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INTRODUZIONE

H4/ICOS

Il gene e la molecola
H4 & una molecola originariamente identificata medtro laboratorio ed espressa in membrana dai

linfociti T umani e murini attivati(1-2). Successivamente €& stato descritto il clommagg una
molecola espressa selettivamente dai linfocititivai e correlata strutturalmente e funzionalmente
a CD28 denominata ICOS (Inducible T cell Costirtma(3). Il nostro laboratorio ha dimostrato
che H4 e ICOS sono in realta la stessa molecola (4)

Il gene che codifica per ICOS mappa nella regiamenosomica 2g33 insieme ai geni per CD28 e
CTLA-4; questi tre geni sono funzionalmente cotiedaappartengono alla famiglia molecolare di
CD28 con il quale ICOS ha un’identita di sequenn@naacidica di circa il 19% nel topo e di circa
il 24% nell'uomo e una similarita di sequenza dicaiil 39% nel'uomo (3). Il gene ICOS é
polimorfico ed e costituito da 5 esoni e 4 intrensi estende per una regione di circa 24ib.
esoni 1, 2 e 3 codificano rispettivamente per lgusaza leader, il dominio extracellulare e il

dominio transmembrana, mentre gli esoni 4 e 5 @adid per il dominio intracellulare (27).

La proteina ICOS € una molecola transmembrangdilttostituita da 199 aminoacidi ed espressa
sotto forma di monomero oppure di omodimero; lan@rdimerica ha un peso molecolare di circa

55-60 kDa mentre ogni singola catena pesa circa9%2kba (3).

ICOS nell'attivazione dei linfociti T

| linfociti T rappresentano un importante comporentllulare del sistema immunitario e sono
caratterizzati dall’'espressione in membrana del TCTRCell Receptor) e dei corecettori CD4 e
CD8. Il TCR rappresenta il recettore per l'antigedei linfociti T maturi ed e costituito
dall'associazione di 2 catene polipeptidiche deinatea e 3 (0 meno frequentemenyee d) unite
tra loro da ponti disolfuro. Le code intracelluldelle due catene del TCR sono troppo corte per
poter svolgere la funzione di trasduzione del skgmguesta funzione viene infatti svolta da un
complesso molecolare transmembrana associato alelf@&inito complesso del CD3 e costituito
dalle cateng, 9, €. Il TCR non riconosce I'antigene libero in soluziong solo legato a particolari
molecole denominate MHC (Maior Hystocompatibiltyr@ex); le molecole MHC sono espresse
in membrana da cellule che hanno la funzione dégartare I'antigene ai linfociti T definite APC
(Antigen Presenting Cell) e sono rappresentatandiaciti B, cellule dentritiche e macrofagi. Le

molecole MHC sono poligeniche ed estremamente pofiaihe, due fenomeni comprensibili dato



che una singola molecola MHC lega specificamentesingolo antigene, quindi maggiore é il
numero di MHC differenti e maggiore sara il numdraliversi antigeni che potranno essere legati e
presentati ai linfociti T. Inoltre le molecole MH$§! distinguono in base al tipo di antigene che

legano e riconoscono:

- Le molecole di classe | legano peptidi che derival®o proteine citosoliche e sono

riconosciute dai corecettori CD8 espressi sulla brama del linfocita T

- Le molecole di classe Il legano peptidi che derivda proteine extracellulari endocitate e
degradate all'interno di appositi organuli intrdgklri e sono riconosciute dai corecettori
CD4 espressi sulla membrana dei linfociti T.

| corecettori CD4 e CD8 favoriscono il contatto ¢ellule T e cellule APC grazie al loro legame
con regioni non polimorfiche delle molecole MHGCcdrecettori hanno inoltre due altre importanti

funzioni:

- la prima é quella di partecipare agli eventi préatalla trasduzione del segnale che si
verifica in seguito al riconoscimento del compleastigene-MHC da parte del linfocita T;
guesta funzione e resa possibile dall’associaziela tirosina-kinasi Ick con le code

citoplasmatiche dei corecettori

- la seconda e quella di essere responsabile deiiemo della restrizione per MHC in virtu
del riconoscimento specifico che si ha tra CD£&emplessi antigene-MHC Il e tra CDS8 e i

complessi antigene-MHC |

L’attivazione dei linfociti T richiede due distinsiegnali, uno costituito dal legame del complesso
antigene-MHC espresso dalle cellule APC con il Td&Rlinfocita T e l'altro costituito dal legame
delle molecole costimolatorie espresse sulla sigiertlelle cellule APC con specifici recettori
espressi dai linfociti T. Il ruolo delle molecolestimolatorie e essenziale in quanto il segnale uno
(legame complesso antigene-MHC con il TCR del bitto T) in assenza del segnale due
(costimolazione) non attiva i linfociti T ma induaao stato di anergia clonale o morte cellulare del
linfocita per apoptosi. (5). La molecola costimolé per eccellenza e CD28, espresso
costitutivamente dai linfociti T e in grado di legale molecole B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86)
espresse sulle cellule APC attivate (6). Il segnadeliato da CD28 sinergizza con quello trasdotto
dall'attivazione del TCR e induce una serie di miodzioni cellulari tra cui la trascrizione di IL€
I'espressione della catenadel recettore per IL-2 (CD25) che determina afiivae, espansione
clonale e induzione delle fasi effetrici del linfiac (7). Della stessa famiglia di CD28 fa partetsn

CTLA-4, una molecola costimolatoria espressa sutlambrana del linfocita T in seguito



all'attivazione e che regola negativamente 'attisae linfocitaria competendo con CD28 per gli
stessi ligandi (B7.1 e B7.2) (5).

ICOS rappresenta il terzo membro della famigli&®28 e contrariamente a CD28 & espresso solo
in seguito all'attivazione. L’'espressione di ICOS8ll& superficie dei linfociti T & rapidamente
indotta nelle prime fasi della differenziazione emirambe le popolazioni linfocitarie Th (Thl e
Th2), ma l'espressione dopo l'attivazione rimani alolo nella sottopopolazione Th2 (8). Dopo
I'attivazione, i linfociti T possono differenziarén due sottopopolazioni funzionalmente distinte
(Thl e Th2), caratterizzate dalla produzione di spettro di citochine diverso; la popolazione Thl
produce molecole quali INf- IL-12 e TNFr, media una risposta infiammatoria verso cellule
infettate da virus o batteri intracellulari ed epntante in varie patologie autoimmuni organo
specifiche, mentre la popolazione Th2 produce noddequali IL-4, 5, 9, 10, 13, media le reazioni
immunitarie di tipo umorali verso patogeni extradelri e verso patogeni intestinali ed & coinvolta
nelle reazioni allergiche grazie all’'effetto chedwdla produzione di IgE da parte dei linfociti 8).(
L'attivazione di ICOS avviene tramite interaziorandl suo ligando GL50 (B7h o B7TRP1) espresso
costitutivamene da certe APC come cellule B e nfagiplCOS non interagisce con i ligandi B7.1
e B7.2 di CD28/CTLA-4. ICOSL puo essere espresstharda tessuti non linfoidi in seguito a
stimoli di natura inflammatoria (10). Contrariamerdad altri membri della famiglia di CD28,
I'interazione ICOS-ICOSL sembra essere esclusiah,ntbmento che esperimenti di Knock Out
(KO) di ICOS o di ICOSL sul topo presentano un tgmmsimile (11). A differenza di CD28 la cui
attivazione induce la sintesi di IL-2, I'attivazieni ICOS nel topo sembra indurre la sintesi IL-4 e
non quella di IL-2. Livelli di IL-2 incapaci di stenere una risposta immunitaria completa ma in
grado solo di indurre le fasi iniziali della pra@rbzione sembrano essere percepiti in seguito
all'attivazione di ICOS in un lavoro di Riley e td[12). Probabilmente la costimolazione di CD28,
grazie alla sua capacita di indurre la sintesLel2 | € importante nelle fasi iniziali dell’attivaoie,
mentre la costimolazione di ICOS sembra essere rtampe nell’attivazione secondaria o
nell’attivazione delle cellule memoria (13). Lelodd T attivate mediante costimolazione con ICOS
sono incapaci di proliferare a lungo termine e wamtontro ad apoptosi dopo circa 3-5 divisioni
cellulari (12). La costimolazione selettiva di ICQ@$ posto di CD28 in periferia conferirebbe
funzioni effettrici alle cellule T senza tuttaviarderire la capacita di proliferare a lungo termine
(dovuta alla mancanza di IL-2) (12). Questa ipoéesupportata dal fatto che I'espressione di ICOS
e aumentata nelle cellule T effettrici (14) e cbdunzioni effettrici delle cellule T sono stimaat
dalla costimolazione con ICOS (15). La costimolagiocon ICOS potrebbe quindi essere un
meccanismo per attivare rapidamente le cellule mienexl effettrici senza indurre un’espansione

clonale che potrebbe favorire lo sviluppo di reazamutoimmuni (16).



Dati sperimentali dimostrano che topi knock out [§80S e per CD28 mostrano difetti simili ma
non uguali nella risposta cellulare di tipo B mealida cellule T, suggerendo che I'effetto biologico
delle due molecole costimolatorie nella maturazideelinfociti B non sia ridondante (17). Una
possibilita &€ che per avere un’ottimale attivazideelinfociti T sia necessaria la costimolaziore d
parte di entrambe le molecole in vivo. Diversamgruebbe essere che ICOS e CD28 agiscono in
momenti diversi dell’attivazione T. Basandosi switidinerenti i tempi d’espressione dei due
recettori e dei loro ligandi, sembra che CD28 smpdrtante nelle fasi iniziali dell’attivazione
mentre ICOS nel mantenimento delle funzioni effetuelle cellule T e quindi anche nell'indurre
una risposta da parte delle cellule B (produzidr@tdchine ed espressione di CD40L) (18).

LE MALATTIE AUTOIMMUNI E ICOS

Le malattie autoimmuni rappresentano l'errore prange che il sistema immunitario possa
compiere. Il sistema immunitario € quel sistemddgizo costituito da cellule (ad es. linfociti,
macrofagi...) e da molecole (ad es. citochine)rdhé scopo di difendere il nostro organismo dalla
comparsa di malattie dovute ad agenti infettiviogahi quali virus, batteri, fungh etc..., e dai
tumori. Una delle caratteristiche di questo sistérla capacita di discriminare tra antigeeif e
not-self, garantendo la risposta immunitaria solo contro s estranee all’organismo e la
tolleranza verso gli antigeni autologhi (fenomermtoncome tolleranza ael)). La perdita di
suddetta tolleranza si traduce in risposte immens® i propri costituenti antigenici, dando origine
a malattie autoimmuni. Altra caratteristica delkesisa immunitario & la capacita di autolimitarsi:
guando le cellule del sistema immunitario si atitvai ha I'espressione di particolari geni coinvolt
nella proliferazione e nelle funzioni effettriciidmfociti, ma contemporaneamente si induce anche
I'espressione dei geni che determinano l'apoptosiadmaggior parte dei linfociti attivati,
fenomeno noto come “spegnimento della risposta imtada”. L'attivazione dei linfociti serve
infatti a eliminare I'antigene e una volta realizzal loro scopo essi sono destinati ad andare
incontro ad apoptosi. Una piccola porzione di essi muore e permane come cellule memoria,
importanti nelle successive stimolazioni da paghodstesso antigene. L’attivazione dei linfociti a
cellule effettrici & antigene specifica e deve essgiindi limitata nel tempo: dopo che I'antigene é
stato eliminato, i linfociti devono andare inconaamorte cellulare programmata o apoptosi. Lo
spegnimento della risposta immunitaria € essenzmde garantire protezione nei confronti
dell'autoimmunita: se i linfociti non vanno in agopi dopo che gli antigemot-selfsono stati
eliminati, c’e il rischio che riconoscano per eg@ntigenielf La teoria del mimetismo molecolare

spiega infatti che molte proteine virali hanno d®ieanti antigenici simili a quelli di proteine



autologhe: se i linfociti non vanno incontro ad jgipsi e rimangono attivi dopo che gli antigeni
estranei sono stati eliminati possono riconosceze grore epitopi autologhi e scatenare una
reazione autoimmune. Un difetto di apoptosi pudofae una risposta autoimmune in differenti
modi. Primo, le cellule apoptotiche esprimono innmbeana autoantigeni inusuali per una cellula
normale, e il rallentamento della morte cellulagade questi antigerself piu esposti nel tempo
(19). Secondo, alterazioni del processo apoptghessono scatenare fenomeni necrotici che, a
differenza dell’apoptosi, determinano la comparsaedzioni inflammatorie che favoriscono la
presentazione di antigeni autologhi al sistema imiato. Verosimilmente, autoanticorpi associati
a malattie autoimmuni riconoscono epitopi che siggano durante la degradazione apoptotica di
proteine e DNA (20) o specifici fosfolipidi qualogfatidilserina e cardiolipina, espressi sulla
superficie delle cellule apoptotiche (21). L’apaptpud essere indotta passivamente in seguito
allassenza di segnali di sopravvivenza (22) ovattiente tramite il coinvolgimento di recettori
cosiddetti di morte (23). | piu noti recettori diepto tipo sono quelli appartenenti alla superféienig
dei Recettori dei Fattori di Necrosi Tumorale (TNF&he interagiscono con molecole appartenenti
alla superfamiglia dei Fattori di Necrosi Tumor@l&lF). 1l piu noto di questi recettori € Fas (Apo-
1/CD95), il cui meccanismo d'azione si attua atrae I'attivazione a catena di una serie di
proteasi definite caspa@ysteine-dependent aspartate-directed protea&y.

Dal punto di vista clinico si dividono in sistem&hcome ad es. la Sindrome Autoimmune
LinfoProliferatva (ALPS) e il Lupus Eritematoso ®isiico (LES), e organo-specifiche come ad es.
il diabete mellito di tipol (T1DM), la sclerosi ntpla (MS) e la tiroidite di Hashimoto (HT); dal
punto di vista invece del meccanismo immuno-pategien si distinguono in malattie mediate da
anticorpi, che danno origine a danni tipicamentgesnici, e mediate da linfociti, che invece
determinano un danno prevalentemente organo ctéespacifico.

L'autoimmunita rappresenta un problema abbastarmauce e sempre piu crescente nella
popolazione, basti pensare che la frequenza stimgt@aesi sviluppati € di circa il 5%. Queste
patologie sono multifattoriali, sono quindi causdé#ia combinazione di fattori genetici e di fattor
ambientali che agiscono su quello che é il backggogenetico di un individuo influenzando il
rischio genetico che ognuno di noi ha di sviluppana data patologia. Una adeguata conoscenza
dei geni e dei meccanismi coinvolti nell’autoimmanpermetterebbe di sviluppare adeguate terapie
e adeguati piani di prevenzione. Le modificazioai genoma umano che alterano i meccanismi
fisiologici coinvolti nella suscettibilita all’autmmunita sono per definizione fattori di rischio
causali primari. Di qui 'importanza di studi dirmggtica posizionale per identificare i geni e l®lo

varianti che conferiscono predisposizione a deteatei malattie autoimmuni.



La regione cromosomica 2g33 € stata associata litn shadi a malattie autoimmuni comuni quali le
tiroiditi, la sclerosi multipla, il diabete mellite a malattie immuno mediate quali il morbo celiaco
Di questa regione fanno parte tre geni importaalianregolazione dell’attivazione dei linfociti T:
CTLA-4, CD28 e ICOS.

La maggior parte degli studi genetici sulle molecdella regione 2q33 riguarda lI'associazione di
CTLA-4 con diverse patologie autoimmuni quali ibbdete mellito, la malattia di Graves, la malattia
di Hashimoto, la Miastenia gravis (25, 26, 27, 28)pi KO per CTLA-4 sviluppano una forma di
autoimmunita letale precoce (29). L'inibizione drante anticorpi di CTLA-4 in topi con EAE
all'esordio clinico (la forma analoga della sclerosiltipla nel topo) determina un peggioramento
della malattia e un aumento della mortalita (30, 8ientre il trattamento con anticorpi agonisti di
CTLA-4 previene la comparsa della malattia e neliorig il quadro clinico (32, 33). CTLA-4 ha un
ruolo inibitorio nell’attivazione dei linfociti eantrobilancia I'effetto attivatorio di CD28; mutaxzi

o0 polimorfismi che diminuiscono I'espressione elattivita di CTLA-4 (o che aumentano
I'espressione e/o attivita di CD28) possono rapmese un fattore di rischio genetico che
predispone alle malattie autoimmuni.

I microsatelliti dell'introne 4 di ICOS sono statggetto di indagine in studi di associazione con
malattie autoimmuni quali il diabete mellito neflapolazione giapponese e le tiroiditi autoimmuni
nella popolazione americana e hanno dato riscam@gativo (25, 26, 27). Recentemente uno studio
finlandese ha pubblicato I'associazione tra alquuiimorfismi di ICOS e il morbo celiaco (34).

Finora nessuno studio di associazione geneticai@ gtibblicato su ICOS e la sclerosi multipla.

ICOS E SCLEROSI MULTIPLA

I motivi che giustificano uno studio genetico dsasiazione tra ICOS e la sclerosi multipla sono i
seguenti:

» il gene ICOS e localizzato in una regione cromosan2gq33) associata a malattie autoimmuni
comuni e a malattie immuno mediate (diabete noghiitlerosi multipla, tiroiditi, morbo celiaco)

* |ICOS e una molecola coinvolta nella regolaziond'atél/azione e del differenziamento dei
linfociti T, eventi entrambi cruciali in una patgi@a autoimmune Thl mediata come la sclerosi

multipla



» esistono lavori che confermano I'importanza di IC®8I'immunopatogenesi dellEAE
(Experimental Autoimmune Encephalomielitis, il mtdenurino della sclerosi multipla)

In seguito all'induzione dellEAE in topi SJL coa proteina proteolipidica (PLP), ICOS e ICOSL
vengono iperespressi dai linfociti T CD3+ che indiho il sistema nervoso centrale (SNC) prima
della comparsa della malattia, suggerendo che I@ka un ruolo nellimmunopatogenesi della
malattia (35). L'impiego di anticorpi anti ICOS paribire l'interazione con il suo ligando puo
avere un duplice effetto sul quadro clinico deginaali, a seconda del momento in cui I'inibizione
avviene: se l'inibizione avviene nelle fasi iniziél-10 giorni dall'immunizzazione con PLP) si ha
un peggioramento della malattia (aumento dellespome di citochine proinflammatorie e
chemochine nel SNC, aumento dell'infiltrazione dilale B/T, macrofagi e neutrofili nel SNC), se
invece avviene nelle fasi effettrici della rispostanunitaria (9-20 giorni dall'immunizzazione) si
ha il recupero dalla malattia sia a livello climiche cellulare e molecolare (35). E’ probabile ithe
blocco della via costimolatoria di ICOS nelle fasiziali della risposta immunitaria determini un
aumento decisivo del rapporto Thl/Th2 che causamaggiore proliferazione dei linfociti T
antigene specifici e una maggiore produzione di-jNE'EAE & una malattia Thl-mediata e una
polarizzazione verso un fenotipo Thl determina aggmoramento della malattia. Questi risultati
sono in accordo con quelli ottenuti con il KO diQS sui topi EAE (36). L’aggravamento della
malattia potrebbe essere dovuto al fatto che larjzalazione verso un fenotipo Thl scatenata dal
blocco della costimolazione di ICOS induce una n@ggespressione di determinati mediatori
(citochine e chemochine) nel cervello di questinadi. Tra questi mediatori potenzialmente
pericolosi per I'EAE ricordiamo, oltre ovviamentdH-y, anche CCR1, RANTES, MCP-1, MIP-2,
IL-1a, IL-1B3, IL-6, IL-12p35 (35). Le interazioni CCR1-RANTESCCR2-MCP1 hanno un ruolo
importante nell'immunopatogenesi dellEAE: CCR1 €ER2 sono espresse da monociti/macrofagi
e microglia e sono attivati in seguito al legamen ®ANTES e MCP1, molecole per altro
iperespresse nei topi con EAE (topi ko per CCRlsgm&ano minore incidenza e gravita della
malattia, topi ko per CCR2 sono protetti dallo sppo della malattia). E’ quindi verosimile che
un’aumentata attivazione di monociti/macrofagi enmjlia dovuta ad una maggiore espressione di
queste chemochine (RANTES e MCP1) determini I'aggmaento della malattia che si osserva nei
topi (35). MIP2 é un fattore chemotattico per itnefili nel topo e infatti si osserve un aumentd de
numero di neutrofili nelle lesioni del cervello depi con EAE, dato in accordo con un aumento
dell’'espressione MIP2. La somministrazione di k-determina un aggravamento della malattia e
la somministrazione di IL{1 inibisce I'anergia delle cellule T nei topi con EA37). IL-6 ha un

ruolo nellEAE in quanto topi ko per IL-6 sono petti dallo sviluppo della malattia.



Se [l'inibizione della via costimolatoria di ICOS véene nelle fasi effettrici della risposta
immunitaria (9-20 giorni dall'immunizzazione con PLsi ha la remissione clinica dalla malattia
associata ad una minore proliferazione linfocitariespressione di INk- e di altre
citochine/chemochine e infiltrazione di leucociéil 'sNC. Simili risultati hanno ottenuto Sporici e
coll dimostrando che bloccando la via costimoladati ICOS con anticorpi in topi con EAE gia in
corso si ottiene un miglioramento clinico (38). firobabile che I'effetto e la funzione di ICOS
cambino nel tempo man mano che la risposta immumitavolve; la capacita di indurre
I'espressione sia di IL-10 che di INFsuggerisce che ICOS sia coinvolto nell’attivazidneellule
regolatorie e infiammatorie (38). Probabilmente bibcco della via di ICOS 9-20 giorni
dallimmunizzazione ha un effetto positivo sullalatia perche esso agisce prevalentemente su
cellule infammatorie bloccandone I'attivazione.

NellEAE, i linfociti T antigene specifici (cioe FR-specifici) che si trovano nelle lesioni del
cervello sono meno del 4% e sono essenzialmentechi@kgiscono reclutando altri leucociti non
antigene specifici. Se si riuscisse ad inibire tigemente l'attivazione di questa sottopopolazione
di cellule T encefalolitogeniche probabilmentersbirebbe anche il reclutamento non specifico di
leucociti con risvolti positivi sulla malattia. Néhvoro di Rottmann e coll., si € dimostrato che
linfociti T ICOS+ si trovano nelle lesioni del cetlo dei topi EAE prima ancora che si manifesti la
malattia e che, almeno in parte, questi linfoans PLP-specifici. E’ probabile che bloccando la
via costimolatoria di ICOS si inibisca l'attivaziene la proliferazione di queste cellule T
encefalitogeniche e quindi il successivo reclutaimetn leucociti non antigene specifici. Le cellule
che nel SNC potrebbero esprimere ICOSL sono astmanicroglia, dal momento che sono in
grado di attuare una costimolazione Thl e Th2 mmlilentemente dall’espressione di B7.1/2 (35).
L'importanza dell'interazione ICOS-ICOSL nella pgémesi dellEAE e confermata anche nello
studio di Sporici e coll., dove si dimostra chatkeazione delle cellule T encefalitogeniche riatee
I'attivazione della via costimolatoria di ICOS (3®el suddetto lavoro si dimostra anche che in
cellule T provenienti da topi EAE e coltivate cddQs Ig in vitro, l'interazione ICOS-ICOSL e
fondamentale per la produzione di IL-10 e di INFpa non di IL-2 ed e indipendente dalla
costimolazione di CD28 (38). Questi dati sono ioaedo con la letteratura dove si € dimostrato che
ICOS influenza la produzione di IL-10 e di INAna non di IL-2 come invece fa CD28 (3, 10). Un
lavoro ha invece dimostrato il contrario, e cioe tihoccando la costimolazione mediata da ICOS si
ha un effetto inibitorio sulla produzione di IL-22). Se da una parte e vero che ICOSL induce la
produzione di INF¢ nei topi, dall'altra e altrettanto vero che INFAduce a sua volta I'espressione
di ICOSL attraverso un meccanismo NF-kB indipendefiNF-y potenzia invece I'espressione
delle molecole B7 attraverso un meccanismo NF-kiwdente).



La costimolazione di ICOSL fornisce un segnale ifexdtivo anti-apoptotico alle cellule
encefalitogeniche T nei topi EAE e il blocco di gteevia induce apoptosi soprattutto nelle cellule
memoria rispetto alle cellule naive. Questi daspeécchiano le precedenti scoperte che CD28
protegge dall’'apoptosi preferenzialmente le celhdese rispetto alle cellule memoria, suggerendo
che invece ICOS abbia proprio un ruolo sulla soyikeanza delle cellule memoria (38).

Recenti esperimenti condotti su PBMCs umani (pefrighblood mononuclear cells) indicano che
ICOS modula I'espressione sia di citochine Thl Th2 indipendentemente da CD28 nelle cellule
T CD4+ memoria ed effettrici, ma che le cellule Té&primono comunque piu ICOS delle Thl
(39). E’ possibile che ICOS abbia un ruolo nelladuazione della seconda fase della risposta
immunitaria. A livello periferico molti tessuti diatura non linfoide possono esprimere molecole
MHC di classe Il e comportarsi quindi come molecAleC non professionali influenzando la
risposta immunitaria delle cellule autoreattiveog?ro in questi tessuti che mancano delle molecole
B7.1/2, il segnale mediato da ICOS potrebbe avereruolo decisivo, come recentemente
dimostrato nel caso delle miopatie inflammatoried)(4Nella sclerosi multipla, la locale
(rattivazione delle cellule T autoreattive nel SMa parte delle cellule che esprimono i complessi
MHC ll-antigene e un evento fondamentale nell'imduil danno autoimmune contro la guaina
mielinica (41). Quanto detto assume particolareoirtgmza se si pensa che le cellule T autoreattive
nei pazienti con sclerosi multipla dipendono mermadiad costimolazione di CD28 rispetto alle
cellule T dei soggetti sani (42) e inoltre che pazienti con sclerosi multipla esistono cellule T
reattive alla mielina che sono CD4+ e CD28- e admoqgri)attivate perifericamente o nel SNC in
assenza delle molecole B7.1/2 (43).

Da quanto detto emerge abbastanza chiaramenteC€® ha un ruolo nellimunopatogenesi della

sclerosi multipla e di qui 'importanza di studiargene e la molecola sotto tutti i suoi aspetti.

ICOS: ANALISI DEL GENE

ICOS é codificato da un gene polimorfico carattin da siti regolatori, microsatelliti, mutazioni

e SNPs (single nucleotide polimorphisms) distribuél seguente modo (26, 27, 34, 44, 45):

regione SUTR

» 23 siti per regolatori trascrizionali (di cui 5 p&pl, 5 per Pul, 5 per STAT-1, 4 per GATA-3, 1
per NF-kB, 1 per AP-1, 1 per AP-2, 1 per NF-1)

* 8 SNPs: p-668 G/A, p-842 T/A, p-1388 G/A, p-181TTp-2119 C/T (SNP allinterno di un
sito per NF-kB), p-2150 C/T, p-2394 T/C (SNPimtérno di un sito per Spl), p-3479 C/T.
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(la numerazione dei polimorfismi, se non indicatvedsamente, fa riferimento a Genebank
accession number AF488347
sequenze codificanti (ESONI)

* mutazione silente in eterozigosi in posizione p4@¥6& (+597 A/G*) nell'ultimo codone
dell’'esone 5 (frequenza su controlli sani 1/220reveomi).

sequenze non codificanti (INTRONI)

* introne 1: +173 T/C*

* introne 3: cinque polimorfismi p1203 C/T, p1323 Qft®ssibile enhancer), p1551 A/G, p1974
A/G, p2003C/T

e introne 4: cinque polimorfismi p2412 A/T, p2658 C[3168 C/A, p3396 G/T (sito di Spl),
p3990 G/T. Inserzione di una G e 2 microsatelliti: vicino sito donatore di splicing e (GT)n

vicino sito accettore di splicing.

regione 3' UTR

« 10 polimorfismi: p4031 A/CK602 A/C*), p4359 G/A £930 G/A%, p4888 A/T ¢1459 AITH,
p4993 T/C §1564 T/C¥, p5053 C/T 1624 C/T#, p5291 A/G 1862 A/GY, +1720 C/T*,
P5436 G/A 2007 G/A%, p5462 G/A (+2033 A/G*), p5802 G/G2373 G/C?.

*| polimorfismi al 3° UTR sono presenti in lettereguanche con la numerazione relativa al cDNA,

+1 e la prima base del codone di inAd G.

Le due regioni microsatelliti nell’introne 4 di IGG)Tn e GTn sono state oggetto di indagine in uno
studio di associazione giapponese sul diabete tmeditnza aver dato tuttavia un riscontro di
associazione con la malattia (27). Esito negatimoahche ottenuto uno studio genetico sulla
popolazione americana e le tiroiditi che ha presaonsiderazione solo il microsatellite GTn
nellintrone 4 (26). L’associazione di ICOS e stat@ece stabilita con il morbo celiaco nella
popolazione finlandese per mezzo di un lavoro caepteso in considerazione il polimorfismo
nellintrone 1 e tutti quelli del 3'UTR; gli autohanno utilizzato il Transmission Disequilibrium
Test (TDT) per valutare la trasmissione preferdaziegli alleli e degli eventuali aplotipi e hanno
ottenuto risultati significativi per il polimorfism dell'introne 1 (+173 T/C) e per l'aplotipo
costituito dai seguenti alleli T (+173), C (+603),(+930), T (+1459), C (+1564), T (+1624), G
(+1862) C (+2373) (34).
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SCOPO DEL LAVORO

Dal momento che ICOS sembra essere coinvolto melilinopatogenesi e nella gravita della forma
murina della sclerosi multipla (EAE), lo scopo diegto lavoro e valutare lI'importanza dei
polimorfismi e/o mutazioni dell’esone 5 e dellaimg 3'UTR del gene ICOS nella suscettibilita

alla sclerosi multipla.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

(A) Sequenziamento della regione 3’ UTR e dell’'edodel gene ICOS

La regione del DNA corrispondente al 3'UTR e altes 5 di ICOS é stata amplificata mediante
PCR e sottoposta ad analisi tramite sequenziandirétio per cercare mutazioni e polimorfismi
noti e non noti in 48 controlli sani e 51 pazierdin sclerosi multipla. Dai dati della letteratuna i
guesta regione sono noti 10 polimorfismi*6Q2 A/G+930 G/A,+1459 A/T, +1564 T/C, +1624
C/T, +1720 C/T, +1862 A/G, +2007 G/A2033 G/A,+2373 G/C)e una mutazione in posizione
+597 A/G nell’esone 5.

(*Numerazione relativa al cDNA, +1 e la prima base claiione di inziATG).
| risultati del sequenziamento si posSSONo cossuaEre:

1. polimorfismi trovati nellle due popolazioni (conliice pazienti): +602 A/C, +930 G/A, +1459
A/T, +1564 T/C, +1624 C/T, +1862 A/G, +2007 G/A,373 G/C.

2. polimorfismi che non sono mai stati trovati in n@s€ontrollo e in nessun paziente: +597 A/G
(esone 5), +1720 C/T, +2033 G/A.

3. polimorfismi nuovi: +1694 C/T.

4. valore in % dell'allele piu frequente di ogni pobnismo nella popolazione dei controlli e in

guella dei pazienti (tabella 1)

Abbiamo sequenziato la regione che corrispondeél#lR del gene ICOS alla ricerca di SNPs e
mutazioni, ed abbiamo riscontrato che non tuttesdeazioni documentate in letteratura sono
presenti nella nostra popolazione. Inoltre € stedvato un polimorfismo nuovo mai descritto in
letteratura (+1694 C/T). Le frequenze dei singdliimporfismi sono diverse nelle popolazioni dei
controlli e dei pazienti; questo suggerisce charalpolimorfismi, quelli piu frequenti nei pazienti

potrebbero essere coinvolti nella suscettibilita adalattia.

Inoltre, nell’ambito della popolazione dei contradl dei pazienti, alcuni polimorfismi sembrano
avere la stessa frequenza e formare due gruppicosiituito dai polimorfimi +930 G/A, +1459
AIT, +1624 C/T, +1862 A/G e l'altro costituito dpblimorfismi +1564 T/C e +2007 G/A. Dal
momento che questi SNPs hanno la stessa frequenzantrolli e la stessa frequenza nei pazienti
(94% e 88% il primo gruppo e 80% e 67% il secondegppo) abbiamo supposto che avrebbero

potuto essere associati.
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(B) Analisi e frequenze degli aplotipi

Per confermare la suddetta associazione di polismrfabbiamo utilizzato un software statistico
(Arlequin program) che calcola le possibili comlzioai aplotipiche in base ai dati ottenuti dal
sequenziamento dei 48 controlli e 51 pazientisultati del programma indicano 5 possibili aplotipi
(tabella 2).

| dati ottenuti dagli aplotipi confermano I'assag@ne tra i polimorfismi all’interno dei due gruppi
vale a dire tra i polimorfismi costituenti il pringruppo (+930 G/A, +1459 A/T, +1624 C/T, +1862
A/G) e tra i polimorfismi costituenti il secondougpo (+1564 T/C e +2007 G/A).

Successivamente abbiamo calcolato le frequenzeintpie aplotipi nella popolazione dei controlli

e dei pazienti (tabella 3):

Dalla tabella 3 si evince che gli aplotipi 4 e :iha una frequenza relativamente bassa in entrambe
le popolazioni, ci siamo allora concentrati pemibmento sui primi 3 aplotipi. L’aplotipo 1 risulta
essere piu frequente nei controlli, mentre gli Api@ e 3 nei pazienti.
Dall’analisi delle frequenze degli aplotipi nei ¢alli e nei pazienti (tabella 3), abbiamo quindi
trovato un aplotipo (1) che sembra essere protettal momento che e piu frequente nei controlli, e
due aplotipi (2 e 3) che sembrano essere predigtiodal momento che sono piu frequenti nei
pazienti. Osservando gli aplotipi 2 e 3 abbbianszantrato che cido che accomuna entrambi gli
aplotipi sono l'allele C nella posizione +602, Idé C nella posizione +1564, l'allele A nella
posizione +2007; i polimorfismi in queste tre pasiz sono quindi importanti nel disciminare tra
I'aplotipo “predisponente” (1) e gli aplotipi “prettivi’ (2 e 3). Abbiamo deciso di focalizzare la
nostra attenzione su uno di questi tre polimorfisinpolimorfismo +1564 T/C e di screenare per
esso una popolazione di 265 controlli e 284 pagziensultati sono riportati in tabella 4:
La tabella 4a rappresenta i valori in % degli aketdei genotipi del polimorfismo +1564 T/C nei
pazienti e nei controlli, mentre la tabella 4b ripa valori assoluti dei risultati, con le rispeétp, e
i valori del’Odd Ratio (OR).
Dai risultati riportati emerge che:

« Jallele C in posizione +1564 T/C, e significativante piu frequente nei pazienti, e

determina una probabilita di sviluppare la malalti6 volte superiore rispetto all'allele T
(OR= 1,46);
» il genotipo CT é significativamente piu presente pazienti e determina una probabilita di

sviluppare la malattia 1,64 volte superiore rigpatl un genotipo diverso (OR= 1,64).
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(C) Un possibile ruolo dei polimorfismi al 3'UTR elta stabilita
del’'mRNA di ICOS

L'analisi dell’'esone 5 e della regione 3’ UTR deing ICOS non ha evidenziato neé mutazioni né
polimorfismi capaci di cambiare la sequenza amiithee della proteina. Dati riportati in
letteratura mostrano che, polimorfismi nella regidi UTR di un gene, possono influenzare la
stabilita e/o la velocita di degradazione del mRIRAr testare questa ipotesi abbiamo condotto un
test funzionale preliminare su linfociti di due getfi sani con un corredo genomico diverso per i
polimorfismi di ICOS per valutare eventuali diffeme nella risposta linfocitaria in termini di
espressione della molecola e di proliferaziondulzek. L'esperimento & stato condotto su un
individuo omozigote per I'aplotipo “protettivo” (dcato come “11”) e su un individuo omozigote
per I'aplotipo “predisponente”(indicato come “227).

L'espressione della molecola é stata valutata méelianalisi citofluorimetrica a diversi giorni
dall'attivazione ( effettuata con PHA + IL-2); iakiella 5 € riportata la percentuale di lifociti che
esprimono ICOS, sull'intera popolazione cellularRBMC). Si pud vedere come dopo due giorni
dall'attivazione i PBMC del soggetto omozigote paplotipo predisponente presentino un minor
numero di linfociti esprimenti ICOBentre tale differenza si appiattisce nei giortcassivi.

La proliferazione cellulare é stata valutata sUMEB dei due donatori considerati attivandoli via
CD3 o CD3+ICOS, e rilevando l'incorporazione dellanidina triziata nelle ultime 6 ore di tre
giorni di coltura. Si puo vedere in Tabella 6 chentme i PBMC del donatore con aplotipo
“protettivo” rispondono normalmente alla costimatae mediata da ICOS, | PBMC dell’altro
soggetto non sembrano reagire adeguatamente iallol@tcostimolatorio.

Questi dati preliminari possono farci ipotizzarétaato ad una minore stabilita del messaggero del
gene ICOS nel secondo soggetto analizzato.
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CONCLUSIONI

Il risultato dell'analisi della regione genomicargspondente all’'esone 5 e alla regione 3' UTR del
gene ICOS dimostrano che e stato riscontrato uimpdismo e due conseguenti aplotipi di
suscettibilita alla sclerosi multipla un nuovo padirfismo non ancora noto in letteratura (+1694
C/T). Inoltre e stato confermato che esiste ureftinkage disequilibrium tra i polimorfismi della

regione 3' UTR.

STUDI FUTURI

In futuro si pensa di estendere I'analisi a pivig@iz e a regioni a monte del 3'UTR per meglio
definire eventuali nuovi aplotipi. Inoltre vogliananalizzare possibili correlazioni cliniche con i
dati ottenuti sugli aplotipi e indagare quindi poissibile ruolo di ICOS sul decorso della malattia.
In terza analisi si cerchera di valutare l'effetlei polimorfismi/mutazioni sull’espressione e

funzionalita della molecola.
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Tabella 3

O SM
mC
(i ==
1 2 3 4 5
O SM 66% 20% 12% 1% 1%
BmC 79% 14% 6% 1% 0%
O SM
[ e
— [
TT CT CC T C
O SM 55% | 39% 6% 74% | 26%
BCTR| 67% | 28% 5% 81% | 19%
GENOTIPO-ALLELE SNPs 1564 T/C
Tabella 4a
hw=0,87/ hw=0,08
genotipi SM CTR  p value OR OVERALL
TT 157 178 p= 0.005 0,6 (0,42-OR-0,87) ' p=0,015
CT 109 73 p=0.009 1,64 @(1,12-OR-2,39)
CcC 18 14 p=0.73 1,21 (0,56-OR-2,64)
tot 284 ' tot 265
aplotipi p=0,011
T 421 429 p= 0,011 0,68 @ (0,51-OR-0,92)
C 145 101 p= 0,011 1,46 @ (1,09-OR-1,97)
tot 566 @ tot 530
Tabella 4b
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