UNIVERSITA DEGLI STUDI DEL PIEMONTE ORIENTALE

“AMEDEO AVOGADRO”

[ pree—
fffffffff

DOTTORATO DI RICERCA

IN

MEDICINA MOLECOLARE

XXII° CICLO

RUOLO DEGLI AUTO-ANTICORPI ANTI-CYP2E1
NELL'INFEZIONE CRONICA C

CANDIDATO
SALVATORE SUTTI TUTOR

PROF. EMANUELE ALBANO

ANNO ACCADEMICO 2007/2008



INDICE

INTRODUZIONE ... ..o e 3

SCOPO . e 5
MATERIALI E METODI ..ot 6

RISULT AT e e e s e e e e e e s 14
DISCUSSIONE ...t e e e s e e e e e e e e e e s 27
CONGCLUSIONI ¢ttt et e e rr e e e e e e e e e e e 32
BIBLIOGRAFFIA L. e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e n e e 33
ATTIVITA FORMATIVA ANNO ACCADEMICO 2007-2008 .....cuvceveveriririreirereeieresiereeieeenennn, 36
PUBBLICAZIONI ...ttt e e e e et e e et e e e s e e enae e e e bbb n e e e e e e e e e e e eees 38
AB S T R A T S e e et 38

CONGRESSI FREQUENTAT ...ttt ittt e e e e e e eee e s e e eenenennnnanes 39



Introduzione

INTRODUZIONE

L’infezione cronica da virus dell'epatite C € spessssociata a numerose manifestazioni
extraepatiche di autoimmunita, quali scialoadefiitéocitica, lichen piano, poliarterite nodosa,
glomerulonefrite, tiroidite e crioglobulinemia mas{1). 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 daitnofili si riscontrano meno frequentemente (2).

La rilevanza clinica di questi anticorpi, come pummeccanismi responsabili della perdita
della tolleranza al self, sono scarsamente caiattdi. Numerosi autori hanno suggerito che |l
rilascio di antigeni intracellulari, in seguito dhnno epatico indotto dal virus, possa indurre una
risposta autoimmune con produzione di autoanticofpuesta ipotesi ben si accorda con
'osservazione che differenti virus sono capacindiurre pattern simili di autoanticorpi e che lo
stesso virus si associa con autoanticorpi diregts@ numerosi componenti cellulari. Tuttavia il
danno epatico non & sempre associato con rispatstiensnuni (3).

In aggiunta agli autoanticorpi non-organo specifiescritti sopra, i pazienti con infezione da
HCV possono sviluppare autoanticorpi anti-micros@patici e renali di tipo | (LKM-1) diretti
verso il citocromo P450 isoforma 2D6 (CYP2D6). Saiquesti autoanticorpi siano osservati solo
nello 0-11% dei pazienti (4), la sieropositivitar pegkKM-1 riveste un ruolo particolarmente
importante. Infatti i pazienti con infezione cromida HCV con alti titoli di autoanticorpi anti-
LKM-1 tendono a presentare sia un danno epaticospitero, sia piu gravi effetti collaterali in
risposta al trattamento con interferone (5-6). lasgbilita che gli autoanticorpi anti-LKM-1
possano contribuire al danno epatico indotto da HEVsuggerita da numerose evidenze
sperimentali. In particolare Muratori e colleghinha dimostrato che gli anti-LKM-1 presenti in
pazienti con infezione da HCV riconoscono il CYP2@6presso sul versante esterno della
membrana plasmatica epatocitaria (7). Inoltre sstrditturali hanno indicato che i principali epitop
del CYP2D6 riconosciuti dagli anti-LKM-1 sono espasilla superficie del citocromo (8).

Gli anticorpi anti-LKM-1 presenti nel siero di panti con epatite da virus C riconoscono
epitopi lineari e conformazionali (1). L’analisi dequenza di questi epitopi ha rivelato omologie
strutturali con alcune proteine dellHCV (9-10). deatemente, Marceau e collaboratori hanno
dimostrato che i sieri di pazienti affetti da epattronica C, positivi per anticorpi anti-LKM-1,
riconoscono epitopi conformazionali del CYP2D6, poesi tra gli amminoacidi 254 e 288, che

cross-reagiscono con le proteine NS3 e NS5 deb WGV (11). Questi dati sembrano suggerire



Introduzione

che il mimetismo molecolare tra il virus HCV e I®fine degli epatociti possa essere responsabile
della perdita della tolleranza al self.

Oltre al CYP2D6 altri membri della superfamiglid déocromo P450 (CYP) rappresentano
dei bersagli antigenici per gli autoanticorpi asatcll’epatite cronica da HCV. In particolare,
Dalekos e colleghi hanno riportato la presenzauthanticorpi anti-CYP2A6 nell’'8% e nel 2% di
pazienti infetti da HCV rispettivamente anti-LKMpbsitivi e negativi (12). Inoltre, una minoranza
di pazienti con infezione cronica da HCV preseittdi tli autoanticorpi diretti verso CYP3A4 (13).

Recentemente, studi condotti nel nostro laboratbaano mostrato che circa il 40% dei
pazienti con epatite cronica C presenta autoamiiatiretti verso I'isoforma alcol-inducibile 2E1
del citocromo P450 (CYP2EL) (14). Questi autoamgcoon cross-reagiscono con CYP2D6 e non
sono associati a eta, genotipo virale e consumalie@dc Sebbene, inoltre, gli autoanticorpi anti-
CYP2EL1 riconoscano l'isoforma espressa sul versesttrno della membrana cellulare epatocitaria
(14), lanalisi statistica non ha evidenziato assoni significative fra la presenza
dell'autoreattivita anti-CYP2E1 ed aumentati livell transaminasi o gravita del danno allesame
istologico. Tuttavia, uno studio preliminare di aterizzazione antigenica ha rivelato che gli
autoanticorpi anti-CYP2E1 associati all'epatite mca C presentano un’ampia eterogeneita di
bersagli antigenici. Infatti, alcuni sieri mostramoa preferenziale reattivita verso epitopi lineki
citocromo, mentre altri riconoscono esclusivamepi¢éopi conformazionali.

La presenza di autoanticorpi anti-CYP2EL é statauch@ntata anche in pazienti con epatite
indotta dal gas anestetico alotano (15) e in utogaippo di pazienti con patologia epatica alcolica
in stadio avanzato (16). Studi condotti in questggbazioni hanno evidenziato che questi
autoanticorpi riconoscono specificatamente epitapnformazionali presenti alla superficie
molecolare di CYP2E1 (17).

Queste osservazioni ci hanno spinto ad investigaran’ampia popolazione di pazienti, la
specificita antigenica degli autoanticorpi associditepatite cronica C e a valutarne il possibile
significato sulla progressione del danno epaticdofto dal virus. Inoltre, parte dell’attivita
scientifica di questo secondo anno di Dottoratotatasdedicata allo studio dei meccanismi
molecolari potenzialmente responsabili della pardilla tolleranza al self degli autoanticorpi anti
CYP2E1.



Scopo

SCOPO
Validazione dei risultati precedentemente otteralttivi alla prevalenza degl
autoanticorpi anti-CYP2E1 in un’ampia coorte di ipa con infezione

cronica C.

Studio del ruolo dell’auto-reattivita anti-CYP2EZElia patogenesi e nella

progressione del danno epatico.

Caratterizzazione della specificita antigenica deglito-anticorpi anti-

CYP2EL1: identificazione di epitopi conformazionaiaggiori.

Studio dei meccanismi potenzialmente responsabdiladperdita della

tolleranza al self verso CYP2E1 nei pazienti cdazione cronica C.
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MATERIALI E METODI

Reclutamento di pazienti e controlli

Per questo studio sono stati esaminati 137 pazadfetiti da epatite cronica C (CHC) afferiti
consecutivamente all’Ospedale Maggiore della Catitdovara. L'infezione da virus C é stata
confermata dalla rilevazione di anticorpi anti-HCMjlizzando un test ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) di seconda generazione (Obtagnostic System, Milano, Italy), e
dellHCV-RNA tramite kit Amplicor HCV (Roche Diagrstic System). Il genotipo virale € stato
determinato impiegando il kit INNO-Lipa (Innogerosti Zwijndrecht, Belgium), secondo le
indicazioni del produttore. Tutti i pazienti eramegativi per la presenza di antigeni di superfitzé
virus HBV e di anticorpi anti-HIV e non erano affeta altra patologia epatica. Il consumo alcolico
giornaliero & stato valutato al momento del ricoyartilizzando un questionario standardizzato
descritto da Corrao e colleghi (18). Le carattefst cliniche e biochimiche della popolazione in
studio sono mostrate in Tabella 1. 65 controllii s@mza infezione da HCV provenienti dalla stessa
area geografica, e comparabili per sesso ed etgpafiolazione in studio, sono stati reclutati kra i
personale ospedaliero e universitario. Tutti i odlfitpresentavano un consumo alcolico entro i
limiti indicati dalle linee guida WHO.

Il protocollo dello studio e stato approvato dalin@@to Etico e tutti i pazienti inclusi nello
studio hanno fornito il loro consenso informatoitsar | campioni di sangue (5 ml) sono stati
prelevati la mattina a digiuno per la preparazideé siero. Tutti i gruppi non assumevano alcol
almeno nelle 24 ore precedenti il prelievo.

La biopsia epatica e stata effettuata in 113 pézedhinizio dello studio con tecnica di
Menghini. Nei restanti pazienti, la presenza ditomndicazioni severe associate alla cirrosi epatic
ha precluso l'analisi. Ogni biopsia e stata vahlutiat cieco da un anatomopatologo per grading e

staging, secondo la classificazione di Ishak (19).
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Pazienti CHC

Pazienti (Maschi/Femmine)

Eta (anni)

Consumo alcolico (g/die)

Indice di massa corporea (BMI)
Volume corpuscolare medio eritrocitario (MCV) (fl)
Aspartato aminotransferasi (AST) (U/l)
Alanino aminotransferasi (ALT) (U/l)
v-glutamiltranspeptidasiyGT) (U/l)
Fosfatasi alcalina (ALP) (U/l)
Bilirubina (umol/l)

Attivita protrombinica (INR)

Albumina (g/dI)

Gammaglobuline (g/dl)

Sideremia gmol/l)

Transferrina (mg/dl)

Ferritina (ng/ml)

Steatosi (pos)

Necro-inflammazione (grading)
Fibrosi (staging)

137 (81/56)
55,3 (44,9-65,0)
0,0 (0,0-40,0)
24,3 (22,0-27,0)
89,0 (85,0-92,3)
56,0 (3940%
81,0 (45,0-18p
42,0 (22,0-79,0)
165,0 (134,0-240,0)
0,80 (0,58-1,14)
1,05 (1,00-1,14)
4,2 (4,0-4,4)
1,50 (1,25-1,80)
112,0 (76,0-152,0)

217,0 (158,0-265,8)

188,0 (69,2-365,3)
68 (49,6%)

4 (3-6) (1-11)
2 (2-4) (0-6)

Tabella 1: Caratteristiche biochimiche e clinichei ghazienti investigati. | valori sono espressi eomediana e range
interquartile (IQR). Per gli indici istologici digding e staging € indicato anche il range di véilda.

Misurazione degli autoanticorpi anti-CYP2E1 con sagio immunoenzimatico in fase solida
(test ELISA)

Per la ricerca degli autoanticorpi anti-CYP2E1 setate utilizzate delle piastre di polistirene
per ELISA (Nunc-Immuno Maxi-Sorp, Nunc, S/A, Roslkd] Denmark). Meta dei pozzetti sono
stati ricoperti con 18,5 nM di CYP2E1 umano riconasite purificato (Oxford Biochemicals Inc.
Oxford, MI, USA) solubilizzati in buffer bicarbora0,1 M a pH 9,6 ed incubati overnight a 4°C. |
rimanenti pozzetti sono stati riempiti con lo stes®lume di solo buffer bicarbonato. | siti di
legame non specifici sono stati bloccati con 0,3lndoating buffer contenente il 3% (w/v) di BSA
in PBS a pH 7,4 per 1 h a 37°C. | sieri dei pazi@h®2 ml diluiti 1:50 in coating buffer) sono stat
piastrati in duplicato ed incubati per 1 ora a 37D0po cinque lavaggi con PBS 0,25% (v/v) Triton
X-100, ai pozzetti sono stati aggiunti 0,2 ml dirsi anti-human di capra coniugato con perossidasi
(diluizione 1:5000 in coating buffer) (Dako S.p.Milano, Italy). Dopo 1 h di incubazione a 37°C
e ulteriori cinque lavaggi con PBS 0,25% (v/v) @nitX-100, la reattivita anticorpale & stata

valutata tramite I'aggiunta di una miscela di reaz contenente 0,4 mg/ml di 1-phenylendiamine,
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0,4 pl/ml di perossido di idrogeno (30%), 5,1 mg/ml diico citrico e 6,1 mg/ml di N&PO,
(anidro), a pH 5,0. | risultati sono stati espresmine densita ottica (0.d.) a 490 nm dopo aver
sottratto alla reattivita anti-CYP quella di baakgnd dei rispettivi pozzetti con il solo tampone

bicarbonato.

Valutazione dell'autoreattivita anti-CYP2E1 tramite Western blotting ed
immunoprecipitazione

I CYP2EL 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% diiggrolo (v/v)) e usato per elettroforesi
SDS/PAGE (90 minuti a 100 V, stacking gel al 4%sotving gel al 10%). Dopo trasferimento su
gel di nitrocellulosa Hybond-C Extra (Amersham Biesices, Amersham, UK) (60 minuti a 100
V), la membrana é stata incubata con sieri umaitiitid1:100) o con un siero policlonale di
coniglio anti-CYP2E1 (Chemicon International, Temla¢c CA, USA). Il legame degli anticorpi e
stato rivelato con immunoglobuline anti-human (dione 1:5000) o anti-rabbit (diluizione
1:10000) coniugate con perossidasi e reagente Ydsghtning Chemiluminescence Reagent Plus
(Perkin Elmer, Boston, MA, USA) e con apparecchitWersaDoc Imaging System (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA). La reattivita dadri verso CYP2E1 denaturato e ridotto € stata
espressa come percentuale della reattivita del p@iclonale di controllo.

Per gli esperimenti di immunoprecipitazione 10 prdblCYP2E1 wild-type o mutato (vedi
sezione successiva) sono stati disciolti in RIPAdyy (50 mmol/l di Tris/HCI, 1% di NP-40, 0,25%
di sodio deossicolato, 150 mmol/l di NaCl e 1 mindi/EDTA a pH 7,4) a cui sono stati aggiunti 5
ul di siero umano (volume finale 1Q0 con diluizione finale siero 1:20) ed incubati @& ore a
4°C su rotore orbitale. Dopo incubazione per 2a048C con 5Qu di proteina A-sepharosio CL4B
(1:1 sospensione in PBS) (Amersham Biosciences,rémen, UK), gli immunocomplessi legati
sono stati recuperati tramite centrifugazione, tiatva volte con 1 ml di PBS e solubilizzati in 4D
di SDS buffer pH 6,8 e analizzati e sottoposti astes blot, come descritto precedentemente,
utilizzando come anticorpo rivelatore della protei€YP2E1 un siero anti-istidina di topo
(diluizione 1:2000), diretto verso la coda di istal (His-6) della proteina. L’intensita delle bande
ottenute con le differenti forme mutate di CYP2EXtata misurata tramite videodensitometria,
utilizzando il software Quantity One versione 4.%Blo-Rad Laboratories Inc., CA, USA), ed

espressa come percentuale di intensita residusttasal CYP2E1 wild-type.
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Generazione di un modello molecolare di CYP2E1

Per generare un modello molecolare di CYP2E1 @ sttilizzato il server automatico di
modellazione per omologia di struttura SWISS-MODEdgcessibile dal server web Expasy
(http://www.expasy.org/swissmod/), fornendo il cEBEWISS-PROT di CYP2E1 umano (P05181)
e indicando come templato la struttura di CYP2Cbcalniglio (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 ERRIMSE) e le distanze interatomiche sono
state  calcolate usando il software  DeepView-SwibSalver  versione 4.0
(http://www.expasy.org/spdbv/). La visualizzaziagrafica € stata ottenuta utilizzando il software
RasTop (versione 2.2) di Philippe Valadon (La JdlA).

Preparazione di CYP2E1l ricombinante umano wild-type e isoforme mutate mediante
espressione in E. Coli

Il plasmide di espressione pCWori+ (20) contenémtserto codificante per il CYP2E1 wild-
type € stato gentimente donato dal Prof. Magnugelman-Sundberg della Divisione di
Tossicologia Molecolare, Istituto di Medicina Ambiale, Istituto Karolinska, Stoccolma, Svezia.
In particolare alla sequenza del CYP2E1 sono atggiunti 6 residui di istidina all'estremita C-
terminale e, per ottimizzare I'espressione, somb siminati i nucleotidi codificanti i primi 18
aminoacidi (21).

Per I'espressione delle isoforme mutate di CYP2&#di( Tabella 2) sono stati utilizzati

plasmidi disponibili presso il nostro laboratoripreparati come descritto precedentemente (17).

mutazione

Lys324-> Ala324
Arg331-> Ala331
Lys342-> Ala342
Glu346-> Ala346
Lys420-> Ala420
Phe421> Ala421

o o A W ON P |Z

Tabella 2: Elenco delle isoforme mutate di CYP2Epresse in E. Coli ed utilizzate per gli esperimedit
immunoprecipitazione.
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Cellule Supercompetenti XL1 Blue di E. Coli () sono state transfettate per shock termico
con 1ul delle soluzione di CYP2EL1 plasmidico wild-typarautato e successivamente selezionate
con piastre LB agar contenenti ampicillina. Singotdonie sono state ulteriormente cresciute per
16 h a 37°C e 10 h a 4°C in terreno LB piu ampiall 2 ml di queste colture sono stati aggiunti ad
una soluzione contenente 178 ml di TB-medium (Bdctptone 1,2% (w/v), estratto di lievito
2,4% (w/v) , glicerolo 0,4% (v/v)), 20 ml di buffepotassio-fosfato 0,17 M (0,17 M di-
idrogenofosfato di potassio, 0,72 M idrogenofosfato di-potassio), 200ul di ampicillina
(50mg/ml), 200ul di tiamina (1 M), 20Qul di acidod-amino levulinico o d-ALA (0,5 M) e 20Ql
di FeCk (25 mM). La miscela di reazione € stata quindubata a 37°C in agitazione continua. La
crescita batterica € stata monitorata spettrofotocaenente. Al raggiungimento di una densita
ottica (0.d.) di 0,7 unita, alla miscela sono ségggiunti 200ul di IPTG (1 M) e 20ul di imidazolo

(0,5 M) a cui e seguita una successiva incubazads@’C in agitazione continua per 24 h.

Purificazione e misurazione di CYP2E1 umano wild-tpe e mutato

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 49&llet sono stati risospesi in buffer TSE a 4°C
(Tris-Acetato 50 mM a pH 7,6, saccarosio 250 mMTR®,25 mM) e in 0,25 mg/ml di lisozima.
Dopo un’incubazione di 30-60 minuti in ghiaccio,i gferoblasti sono stati recuperati per
centrifugazione a 2800 g per 12 minuti a 4°C, pessin 100 mM di potassio fosfato buffer a pH
7,6, 6 mM di Mg-Acetato, 20% di glicerolo, 2&/ml di inibitori di proteasi (Hoffmann-La Roche)
e lisati per sonicazione. | lisati batterici somatisquindi centrifugati a 12000 g per 12 minug&.
Dopo trasferimento dei surnatanti in tubi da ukradfuga e centrifugazione a 100000 g per 60
minuti a 4°C, i pellet sono stati prima risospesRiml di 50 mM di sodio fosfato buffer a pH 7,4,
300 mM di NaCl, 5 mM di imidazolo, 20% di glicerolb% di sodio deossicolato e 1 mM di PMSF,
omogeneizzati, incubati per 20 minuti e di huovatdgéugati a 100000 g per 60 minuti a 4°C. |
surnatanti sono stati quindi incubati con 0,5 mrasina 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 Ca# 0,1% di sodio deossicolato.

La quantita ed il corretto folding delle isoformeé @YP2E1 sono stati controllati tramite
lettura spettrofotometrica a 450 nm in presenzsodio ditionito e CO, in accordo con il protocollo

originale di Omura e Sato (22).
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Analisi di potenziali cross-reazioni tra CYP2EL e poteine di HCV

Le sequenze aminoacidiche, in formato FASTA, deccomo umano P450 isoforma 2E1
(P05181) e di differenti genotipi virali, contenutel database Swiss-Prot/TrEMBL accessibile al
sito web Expasy (http://www.expasy.org), sono staténeate utilizzando il programma di
allineamento multiplo di sequenze proteiche Clugtadisponibile al sito web dell’lstituto Europeo
di Bioinformatica EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.ukfgstalw/). La rappresentazione grafica degli
allineamenti & stata ottenuta utilizzando il sofevBOXSHADE versione 3.21, disponibile al sito
web EMBnet (http://www.ch.embnet.org/software/BO&rm.html).

Per la maggiore omologia con il CYP2E1 sono statezgonate porzioni proteiche di NS5B
appartenenti ai sottotipi di HCV 1b (P26663) e Q81495).

Dopo aver individuato una buona omologia di seqadre il peptide 324-346 di CYP2EL1 ed
il peptide della proteina virale NS5B 422-480, aoho valutato la presenza di un’eventuale
omologia a livello strutturale. A tal fine, avvatisti del modello molecolare del CYP2E1 descritto
nel paragrafo precedente, e tramite l'ausilio ddtweare RasTop, abbiamo isolato la sequenza
aminoacidica di interesse e generato un modetlorignsionale della regione contenente il peptide
324-346. Similmente abbiamo utilizzato il modellidimensionale della proteina virale NS5B
genotipo 1b (codice 1C2P), l'unica al momento dispite nella banca dati RCSB Protein Data
Bank (PDB) accessibile dal sito internet http://wwosb.org, per generare un modello
tridimensionale del peptide virale 422-480. Infin@tilizzando il software DeepView-
SwissPdbViewer, abbiamo confrontato i due modedkicrealizzati, per valutare I'esistenza di
motivi strutturali omologhi. L’analisi al computéa dimostrato che i due modelli tridimensionali

presentavano una buona sovrapposizione (RMSE 2 0y08.

Clonaggio della porzione proteica della RNA-polimeasi RNA-dipendente (NS5B) di HCV
omologa al CYP2E1 umano

Per generare la porzione nucleotidica di NS5B ogmwlal CYP2E1 umano sono state
inizialmente realizzate due reazioni successiv@@R. La prima reazione € stata eseguita in un
volume finale di 2Qul, in assenza di DNA come stampo, ed utilizzandol@eniscela di reazione:
primer forward e reverse di 70 bp (Tabella 3) tna Iparzialmente sovrapponibili (18 bp) QSl,
Tm 56°C (Biomers), MgGl 1.5 mM (Fermentas), dNTPs 0.5 mM (Fermentas), mrékaq
polymerase 0.5 Wl (Fermentas). Il programma di amplificazione par reazione in esame,
eseguito in termociclatore TECHNE TC312, € il sedee

11



Risultati

94 °C 5 min 1 ciclo
94 °C 1 min

56 °C (Tn) 30 sec 20 cicli
72 °C 30 sec

72 °C 10 min 1 ciclo

Gli amplificati ottenuti, dopo aggiunta del colotarfOrange G” DNA Loading Buffer (6X),
sono stati analizzati attraverso elettroforesizmizale su gel d’agarosio 1.5% (45 minuti a 100 V)
in TAE (40 mM Tris, 40 mM acido acetico, 1 mM EDTpH 8), e rivelati con GelRed (10000X)
(Biotium, Hayward, CA). Per l'acquisizione delle nmagini della corsa elettroforetica & stato
utilizzato il sistema GelDoc Imaging XR System (Btad Laboratories Inc. Hercules, CA).

| campioni sono stati successivamente purificali giel di agarosio avvalendosi del kit
NucleoSpin Extract 1l (Macherey-Nagel). Un’aliquala ciascun campione e stata sottoposta ad
un’ulteriore corsa elettroforetica su gel di agards5% (45 minuti 100 V) per controllare la resa
dello step di purificazione, e quantificata al sglaminatore (BioRad UVGen), mediante confronto
con un maker di DNA (GeneRuler 100bp DNA LaddersPlu

| campioni di DNA cosi purificati, ottenuti con larima reazione polimerasica, sono stati
utilizzati come stampo per una seconda reazioneGR, alle stesse condizioni precedentemente
descritte, utilizzando primers forward e reverseb (M, Tm 50°C) (Biomers) parzialmente
sovrapposti (18 bp) (Tabella 3) alla sequenza diADstampo complementare. In particolare, |l
primer forward comprende la sequenza codificanteupdinker glicina-serina, mentre entrambi gli
oligonucleotidi recano un sito di riconoscimentor pgli enzimi di restrizione utilizzati
successivamente per consentire l'inserimento detigito di amplificazione in un vettore di
espressione. Gli amplificati risultanti sono stetittoposti ad elettroforesi orizzontale su gel di

agarosio 1.5% (45 minuti a 100 V), purificati e gtiicati come descritto precedentemente.
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Primers per NS5B 1b

1-1F: 5'-cttcttctccatecttctagctcaggaacaacttgaaaaagcdtgacmyatctacgggacctyy

2-1R: 5'-catggagtcgttcaatgatgaggtaggtcaagtggctcaatggagtaacaggecccgtagatctgac-3

3-2F: 5’-gctagcgcg@tggtggaggtggct@ggatgattctgatgactcacttcttctccatccttctag-3’
4-?2R:5’-cgagctag@acctggagagtaactgtggagtgaaaatgcgctaaggccatggagatgtte-3’

Primers per NS5B 3a

1-1F: 5’-cacactttttctccatactccaatcccaggagatacttgatcgtigecttitgaaatgtacgefg)

2-1R: 5’-gagtctttcaatgattgggtaaatccagcggagtgacagaataagtggcecccgtacatttcasaagic

3-2F 5’-gctagcgcg@tggtggaggtggcetagcatggtgatgatgacacactttttctccatac-3’
4-2R: 5’-cgagctagtactggagagtaactgtggaccgagaacgcgcttagaccatggaaptgettgc-3’

Tabella 3: Elenco dei primers utilizzati nelle rea® di amplificazione di NS5B 1b e NS5B 3a; in Islono
rappresentate le sequenze per I'enzima di restizied in verde i linkers glicina-serina. Le seqeesbttolineate
indicano le regioni sovrapponibili.

Il templato di 214 bp é stato poi sottoposto a ez di sequenza (BigDye terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystem) e analiazeon sequenziatore automatico (ABI Prism
3100 Genetic Analyzer).

Successivamente, una versione modificata del eetlbespressione pGex4T-1, gentilmente
fornita dal gruppo del Prof. Sblattero, e lo stesBm®erto sono stati digeriti attraverso enzimi di
restrizione Bsshll e Nhel e successivamente saitopareazione di ligazione con DNA ligasi per
'inserimento del frammento di DNA nel vettore dibigaggio.

Analisi dei dati e statistica

Per l'analisi statistica dei dati & stato impiegdtsoftware statistico SPSS versione 15.0
(SPSS Inc. Chicago, lllinois, USA). Le differenza i gruppi sono state stimate con test non
parametrico Mann-Whitney o Kruskal-Wallis e contt&hi-quadro o test esatto di Fisher.
L’intervallo di confidenza e stato calcolato usantdsoftware CIA versione 2.1.1 (T Bryant,
University of Southampton, UK). L'effetto indipentde delle variabili significative all’analisi
univariata e multivariata e stato calcolato usabaualisi di regressione logistica. L’adattamento
alla distribuzione normale é stato valutato coest i Kolmogorov-Smirnov e di Shapiro-Wilk. In
presenza di una consistente deviazione dall'ipadésiormalita, questa e stata corretta, quando

possibile, attraverso trasformazione logaritmica.
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RISULTATI

Titoli e caratterizzazione degli autoanticorpi anttCYP2E1: studio del ruolo dell'autoreattivita
anti-CYP2EL nella patogenesi e nella progressioneedddanno epatico in pazienti con infezione
cronica C

Recentemente, in uno studio preliminare, abbiamuaodirato che circa il 40% dei pazienti
con infezione cronica C (CHC) presentano titolvatedi autoanticorpi diretti verso I'isoforma 2E1
del citocromo P450 (CYP2EL). Data I'importanza theatoreattivita anti-CYP2E1 sembra avere
nella progressione del danno in altre patologietieipa quali ad esempio la patologia epatica
alcolica, I'epatite da alotano, I'epatite ricorremtopo trapianto in pazienti CHC, abbiamo deciso di
studiare la prevalenza ed il significato clinicoggdiesti autoanticorpi in un’ampia coorte di pazient
con infezione cronica C.

A tale scopo, la presenza di autoanticorpi circoldiretti verso il CYP2E1 ricombinante
umano e stata valutata con metodica ELISA in 1¥iepéi con epatite cronica C e in 65 controlli

comparabili per eta, sesso e provenienza geografica

1.201 p<0.0001

1.00

0.807

38%

0.607

0.407
3%

0.207

Reattivita 1gG anti-CYP2E1 (o.d. 490 nm)

0.007

T T
controlli CHC

Figura 1: Diagrammi a scatola delle reattivita Ig@&rso CYP2E1 del gruppo di controllo e dei pazieoti infezione
cronica da HCV. | risultati sono espressi come amit densita ottica a 490 nm. Le scatole comprendoralori tra il
25° e il 75° percentile, le linee in neretto rappeatano le mediane, le linee al di fuori delle statsi estendono dal
10° al 90° percentile (80% dei valori), mentre lgservazioni estreme sono rappresentate da cercilori sopra le
scatole indicano la percentuale dei soggetti cotoanticorpi i cui titoli superano la soglia di pdsiita, calcolata
come 97° percentile della popolazione dei conti@lifferenza di positivita 35%, 95% IC 24-46%).

| titoli di autoanticorpi anti-CYP2E1 erano sigeditivamente aumentati nei pazienti con
epatite cronica C rispetto ai controlli (0.d. 490027 + 0,255 vs 0,174 + 0,159; p< 0,0001)

(Figura 1). L'analisi delle frequenze ha mostrdte autoanticorpi anti-CYP2EL1 a titoli superiori al
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97° percentile della popolazione dei controlli eraevidenziabili in 52 (38%) pazienti affetti da
HCV (Figura 1).

A conferma di precedenti osservazioni preliminiipresenza di autoanticorpi anti-CYP2E1
non era associata con BMI, consumo alcolico o atong@intransaminasi g-glutamiltranspeptidasi.
Inoltre, sia la presenza di steatosi, sia lo sdoreecroinflammazione (grading) e di fibrosi (stagi
erano comparabili nei pazienti positivi 0 negagier I'autoreattivita anti-CYP2E1.

Nonostante il 38% dei sieri mostrassero autoargicanti-CYP2E1 in ELISA, 23/52 (44%)
presentava una riduzione pari al 90% o maggioréan®reattivita anti-CYP2EL in condizioni
denaturanti e riducenti (Western blotting). Tutéaviutti i 52 sieri conservavano la capacita di
immunoprecipitare il CYP2E1 umano purificato in daoni native (Figura 2). Questi risultati
hanno suggerito che e possibile identificare eizrae un sottogruppo di pazienti con infezione
cronica C sulla base della loro capacita di ricoeos preferenzialmente epitopi conformazionali di
CYP2E1.

Questa differenza di specificita anticorpale noa associata con un particolare genotipo
virale. Inoltre i pazienti con autoanticorpi diraterso epitopi conformazionali di CYP2EL1 rispetto
ai pazienti anti-CYP2E1 negativi 0 con autoanticodietti verso gli epitopi lineari non
presentavano sostanziali differenze relativameligecaratteristiche cliniche o biochimiche.

Tuttavia, allesame istologico, lo score di necfi@mmazione (grading) era
significativamente elevato nei pazienti con autwanpi anti-CYP2E1 diretti verso gli epitopi
conformazionali (Figura 3). Inoltre, questi pazieptesentavano una maggior prevalenza di
necroinflammazione di gravita moderata (grading): 93% vs 56% con una differenza del 37%
(95%IC 12-49%), p=0,008. In particolare, la presedz autoanticorpi anti-CYP2E1 verso epitopi
conformazionali era associata con un rischio auaterdi necroinflammazione (O.R. 10,9; 95%IC
1,4-86,5). In aggiunta, il sottogruppo di pazietn infezione cronica C e autoanticorpi diretti
verso epitopi conformazionali di CYP2E1 presentsigauna maggior prevalenza (39% vs 13%, diff
26%, 95%IC 3-53%; p=0,037) che un aumentato ris@di&. 4,3; 95%IC 1,2-16,1) di necrosi della
lamina limitante epatocitaria (G2), un importante marker morfologico di progressioerso la

Cirrosi.
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Figura 2: Autoreattivita IgG anti-CYP2E1 valutata condizioni denaturanti e riducer{iiVestern blotting). Le intensita delle bande s
state misurate tramite videodensitometria ed ilt&uespressi come percentuale della reattivitacdntrollo di un siero policlonalela
linea orizzontale indicante la perdita di reatt&imaggiore o uguale al 90% in Western blottingppresenta la soglia utilizzata p
identificare tra i pazienti positivi per autoreattia anti-CYP2E1 quelli con autoanticorpi diretti prefererimi@nte verso epitoj
conformazionali. In alto sono raffigurati alcunidildi esempio.

eynsIy



Risultati

12 p<0.05

10 o

SCORE DI NECROINFIAMMAZIONE
(GRADING)
<

]
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Anti-CYP2E1 neg o anti-CYP2E1  Anti-CYP2EL1 verso epitopi
verso epitopi lineari conformazionali

Figura 3: Diagrammi a scatola dello score di neerfidammazione nei pazienti con anti-CYP2E1 negaiivion
autoanticorpi diretti verso gli epitopi lineari eagienti con autoanticorpi verso epitopi conformazth di CYP2E1L. Le
scatole comprendono i valori tra il 25° e il 75°rpentile, le linee in neretto rappresentano le raedi le linee al di
fuori delle scatole si estendono dal 10° al 90°ceatile (80% dei valori), mentre le osservazionireae sono
rappresentate da cerchi.

All'analisi univariata I'eta (p=0,035) e la presandi autoanticorpi diretti verso epitopi
conformazionali di CYP2E1l (p=0,023), ma non la peisa anti-CYP2E1l (p=0,741) erano
significativamente associati con la necroinfiammoaei di grado moderato; tuttavia, lI'analisi
multivariata ha evidenziato che la presenza dicarpi verso epitopi conformazionali rimane
I'unico predittore indipendente di necroinflammamo

Anche il grado di fibrosi (staging) e la prevalendiafibrosi di grado moderato/severo
(staging>2) erano significativamente aumentati (AE#3%, diff 32%, 95%IC 8-49%; p=0.013)
nei pazienti CHC con autoreattivita verso gli epitconformazionali di CYP2E1 (Figura 4). In
particolare, il sottogruppo di pazienti con infemocronica C e autoanticorpi diretti verso epitopi
conformazionali di CYP2EL1 presentava un aumentathio (O.R. 4,0; 95%IC 1,3-11,7) di fibrosi

moderata/severa.
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Figura 4: Diagrammi a scatola dello score di fibroei pazienti con anti-CYP2E1 negativi 0 con autizorpi diretti
verso gli epitopi lineari e pazienti con autoantigb verso epitopi conformazionali di CYP2ELl. Le tsta
comprendono i valori tra il 25° e il 75° percentile linee in neretto rappresentano le mediandinkee al di fuori delle
scatole si estendono dal 10° al 90° percentile (8D8ivalori), mentre le osservazioni estreme sappresentate da
cerchi.

L’analisi dei fattori associati allo sviluppo dbfiosi di grado moderato/severo ha evidenziato
che l'eta (p<0,001), la steatosi (p=0,038), la amdrammazione (p<0,001) e la presenza di
autoanticorpi diretti verso epitopi conformaziondiliCYP2E1 (p=0,013) erano significativamente
associati con la fibrosi di grado moderato/sevartiavia, I'analisi multivariata ha evidenziato che
solo il grado di necroinflammazione e I'eta sonedittori indipendenti di fibrosi moderata/severa.

| nostri risultati suggeriscono quindi che la prese di autoanticorpi verso specifici epitopi
conformazionali puo rappresentare un fattore @his per la progressione ad un danno epatico piu

severo nei pazienti con infezione cronica C chkippano autoreattivita anti-CYP2E1.
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Caratterizzazione della specificita antigenica degl auto-anticorpi anti-CYP2EL:
identificazione di epitopi maggiori

Per caratterizzare gli epitopi riconosciuti daglitaanticorpi anti-CYP2E1, un modello
molecolare di CYP2E1 e stato generato tramite simohe al computer, utilizzando il server di
modellazione automatico SWISS-MODEL come descritetla sezione Materiali e Metodi. In
Figura 5 e possibile osservare il CYP2E1 modeliattha struttura di CYP2C5 di coniglio, che
condivide un’'omologia di sequenza con CYP2E1 undeldb4,1%. Il modello tridimensionale di
CYP2EL1 cosi generato era sovrapponibile alla statdi CYP2C5 (RMSE = 0,017 nm), ad
eccezione del loop tra Lys277 e Tyr285 e dell’etreaPro213 e Pro222. In particolare quest’ultima
regione e stata sostituita dalla corrispondenteiesgzp di CYP2C3 per favorire la cristallizzazione
di CYP2C5. La simulazione di CYP2EL era paragoeatdn altri modelli di CYP2E1 descritti in
letteratura (RMSE compreso tra 0,170 e 0,185 nnsatbasu CYP2C5 o citocromi batterici
(http://joneslab.wsu.edu/).

Figura 5: Struttura molecolare tridimensionale diyB2E1, generata tramite simulazione al computdizagndo il
server di modellazione SWISS-MODEL e la struttur€dP2C5 di coniglio. | colori giallo, azzurro e $s0 indicano
rispettivamente i loop, #-foglietti e lea-eliche. Al centro della figura € visibile il grupgeme associato alla molecola
del citocromo CYP2EL.

Per caratterizzare la specificita antigenica degitopi conformazionali riconosciuti dagli
autoanticorpi anti-CYP2EL1 presenti nei pazienti atiezione cronica C, abbiamo utilizzato una
nuova metodologia sviluppata nel nostro laborateridescritta precedentemente. In breve, dopo
aver escluso regioni altamente conservate nellagfendei citocromi, i possibili epitopi candidati
sono stati selezionati combinando una revisionemigtica della letteratura unitamente ad analisi

bioinformatiche e verifiche sperimentali. Gli amauidi cosi identificati sulla superficie molecolare
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di CYP2EL1 sono stati sostituiti con alanina, dot#itacarso ingombro sterico, tramite la tecnica di
mutagenesi in situ. Questo approccio ha permessttehere forme di CYP2E1 con una corretta
struttura terziaria ma con mutazioni a livello desgitopi candidati (si veda per maggiori dettagli
riferimento 17). La sezione Materiali e Metodi nifmla lista completa delle isoforme utilizzate con
il dettaglio dell’aminoacido mutato.

Per questo lavoro, le forme di CYP2E1 sono stapeesse in batteri e, grazie alla coda di
istidina, purificate utilizzando colonne con unaina al nichel. Le concentrazioni di CYP2E1 wild-
type e mutati, dopo espressione e purificazioneposatate calcolate tramite lettura
spettrofotometrica a 450 nm, utilizzando il metadiginale di Omura e Sato (22). Questo controllo
ha permesso inoltre di verificare la conservazidopo la mutagenesi della struttura terziaria di
CYP2EL, requisito indispensabile per la ricercagitopi conformazionali. Infatti, la presenza di un
picco a 450 nm contraddistingue molecole di citowonormalmente ripiegate con un corretto
inserimento del gruppo eme.

Per valutare I'effetto di singole sostituzioni awacidiche sulla capacita antigenica dell'intera
molecola di CYP2E1, abbiamo valutato in immunogp#azione 20 sieri con anti-CYP2E1
conformazionali paragonando la reattivita verso P wild-type rispetto ai titoli verso le
isoforme mutate Lys324, Arg331, Lys342, Glu346,43@ e Phe421. E stata inoltre utilizzata una
forma mutata di CYP2E1 contenente 4 sostituzionnaacidiche ad alanina dei residui Lys243,
Glu244, Glu248 e Lys251 localizzati a livello delita G. Questi 4 aminoacidi sono stati
selezionati perché situati sulla superficie molamldi CYP2E1 in un’area altamente antigenica, e
la cui sostituzione non modifica il corretto foldimlell'intero citocromo. La Tabella 4 mostra che
uguali quantita di CYP spettrale wild-type o mutatmo immunoprecipitate dai differenti sieri in
misura maggiore 0 minore, verosimilmente a caudBaffimita variabile indotta dalla singola
sostituzione aminoacidica. In particolare, considdop variazioni nella reattivita anticorpale
dell'ordine del 50%, abbiamo osservato che le s@stini di Lys324 e Arg331, da sole o in
combinazioni, erano le piu efficaci, modificandoréattivita verso il CYP2EL di 17 dei 20 sieri
testati (85%). La reattivita dei restanti 3 siar énvece modificata dalla mutagenesi a carico dei
residui Lys342 e Glu346 (Tabella 4). Queste stess@zioni erano inoltre efficaci in altri 7 sieri.
Le sostituzioni a carico di Lys420 e Phe421 eraitiospggette a variazioni, coinvolgendo solo 8
sieri (40%) (Tabella 4). Al contrario, € interestganotare che tutti i sieri immunoprecipitavano in
ugual misura lisoforma mutata di CYP2EL recanted Isostituzioni aminoacidiche nell’'elica G
(dati non mostrati). Inoltre, nessuna delle soaimioi aminoacidiche ha alterato il riconoscimenito d
CYP2E1l da parte dei sieri con anticorpi direttifprenzialmente verso gli epitopi lineari. La

simulazione al computer, utilizzando il modello ewdlare di CYP2E1, ha rivelato che i residui
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mutati che influenzavano il legame anticorpale,beele distanti nella sequenza aminoacidica,
vengono a trovarsi in stretta prossimita dopo piegamento della proteina, identificando un
possibile epitopo conformazionale in un’area lacgaa 1.9-2.0 nm in un sito antigenico formato

dalla giustapposizione delle eliche J’, K’ e L ¢bra 6).

WT K324 R331 K342 E346 K420 F421

— — — - 22
_— - - 150
WT Lys-324 Arg-331 Lys-342 Glu-346 Lys-420 Phe-421
1 100 305 128 99 98 130 99

10 100 165 127 100 95 127 91
c12 100 398 57 118 93 119
c20 100 62 141 72 70

22 100
A30 100
A40 100
A50 100
A62 100

63 100
A65 100

69 100

73 100

99 100 131 127 171 150 124 131
107 100 343 71 52
110 100 260 193 62
111 100 76 123 100
116 100 99 84 91
125 100 100 85 203
150 100 95 186 68 234 116 132

Tabella 4: Effetto di singole sostituzioni aminafiche sul riconoscimento di CYP2E1 ricombinante monda parte di

sieri di 20 pazienti con CHC e anticorpi anti-CYP2Hiretti verso epitopi conformazionali. Le inteasdelle bande
sono state misurate tramite videodensitometriarisultati sono stati espressi come percentualeetdittivita residua
delle forme mutate rispetto al CYP2E1 wild-typguhdrati grigi e quelli neri indicano rispettivamgnun aumento o
una riduzione maggiore del 50%. In alto alcuni immablot di CYP2E1 wild-type e mutato dopo immunopitazione

con alcuni sieri.
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Figura 6: Modello molecolare tridimensionale di CXPL (modalita spacefill). In verde chiaro e verdmir® sono
colorate rispettivamente le estremita N- e C-teaten Al centro, tra le eliche J', K” e L in azzarr & possibile
osservare I'epitopo candidato con i residui aminidéa Lys-324, Arg-331, Lys-342, Glu-346 (rossd)ys-420 e Phe-
421 (giallo) interessati dal processo di mutagenesi
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Studio dei meccanismi potenzialmente responsabilietla perdita della tolleranza al self verso
CYP2EL1 nei pazienti con infezione cronica C.

Gli autoanticorpi anti-CYP2E1 non sono presentitesseamente nell’epatite cronica C, ma
sono stati anche descritti in associazione coratispindotta da alotano (15), con il danno epatico
causato da refrigeranti idrofluoroclorocarburi (HOR23) e nell’epatite idiosincrasica indotta da
anestetici (24). Inoltre, in un precedente lavopersnentale, abbiamo dimostrato che gli stessi
autoanticorpi sono rilevabili in un sottogruppo 8%%) di pazienti con epatite e/o cirrosi alcolica
(16).

Se gli autoanticorpi anti-CYP2E1 sono coinvoltilagbatogenesi e nella progressione del
danno epatico, e non rappresentano esclusivamemteepifenomeno, la comprensione dei
meccanismi responsabili della perdita della toleea al self verso il CYP2E1l risulta di
fondamentale importanza nel caso di risposte amoim associate ad epatiti tossiche. E stato
ipotizzato che l'alchilazione da parte di metabhokattivi possa promuovere non solo una risposta
alloimmune verso la proteina modificata, ma fawrioltre I'attivazione di linfociti B autoreattivi
normalmente quiescenti con produzione di autoargiae@rso I'isoforma nativa del citocromo (25).

Al contrario, studiando gli anticorpi anti-LKM-1 saciati all’epatite C, diversi gruppi hanno
riportato omologie di sequenza e cross-reattivith €YP2D6 e diverse proteine di HCV,
cytomegalovirus (10) e dell’herpes virus-1 (9). Is&te, come abbiamo recentemente dimostrato,
gli autoanticorpi anti-CYP2E1 non cross-reagisceoo il CYP2D6 (14), la forte omologia (40%)
di sequenza tra i due citocromi suggerisce la pdgai che lo stesso meccanismo di mimetismo
molecolare responsabile dello sviluppo degli ampcoanti-LKM-1 possa anche promuovere
lautoreattivita anti-CYP2E1. Per verificare taleosgibilith, le sequenze aminoacidiche che
concorrono alla formazione dell'epitopo conformawale del citocromo P4502E1 sono state
allineate con le sequenze della poliproteina dedivgenotipi di HCV. In particolare, la Tabella 5
dimostra che esiste una buona omologia di sequeaziapeptide 324-346 di CYP2EL ed i peptidi
422-480 di NS5B dei genotipi di HCV 1b e 3a.

CYP2EL 324-346 =-c-cccocanaon-- [AHEEIR-EYIE----- - ESRIGARKBEQE- - - - - - ------

HCV_NS5B1b 422-480  RM LMTHFFSI LLAQERNEZAIBCR]VEACYS! EFLONEAl ERLHGL SAFSLHSYSPG

CYP2EL 324-346 -----n-u-n-- ( FEEIRR- - - - - VE----- = SRIRAJPRQE- - - - - - - - - -- - -
HCV_NS5B3a 422-480  RWMMTHFFSI LeSes! [UBgPL DFENYEATYSVTaL D! [H5L HGL SAFSVHSYSPV

Tabella 5: Rappresentazione grafica dell’allineantetra il peptide 324-346 di CYP2E1 umano e il jpgp#22-480 di
HCV NS5B genotipo 1b e 3a. In colore sono indigafiettivamente i residui aminoacidi omologhi (nNecoquelli con
simili caratteristiche chimico-fisiche (grigio).
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Poiché la proteina NS5B del genotipo 1b di HCVaiastristallizzata, ed € quindi disponibile
il modello molecolare, abbiamo analizzato, tramitga simulazione al computer, la possibile
analogia strutturale fra la zona 324-346 di CYP2ZEquella 422-480 di NS5B di HCV 1b. La
Figura 7 mostra, in particolare, che gli aminoatieu-325, Asp-330, Gly-334, Pro-335 e Pro-339
di CYP2EL e gli omologhi virali Leu-439, Asp-444)y&149, Pro456 e Pro-460 sono localizzati
rispettivamente in un-elica e in una porzione adiacente non strutturAte. stesso modo, gli
aminoacidi lle-341 e Arg-344 di CYP2EL e lle-462A1y-465 di NS5B si ritrovano in un’altra
sequenza dia-elica. Infine, la conformazione tridimensionalei dkie frammenti molecolari
dimostra una disposizione spaziale abbastanzaes(RMSE = 0,062 nm) e comunque compatibile
con lipotesi di cross-reattivita dei due epitophéormazionali. Queste osservazioni supportano la
possibilita che fenomeni di mimetismo molecolaransi alla base dello sviluppo di reazioni

autoimmuni verso CYP2EL1 in corso di epatite croica

Figura 7: Modelli molecolari dei peptidi seleziondi CYP2E1 umano (in azzurro a sinistra) e NS5BI@GV genotipo
1b (in bianco a destra). In colore sono indicasgettivamente i residui aminoacidici omologhi (@se quelli con
simili caratteristiche chimico-fisiche (giallo).

Al fine di confermare questa meccanismo di perdi#a tolleranza al self verso CYP2E1
nell'infezione cronica C abbiamo iniziato esperithei clonaggio del peptide virale omologo
dell'epitopo conformazionale riconosciuto dagli @artticorpi. Vengono di seguito riportati i dati
relativi agli esperimenti tuttora in corso.

| peptidi identificati sono stati clonati tramitei@ reazioni successive di PCR, utilizzando 4
primers lunghi 70 bp che presentavano una sovr&pos parziale di 18 bp. Si sono quindi
ottenute due sequenze di 214 bp, inserite suceessivte nel vettore pGEX 4T-1, dopo averle
controllate tramite sequenziamento automatico. Igufa 8 e illustrato lintero processo

sperimentale seguito per ottenere e clonare I'toslezionato. In Figura 9 é possibile osserdare i
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tracciato delle corse elettroforetiche con le qadlbiamo controllato il corretto peso molecolare

degli amplificati derivanti dalle due reazioni dCR.
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) [ 1 )
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Digestione
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Figura 8: Schema illustrante il processo speriméntseguito per la sintesi ed il clonaggio dell'ingeselezionato. Il
peptide conterra all’estremita N-terminale un tag@ST necessario per la sua purificazione e akfxinale una
sequenza FLAG per controllare la completa espressitello stesso.
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A B
— —~
e —
200 bp - 200 bp  — - —
100 bp - e 100bp ==
1b 3a C+ 1b 3a

Figura 9: Corse elettroforetiche degli amplificaprodotti dalle 2 reazioni di PCR. | pannelli A e 1Bostrano
rispettivamente le bande relative agli amplificditil19 bp (A) e 214 (B) ottenuti per i genotipielBa selezionati.

Ci proponiamo nei prossimi mesi di esprimere iltmpvirale di interesse per utilizzarlo in

esperimenti di preadsorbimento, al fine di valuareross-reattivita degli anticorpi anti-CYP2E1

con il peptide omologo virale.

26



Discussione

DISCUSSIONE

La presenza di reazioni autoimmunitarie verso i&@m@nzimi appartenenti alla superfamiglia
del citocromo P450 non € una caratteristica irsaléll'infezione cronica da HCV. Autoanticorpi
anti-CYP2D6 sono presenti fino al 10% dei paziexitetti da epatite cronica C (1, 4), mentre
autoanticorpi anti-CYP2A6 sono stati osservati 2§1% dei casi, principalmente in associazione
con anticorpi anti-LKM-1 (12).

Questo studio, in accordo con nostre osservaziauegoenti, conferma, in una larga coorte di
pazienti, che gli autoanticorpi diretti verso il EXE1 sono frequentemente associati con I'epatite
cronica C, essendo riscontrabili nel 40% dei pdkiga noi studiati. Tuttavia, nonostante I'elevata
prevalenza della positivita anti-CYP2EL, I'anabatistica hon ha evidenziato alcuna associazione
tra la presenza di autoanticorpi anti-CYP2E1 edlte di massa corporea (BMI), il consumo
alcolico, l'autoreattivita verso il CYP2D6, l'aumen delle transaminasi e dellay-
glutamiltranspeptidasi o un peggior danno istologic

In uno studio precedente Miyakawa e collaboratatilizzando la tecnica del western
blotting, hanno riportato che il CYP2E1L era ricatiato da 1 dei 24 sieri (4%) e da 2 dei 31 sieri
(6%) dei pazienti affetti da epatite cronica C eisiyamente positivi e negativi per anticorpi anti-
LKM-1 (13). L'elevata frequenza di autoanticorpitia@YP2E1 osservata nei nostri pazienti puo
essere in parte spiegata considerando che la éedeicwestern blotting impiegata da Miyakawa
probabilmente ha sottostimato la presenza di atitmapi anti-CYP2EL, poiché, come confermano
i nostri dati, in una discreta frazione di paziesdn epatite cronica C questi anticorpi sono dirett
verso epitopi conformazionali, il cui riconoscimentene perso dopo denaturazione della proteina.
A questo proposito occorre ricordare che ancharglcorpi anti-LKM-1 associati con I'infezione
da HCV riconoscono preferenzialmente epitopi canfionali sul CYP2D6 (26-27). In accordo,
combinando i dati sperimentali dei saggi ELISA cguelli del'immunoprecipitazione e del
Western blotting, abbiamo osservato che fino al 4#&¥nostri pazienti con infezione cronica C e
con alti titoli di autoanticorpi anti-CYP2E1 ricopmno prevalentemente epitopi conformazionali
della molecola del citocromo. Sorprendentementesigudifferente reattivita verso epitopi lineari o
conformazionali non ha solo carattere descrittimmg permette di identificare facilmente un
sottogruppo di pazienti con infezione cronica C aggior rischio di progressione verso un danno
epatico piu severo. In particolare, i pazienti cprevalente riconoscimento degli epitopi
conformazionali, rispetto ai pazienti negativi @arti-CYP2E1 o con autoanticorpi diretti verso
epitopi lineari, presentano una maggior severitiadecroinfammazione (grading), sia all’analisi

univariata che multivariata. Inoltre, I'analisi 8$éica ha evidenziato in questi soggetti un aulent

27



Discussione

rischio di necrosi della lamina limitante epatogda importante marker morfologico di
progressione verso la cirrosi, e similmente un naggyrado di fibrosi.

Nel complesso queste osservazioni suggerisconaigitamente un’autoreattivita specifica
verso epitopi conformazionali possa essere im@lioatla patogenesi dell’epatite cronica C. Inoltre,
la presenza di autoanticorpi circolanti anti-CYP2th esclude la possibilita di un coinvolgimento
di una risposta verso il CYP2E1 cellulo-T-media&l danno epatico. Infatti, la perdita della
tolleranza delle cellule T verso il CYP2D6 é stéeumentata in pazienti con anticorpi anti-LKM-
1 (28-29).

E ben nota la capacita dell’etanolo di indurrepgiessione del CYP2E1, anche a seguito di un
moderato consumo alcolico (30-31). Sulla base distyu osservazione ci si aspetterebbe che
'induzione del CYP2E1 da parte dell'alcol possfluenzare il danno epatico immuno-mediato.
Tuttavia, i nostri dati non permettono di dimostram contributo significativo dell’autoreattivita
anti-CYP2EL1 nella progressione dell’epatite croricadotta dall’alcol. Questo risultato puo essere
in parte spiegato considerando che lI'induzione¥P2EL1 in risposta al consumo alcolico presenta
una grande variabilita inter-individuale (32). lmel recenti studi hanno dimostrato che I'insulino-
resistenza e la steatosi epatica, spesso assooiaténfezione da HCV (33) possono promuovere
I'espressione di CYP2EL indipendentemente dal gonsdi alcol in pazienti con steatoepatite non
alcolica (34-35).

Gli autoanticorpi anti-CYP2E1 sono stati inizialmteemitrovati in associazione con l'epatite
indotta da alotano (15), con il danno epatico ctuda refrigeranti idroclorofluorocarburi (HCFC)
(23) e nell'epatite idiosincrasica indotta da aetsit (24). Inoltre gli stessi autoanticorpi sono
presenti in un sottogruppo (circa il 35-40%) diipai con epatite e/o cirrosi alcolica (16). Sia gl
autoanticorpi anti-CYP2E1 indotti dall’alotano siguelli indotti dall’alcol riconoscono
specificatamente due epitopi conformazionali swigerficie della molecola di CYP2E1 che
corrispondono, rispettivamente, all’elica G e athtea formata dalla giustapposizione delle eliche
J' e K” nella porzione C-terminale della molecdliv). E interessante notare come le stesse eliche
G, J, K e L siano state identificate come zonenadtate antigeniche anche in numerose altre
patologie epatiche croniche, dove si ritrovanoieim& ad alloanticorpi, anche autoanticorpi diretti
verso la stessa molecola del citocromo (Tabella 6).

La presenza nel siero dei pazienti con CHC di arpicdiretti prevalentemente verso epitopi
conformazionali di CYP2EL, identificati tramite espnenti di immunoprecipitazione e western
blotting, unitamente alla capacita dei sieri dionoscere CYP2E1 esposto sulla superficie di

epatociti (14), ci ha indotto a caratterizzare $gbili epitopi coinvolti.
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~

Data la prevalente natura conformazionale deglioppinon & stato possibile avvalersi di
strategie solitamente impiegate per la determimezai epitopi lineari, quali la sintesi chimica di
peptidi coniugati ad albumina bovina o la produeiati frammenti di citocromi di differente

estensione generati tramite taglio enzimatico.

CYP Localizzazione epitopi Patologia associata

CYP1A2 Elica J-K-L Epatite autoimmune da diidrafez(36)

CYP2C9 Elica J-K-L Epatite autoimmune da ac. tienil(37)

CYP2D6 Elica G-L Epatite autoimmune di tipo 2, H(3/11)

CYP2E1 Elica G, J-K” Patologia epatica alcolidgpatite da alotano (17)

CYP3A1 Elica K Reazioni di ipersensibilita a farrmamomatici
anticonvulsivanti (38)

CYP3A4 Elica G Patologia epatica alcolica (39)

CYP21A2 Elica G-L Morbo di Addison (40)

Tabella 6: Alcune patologie epatiche croniche coelativi bersagli antigenici identificati in predenti studi

Per il nostro studio si e deciso quindi di cosguin modello tridimensionale di CYP2EL.
L'utilizzo di una struttura cristallizzata di mamferio (CYP2C5 di coniglio), in alternativa ad una
batterica, come base per la generazione del modellpermesso una piu corretta predizione della
struttura secondaria e terziaria, in quanto le &ohatteriche sono citoplasmatiche e quindi prive de
segmento di ancoraggio alla membrana. Poter disgirun modello corretto della molecola in
esame condiziona sostanzialmente gli studi suagessi quanto consente la selezione e/o
'eliminazione di intere regioni. Misurazioni al mputer confermano l'accuratezza del nostro
modello, in quanto in accordo con altre strutturautate di CYP2E1L disponibili in letteratura.
L'utilizzo di tecniche bioinformatiche, unitamerdéed una revisione sistematica della letteratura e a
dati ottenuti nel nostro laboratorio, ha permessoridurre l'elevato numero delle zone
potenzialmente antigeniche.

Isoforme di CYP2E1 correttamente avvolte e recsingjole sostituzioni aminoacidiche nella
porzione C-terminale, precedentemente utilizzate ipeestigare gli epitopi conformazionali di
CYP2EL nei pazienti epatopatici alcolisti (17)hanno permesso di studiare il ruolo di alcune delle
regioni da noi selezionate per la reattivita aitiFRRE1 dei pazienti CHC.

| nostri dati, ottenuti analizzando 20 pazienti GH@&nno evidenziato che, nonostante 'ampia
variabilita presentata nel riconoscimento delldasne mutate, uno degli epitopi conformazionali
coinvolto nel legame degli anti-CYP2E1 & localizzatlivello delle eliche J’' e K”. E interessante
notare che questo epitopo mappa nella stessa iavea dei due epitopi maggiori caratterizzati nei
pazienti con epatopatia alcolica ed epatite daaatt(17). Tuttavia I'epitopo da noi identificato

sembra coinvolgere una zona piu vasta rispettoefiajooinvolto nella malattia epatica alcolica.
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Inoltre, contrariamente a quanto osservato nellalpgia epatica alcolica e nell’epatite da alotano,
I'elica G non sembra essere un sito antigenicgaeienti con infezione cronica C. Questi risultati
sono in accordo con la mancata associazione toh @leeattivita anti-CYP2E1 e avvalorerebbero
l'ipotesi di un diverso meccanismo di perdita detideranza al self nei pazienti CHC rispetto ai
pazienti alcolisti. Inoltre, il fatto che I'epitopda noi identificato sia localizzato in un’area
completamente differente da quella interessata lelghme degli autoanticorpi anti-CYP2D6,
potrebbe spiegare I'assenza di cross-reattivita ZEAPCYP2D6 dei sieri CHC.

E stato recentemente riportato che la porzioneriditale di CYP2EL1 e in particolare I'elica
B con caratteristiche anfipatiche, e responsabdlfimterazione elettrostatica con i fosfolipidi
carichi negativamente che ancorano il CYP2E1 akanbrana cellulare (41). La simulazione al
computer dell'orientamento del CYP2EL in relaziaie membrana (17) mostra che I'epitopo da
noi identificato, localizzato nella regione comm@esa le eliche J e K”, risulta essere ben
accessibile al legame degli anticorpi. Questo Batosi accorda con studi presenti in letteratuya (7
15) e con quanto osservato da noi precedentemertperimenti di immunofluorescenza, in cui la
microscopia confocale ha confermato che gli antPQE1l legano il CYP2E1 presente sulla
porzione esterna della membrana plasmatica degitoepi, dove potrebbero mediare danno
cellulare attraverso l'attivazione del complement@on un meccanismo di citotossicita cellulo-
mediata anticorpo-dipendente (ADCC).

Al momento i meccanismi molecolari alla base deNduppo di autoimmunita in corso di
epatite cronica C sono ancora largamente sconoskKieitkar e colleghi hanno identificato una
stretta omologia di sequenza e cross-reattivitd' égatopo 193-212 di CYP2D6, riconosciuto da
circa il 50% dei sieri con epatite cronica C pesiper gli anticorpi anti-LKM-1, e due strutture
virali, la RNA-polimerasi RNA-dipendente del’lHCWNE5; HCV 2977-2996) e l'esonucleasi
alcalina del cytomegalovirus (CMV 121-140) (10)oltre, ulteriori omologie di sequenza sono
state riportate tra I'epitopo 254-271 di CYP2D& etoteine del’HCV e dell’herpes virus-1 (HSV-
1) (9), suggerendo che il mimetismo molecolare aotigeni virali possa essere responsabile dello
sviluppo dell’'autoreattivita anti-CYP2D6. A quespwoposito, Marceau e collaboratori hanno
recentemente dimostrato che i sieri di pazienti epatite cronica C, positivi per gli anticorpi anti
LKM-1, che riconoscono l'epitopo conformazionaled2838 di CYP2D6 cross-reagiscono con le
proteine NS3 e NS5 del virus HCV (11). In accordm guesti dati, le omologie di sequenza e
struttura riscontrate fra I'epitopo 324-346 di C\HA2e la porzione 422-480 della proteina NS5B di
HCV suggeriscono che fenomeni di mimetismo molaeokiano anche alla base dello sviluppo

dell'autoreattivita anti-CYP2E1. Ulteriori esperintedi clonaggio ed espressione del peptide virale
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di interesse e saggi di immunocompetizione sonoonso per verificare I'effettiva cross-reattivita
degli autoanticorpi anti-CYP2EL1 ed i peptidi di NB&S5

Alloanticorpi ed autoanticorpi sono frequentemesigscritti in numerose patologie, tuttavia €
spesso difficile discriminare le situazioni in @ssi realmente contribuiscono alla patogenesi del
danno da quelle in cui essi semplicemente rappt@semn epifenomeno.

Questo studio, condotto in un’ampia popolaziongaliienti con infezione cronica C, ha il
pregio di mostrare, non solo la presenza degliamitcorpi, ma che il loro bersaglio sull’epatocita
raggiungibile e che i pazienti con la maggior aedttivita presentano un quadro istologico piu
severo, suggerendo uno specifico ruolo patogenedigli anticorpi diretti verso gli epitopi

conformazionali.
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CONCLUSIONI

| nostri risultati dimostrano che:

autoanticorpi diretti verso il CYP2E1l sono rileMabad elevati titoli in una frazione

considerevole dei pazienti con epatite cronica C;

unicamente gli anticorpi specificatamente diregrso epitopi conformazionali di CYP2E1
sono associati ad un danno epatico piu severo @nadnaggior rischio di progressione

dell'infezione;

uno dei bersagli antigenici riconosciuti dagli ambcorpi anti-CYP2E1 €& un epitopo

conformazionale localizzato nell’area compresddraliche J’ e K”;
le analogie di struttura tra questo epitopo e upezipne della proteina NS5B di HCV

suggeriscono fenomeni di mimetismo molecolare camgsa dello sviluppo di perdita della

tolleranza al self nei pazienti con infezione coanC e autoreattivita anti-CYP2EL.
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Technology Dresden Germany.

23 Gennaio 2008:Integrin trafficking and tumour cell invasivenéss

Dr Jim Norman, Integrin Cell Biology Lab Beatsorstitute for Cancer Research Glasgow G61
1BD Scotland, U.K.

24 Gennaio 2008*La Microscopia a Forza Atomica nella ricerca bexica: dalle immagini
alle interazioni”

Mario Raspanti Professore Ordinario di Anatomia deydJniversita dell’ Insubria —Varese.

6 Febbraio 2008: "Metodi e applicazioni delle nuove tecnologie degsenziamento
ultramassivo"

Dr. Gianluca Debellis, Consiglio Nazionale delle&tche Instituto di tecnologie Biomediche.
5 Marzo 2008: "Analytic vaccinology and human cytomegalovirusantan monoclonal
antibodies as tools to identify novel antigenspgmtective vaccination”

Annalisa Macagno, PhD Institute for research innBadicine, Bellinzona, Switzerland.

7 Marzo 2008:“Fatty liver preservation against ischemia-repgida injury"

Joan Rossello Catafau, Experimental Hepatology Urstitut d'Investigacions Biomeédiques
Barcellona.

13 Marzo 2008:"To repress gene expression just take out vineghe:of the class Il histone
deacetylase HDAC4"

Prof. Claudio Brancolini Dept. of Biomedical Sciescand Technologies Mati Center Of
Excellence, Universita di Udine, Italy.

9 Aprile 2008: “Modificazioni del metabolismo del ferro nellapssta infliammatoria”

Prof Gaetano Cairo, Istituto di Patologia Genetéiéversita di Milano.

14 Aprile 2008: “Interazioni tra tumore e sistema immunitario agdducemia linfatica cronica:
il ruolo della via metabolica del mevalonato”

Massimo Massaia, Universita di Torino.
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Attivita formativa

26 Maggio 2008:"Copy number variations: non solo ritardo mentale"

Prof.ssa Orsetta Zuffardi, Facolta di Medicina ér@igia Universita degli Studi di Pavia

3 Giugno 2008:“Il Trasferimento Tecnologico dall’'Universita ahpresa”

Prof. Fabio Gastaldi Delegato del Rettore per leeRia Scientifica. Universita degli Studi del
Piemonte Orientale “A. Avogadro”.

3 Giugno 2008: “Panoramica delle biotecnologie come settore egnom Gli elementi
fondanti del’economia biotech. | cluster bioteci. passaggio dal risultato scientifico
all'innovazione.

Fabrizio Conicella General Manager - BioindustrykR@anavese

3 Giugno 2008:*“Trasferimento tecnologico e Brevetto: il Businédevelopment in  campo
Biotecnologico”.

Kevin Romani Business Development and Technologyn3fer- Bioindustry Park Canavese
3 Giugno 2008:“La valutazione di un progetto da un punto diaiaziendale”.

Alberto Baldi Business Development and Technologgnsfer- Bioindustry Park Canavese
11 Giugno 2008:“Lavoro in laboratorio-lavoro in azienda: diffemne punti di contatto. Il
ruolo delle imprese innovative”.

Fabrizio Conicella General Manager - BioindustrykR@anadese.

11 Giugno 2008:“Dall'idea all'impresa: il business plan: | capis di rischio. Dopo |l
finanziamento: lo sviluppo di un’impresa da un pudi vista strategico”.

Alberto Baldi Business Development and Technologgn$fer- Bioindustry Park Canavese
13 Giugno 2008:Problem solving in patologia epatica”

Prof Gavino Faa, Professore ordinario di AnatoRasologica dell’ Universita di Cagliari.

1 Luglio 2008:“Recombinant protein expression”

Prof. Andrew Bradbury.

2 Luglio 2008:“Recombinant antibodies and other affinity reagént

Prof. Andrew Bradbury.

16 Luglio 2008:“Display technologies: phage yeast bacteria dmasoma”

Prof. Andrew Bradbury.

18 Luglio 2008:“Fluorescent proteins”

Prof. Andrew Bradbury
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PUBBLICAZIONI

Rigamonti C, Vidali M, Donato MFsutti S, Occhino G, Ivaldi A, Arosio E, Agnelli
F, Rossi G, Colombo M, Albano E. Serum autoantiesdigainst cytochrome P450
2E1 (CYP2E1l) predict severity of necroinflammatioh recurrent hepatitis ¢
(submitted).

Vidali M, Tripodi MF, Ivaldi A, Zampino R, Occhin®, Restivo L Sutti S, Marrone
A, Ruggiero G, Albano E, Adinolfi LE. Interplay lveten oxidative stress and
hepatic steatosis in the progression of chronpahies C. J Hepatol 48(3):399-406,
2008.

Vidali M, Hietala J, Occhino G, Ivaldi ASutti S, Niemela O, Albano E. Immune

responses against oxidative stress-derived antigemsassociated with increased
circulating tumor necrosis factor-alpha in heavynkiers. Free Radic Biol Med.

45(3):306-11, 2008.

ABSTRACTS

Sutti S, Vidali M, Occhino G, Ivaldi A, Potettu E, Seriri®, Moia S, Rigamonti C,
Sartori M, Albano E. Autoantibodies against cytache P4502E1 (CYPZ2E1)
conformational antigens in patiens with chronic dtég C. EASL European
association for the study of the liver. April 23;22008 Milan, Italy. Journal of
Hepatology 48(S2), 2008.

Vidali M, Hietala J, Occhino G, Ivaldi ASutti S, Niemela O, Albano E. Immune
responses toward oxidative stress-derived antigesisin inflammation in Alcoholic
Liver Disease. EASL European association for thelystof the liver. April 23-27,

2008 Milan, Italy. Journal of hepatology 48(S2)080
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Pubblicazioni

Sutti S, Vidali M, Occhino G, Ivaldi A, Potettu E, Seriri®, Moia S, Rigamonti C,
Sartori M, Albano E. Clinical and molecular chamation of anti-CYP2E1
autoantibodies in patients with chronic hepatitisBEOropean Bioalpine Convention
6-7 November 2007 Colleretto Giacosa (TO) Italy.

Vidali M, Sutti S, Occhino G, Ivaldi A, Potettu E, Hietala J, Niemé), Albano E.
Immune responses toward oxidative stress-derivéidears sustain inflammation in
Alcoholic Liver Disease. European Bioalpine Conwamt6-7 November 2007
Colleretto Giacosa (TO) Italy.

Occhino G, Ivaldi A, Hietala Jutti S, Vidali M, Niemela O, Albano E. Immune
responses induced by oxidative stress contribubepatic inflammation in Alcoholic
Liver Disease. ESBRA 2007 11h Congress Of The Eransociety For Biomedical
Research On Alcoholism - Berlin - Germany, 23-2étesbre 2007. Alcohol and
Alcoholism 42(S1):143(0C8-2), 2007.

CONGRESSI FREQUENTATI

« 43° Annual Meeting of the EUROPEANSSOCIATIONFOR THE STUDY
OFTHELIVER April 23-27, 2008 Milan, Italy.

» European Bioalpine Convention 6-7 November 2007e@atto Giacosa (TO)
Italy.
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