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Introduzione

INTRODUZIONE

Il virus dell'epatite C (HCV), identificato con teiche di biologia molecolare dal gruppo di
Michael Houghton nel 1989 (1), rappresenta attuatméa principale causa di epatopatia cronica
nel mondo (2). L’incidenza annua di infezioni simtatiche e stimata intorno ad 1-3 casi/100000
abitanti (3). Occorre tuttavia considerare chedtgp acuta C decorre comunemente in maniera
clinicamente silente. Si stima che l'infezione d&\Hinteressi approssimativamente il 3% della
popolazione mondiale (4), mentre in Europa la genza si attesta intorno all'1%. L’infezione da
HCV non presenta un decorso clinico o una stortarake caratteristici, ma piuttosto un ampio
spettro di lesioni epatiche, quadri clinici e prognestremamente eterogenei. Dei soggetti infettati
solo una minima parte guarisce spontaneamente §%j;2mentre in circa il 75-85% dei casi si
assiste alla persistenza della viremia ed al ssoaesviluppo di epatite cronica, anch’essa spesso
clinicamente silente (5-7). Caratteristica delénione da HCV é infatti la tendenza alla
cronicizzazione, legata principalmente alla capad#l virus di sfuggire alla risposta immunitaria
dell'ospite (8-9). La piu importante complicanzdl'deatite cronica C e lo sviluppo di cirrosi, che
puo insorgere rapidamente, dopo 1-2 anni dall'ioiez, o lentamente, entro le prime due decadi.
Inoltre, I'infezione cronica da virus dell’epatit@ € spesso associata a humerose manifestazioni
extraepatiche di auto-immunita, quali scialoadefiitéocitica, lichen piano, poliarterite nodosa,
glomerulonefrite, tiroidite e crioglobulinemia mas{10). L'esistenza di un’alterata omeostasi del
sistema immune in pazienti con epatite C e ulteremte suggerita dall’'elevata prevalenza di
anticorpi non-organo specifici. In particolare, iaotpi anti-muscolo liscio e anti-nucleo sono
presenti rispettivamente nel 14-66% e nel 6-41%.c@éhtrario, anticorpi anti-cellule parietali
gastriche, anti-mitocondrio e anti-citoplasma d=itnofili si riscontrano meno frequentemente (11).
La rilevanza clinica di questi anticorpi, come punmmeccanismi responsabili della perdita della
tolleranza al self, sono scarsamente caratterizdatnerosi autori hanno suggerito che il rilasdio d
antigeni intracellulari, in seguito al danno epatiedotto dal virus, possa indurre una risposta-aut
immune con produzione di auto-anticorpi; tuttave specificita antigeniche delle reazioni auto-
immuni associate all’epatite cronica C non sonameamael tutto definite.

Gli auto-anticorpi associati all'infezione da HCHecattualmente sono meglio caratterizzati sono
gli anticorpi anti-microsomi epatici e renali dpdi | (anti-LKM-I) diretti verso il citocromo P450
2D6, rilevabili fino al 10% dei pazienti con CHQO(12). La possibilita che gli auto-anticorpi anti-
LKM-I possano contribuire al danno epatico indad® HCV e suggerita da numerose evidenze
sperimentali. In particolare, Muratori e collegt@nmo dimostrato che gli anti-LKM-1 presenti in
pazienti con infezione da HCV riconoscono il CYP2@6presso sul versante esterno della
membrana plasmatica epatocitaria (13). Inoltre isttiditturali hanno indicato che i principali
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epitopi del CYP2D6, riconosciuti dagli anti-LKM-4pno esposti sulla superficie del citocromo (14)
e che si tratta sia di epitopi lineari sia conforioaali che condividono un’omologia strutturale con
proteine del’HCV (15-16). Oltre al CYP2D6, altriembri della superfamiglia del citocromo P450
(CYPs) sono riconosciuti da auto-anticorpi assoeild CHC; in particolare, Dalekos et al. (17)
hanno osservato la presenza di auto-anticorpi GYiB2A6 rispettivamente nel 8% dei pazienti
LKM-I positivi e in circa il 2% degli LKM-I negativ in aggiunta e stata evidenziata auto-reattivita
diretta verso il CYP2EL ed il CYP3A4 (18).

Il consumo cronico di alcol e un fattore che fasoe la progressione dellCHC ed incrementa,
indipendentemente dalla durata dell'infezione (1),due a tre volte il rischio di cirrosi; tuttayvia
nei pazienti infetti da HCV anche un consumo matiedi alcol promuove stress ossidativo e la
progressione verso la fibrosi (20-21). Circa il 4@ pazienti con epatopatia alcolica presenta
elevati titoli di auto-anticorpi anti-CYP2E1 (2&)he correlano con la gravita del danno epatico,
suggerendo un possibile ruolo del danno auto-immméngazienti con abuso alcolico. La capacita
dellHCV e dell’alcol di indurre reazioni auto-immitarie dirette verso varie isoforme di CYPs ha
indotto ad investigare la presenza ed il possitwigributo dell’auto-reattivita verso il CYP2E1line
pazienti infetti da HCV.

A questo proposito, studi condotti nel nostro lalbario hanno mostrato che i pazienti con epatite
cronica C (CHC) presentano sia titoli di auto-amc anti-CYP2E1 (p<0,0001), che frequenze di
positivita significativamente superiori rispettocaintrolli sani (40% vs 3%, diff% 37%, 95% IC 25-
47%) (23). La specificita antigenica di tali antigpe stata confermata dalla loro capacita di
immunoprecipitare il CYP2EL1 umano purificato. Afdienza dei pazienti epatopatici alcolisti,
studiati precedentemente, in cui gli auto-anticamii-CYP2E1 riconoscono esclusivamente epitopi
conformazionali (24), una consistente frazioneai@nti con epatite cronica C riconosce CYP2E1
non solo in saggi ELISA o in immunoprecipitaziong anche in condizioni denaturanti e riducenti
(western blotting), suggerendo la presenza di argidiretti anche verso epitopi lineari, costituit
da brevi sequenze aminoacidiche.

Inoltre, abbiamo osservato che gli auto-anticomii-&YP2E1 presenti nel siero di pazienti con
epatite cronica C sono capaci di riconoscere ocdmo presente sulla superficie cellulare di
epatociti non-permeabilizzati, suggerendo la pagsibche questi auto-anticorpi anti-CYP2E1
possano innescare una citotossicita cellulo-mediati@orpo-dipendente (ADCC), con conseguente

danno cellulare.
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SCOPO DEL PROGETTO DI DOTTORATO

Costituzione di un’ampia sieroteca di pazienti etf2\V, in collaborazione con
Centri Ospedalieri presenti sul territorio nazi@jad screening dei pazienti
con metodiche immunologiche.

Caratterizzazione della specificita antigenica deglito-anticorpi anti-
CYP2EL1, valutazione della loro rilevanza clinickoe associazione con altri
auto-anticorpi organo- o non-organo specifici emiabili in pazienti con
epatite cronica C.

Studio del ruolo dell’auto-reattivita anti-CYP2EZElla patogenesi e nella
progressione del danno epatico.

Determinazione del possibile impiego degli autaeampi anti-CYP2E1 come
marker predittivo nell’evoluzione della lesione &pa e del potenziale utilizzo
come strumento diagnostico.

Analisi della struttura molecolare di CYP2E1l e mappa dei principali
epitopi conformazionali riconosciuti dagli auto-antpi anti-CYP2EL.
Individuazione degli epitopi lineari di CYP2E1 maggnente riconosciuti
dagli auto-anticorpi anti-CYP2EL.

Valutazione dellimmunita cellulare anti-CYP2E1 eos contributo nella

patogenesi della patologia.
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ATTIVITA SVOLTA NEL PRIMO ANNO E RISULTATI

Studio del ruolo dell'autoreattivita anti-CYP2E1 ndla patogenesi e nella progressione del
danno epatico

La sieropositivita per LKM-I (auto-anticorpi antiY®2D6) riveste una certa rilevanza clinica in
guanto i pazienti con infezione cronica da HCV, ait titoli di auto-anticorpi anti-LKM-I,
tendono a presentare sia un danno epatico piucesiarpiu gravi effetti collaterali in risposta al
trattamento con interferone (25-26). Sebbene alcawielenze sperimentali suggeriscano la
possibilita che gli auto-anticorpi anti-LKM-I posgacontribuire al danno epatico indotto da HCV
(26), il loro specifico contributo patogeneticoiatdeccanismi molecolari responsabili della perdita
della tolleranza al self sono ancora scarsamemggtedzzati. Inoltre, la bassa prevalenza di quest
auto-anticorpi (0-10%) nella popolazione HCV neilanil loro utilizzo come marker prognostici
per il rischio di progressione del danno epaticodrso di epatite cronica C.

Al contrario le 1gG dirette verso CYP2E1, assocaltepatite cronica C, sono presenti nel 40% dei
pazienti da noi esaminati (23), suggerendo chedtaattivita anti-CYP2E1 possa contribuire in
larga misura alla patogenesi del danno epaticoretgde ragione abbia una notevole rilevanza
clinica.

In effetti, i nostri studi hanno mostrato che, sl il grado di steatosi, necro-inflammazione
(grading) e di fibrosi (staging) non differisserayraficativamente tra pazienti con e senza
autoreattivita anti-CYP2E1, i pazienti con epatiieinterfaccia periportale o perisettale di grado
moderato o severo (Ishak’s score>1) avevano sighificativamente piu elevati (p=0,025) di IgG
anti-CYP2EL1 rispetto ai pazienti con epatite derfdccia periportale o perisettale di grado lieve
(Ishak’s scorel). Una marginale differenza nell'autoreattivitatiadYP2E1 (p=0,07) era inoltre
evidente in relazione all’estensione della neceslell'infiammazione focale. Inoltre, sebbene i
pazienti con autoreattivita anti-CYP2E1 presentassdevati livelli sierici di immunoglobuline
totali, I'analisi multivariata ha confermato chetiioli anti-CYP2E1 erano indipendentemente

associati con la severita dell’epatite di interfaqueriportale/perisettale.

Contemporaneamente al processo di mappatura dagpipe conformazionali riconosciuti dagli

anti-CYP2EL, I'obiettivo principale dell’attivitai dlottorato di questo primo anno é stato duplice:

* l'ampliamento e lo screening in ELISA di un maggioumero di pazienti HCV gia ben
caratterizzati dal punto di vista biochimico, dtioie istopatologico;

» valutazione della specificita anticorpale (epitapinformazionali vs lineari) in relazione al

danno epatico.
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A tal fine, abbiamo valutato l'autoreattivita a@¥P2E1 in condizioni riducenti e denaturanti
(western blotting) di 35 sieri HCV che presentavatevati titoli di auto-anticorpi anti-CYP2EL in
ELISA. In particolare, l'intensita di ogni banda dattivita anti-CYP2E1 in Western Blotting e
stata valutata tramite videodensitometria ed untgggio semiquantitativo (score 0-3) €& stato
attribuito ad ogni siero sulla base della propettivita rispetto al siero policlonale anti-CYP2d1
controllo.

Sorprendentemente, i nostri dati hanno mostratd pagienti con scarsa reattivita anti-CYP2EL in
Western blotting, cioé con IgG verso epitopi confazionali, presentavano un punteggio di
grading (inflammazione) e di staging (fibrosi eloasi) significativamente (p<0,05) superiori ai
pazienti con reattivita anti-CYP2EL elevata in Westblotting, cioe con IgG verso epitopi lineari
(Figura 1). Cio suggerisce che una parte dellaraattvita anti-CYP2EL, cioé quella diretta verso
gli epitopi lineari, sembra avere uno scarso sigaib clinico, potendo quindi costituire un fattore
di confondimento per il possibile impiego a scopagdostico di test capaci di evidenziare auto-
anticorpi anti-CYP2EL1 in relazione alla progressioiella patologia.

Ulteriori studi in un maggior numero di pazientinsonecessari per confermare e ulteriormente
caratterizzare il contributo della reattivita vergoesti epitopi conformazionali nella patogenesi

dell'infezione cronica da HCV.
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Figura 1: Diagrammi a scatola dello score di neeritammazione (A) e fibrosi (B) nei pazienti con
infezione cronica da HCV con alti titoli di auto4gorpi anti-CYP2E1 in ELISA, suddivisi sulla
base della reattivitd anti-CYP2E1 valutata in candni denaturanti e riducenti. Una scarsa o,
viceversa, un’elevata reattivita verso CYP2EL insi& blotting corrispondono ad anticorpi
verso epitopi rispettivamente conformazionali @&n. Le scatole comprendono i valori tra il 25° e
il 75° percentile, le linee in neretto rappreseraale mediane, le linee al di fuori delle scatole si
estendono dal 10° al 90° percentile (80% dei vdJomentre le osservazioni estreme sono
rappresentate da cerchi. | valori sopra le scatoldicano la percentuale dei soggetti con auto-
anticorpi i cui titoli superano la soglia di positta, calcolata come 95° percentile della
popolazione dei controlli.
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Analisi della struttura molecolare di CYP2E1 e mappatura dei principali epitopi
conformazionali riconosciuti dagli auto-anticorpi anti-CYP2E1

Stante I'associazione fra epitopi conformazionalliano epatico severo (necroinfammazione e
fibrosi), la caratterizzazione degli antigeni bgigasi rende necessaria in quanto potrebbe fornire
ulteriori indizi circa il contributo patogeneticegli auto-anticorpi anti-CYP2EL nei pazienti con
epatite cronica C.

Per l'individuazione degli epitopi conformazionaltonosciuti dagli auto-anticorpi anti-CYP2E1,
abbiamo utilizzato un nuovo approccio sviluppatergemente nel nostro laboratorio. La metodica
consiste nella singola sostituzione aminoacidicaijdaminoacido carico con alanina, poiché dotata
di scarso ingombro sterico) mediante mutagenesidsietta, espressione in batteri della forma
mutata, purificazione e valutazione della conseaoraz della struttura tridimensionale tramite
lettura dello spettro del citocromo dopo riduzimoe CO (vedi sezionkletod). Il coinvolgimento

del residuo aminoacidico nella reattivita anti-C¥H22viene valutata comparando la capacita dei
sieri di immunoprecipitare la forma wild-type dédocromo rispetto a quella mutata, recante quella
particolare sostituzione aminoacidica.

Preliminarmente, per gli esperimenti di immunoppéeazione sono stati utilizzati il CYP2E1 wild-
type ricombinante umano espresso in laboratorionécalescritto nella seziondetod) oppure
forme mutate di CYP2E1 gia disponibili presso ibbeatorio di Patologia Generale (vedi Tabella
1), impiegate precedentemente per valutare laiviéateinti-CYP2EL nei pazienti con Patologia

Epatica Alcolica.

mutazione

Glu272-> Ala272
Glu320-> Ala320
Arg331-> Ala331
Lys342-> Ala342
Arg344-> Ala344
Lys420-> Ala420

o o A W ON R |Z

Tabella 1: Elenco isoforme mutate di CYP2E1 esgras<E. Coli utilizzate per gli esperimenti di
immunoprecipitazione.

A tale scopo, sono stati quindi selezionati 8 siepazienti CHC con anticorpi diretti verso epitop
conformazionali, selezionati in quanto presentavagattivita verso il CYP2EL1 correttamente
avvolto (ELISA ed Immunoprecipitazione) ma non wefBYP2E1 denaturato e ridotto (Western

Blotting). | nostri dati hanno mostrato che le nzidai con alanina di Lys342, Arg344 e Lys420, e
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in misura minore di Glu320 e Arg331, interferivamo varia misura con il riconoscimento di

CYP2EL1 da parte degli auto-anticorpi (Tabella 2).

wt

CHC8 | 100

CHC7 | 100
CHCS5 | 100

61

CHC4 | 100 86 84
CHC6 | 100 77 77 98 52 57 58

CHC2 | 100 61 87 53 92 67 100
CHC3 | 100 57 78 55 97 100 77

CHC1 | 100 100 69 84 75 95 65

Tabella 2: Effetto di singole sostituzioni aminafche sul riconoscimento di CYP2E1l
ricombinante umano da parte di sieri di 8 paziesuh CHC. Le intensita delle bande sono state
misurate tramite videodensitometria e i risultatne stati espressi come percentuale di reattivita
residua delle forme mutate rispetto al CYP2E1 wyige. | quadrati grigi indicano una riduzione
compresa tra il 40-50%, mentre quelli neri una ztne >50%.

Sebbene le mutazioni introdotte interessassero aauidi localizzati in regioni tra loro distanti

nella struttura secondaria, la simulazione al cdempha rivelato che questi aminoacidi, dopo
'avvolgimento della molecola, vengono a trovarsistretta prossimita, identificando un’area di
circa 2,5-3,0 nm sulla superficie di CYP2E1l coniphti con la presenza di un epitopo

conformazionale, localizzato tra le eliche J' e,Kiella porzione C-terminale di CYP2E1 (Figura

Figura 2: Modello molecolare di CYP2E1
(modalita spacefill) raffigurante le regioni

studiate in immunoprecipitazione. In blu e
rosso sono colorate rispettivamente
l'estremita N- e C-terminale, in giallo i

residui  aminoacidici mutati (Glu272,

Glu320, Arg331, Lys342, Arg344, Lys420).
L'aminoacido isolato colorato in giallo

corrisponde a Glu272.

10
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E interessante notare che questo epitopo mappa stesa area di uno dei due epitopi maggiori
caratterizzati nei pazienti con epatopatia alcoiidaepatite da alotano (24). Tuttavia I'epitopo da
noi identificato sembra coinvolgere una zona pigtaaispetto a quello coinvolto nella malattia
epatica alcolica; questo dato, unitamente allossBone che pazienti HCV, a differenza dei
pazienti alcolisti, presentano auto-anticorpi &YiP2E1 non associati al consumo alcolico e diretti
anche verso epitopi lineari, suggerisce l'ipotesirddiverso meccanismo di perdita della tolleranza
al self.

Tuttavia, i dati evidenziano che la mutagenesiidaginoacidi (Glu272, Glu320, Arg331, Lys342,
Arg344, Lys420) che costituiscono I'epitopo da ndentificato, non influenza o altera solo
minimamente la reattivita di alcuni sieri. Questiggerisce che altre regioni della molecola possano
essere coinvolte nel mediare il riconoscimento aléepdelle 19G anti-CYP2EL.

Uno degli aspettti cruciali per I'individuazione wlteriori epitopi candidati consiste nel selezi@na
preliminarmente, tra i vari bersagli potenziali ldeinolecola, quei residui aminoacidici le cui
caratteristiche (chimico-fisiche, localizzazioneggaeessibilitd) siano maggiormente compatibili con
il legame anticorpale anti-CYP2EL.

La selezione degli aminoacidi candidati € un precesiultistep che integra differenti approcci,
guali una revisione sistematica della letteratl@aalisi bioinformatica e i dati sperimentali attgi

in esperimenti di immunofluorescenza, ELISA e immprecipitazione.

Nella Tabella 3 e riportata la lista completa degtiinoacidi carichi di CYP2E1 rimasti al termine
del processo di selezione, con l'indicazione etitaa semiquantitativa della loro accessibilita alla
superficie della molecola, valutata tramite anallstomputer. La localizzazione di questi potenzial

bersagli e indicata in Figura 3.

11
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E205 K275 (++) K342 (++) K422 (++)
H232 (+) E276 (++) D343 D425 (++)
R233 (++) K277 (++) R344 (++) K428
K234 (++) H278 E346 (++) K434 (++)
K237 (++) E281 (++) D351 R435
E241 R282 (++) H355 E440 (++)
K243 (+) D287 (+) H370 R444 (++)
E244 (++) E302 E371 (+) E446
E248 (++) R309 R374 (++) H457 (+)
R249 K317 (+) D375 (++) K461 (++)
K251 (++) E320 (++) R379 (++) D465 (++)
E252 (++) E322 D394 K467 (++)
H253 (+) E323 (++) D399 (+) D468 (++)
H254 (++) K324 (++) E402 (++) D470 (++)
D258 (++) H326 (+) E407 (++) R484 (++)
R263 (++) E327 (++) K408 (++) K486 (++)
D264 E328 K410 (++) R492 (++)
D267 D330 (++) E412 (++)

E272 (++) R331 (++) E417 (++)

E274 (++) R337 (++) K420 (++)

Tabella 3: Elenco degli aminoacidi potenzialmenteingolti nel legame anti-CYP2ELl. Tra
parentesi € indicata una stima dell’accessibilital desiduo, valutata analizzando il modello di
CYP2EL1.

Figura 3: Modello molecolare tridimensionale di CYPL. In blu e rosso sono colorate
rispettivamente I'estremita N- e C-terminale; ingjo e in azzurro sono indicate rispettivamente le
regioni escluse dall’analisi e quelle che invecenh@a soddisfatto i criteri di selezione; in fucsia
sono colorati gli aminoacidi Lys342, Lys420, Arg3ddntre in lilla i residui Arg331 e Glu320.

12
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In conclusione, questo studio preliminare ha pesmeh identificare una serie di amminoacidi che
potenzialmente potrebbero essere coinvolti nedliistione antigene-anticorpo e che saranno
valutati nel corso di questo progetto di Dottorato.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Alla luce dei risultati ottenuti emerge chiaramenteche:

* lo sviluppo di autoreattivita anti-CYP2E1, in padiare verso epitopi conformazionali, é
associato ad un maggior danno epatico nei pazentepatite cronica C;

» uno dei bersagli principali riconosciuto dagli aotipi anti-CYP2EL1 e localizzato tra le eliche J’

e K”, nella porzione C-terminale del citocromo.

In futuro:

» Dallanalisi del modello molecolare appare chiahe @ltri epitopi potrebbero essere interessati
nel legame con gli auto-anticorpi anti-CYP2E1. Gobgoniamo quindi di investigare |l
contributo di ulteriori residui aminoacidici emersiel processo di selezione descritto
precedentemente.

* Inoltre, al fine di confermare e studiare in magglettaglio il contributo degli anti-CYP2EL1 nel
danno epatico, intendiamo estendere a breve tefdmimastre analisi ad un piu ampio numero di

pazienti gia ben caratterizzati da un punto diavidinico, biochimico e istopatologico.

13
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MATERIALI E METODI

ALLINEAMENTO DELLE SEQUENZE AMINOACIDICHE DI DIFFER ENTI ISOFORME

DEL CITOCROMO P450 E GENERAZIONE DI UN MODELLO MOLECOLARE DI CYP2EL.

Le sequenze aminoacidiche, in formato FASTA, dfedénti isoforme di citocromo P450, quali
CYP1A2 umano (P05177), CYP2B6 umano (P20813), CPdCconiglio (P00179), CYP2C9
umano (P11712), CYP2D6 umano (P10635), CYP2E1 do réP05182) e CYP2E1l umano
(P05181), contenute nel database Swiss-Prot/TrEM&tcessibile al sito web Expasy
(http://www.expasy.org), sono state allineate z##indo il programma di allineamento multiplo di
sequenze proteiche ClustalW, disponibile al sitdb vekell’lstituto Europeo di Bioinformatica
EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). La rapgsentazione grafica degli allineamenti e stata
ottenuta utilizzando il software BOXSHADE versioBe21, disponibile al sito web EMBnet
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Per generare un modello molecolare di CYP2E1l éo stailizzato il server automatico di
modellazione per omologia di struttura SWISS-MODEdgcessibile dal server web Expasy
(http://www.expasy.org/swissmod/), fornendo il aEBWISS-PROT di CYP2E1 umano (P05181)
e indicando come template la struttura di CYP2Ctcahiglio (codice ExPDB 1DT6A), che
condivide una discreta omologia di sequenza amidmac (54,1%) con il CYP2EL. La
minimizzazione dell’energia del modello e stat@tita usando I'algoritmo GROMOS96; la radice
dell’errore quadratico medio (Root Mean Square EFRMSE) e le distanze interatomiche sono
state calcolate usando il software DeepView-SwibSralver (versione 3.7). La simulazione di
CYP2EL era paragonabile con altri modelli di CYP2iescritti in letteratura (RMSE compreso tra
0,170 e 0,185 nm) basati su CYP2C5 di conigliot@ccomi batterici (http://joneslab.wsu.edu/).

La visualizzazione grafica & stata ottenuta u@imio il software RasTop (versione 2.6.4) di
Philippe Valadon (La Jolla, CA).

SELEZIONE DEI RESIDUI AMINOACIDICI CANDIDATI PER GL | ESPERIMENTI DI
MUTAGENESI
| possibili epitopi riconosciuti dagli auto-antiporanti-CYP2E1 sono stati identificati combinando
una revisione sistematica della letteratura conitde bioinformatiche e sperimentali. Poiché gli
auto-anticorpi anti-CYP2E1 sono in grado di ricaxere il citocromo esposto sulla membrana
epatocitaria, utilizzando il modello molecolare @YP2E1, sono state inizialmente escluse le
porzioni di sequenza codificanti per aminoacidi sposti sulla superficie della molecola e quindi

non accessibili. L'utilizzo dell'algoritmo di angégicitd di Jameson-Wolf (27), calcolato con il
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software bioinformatico GCG (Wisconsin Sequence Iygia Package, Accelrys Inc, San Diego,
CA), ha permesso di selezionare le regioni con tearstiche chimico-fisiche (idrofilicita,
probabilita del residuo di trovarsi sulla supediciesterna della molecola, flessibilita e
localizzazione del residuo in una particolare stirat secondaria) piu compatibili con la possibile
natura di epitopo. Dato I'elevato numero di epitope questa procedura € in grado di individuare,
Si @ reso necessario adottare ulteriori critesedézione.

| citocromi P450 costituiscono una superfamigliaedie-proteine implicate nel metabolismo di
numerose molecole endogene ed esogene. Esse saswmifichte in base alla percentuale di
omologia della sequenza aminoacidica in famigl#0%%) e in sottofamiglie (>55%).

Sono state quindi allineate le sequenze aminodmddi numerose isoforme di citocromi P450
umani appartenenti a famiglie diverse, o nellamlaella stessa famiglia CYP2 alle sottofamiglie
CYP2B, CYP2C, CYP2D e inoltre sono state anchenedlie due proteine di specie differenti
(CYP2C5 di coniglio e CYP2E1 di ratto). L'utilizzdi sequenze appartenenti ad altre famiglie e
specie si € reso necessario per ottimizzare il khmeamento, dal momento che i citocromi
presentano un’ampia variabilitd a livello della zione N-terminale, contrariamente a quella C-
terminale che risulta invece altamente consenita quindi proceduto a ridurre il numero dei
possibili aminoacidi bersaglio escludendo regidre presentavano specifiche caratteristiche: sono
state eliminate anche le porzioni altamente comseye quindi certamente non specifiche per il
CYP2EL. Poiché la maggior parte degli epitopi pdeceéemente identificati in altri citocromi erano
localizzati prevalentemente nella porzione C-teat@ndella molecola, i primi 200 residui
aminoacidici sono stati esclusi dalle successiaiginTale scelta € anche giustificata dal fatte ¢
guesta porzione della molecola (elica B) & impéicatl legame tra CYP e membrana cellulare e
risulta quindi scarsamente accessibile al legangdi @aticorpi. Inoltre, lo studio degli epitopi
lineari e/o conformazionali riconosciuti da autdieorpi anti-CYP presenti in altre patologie ha
consentito di focalizzare I'attenzione su spec#ictegioni. Infine, considerando che gli auto-
anticorpi anti-CYP2E1 umano dei pazienti con CH@osim grado di riconoscere anche il CYP2E1
di ratto ma non il CYP2D6 umano, dalle regioni ddate fin qui identificate si sono potute
escludere quelle differenti dal CYP2E1 di ratto welte omologhe al CYP2D6 umano. Tale
processo ha consentito di ridurre in maniera sasbmnil numero di aree potenzialmente coinvolte
nel legame con gli auto-anticorpi anti-CYP2EL.

La strategia da noi elaborata prevede la mutazibr@minoacidi carichi (arginina, lisina, istidina,
acido glutammico e acido aspartico), presentira#ino di queste zone, con aminoacidi neutri

dotati di scarso ingombro sterico, come ad eseftrgdamina. Questo approccio permette di ottenere
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forme di CYP2E1 con una corretta struttura teraiaria con mutazioni a livello degli epitopi

candidati.

PREPARAZIONE DI CYP2E1 RICOMBINANTE UMANO WILD-TYPEMEDIANTE
ESPRESSIONE IN E. COLI

Il plasmide di espressione pCWori+ contenente ¢t codificante per il CYP2E1 wild-type €
stato gentilmente donato dal Prof. Magnus Ingeli®aneberg della Divisione di Tossicologia
Molecolare, Istituto di Medicina Ambientale, IstituKarolinska, Stoccolma, Svezia. In particolare
alla sequenza del CYP2EL1 sono stati aggiunti @luesli istidina all’estremita C-terminale e, per
ottimizzare I'espressione, sono stati eliminatucleotidi codificanti i primi 18 aminoacidi.Cellule
Supercompetenti XL1 Blue di E. Coli (@) sono state transfettate per shock termico cphdklla
soluzione di CYP2E1 wild-type plasmidico e sucoemsiente selezionate con piastre LB agar
contenenti ampicillina. Singole colonie sono stateriormente cresciute per 16 ha 37°C e 10 h a
4°C in terreno LB piu ampicillina. 2 ml di questeltare sono stati aggiunti ad una soluzione
contenente 178 ml di TB-medium (Bacto-Triptone 1,R84v), estratto di lievito 2,4% (w/v) ,
glicerolo 0,4% (v/v)), 20 ml di buffer potassio-fa 0,17 M (0,17 M di-idrogenofosfato di
potassio, 0,72 M idrogenofosfato di di-potassi@) gl di ampicillina (50mg/ml), 20Ql di tiamina

(2 M), 200ul di acidos-amino levulinico o d-ALA (0,5 M) e 200l di FeCk (25 mM). La miscela

di reazione e stata quindi incubata a 37°C in agite continua. La crescita batterica é stata
monitorata spettrofotometricamente. Al raggiungitoedi una densita ottica (0.d.) di 0,7 unita, alla
miscela sono stati aggiunti 2@0di IPTG (1 M) e 20ul di imidazolo (0,5 M) a cui e seguita una

successiva incubazione a 30°C in agitazione coafoau 24 h.

PURIFICAZIONE E MISURAZIONE DI CYP2E1 WILD-TYPE UMANO

Le colture sono state trasferite in tubi da cemgaf e raffreddate in ghiaccio per 15 minuti. Dopo
centrifugazione a 2800 g per 12 minuti a 4°C, Igtedono stati risospesi in buffer TSE a 4°C (Tris-
Acetato 50 mM a pH 7,6, saccarosio 250 mM, EDTAGEV) e in 0,25 mg/ml di lisozima. Dopo
un’incubazione di 30-60 minuti in ghiaccio, gli sfblasti sono stati recuperati per centrifugazione
a 2800 g per 12 minuti a 4°C, risospesi in 100 midadassio fosfato buffer a pH 7,6, 6 mM di Mg-
Acetato, 20% di glicerolo, 2%l/ml di inibitori di proteasi (Hoffmann-La Roche) lgsati per

sonicazione. | lisati batterici sono stati quineéntrifugati a 12000 g per 12 minuti a 4°C. Dopo
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trasferimento dei surnatanti in tubi da ultracéaga e centrifugazione a 100000 g per 60 minuti a
4°C, i pellet sono stati prima risospesi in 2 mb@imM di sodio fosfato buffer a pH 7,4, 300 mM
di NaCl, 5 mM di imidazolo, 20% di glicerolo, 1% dbdio deossicolato e 1 mM di PMSF,
omogeneizzati, incubati per 20 minuti e di nuovatdéugati a 100000 g per 60 minuti a 4°C. |
surnatanti sono stati quindi incubati con 0,5 mtalina al Nickel (QIAGen) per 1 h a 4°C e le
miscele resina-campione sono state applicate alaoe per la successiva separazione. Le colonne
sono state lavate 4 volte con 4 ml di 50 mM di eddsfato buffer a pH 7,4, 300 mM di NaCl, 10
mM di imidazolo, 20% di glicerolo, 0,1% di sodioa$sicolato e le frazioni contenenti il CYP2E1
sono state eluite con 0,5 ml di 50 mM di Tris-HCpH 7,4, 100 mM di NaCl, 500 mM di
imidazolo, 20% di glicerolo, 1 mM di Cag¢ 0,1% di sodio deossicolato. La quantita ed ritetto
folding di CYP2E1 wild-type sono stati controllatamite lettura spettrofotometrica a 450 nm in

presenza di sodio ditionito e CO, in accordo cqraltocollo originale di Omura e Sato (28).

MISURAZIONE DEGLI AUTO-ANTICORPI ANTI-CYP CON SAGGD
IMMUNOENZIMATICO IN FASE SOLIDA

Per la ricerca degli auto-anticorpi anti-CYP somates utilizzate delle piastre di polistirene per
ELISA (Nunc-Immuno Maxi-Sorp, Nunc, S/A, Roskildeenmark). Meta dei pozzetti sono stati
ricoperti con 18,5 nM di CYP2E1 (espresso in latmta) o di CYP2D6 umano ricombinante
purificato (Oxford Biochemicals Inc. Oxford, MI, W$ solubilizzati in buffer bicarbonato 0,1 M a
pH 9,6 ed incubati overnight a 4°C. | rimanenti petd sono stati riempiti con lo stesso volume di
solo buffer bicarbonato. I siti di legame non sfieicsono stati bloccati con 0,3 ml di coating larff
contenente il 3% (w/v) di BSA in PBS a pH 7,4 pen & 37°C. | sieri dei pazienti (0,2 ml diluiti
1:50 in coating buffer) sono stati piastrati in bicgto ed incubati per 1 ora a 37°C. Dopo cinque
lavaggi con PBS 0,25% (v/v) Triton X-100, ai pozzebno stati aggiunti 0,2 ml di siero anti-
human di capra coniugato con perossidasi (dilogid:5000 in coating buffer) (Dako S.p.A.,
Milano, Italy). Dopo 1 h di incubazione a 37°C ¢eubri cinque lavaggi con PBS 0,25% (v/v)
Triton X-100, la reattivita anticorpale é statautata tramite I'aggiunta di una miscela di reazione
contenente 0,4 mg/ml di 1-phenylendiamine, @/l di perossido di idrogeno (30%), 5,1 mg/ml
di acido citrico e 6,1 mg/ml di NBHIPO, (anidro), a pH 5,0. | risultati sono stati espressne
densita ottica (0.d.) a 490 nm dopo aver sottratto reattivita anti-CYP quella di background dei

rispettivi pozzetti con il solo tampone bicarbonato
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VALUTAZIONE DELL’AUTOREATTIVITA ANTI-CYP2E1 TRAMITE WESTERN BLOT ED
IMMUNOPRECIPITAZIONE
I CYP2E1 ricombinante umano ( 9,6 pmol ) é statlulsilizzato in 15ul di SDS buffer a pH 6,8 (
SDS 4% (w/v), 0,2 mol/l di Tris-HCI, 26% di glic#o (v/v)) e usato per elettroforesi SDS/PAGE
(90 minuti a 100 V, stacking gel al 4% e resolvipgl al 10%). Dopo trasferimento su gel di
nitrocellulosa Hybond-C Extra (Amersham Bioscieng®&nersham, UK) (60 minuti a 100 V), la
membrana e stata incubata con sieri umani (dilutD0) o con un siero anti-istidina (diluizione
1:2000) (Amersham Bioscences, Amersham, UK). laieg degli anticorpi e stato rivelato con
immunoglobuline anti-human (diluizione 1:5000) otianouse (diluito 1:2000) coniugate con
perossidasi e reagente Western Lightning Chemilesz@nce Reagent Plus (Perkin Elmer, Boston,
MA, USA) e con apparecchiatura VersaDoc Imaginge&ys(Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules,
CA).
10 pmol di CYP2E1 wild-type o mutato sono statcaifti in RIPA buffer (50 mmol/l di Tris/HCI,
1% di NP-40, 0,25% di sodio deossicolato, 150 mihabINaCl e 1 mmol/l di EDTA a pH 7,4) a
cui sono stati aggiunti pl di siero umano (volume finale 1Q0 con diluizione finale siero 1:20) ed
incubati per 16 ore a 4°C su rotore orbitale. Dopnibazione per 2 ore a 4°C con @i proteina
A-sepharosio CL4B (1:1 sospensione in PBS) (Amerstiiosciences, Amersham, UK), gli
immunocomplessi legati vengono recuperati traméetrdugazione, lavati tre volte con 1 ml di
PBS e sottoposti a western blot, utilizzando comicarpo rivelatore della proteina CYP2E1 un
siero anti-istidina di topo. L'intensita delle banattenute con le differenti forme mutate di
CYP2EL e stata misurata tramite videodensitomaitlezzando il software Quantity One versione
4.5.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA), ed esga come percentuale di intensita residua
rispetto al CYP2E1 wild-type.

ANALISI DEI DATI E STATISTICA

Per l'analisi statistica dei dati e stato impiegasoftware statistico SPSS versione 12.0 (SP8S In
Chicago, lllinois, USA). Le differenze tra i gruppono state stimate con test non parametrico
Mann-Whitney e con test Chi-quadro. L'intervalloadinfidenza é stato calcolato usando il software
CIA versione 2.1.1 (T Bryant, University of Southaton, UK). L’adattamento alla distribuzione
normale e stato valutato con i test di Kolmogoront®ov e di Shapiro-Wilk. In presenza di una
consistente deviazione dall'ipotesi di normalitéiesta € stata corretta attraverso trasformazione

logaritmica.
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