipo Th2.



Nonostante ci0, recenti studi hanno dimostrato come I’EAE e la SM non siano un esempio
di univoca risposta Th-mediata ma che il meccanismo alla base sia piu complesso. Infatti topi
knockout per INF-y o per TNF-a sviluppano comunque una EAE anche se con una suscettibilita e
severita diverse dai topi wild-type [37-38].

Nell’uomo, i risultati ottenuti dall’analisi molecolare della risposta T contro la MBP, hanno
evidenziato che numerose porzioni della proteina possono essere riconosciute, nell’ambito di
diverse molecole del complesso maggiore di istocompatibilita, da molteplici famiglie del TCR.
Tali risultati che discordano da quanto osservato nella EAE in cui la risposta immune ¢ diretta
contro un epitopo immunodominante, probabilmente sono dovuti alla profonda differenza genetica
tra i roditori di laboratorio (ceppi “inbred”) e I’'uomo (specie “outbred”).

Gli interventi sperimentali di terapia immunologica nell’'uomo si sono focalizzati sul
blocco dei cloni T CD4+ contro le proteine della mielina, polarizzando le cellule verso un
fenotipoTh2 o bloccando la traduzione del segnale via TNF. Queste strategie molto efficienti nel
classico modello EAE, non sono altrettanto valide nell’'uomo peggiorando a volte il corso della
SM. [39-40].

Anche 1 meccanismi umorali dell’immunita sembrano essere coinvolti nel danno nervoso.
Nei pazienti con SM sono state documentate risposte anticorpali nei confronti di MBP, la
glicoproteina associata alla mielina (MAG), la proteina proteo lipidica (PLP) e I’a-B cristallina
[41]. E’ corretto sottolineare che, ogni iniziale risposta dei linfociti T verso un autoantigene, pud
scatenare successivamente una risposta piu diversificata contro altri autoantigeni, un fenomeno
noto come “diffusione di epitopi”.

L’importanza di una risposta umorale ¢ indicata dalla presenza di immunoglobuline
oligoclonali presenti nel liquor in piu del 90% dei casi di SM pur non rappresentando una
specificita di questa malattia dal momento che si possono trovare in molte altre patologie
infiammatorie del SNC come anche infettive o autoimmuni.

Un ulteriore supporto all’origine autoimmune della malattia ¢ scaturito da uno studio
clinico effettuato somministrando INFy [42]. Questa citochina, somministrata a malati di SM, ha
determinato un marcato aumento delle ricadute verosimilmente perché I’INFy induce 1’espressione

di antigeni di classe II su cellule residenti nel SNC facilitando la risposta autoimmune.



Patogenesi.

E’universalmente accettato che il sistema immunitario svolga un ruolo chiave nella

patogenesi della sclerosi multipla. Le prime evidenze indicavano i linfociti T CD4+ come
mediatori chiave nella patogenesi della malattia, grazie a studi condotti sul modello animale
murino (EAE) [43]. E’ opinione comune che gli eventi iniziali dell’attivazione dei linfociti T
avvengano in periferia dove i linfociti T incontrerebbero uno specifico autoantigene presentato da
molecole del MHC 1II in presenza di segnali costimolatori come B7-1 e B7-2 sulle cellule
presentanti 1’antigene. Queste cellule autoreattive potrebbero essere presenti a livello periferico
come linfociti “quiescenti”, senza manifestare il proprio potenziale autoaggressivo. Uno stimolo
esterno, possibilmente una malattia infettiva, potrebbe attivare questi linfociti. I potenziali
meccanismi attraverso i quali eventi del genere potrebbero aver luogo includono: a) la “molecular
mimicry”, la condivisione di epitopi tra un agente infettivo e molecole del SNC; b) un’attivazione
policlonale da superantigene o di tipo “bystander” da citochine.
Affinché possa iniziare una risposta immunitaria locale a livello del SNC, i linfociti T circolanti
attivati in periferia devono attraversare la barriera ematoencefalica. Il processo di diapedesi
attraverso questa struttura, implica una complessa interazione tra a) molecole di adesione, b)
chemochine, c¢) proteasi in grado di alterare la membrana basale, la matrice extracellulare e di
degradare la mielina) [44].

Nella fase successiva, i macrofagi e la microglia giocano un ruolo chiave. Questi elementi
agiscono come cellule presentanti I’antigene a livello locale, perpetuando la demielinizzazione
immunomediata attraverso: a) la fagocitosi, b) il rilascio di citochine, c¢) I’attivazione di proteasi,
d) il rilascio di mediatori tossici.

L’insieme della reazione infiammatoria che aggredisce la mielina a livello del SNC
produce demielinizzazione e, successivamente, danno assonale che si suppone essere il correlato
patologico del deficit neurologico irreversibile nella SM

Dati recenti dimostrano un importante ruolo dei linfociti CD8+ [45]; esiste infatti una
significativa correlazione tra la presenza delle cellule CD8+ ed il danno assonale nelle lesioni
sclerotiche [46]. Resta ancora da definire come i linfociti CD8+ contribuiscano alla patogenesi
della malattia. Studi su modelli animali hanno suggerito sia un ruolo da “mediatori” che da
“soppressori” dell’infiammazione. Nel primo caso, le cellule CD8+ danneggerebbero gli assoni
direttamente a seguito del riconoscimento degli epitopi di classe I espressi in superficie dagli
assoni stessi o indirettamente, distruggendo le cellule gliali che presentano epitopi di classe I,
lasciando gli assoni esposti ad un’altra forma di infiammazione. Nel secondo caso invece, il loro
ruolo di “soppressori” si esplicherebbe nel diretto riconoscimento di molecole di classe I sulle
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cellule CD4+ [47]. Si ipotizza che il contributo dei linfociti CD8+ al danno assonale venga
determinato dal rilascio di “mediatori” e una molecola chiave che potrebbe essere coinvolta in

questo processo ¢ perforina.

Perforina: struttura e funzione.

I linfociti T citotossici (CTL) e le cellule natural killer (NK) riconoscono cellule infettate da
virus o e/o cellule tumorali e le distruggono attraverso il pathway di perforina e/o altri recettori di
morte. Tali pathway costituiscono 1 meccanismi di sorveglianza immunitaria e di
immunoregolazione. I granuli dei linfociti CTL contengono perforina ed altre proteine
proapoptotiche (granzimi) che vengono co-secrete per uccidere le cellule bersaglio stesse.

Perforina viene codificata da un gene in singola copia, estremamente conservato dai pesci
all’'uomo, e mutazioni e/o polimorfismi sono stati descritti nel topo e nell’uomo, ed il loro fenotipo

si traduce in una difettiva sorveglianza immunitaria e difettiva immunoregolazione.

Struttura e meccanismo di azione.

Il gene umano di perforina, localizzato sul cromosoma 10g22 ¢ costituito da tre esoni: il
primo non tradotto e gli altri due codificanti per una proteina di 555 aminoacidi (67 KDa).

Nella porzione centrale della molecola ¢ presente una regione che mostra un’elevata
omologia con la proteina C9 del complemento e si ipotizza che tale dominio formi una a elica
anfipatica che permette I’inserimento di perforina nel doppio strato fosfolipidico. Tale dominio ¢
chiamato MAC (“Membrane Attack Complex”) [48]. Inoltre, vi sono lunghe sequenze all’estremita
amino-carbossi terminale,uniche in perforina, le quali appaiono estremamente conservate nel corso
dell’evoluzione. Gli ultimi 200 aminoacidi della sequenza di perforina costituiscono due domini che
sono stati precedentemente identificati in altre proteine: il dominio EGF-like (Epidermal Growth
Factor) ed infine il dominio di legame alla membrana C2, calcio dipendente [49]. Inoltre, la proteina
contiene due siti di N-glicosilazione e viene sintetizzata come precursore inattivo che processato nel
carbossiterminale, rilascia circa 20 aminoacidi e si trasforma in proteina attiva [S0]. In seguito alla
sintesi nel reticolo endoplasmatico rugoso, le molecole di perforina si spostano attraverso i
compartimenti del Golgi dove continua la modificazione post-traduzionale e vengono infine

impaccate nei granuli litici dei CTL e delle cellule NK.
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Il dominio C2 di perforina ¢ molto importante per il legame della proteina al doppio strato
fosfolipidico della cellula bersaglio. Nella forma immatura il dominio C2 non ¢ in grado di legare la
membrana a causa di residui di glicani legati al dominio carbossiterminale. Il taglio proteolitico di
questo dominio, espone il dominio C2 che interagisce cosi con la cellula bersaglio.

Dopo che si ¢ formata la sinapsi immunologica tra il linfocita citotossico ( CTL e NK) e la
cellula infettata dal virus o tumorale, i granuli citotossici si fondono con la membrana dei CTL e
riversano il loro contenuto (perforina ed i granzimi) nella sinapsi stessa. [S1].

Diverse evidenze suggeriscono che perforina potrebbe avere un ruolo nel rilascio dei
granzimi dal compartimento endocitico della cellula bersaglio [S2]. I granzimi, in particolare i
granzimi A e granzimi B, successivamente inducono 1’apotosi della cellula bersaglio in modo
caspasi dipendente e caspasi indipendente.

In realta, il meccanismo di sinergia tra perforina ed 1 granzimi non ¢ stato completamente
delucidato. Infatti le molecole di granzima possono entrare efficientemente e rapidamente nelle
cellule per mezzo dell’endocitosi mediata da recettore [S1]. In particolare ¢ stato dimostrato che il
recettore del mannosio 6-fosfato (MPR) pud agire come recettore per I’internalizzazione di
Granzima B, tramite endocitosi mediata da recettore [53].

Infine, le cellule NK e 1 CTL sono protetti dall’azione di perforina e granzimi in quanto,
dopo I’esocitosi dei granuli, la catepsina B, una proteasi lisosomiale, viene espressa sulla superficie
cellulare e inattiva le molecole di perforina che si legano alle cellule killer [54]. Utilizzando infatti
degli inibitori specifici di catepsina B, si assiste al suicidio perforina-dipendente degli stessi CTL e
delle cellule NK dopo la degranulazione. Inoltre, i linfociti citotssici non vanno incontro ad autolisi
perché I’attivitazione di perforina ¢ calcio-dipendente (sono necessari 100 uM di ioni calcio per
permettere il legame alla membrana) e I’ambiente acido dei granuli stessi “protona” i residui di
aspartato del dominio C2, leganti il calcio [S5].

Il ruolo importante di perforina nel mantenimento dell’omeostasi e della sorveglianza
immunitaria ¢ stato delucidato grazie alla generazione di topi knockout. Questi topi hanno livelli
normali di cellule NK ¢ linfociti T CD8+ e, in assenza di infezioni, sono sani [56].

In caso di infezione, batterica e/o virale, questi animali sviluppano una risposta
inflammatoria esagerata, che rappresenta la vera causa di morte. Questi animali sviluppano
linfoistiocitosi emofagocitica con febbre, splenomegalia, emofagocitosi, ipertrigliceridemia e
ipofibrinogenemia [57]. I linfonodi e la milza mostrano deplezione dei follicoli secondari. Infiltrati
periportali sono presenti nel fegato e il midollo osseo mostra ipoplasia. I topi hanno elevati livelli di
IL-6, IL-10, IL-18, M-CSF, INF-a, INF-y e TNF-q, e anticorpi diretti verso INF-y prolungano la

sopravvivenza e prevengono lo sviluppo di infiltrati istiocitici e il quadro citopenico.
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La caratterizzazione della linfoistiocitosi emofagocitica nei topi perforina-deficienti ha
permesso a questi studiosi di creare un modello per spiegarne la patogenesi[57].
I linfociti T, stimolati dalle APC, producono una varieta di citochine, tra cui I’INF-y, ed iniziano ad
uccidere le cellule infettate, tra cui le APC e i macrofagi, attraverso la via di perforina, che pero, in
questi animali, risulta alterata. L’alterazione della citotossicita dei linfociti T CD8+ comporta la
persistenza di cellule infettate dal patogeno e quindi la continua esposizione degli antigeni da parte
delle APC con conseguente proliferazione degli stessi linfociti T e dei macrofagi [S8].

Lo sviluppo di topi knockout per perforina ha permesso anche di sottolinearne il ruolo critico
anche nella soppressione dei tumori. Questi modelli animali sono piu suscettibili alla tumorigenesi e
per questo sviluppano spontaneamente linfomi in eta adulta. Perforina sembra contribuire alla

soppressione del linfoma quando viene compromessa I’espressione di p53 [S2].

Perforina e le malattie nell’uomo.

Nell’uomo il deficit di perforina nell’'uomo ¢ associato ad una sindrome nota come
linfoistiocitosi emofagocitica familiare (FHL).

La FHL ¢ la forma primaria della sindrome emofagocitica (HPS) caratterizzata da febbre
alta, epatosplenomegalia, citopenia, alti livelli di ferritina, aumentata proliferazione e attivazione di
macrofagi con emofagocitosi attraverso il sistema reticoloendoteliale.

Le manifestazioni cliniche e biologiche dipendono da un’incontrollata attivazione di linfociti
T, che promuovono la conseguente attivazione di macrofagi e la produzione di citochine. Nei
pazienti con HPS in fase attiva, i livelli serici di citochine Th1, tra cui IFN-y, IL-12 e IL-18 [59-60],
sono significativamente piu elevati rispetto ai pazienti in remissione o ai controlli sani. IL-18
sembra giocare un ruolo importante nell’induzione della secrezione di IFN-y e IL-12, 1 cui livelli
correlano positivamente con il progredire della malattia Anche i livelli di citochine pro-
inflammatorie, TNFa, IL-1B ¢ IL-6, risultano essere elevati nei pazienti con HPS rispetto ai
controlli, mentre non c¢’¢ alcuna differenza nella secrezione di IL-4 [60-61].

La FHL ¢ una malattia autosomica recessiva che colpisce circa 1/50000 nati. E’ una
patologia caratterizzata da massiva attivazione macrofagica (definita anche linfoistiocitosi), che
insorge di solito dopo un periodo di buona salute e che dura da alcuni mesi ad alcuni anni dopo la
nascita [62]. La sindrome ¢ di solito scatenata da un’infezione virale. Nella maggior parte dei casi, i

primi segni comprendono febbre elevata senza causa apparente, irritabilita, malessere generale,
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edema ed epatosplenomegalia. Dal punto di vista biologico possono comparire pancitopenia
associata a citolisi epatica, ipertrigliceridemia, fibrinopenia, emodiluizione, alterazioni
neurologiche, mentre gli organi viscerali e linfatici sono infiltrati da linfociti e macrofagi attivati
che fagocitano 1 globuli rossi. L’emofagocitosi ¢ infatti un elemento caratteristico di questa
malattia. Il midollo osseo ¢ il sito piu comune della emofagocitosi, sebbene ne siano affetti
frequentemente anche milza, fegato e linfonodi. Quando 1’emofagocitosi ¢ prominente nel midollo
0sseo, si ha una diminuzione di precursori normali a cui si associa pancitopenia.

Inoltre, I’attivita citotossica dei CTL e delle cellule NK ¢ severamente ridotta. Si assiste a
risposte immunitarie incontrollate che comportano infiltrazione e distruzione di tessuti ad opera dei
macrofagi attivati (CD68+), e dei CTL CD8+. Queste cellule sono spesso presenti nel midollo
osseo, nella milza, nei linfonodi, nel fegato e nel sistema nervoso centrale. Anche altri organi
possono essere infiltrati da queste cellule: 1 polmoni, il cuore, 1’intestino, il timo, i reni e il pancreas.
L’attivazione incontrollata dei macrofagi e dei linfociti T comporta il rilascio di citochine pro-
inflammatorie che contribuiscono alla emofagocitosi, all’infiltrazione cellulare e al danno d’organo.
I1 livello di caspasi spontaneamente attivate nei linfociti di pazienti FHL ¢ ridotto, e questo puo
contribuire a spiegare I’elevato numero di linfociti T attivati [63].

Diversi studi hanno dimostrato che FHL ¢ legata a tre loci genici: 9q21-22 [FHL1] [64].
(Ohadi et al., 1999), 10g21 [FHL2] e 17q25 [FHL3]. Mentre il gene candidato della FHL1 ¢ ancora
sconosciuto, mutazioni in perforina sono responsabili della FHL2 [65] e mutazioni in Munc 13-4
portano a FHL3 [66].

Le mutazioni note in perforina associate alla FHL sono mutazioni bialleliche che
determinano una bassa espressione o una totale assenza della proteina nelle cellule citotossiche. La
riduzione dell’attivita di perforina nei pazienti con FHL puo anche essere il risultato di una sua
instabilita, di un problema di traffico intracellulare o della sua incapacita di legare 1 bersagli.

I genitori dei pazienti mutati in perforina, che sono portatori asintomatici ed eterozigoti per
la mutazione, hanno spesso ridotti livelli di perforina nelle cellule NK e nei CTL [67] ed in alcuni
casi mostrano una ridotta attivita litica delle NK.

Nei pazienti FHL sono state individuate una varieta di mutazioni lungo tutta la sequenza
codificante per perforina, mutazioni che includono codoni di stop, delezioni e sostituzioni
aminoacidiche ([65,68-69-70]. Alcune mutazioni in perforina sembrano prerogativa di una data
etnia che suggerisce la presenza di un allele ancestrale comune.

Infine, mutazioni nella sequenza codificante di perforina sono responsabili di circa il 60%
dei casi di FHL nelle popolazioni giapponese [71] e di quasi il 58% nella popolazione nord-

americana [69].
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Recentemente, variazioni del gene di perforina sono state associate allo sviluppo della
sindrome autoimmune linfoproliferativa (ALPS) [72], dell’anemia aplastica [73] e del linfoma

anaplastico a grandi cellule [74].

Perforina e la Sclerosi Multipla.

Perforina risulta essere espressa costitutivamente negli astrociti, una volta attivati, in seguito
all’innesco del processo inflammatorio. Gli astrociti esprimono anche il ligando di Fas (FasL) come
meccanismo difensivo nei confronti di linfociti T autoreattivi che infiltrano il tessuto nervoso [75].
Esperimenti in vitro hanno dimostrato che gli oligodendrociti, deputati alla sintesi della mielina,
sono suscettibili alla lisi osmotica indotta da perforina [76].

La demielinizzazione ¢ stata inizialmente considerata come la causa primaria del deficit
neurologico, alla base della sclerosi multipla. Diverse osservazioni hanno poi suggerito che non ¢
sufficiente,da sola, a causare un deficit neurologico permanente. Il difetto neurologico associato alla
demielinizzazione ¢ il risultato della lesione assonale mediata dalle cellule effettrici, come i linfociti
T citotossici. Howe et al ipotizzano che il danno assonale secondario alla demielinizzazione ¢
mediato da agenti inflammatori ed uno di questi ¢ perforina. Tale osservazione potrebbe avere
interessanti implicazioni terapeutiche, ad esempio si potrebbe, in futuro, proteggere gli assoni

demielinizzati manipolando perforina [77].
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SCOPO DEL LAVORO

La sclerosi multipla (SM) ¢ una malattia inflammatoria e demielinizzante del sistema nervoso
centrale (SNC), mediata da una risposta autoimmune dei linfociti T helper proinfiammatori (THI) e
dei linfociti T citotossici (CTL) contro antigeni della guaina mielinica.
L’evento scatenante la malattia non ¢ noto, ma studi epidemiologici suggeriscono che ¢
probabilmente innescata da fattori ambientali, quali le infezioni virali, ed ¢ inoltre favorita da un
“background” genetico predisponente. Infatti, diversi geni sono coinvolti nella suscettibilita alla
malattia ed alcuni di questi (antagonisti IL-1beta, IL-1R e osteopontina) svolgono un ruolo
importante nella risposta immunitaria. Nel nostro laboratorio abbiamo descritto alcuni alleli del
gene della citochina osteopontina (OPN) capaci di favorire lo sviluppo della sclerosi multipla, e
variazioni monoallleliche del gene di perforina (A91V e N252S) agiscono da fattore predisponente
per lo sviluppo della sindrome autoimmune/linfoproliferativa (ALPS), una rara malattia
autoimmune ereditaria causata da alterazioni dell’apoptosi linfocitaria. Inoltre, la variazione A91V
avrebbe un effetto cooperativo con gli alleli di osteopontina, incrementando il rischio di sviluppare
I’ALPS di 17 volte.

Con queste premesse, questo lavoro estende 1’analisi del gene di perforina in una ampia
casistica di pazienti con sclerosi multipla e ne valuta il suo ruolo ed una eventuale cooperazione con

OPN nello sviluppo della malattia.
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MATERIALI E METODI

Pazienti.

Nel nostro studio abbiamo analizzato il DNA genomico di due popolazioni indipendenti del Nord e
del Centro-Sud Italia di pazienti con Sclerosi Multipla (391 maschi, 765 femmine; M/F:1/1.96 ) e di
1788 controlli sani e non imparentati tra loro. La prima popolazione (Nord Italia) era composta da
830 pazienti e 1341 controlli, la seconda (Centro-Sud Italia) da 326 pazienti e 447 controlli.

La diagnosi di sclerosi multipla e’ stata effettuata seguendo 1 criteri di McDonald et al [78].

I pazienti sono stati arruolati dal centro Sclerosi Multipla dell’Universita del Piemonte Orientale di
Novara, dall’ospedale policlinico IRCCS di Milano, dall’istituto “Don Gnocchi” (Milano),
dall’ospedale Santa Croce di Cuneo, Dipartimento di Neurologia dell’Universita La sapienza di
Roma, e dal Dipartimento di Neurologia di Bari.

Tutti 1 pazienti e i controlli non sono imparentati tra loro, sono caucasici e italiani.

La fase clinica dello stato di malattia e’ stato valutato come segue [79]:

RR: forma caratterizzata da fasi di recidive con successive totali remissioni, con parziali e residui
deficit post recidiva e mancanza di progressione tra le recidive (n= 852);

PP: forma caratterizzata da progressione a partire dall’esordio della malattia con occasionali fasi di
plateau(n=92);

SP: forma caratterizzata da un esordio RR seguito da progressione con o senza occasionali recidive ,
minori remissisoni e plateau (n=212).

Tutti 1 pazienti hanno fornito il loro consenso informato in accordo con la dichiarazione di Helsinki
(International Committee of Medical Journal Editors, 1995) [80]. La ricerca e’ stata approvata dalla

commissione etica di Novara.

Estrazione di DNA da sangue.

Ai campioni di sangue eparinato, prelevato da pazienti o soggetti sani di controlli, ¢ stata aggiunta
una soluzione fisiologica (NaCl 0.9%) in rapporto 2:1 con il sangue stesso. I campioni sono stati
centrifugati a 2500 rpm per 20 min. Questo lavaggio ¢ stato ripetuto due volte. E’ stata quindi
aggiunta una soluzione emolitica per 10-15 minuti a temperatura ambiente. I campioni sono stati
centrifugati a 2500 rpm per 20 min e per rimuovere eventuali residui derivati dall’emolisi ¢ stato

effettuato un ulteriore lavaggio con soluzione fisiologica, centrifugando10 min a 1500 rpm.
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Successivamente, sono stati aggiunti nel seguente ordine: Lysis Buffer (10 mM TRIS pH 8.2, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA), SDS 20% (25 pl per ogni ml di Lysis Buffer) e Proteinasi K (20 mg/ml:
25 Ml per ogni ml di Lysis Buffer). I campioni sono stati successivamente incubati a 37°C, in
agitazione, per 16 ore. Il “salting-out” delle proteine ¢ stato ottenuto con 1’aggiunta una soluzione
NaCl 6M. Le proteine precipitate sono state rimosse mediante centrifugazione per 20 min a 2500
rpm.

Al surnatante ¢ stato poi aggiunto etanolo assoluto in rapporto 1:1 vol/vol con il surnatante stesso
per precipitare il DNA. La medusa di DNA formatasi ¢ stata lavata con un volume di etanolo al

70% ed il DNA ¢ stato infine risospeso in TE (10mM Tris-HCL pH 7,5 ¢ ImM EDTA pH 8).

PCR ( Polymerase Chain Reaction).

L’esone 2 e 3, codificanti il gene perforina, includendo anche le giunzioni esone-introne, sono stati
amplificati da campioni di DNA genomico estratto da PBMC dei pazienti e controlli e usando 1
seguenti primers, per 1’esone 2: 5’-CCCTTCCATGTGCCCTGATAATC-3’ (forward) e 5-
AAGCAGCCTCCAAGTTTGATTG-3(reverse) e per I’esone 3: 5’-
CCAGTCCTAGTTCTGCCCACTTAC-3’(forward) e 5’-GAACCCCTTCAGTCCAAGCATAC-
3’ (reverse). La reazione di PCR ¢ stata allestita con 100-300 ng di DNA in volume finale di 50ul
contenente il tampone di reazione (200mM Tris-HCl pH 8.4, 500mM KCI), 0.5 pM di ciascun
oligonucleotide, 0.2 mM di una miscela dei quattro nucleotidi ¢ 1U Taq DNA polimerasi (5U/ul)
(Invitrogen). Le concentrazioni di MgCl, impiegate per I’amplificazione sono: 1mM (esone 2) e 2
mM (esone 3).

Le condizioni di reazione sono le seguenti:

Esone 2: 1 ciclo di denaturazione a 94° 5°; seguito da 35 cicli composti da una fase di denaturazione
a 94°C per 30°’, una di appaiamento a 65°C per 30°’, e una di sintesi a 72°C per 1’. Segue infine un
ciclo di sintesi a 72°C per 10°.

Esone 3:_il programma ¢ sovrapponibile a quello utilizzato per I’esone 2 con 1’unica differenza che
la fase di sintesi a 72°C ¢ di 1’30’ per consentire I’amplificazione di un frammento piu lungo.

Sono stati impiegati i seguenti primers per amplificare la regione di OPN corrispondente ai
polimorfismi analizzati e per le reazioni di sequenza: OPN5’-TGCTTTATAGCAAAATGAAAAG-
3 (forward) e OPN 5’-CCACCAAATTCTTATTACATTCAA-3’(reverse). La concentrazione di

MgCl, impiegata per I’amplificazione ¢ di 3mM. Le condizioni di reazione sono le seguenti: 1 ciclo

di denaturazione a 94° 5’; seguito da 35 cicli composti da una fase di denaturazione a 94°C per 20°’,
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una di appaiamento a 63°C per 30°°, e una di sintesi a 72°C per 30’. Segue infine un ciclo di sintesi

a72°Cper 7.

Saggio TagMan.

Nella seconda popolazione di pazienti SM e di controlli, la genotipizzazione della variazione A91V
¢ stata effettuata mediante 1’utilizzo del saggio di discriminzazione allelica TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). I primers allele-specifici e le relative sonde impiegati per la
discriminazione dello SNP + 272 C/T (A91V) sono stati precedentemente riportati in letteratura
[81]. I genotipo di ciascun campione ¢ stato determinato usando il software SDS 1,3 per

discriminazione allelica.

Elettroforesi su gel d’agarosio.

Terminata la reazione di PCR, un’aliquota della reazione ¢ stata caricata su un gel di agarosio in
TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8, EDTA pH 8) ad una concentrazione dell’1% contenente bromuro
d’etidio (0.5pug/ml). L’esposizione agli UV del gel permette il rilevamento del DNA grazie alla

fluorescenza emessa dall’etidio bromuro incorporato dal campione.

Sequenziamento automatico.

I prodotti di PCR, sono stati purificati dall’eccesso di primers e dei nucleotidi non incorporati,
utilizzando gli enzimi Exo I (1 unita) e Sapl (5 unitd) (ditta USB) tramite un ciclo di incubazione di
20’ a37°C e uno di 20’ a 80°C.

Le reazioni di sequenziamento sono quindi state allestite servendosi del kit specifico ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit v1.1 (Applied Biosistem), dotati di
dideossinucleotidi ciascuno legato ad un fluorocromo differente. Seguendo il protocollo consigliato
dalla ditta, per un volume finale di reazione di 10 pl, sono stati addizionati al DNA purificato, 2 pl
di BigDye Sequencing Buffer (in dotazione con il kit) e 1 pl primer (3,2 uM/ul). La reazione di
sequenziamento prevede 1’utilizzo del seguente programma: un ciclo di denaturazione a 96° C per 1
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minuto, seguito da 25 succesivi cicli composti da una fase di denaturazione a 96°C per 10°°, una di
appaiamento a 50°C per 5°’, e una di sintesi a 60°C per 4°.

11 prodotto della reazione ¢ stato purificato, al fine di eliminare gli oligonucleotidi non incorporati,
mediante il kit Montage SEQqs Sequencing Reaction Cleanup (Montage). 5 ul del purificato sono
stati addizionati a 10 pl di formammide e denaturati (3’ a 95°C), quindi caricati su piastra ottica per
la successiva analisi al sequenziatore.

Per il sequenziamento dell’esone 2 del gene di perforina ¢ stata impiegata la coppia di primers usata
nell’amplificazione mediante PCR. I prodotti di PCR dell’esone 3 sono stati invece sequenziati
usando la seguente coppia di oligonucleotidi:

Forward: 5°- CAGGTCAACATAGGCATCCACG -3’

Reverse: 5°- GAACAGCAGGTCGTTAATGGAG -3’

Per il sequenziamento del gene di osteopontina sono stati impiegati gli stessi primers usati nella

reazione di amplificazione.

PCR allele-specifica.

L’allele wild type (91A) e I’allele mutante (91V) sono stati amplificati separatamente mediante
amplificazione per PCR del DNA genomico (forward 91A 5'-CTCCCAGCGCCTGCCTCCGGC-
35 forward 91V 5' CTCCCAGCGCCTGCCTCCGGC-3' reverse 5'-
GTATGCTTGGACTGAAGGGGTTC-3). I prodotti di PCR , una volta purificati con il kit
EXO/SA, sono stati tipizzati per la variazione R357W mediante sequenziamento con specifico ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit v1.1 (Applied Biosistem),
usando un primer interno, la cui sequenza ¢ qui di seguito riportata: forward 5'-

CAGGTCAACATAGGCATCCACG-3'.

Espressione di perforina mediante citofluorimetria.

L’espressione di perforina nelle cellule citotossiche ¢ stata valutata mediante citofluorimetria sui
PBMC:s isolati da sangue eparinato. | PBMC sono stati prima incubati per 30 min a 4°C in PBS1X
con gli anticorpi diretti contro gli antigeni di membrana. In seguito le cellule sono state fissate e

permeabilizzate mediante 1’'impiego del kit “Fix & Perm cell permeabilization”(Caltag, Hamburg).
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Le cellule sono state successivamente lavate 2 volte con PBS1X addizionato di BSA (0.5g/1)
(bovine serum albumin) e 0.02% di sodio azide (Sigma-Aldrich corporation, St Louis, Missouri) ed
incubate per 30 min a 4°C con anticorpo anti-perforina coniugato con FITC. Le cellule sono state

poi analizzate al citofluorimetro (FACScan, Becton-Dickinson, San Jose, CA)

Saggio di citotossicita.

1l saggio di citotossicita & stato effettuato misurando il rilascio di *'Cr da parte delle cellule
bersaglio. La valutazione dell’attivita citotossica delle cellule NK ¢ stata effettuata utilizzando come
bersaglio la linea cellulare K562.

Le cellule bersaglio sono state trattate per 1 ora a 37°C con Icr (30 pCi [1.11 MBq)/ 10° cellule;
Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England) e lavate per tre volte con terreno di coltura
prima dell’aggiunta delle cellule effettrici NK.

La lisi specifica ¢ stata misurata in triplo, utilizzando 5X10° cellule K562 mescolate alle cellule
effettrici in differenti rapporti ( effettore/target 10:1, 30:1, 100:1) in un volume totale di 200 pl. La
percentuale di lisi specifica & stata calcolata usando la seguente formula: (Rilascio di °'Cr nel

campione - rilascio di °'Cr spontaneo / Rilascio di °'Cr totale - rilascio di °'Cr spontaneo) x 100.

Analisi statistica.
Per quello che riguarda la comparazione dell’attivita delle cellule NK e dell’espressione di perforina

¢ stato impiegato il test Mann-Whitney U. La distribuzione dei genotipi ¢ stata analizzata con il test

del Chi quadro. Tutti i valori assunti dalle p avevano due code (cut-off P<0,05).
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RISULTATI

1-Ricerca della variazione A91V del gene di perforina nei pazienti con sclerosi multipla (SM).

La variazione nucleotidica C272T del gene di perforina (PRF1) cambia il codone 91-GCQG,
codificante per un’alanina, nel codone GTG che codifica per una valina (A91V). La suddetta
numerazione ¢ riferita al cDNA considerando ’adenina della tripletta di inizio ATG come +1
(accession number: M28393). Abbiamo ricercato tale sostituzione, mediante il sequenziamento
dell’esone 2, in una prima casistica di 830 pazienti con sclerosi multipla e 1341 soggetti sani di
controllo, per stabilire la frequenza del polimorfismo nella popolazione italiana. Pazienti e controlli
sono caucasici e geograficamente originari del Nord Italia.

La variazione A91V ¢ stata trovata in 111 pazienti con SM (in eterozigosi in 103 pazienti ed
in omozigosi in 8) ed in 142 controlli (136 eterozigoti e 6 omozigoti). La frequenza allelica ¢
risultata essere significativamente aumentata nei pazienti SM rispetto ai controlli (7.2 vs 5.5%,
P<0,05) conferendo un O.R=1.32 (95%CI:1.02-1.71) per lo sviluppo della sclerosi multipla [tabella
1]. La distribuzione genotipica di questa variazione ¢ in equilibrio di Hardy-Weinberg in ciascun
gruppo. Questi dati suggeriscono che ’A91V possa essere un fattore predisponente per lo sviluppo
della malattia.

Abbiamo successivamente confermato questo risultato in una seconda popolazione di 326
pazienti e 447 controlli sani, mediante un saggio di discriminazione allleica TagMan. In questo
caso, tutti i soggetti sono originari del Centro-Sud Italia, dal momento che alcuni studi
suggeriscono che la frequenza dell’A91V sia piu alta nel Sud rispetto a quella riscontrata nel Nord
Italia [82]. La variazione A91V ¢ stata trovata in 53 pazienti con SM (in eterozigosi in 51 pazienti
ed in omozigosi in 2) ed in 49 controlli (47 eterozigoti e 2 omozigoti). La frequenza allelica ¢
risultata essere significativamente aumentata nei pazienti SM rispetto ai controlli (8.4 vs 5.7%,
P<0,05) conferendo un O.R=1.52 (95%CI:1.01-2.30) [tabella 2]. La distribuzione genotipica di
questa variazione ¢ in equilibrio di Hardy-Weinberg in ciascun gruppo.

I1 fattore di rischio (OR) calcolato nelle due popoalzioni (1156 pazienti e 1788 controlli) ¢
risultato essere di 1.38 ((95%CI=1.11-1.71)[tabella 3].

Infine, non sono state riscontrate differenze nei soggetti portatori e/non della suddetta

variazione in relazione alla forma clinica e/o decorso della malattia (RR, PP e SP).
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2-Ricerca di variazioni nucleotidiche ex-novo nell’intera sequenza codificante di PRF 1.

L’intera porzione codificante del gene di perforina ¢ stata sequenziata in 134 pazienti MS e 383
controlli, ricercando variazioni nucleotidiche associate con la linfoistiocitosi fagocita familiare
(FHL) o variazioni ex novo.

Abbiamo identificato, oltre all’A91V, tre variazioni missenso, in eterozigosi: A755G (in 1
paziente), G719A (2 pazienti) e C1069T (1 paziente). Tali variazioni determinano rispettivamente le
seguenti sostituzioni aminoacidiche: N252S, R240H e R357W.

L°N252S ¢ una variazione rara, precedentemente associata all’FHL e alla sindrome autoimmune
linfoproliferative (ALPS); mentre le variazioni R240H e R357W non sono riportate in letteratura.
Inoltre, il paziente con la mutazione R357W ¢ portatore in eterozigosi anche della variazione A91V;
tramite PCR allele specifica abbiamo dimostrato che le due variazioni sono state trovate su due
alleli differenti (mutazioni biallleliche).

Sono state idetinficate altre due variazioni sinonime: la variazione G1428A (1 paziente) e la
variazione A1620G (1 paziente).Le suddette variazioni non influenzano i siti di splicing. Nessuna
delle nuove variazioni ¢ stata riscontrata nei controlli.

Nel loro insieme, le variazioni precedentemente descritte,conferiscono un rischio di sviluppare la
sclerosi multipla di tre volte (O.R=3.1 ;95%CI:1.61-5.95) [tabella 4].

Al fine di valutare se la variazione R240H identificata nei 2 pazienti (Pz.1 e Pz.2) alterasse 1’attivita
delle cellule NK, ¢ stato allestito un saggio di citotossicita mediante il test del rilascio di *'Cr.

E’ stata utilizzata la linea cellulare K562 come cellula bersaglio, in quanto sensibile alla
citotossicita mediata dalle cellule NK stesse. I risultati hanno mostrato che a basse dosi di
effettore/bersaglio 1’attivita NK ¢ risultata difettiva in un paziente, mentre borderline nell’altro
[tabella 5].

Infine, per saggiare 1’influenza della suddetta variazione sull’espressione della proteina abbiamo
eseguito un’immunofluorescenza intracitoplasmatica con successiva analisi citofluorimetrica.
I’espressione di perforina ela proporzione di cellule NK (CD3-CD56+ ¢ CD3-CD16+) ¢ risultata
essere bordeline in un solo paziente. [tabella 5].

Non ¢ stato possibile valutare una eventuale correlazione tra la variazione R375W e I’ espressione

di perforina e/o attivita NK, poiché il campione non ¢ stato reperibile per 1’analisi.
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3-Effetti sinergici delle variazioni dei geni di perforina e osteopontina nella predisposizione allo

sviluppo della sclerosi multipla.

Abbiamo recentemente descritto che alcuni alleli del gene della citochina osteopontina
(OPN) sono capaci di favorire lo sviluppo della sclerosi multipla [13]. Questi alleli che
costituiscono gli aplotipi 282C-750T-1083A-1239C e 282C-750T-1083G-1239C (denominati
OPN"") inducono la produzione di elevate quantita di OPN, la quale favorisce la risposta
inflammatoria . Inoltre, abbiamo recentemente dmostrato che la variazione A91V e gli alleli
OPNMeh potessero avere un effetto di cooperativita nello sviluppo dell’ALPS [72].

Per determinare se tale cooperazione potesse esistere anche nella suscettibilita allo sviluppo
della sclerosi multipla, il gene di osteopontina ¢ stato sequenziato in 293 pazienti SM e in 377
controlli (della prima popolazione) ed ¢ stata stabilita la frequenza della co-presenza dei genotipi di
PRF1eOPN.

high .
'8% conferisce un

Questa analisi ha dimostrato che la co-presenza di A91V e degli alleli OPN
rischio di sviluppare la SM di circa 2 volte superiore relativamente all’assenza di entrambi 1 fattori

di suscettibilita (O.R=2.07, 95%CI:1.05-4.10; p=0,035) [tabella 6].
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Popolazione 1 (Nord Italia)
SM CONTROLLI
ALLELI A91V N (%) N (%)
A 1541 (92.8) 2534 (94.5)
\Y% 119 (7.2) 148 (5.5)
statistica TOR= 1.32 (95%CI:1.02-1.71
p=0.032)
GENOTIPI
AA 719 (86,63) 1199 (89,41)
AV 103 (12,4) 136 (10.14)
\'AY 8 (0,97) 6 (0,45)

Tabella 1. Distribuzione della frequenza della variazione A91V nella prima popolazione di pazienti SM (Nord
Italia) e nei corrispettivi controlli. $:0dds ratio (OR) ¢ 95% intervallo di confidenza (95% CI); X* test calcolato sulle
frequenze alleliche (N= numero di soggetti).

Popolazione 2 (Centro-Sud Italia)
SM CONTROLLI
ALLELI A91V N (%) N (%)
A 597(91.57) 843 (94.3)
v 55(8.43) 51 (5.7)
statistica TOR=1.52 (95%CI:1.01-2.30
p=0.045)
GENOTIPI
AA 273 (83.74) 398 (83.4)
AV 51 (15.64) 47 (10.5)
Vv 2(0,62) 2(0,5)
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Tabella 2. Distribuzione della frequenza della variazione A91V nella secondapopolazione di pazienti
SM(Centro-sud Italia) e nei corrispettivi controlli. {:0dds ratio (OR) e 95% intervallo di confidenza (95%
CI); X test calcolato sulle frequenze alleliche (N= numero di soggetti).

Popolazione TOTALE
SM CONTROLLI
ALLELI A91V N (%) N (%)
A 2138(92.5) 3377 (94.5)
\Y% 174 (7.5) 199 (5.5)
statistica TOR= 138 (95%CI:1.11-1.71
p=0.0030)
GENOTIPI
AA 992 (85.8) 1597 (89.3)
AV 154 (13.34) 183 (10.3)
\'AY 10 (0,86) 8(0,4)

Tabella 3. Distribuzione della frequenza della variazione A91V nella popolazione TOTALE di pazienti SM e nei

corrispettivi controlli. 1:0dds ratio (OR) e 95% intervallo di confidenza (95% CI); X* test calcolato sulle frequenze
alleliche (N= numero di soggetti).

Variazione Sostituzione SM* Controlli
nucleotidica aminoacidica letteratura (n=134) (n=383)
predetta
C272T A1V Associata FHL 17 23
A755G N252S Associata FHL 1 1
G719A R240H nuova 2 0
C1069T R357W nuova 1 0
G1428A nessuna(G476G) nuova 1 0
A1620G nessuna(Q540Q) nuova 1 0
OR=3.10
Statistica® 95%¢CI: 1.61-5.95
p=0.0003153

Tabella 4. Variazioni nucxleotidiche del gene di perforina identificate in 134 pazienti SM* e 383 controlli. La
suddetta numerazione ¢ riferita al cDNA considerando 1’adenina della tripletta di inizio ATG come +1 (accession

number: M28393). $:0dds ratio (OR) e 95% intervallo di confidenza (95% CI); X* test calcolato sulle frequenze
alleliche.
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Variazione *SM Attivita NK Espressione %cellule NK
nucleotidica (effettore/target ratio) perforinai
100:1 | 30:1 10:1 % MFI-R| CD3 CD3"
CD16" | CD56"
R240H Pz.1 16 6" 28 20 16 15 15
R240H Pz.2 30 12 5 14° 7 6 9
nessuno Controlli 40 26 14 23 9 11 17
(n=13) | (15-66)| (8-50) | (4-31) (17-26) | (5-20) | (5-31) (4-27)

Tabella 5. Attivita NK, espressione di perforina e proporzione di NK nei PBMC dei due pazienti *SM portatori
della variazione R240H.L attivita delle cellule NK del paziente ALPS-11¢ espressa come percentuale di lisi specifica
di cellule K562 (target), quando incubate con le cellule effettrici (E) in differenti rapporti (100:1, 30:1, 10:1).
L’espressione di perforinai ¢ mostrata come proporzione di cellule positive (%) e valutazione delle intensita di

fluorescenza (MFI).
SM* CONTROLLI
Genotipi di
suscettibilita Ni (%) N (%)
0 104 (35.5) 172 (45.6)
1° 16 (5.46) 22 (5.8)
(PRFI)
1° 148 (50.5) 163 (43.3)
(OPN)
2 25 (8.54) 20 (5.3)
(PRF1+OPN)
fOR 2vs.0: 2.07 (1.05-4.10); p=0.0353944
95% CI)

Tabella 6 Frequenza della distribuzione dei genotipi di suscettibilita di PRF1 (1*) e OPN (1") nei pazienti SM* e
nei controlli. (N} numero dei soggetti). £:0dds ratio (OR) e 95% intervallo di confidenza (95% CI).
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DISCUSSIONE

La sclerosi multipla (SM) ¢ una malattia inflammatoria e demielinizzante del sistema nervoso
centrale (SNC), mediata da una risposta autoimmune dei linfociti T helper proinfiammatori (THI) e
dei linfociti T citotossici (CTL) contro antigeni della guaina mielinica.

L’evento scatenante la malattia non ¢ noto, ma studi epidemiologici suggeriscono che ¢
probabilmente innescata da fattori ambientali, quali le infezioni virali, ed ¢ inoltre favorita da un
“background” genetico predisponente.

Diversi geni sono coinvolti nella suscettibilita alla malattia ed alcuni di questi (antagonisti IL-1beta,
IL-1R e osteopontina) svolgono un ruolo importante nella risposta immunitaria [83].

Il progetto qui presentato mostra il coinvolgimento del gene di perforina (PRF) nella suscettibilita
allo sviluppo della sclerosi multipla.

Perforina ¢ una proteina presente nei granuli dei CTL e delle cellule NK ed ¢ coinvolta nella
citotossicita cellulo-mediata. Mutazioni bialleliche del gene di perforina (PRFI) causano la
linfoistiocitosi emofagocitica familiare, una rara immunodeficienza congenita. Recentemente
abbiamo descritto che variazioni monoalleliche di PRFI (A91V e N252S) possono agire da fattori
predisponenti per lo sviluppo della sindrome autoimmune/linfoproliferativa (ALPS), una rara
malattia autoimmune ereditaria causata da alterazioni dell’apoptosi linfocitaria. [72].

La variazione A91V ¢ risultata essere piu frequente nelle due popolazioni di pazienti SM analizzate
rispetto ai corrispettivi controlli, incrementando il rischio di sviluppare la malattia di 1.3 volte nella
prima popolazione e di 1.5 volte nella seconda. Il fattore di rischio (OR) calcolato, considerando
un’unica popolazione (1156 pazienti e 1788 controlli) ¢ risultato essere di 1.38 ((95%CI= 1.11-
1.71). Questi dati sono in accordo con quelli da noi precedentemente descritti,dove la variazione
A91V incrementava il rischio di sviluppare ALPS di un fattore di circa tre volte [72]. Invece, non
abbiamo riscontrato alcuna associazione con la variazione N252S, che incrementa il rischio di
sviluppare ALPS di 62 volte, dal momento che la sua frequenza ¢ risultata essere simile sia nei
pazienti che nella popolazione di controllo.

Diverse evidenze hanno mostrato che 1’A91V ¢ associata a malattie del sistema immunitario, come
ad esempio il linfoma, la leucemia anaplastica a grandi cellule e la FHL nella forma atipica [73-74].
Inoltre, tale variazione riduce I’attivita funzionale di perforina alterando la sua conformazione,
diminuendo la sua attivazione proteolitica ed infine aumentandone la degradazione [84].

Risma et al hanno classificato I’A91V non come polimorfismo bensi come mutazione missenso di
classe I, con un limitato impatto funzionale, che determina una parziale maturazione della proteina

[85]. Voskoboinik et al. hanno recentemente dimostrato che tale variazione riduce i livelli di
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espressione di perforina nelle cellule effettrici (“difetto pre-sinaptico”) e la sua capacita litica sulle
cellule target, mostrando inoltre un effetto dominante negativo sulla proteina wild type (“difetto
post-sinaptico”) [86].
Abbiamo sequenziato 1’intera porzione codificante del gene di perforina in 134 pazienti MS e 383
controlli, ricercando variazioni nucleotidiche gia precedentemente associate con la linfoistiocitosi
fagocita familiare (FHL) o variazioni ex novo. Sono state ideniticate due nuove mutazioni missenso
nei pazienti SM che determinano le sostituzioni aminoacidiche R240H e R357W. Tali variazioni
cadono nello stesso dominio della N2528S in una regione di perforina detta MAC (Membrane-Attack
Complex), che sembra essere critica per la formazione di pori nella membrana della cellula
bersaglio [48].L’analisi della attivita delle cellule NK e dell’espressione di perforina nei due
soggetti portatori delle nuove variazioni , non ha mostrato comunque un importante riduzione. Dal
momento che nei due pazienti la mutazione identificata era in eterozigosi, ¢ ipotizzabile che
I’R240H determini un leggero effetto sulla funzione di perforina senza esercitare un effetto
dominante negativo sulla forma wild-type. Questo sarebbe in accordo con quanto gia descritto della
mutazione N2528S, associata all’ALPS e alla FHL, ma con una rilevanza funzionale, a lungo
dibattuta. Non ¢ stato possibile valutare una eventuale correlazione tra la variazione R375W e
I’espressione di perforina e/o attivita NK ,poiché il campione non ¢ stato reperibile per I’analisi.
Infine, il paziente con la mutazione R357W ¢ portatore in eterozigosi anche della variazione A91V
(eterozigote composto); e le 2 due variazioni, situate su due alleli differenti (mutazioni biallleliche,
possono aver contribuito allo sviluppo della sua malattia.
Abbiamo identificato in due pazienti SM e in nessun controllo due nuove variazioni che non
determinano un cambiamento aminoacidico (G1428A e A1620G) e non alterano i siti di splicing.
Ipotizziamo che possano teoricamente influenzare ’espressione della proteina direttamente o
attraverso linkage disequilibrium con altre variazioni presenti nella regione 5’UTR. Comunque, non
abbiamo potuto testare un loro effetto sull’espressione di perforina, perché non ¢ stato possibile
recuperare i corrispettivi campioni su cui effettuare tale analisi.
Le nuove mutazioni da noi identificate sono rare e non ¢ pertanto possibile concludere che vi sia
una loro individuale associazione alla malattia. Comunque, la loro presenza solo nei pazienti
suggerisce che vi sia un effetto globale e maggiore sulla suscettibilita a sviluppare la malattia,
rispetto alla sola A91V .
In linea con questa possibilita , nel loro insieme le variazioni precedentemente descritte
conferiscono un rischio di sviluppare la sclerosi multipla di tre volte (O.R=3.1 95%CI:1.61-5.95).
Abbiamo recentemente dimostrato che la variazione A91V e gli alleli OPNPieh potessero

avere un effetto di cooperativita nello sviluppo dell’ALPS [72]. Per determinare se tale
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cooperazione potesse esistere anche nella suscettibilita alla sviluppo della sclerosi multipla, il gene
di osteopontina ¢ stato sequenziato in 293 pazienti con SM e in 377 controlli (della prima
popolazione) ed ¢ stata stabilita la frequenza della co-presenza dei genotipi di PRF1 e OPN .

Questa analisi ha dimostrato che la co-presenza di A91V e degli alleli OPN"¢" conferisce un rischio
di sviluppare la SM di circa 2 volte superiore relativamente all’assenza di entrambi 1 fattori di
suscettibilita. Questo risultato non ¢ sorprendente in quanto questi alleli determinano un incremento
dei livelli di osteopontina e 1’inibizione della morte cellulare indotta dall’attivazione dei linfociti
(AICD), meccanismo implicato nello spegnimento della risposta immunitaria. [87]. Inoltre, diversi
lavori hanno mostrato che OPN ¢ espressa nelle placche sclerotiche e nella corda spinale di ratti
affetti da encefalomielite sperimentale autoimmune (EAE) [88].

La citossicita perforina-mediata ¢ associata alla clearence delle cellule infettate da virus. E
ipotizzabile che difetti della attivita di perforina possano favorire lo sviluppo della malattia
riducendo la clearence virale, attraverso una reazione crociata con antigeni self (meccanismo di
mimetismo molecolare). In questo contesto ¢ noto che le infezioni con il virus EBV(Epstein Barr
virus) sono coinvolte nella patogenesi della FHL; ed ¢ stato suggerito che possano rivestire un ruolo
chiave come fattori scatenanti la sclerosi multipla [89].

Diverse evidenze mostrano che perforina e la citotssicita cellulo mediata sono anche coinvolti nello
spegnimento della risposta immunitaria. I linfociti CTL e le cellule NK possono anche funzionare
da regolatori negativi ed attraverso perforina possono indurre la morte cellulare dei linfociti effettori
e delle cellule presentanti 1’antigene (APC). Tali evidenze suggeriscono che una possibilita
alternativa potrebbe essere che la predisposizione alla sclerosi multipla dipenda da alterazioni del
sistema di immunoregolazione.

Infine, nella maggior parte de pazienti con SM sono presenti difetti ereditari della funzionalita di
Fas, un altro meccanismo implicato nello spegnimento della risposta immunitaria [90] E dunque
ipotizzabile una sua cooperazione con le variazioni di OPN e PRFI; a questo proposito, saranno

condotti ulteriori studi volti a caratterizzarla.
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