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PREMESSA

Il sistema immunitario protegge I'organismo da mié&i microbiche e dai tumori grazie a
un enorme repertorio di recettori e anticopi chmombscono virtualmente ogni tipo di
antigene estraneo. La generazione di questa vasssith recettoriale/anticorpale, ha pero
come conseguenza il possibile sviluppo d’autoimi@yncioe il riconoscimento di un
antigene self come non-self e di indurre contr@sio una risposta immunitaria, di qui il
termine autoimmune. Il rischio che questo avvengtuttavia limitato da una serie di
processi che avvengono sia negli organi linfatiemari sia in periferia e che portano |l
sistema immunitario a essere tollerante al selfalbuni casi tuttavia questi sistemi di
controllo falliscono e si sviluppa la malattia daotmune.

La sclerosi multipla (SM) e una malattia autoimmuenielinizzante del SNC, a decorso
cronico e progressivamente invalidante. E una pgial multifattoriale, che coinvolge sia
fattori ambientali sia fattori genetici. La stomaturale di questa malattia € estremamente
eterogenea, potendo contemplare al suo internazool indolenti o al contrario aggressive
e molto invalidanti. Eta e sintomi d’esordio, sessteficit neurologici residui dopo la prima
ricorrenza di malattia sono importanti fattori pmogtici clinici e demografici, mentre ancora
pochi e spesso discussi sono i markers geneticelebili alla malattia e al suo decorso
clinico.

Durante il corso di dottorato mi sono occupatandividuare marker genetici di suscettibilita
e prognosi per la SM, indagando in particolareudlo del gene di osteopontina (OPN) e

ICOS, due proteine coinvolte nella regolazioneadgposta immunitaria specifica.



RIASSUNTO

La Sclerosi Multipla (SM) e una malattia infiammdocronica del sistema nervoso centrale
(SNC) caratterizzata da placche di demielinizzaziche portano ad una progressiva ed
inesorabile distruzione della guaina mielinicaddinno che ne deriva dipende dall’entita e
dalla localizzazione delle lesioni. L'eziologia l@elpatologia € tuttora ignota, ma e di
probabile origine autoimmune ed e apparentementdiatae da un’eccessiva risposta
proinfimamatoria di tipo Thl. Come nella maggiortpadelle malattie autoimmuni, anche
nella SM c’e una concomitanza di fattori ambientelie, in soggetti geneticamente
predisposti, possono portare allinsorgenza delolpgia. Questo lavoro prende in
considerazione la variabile genetica della patalogtudiando l'effetto del gene di
osteopontina (OPN) e di ICOS, due proteine coimvaitlla regolazione della risposta
immunitaria e della differenziazione dei linfocifi helper (Th). OPN & una citochina
proinflammatoria che favorisce la produzione docitine di tipo Thl, quali IFN-e IL12,
entrambe coinvolte nell'induzione e nel manteniroedélla SM. OPN € stata dimostrata
essere importante nella patogenesi di diverse timkitoimmuni. Il nostro laboratorio ha
precedentemente dimostrato che i livelli siericiQPN correlano con alcuni polimorfismi
del gene e che alti livelli sierici di OPN sono r&dati all'insorgenza della Sindrome
Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), una rara miila autoimmune ereditaria causata da
un difetto del sistema Fas/FasL che é coinvoltopnetesso di spegnimento della risposta
immunitaria. Questo lavoro analizza il ruolo di ORBlla patogenesi della SM e dimostra
che alcuni polimorfismi a singolo nucleotide (SNfe) gene di OPN correlano non solo con
la suscettibilita alla SM, ma anche con il suo dsgalinico, probabilmente in conseguenza

di un effetto sulla produzione di OPN.



ICOS é una molecola costimolatoria espressa in mamabdai linfociti T in seguito
all'attivazione, la cui funzione é probabilmentestia di favorire un ulteriore attivazione dei
linfociti T e/o indurre la sintesi di particolariitachine. Diverse evidenze sperimental
suggeriscono che ICOS possa essere coinvolto petitegenesi della SM. Studi condotti sul
topo indicano che ICOS stimola una prevalente primohe di citochine di tipo Th2, mentre
nell'uomo sembra prevalere un effetto favorentéaguloduzione di citochine di tipo Thl. In
entrambe le specie tuttavia vari lavori indican@ ¢6OS in determinate circostanze puo
anche favorire una prevalente produzione dellakit@a antinfammatoria IL10, che sembra
avere un ruolo protettivo nei confronti di varie lathe autoimmuni compresa la SM.
Pertanto ICOS potrebbe avere un duplice ruolo n8M potendo favorire risposte
immunitarie sia pro- sia anti-infammatorie. Ristit ottenuti sulla encefalomielite
autoimmune sperimentale (EAE), un modello murinikadeM, dimostrano che il costimolo
mediato da ICOS influenza in modo etereogeneo llugpo della EAE e che il topo
knockout (KO) per ICOS ha una aumentata suscdttitall'induzione della EAE. Questo
lavoro valuta il ruolo che polimorfismi nella rege 3'UTR del gene di ICOS hanno sulla
suscettibilita genetica e sul decorso clinico d&IM. | dati ottenuti indicano che alcuni di
guesti polimorfismi formano aplotipi che sono asath@ad una maggiore suscettibilita alla
malattia e che sembrano anche influenzare i ligkléspressione di ICOS in membrana e i
livelli di IL10 prodotti dai linfociti T. In partiolare gli aplotipi associati alla malattia
sembrano favorire una maggiore espressione di IEQ®a minore produzione di IL10.

Inoltre questi aplotipi correlano, nei pazientinam decorso clinico piu sfavorevole.



INTRODUZIONE

SCLEROSI MULTIPLA

A. LA MALATTIA

La sclerosi multipla (SM) e la malattia demielirante a decorso cronico del Sistema
Nervoso Centrale (SNC) di piu frequente riscongralalla eziologia sostanzialmente ignota.
[1]

Fatta eccezione per i traumi del SNC, e la piudestge causa di disabilita neurologica in eta
giovanile e adulta. La sua frequenza e maggiorsesdo femminile ( rapporto M : F di 1,9 :
3,1), e il suo esordio si ha in genere tra i 2@®anni, raramente prima della puberta.

Sono descritti casi di SM in tutto il mondo, mgessono riconoscere aree geografiche ben

definite per la differente incidenza della pato&gi

Si riconosce una prevalenza della malattia decnésaa Nord a Sud, con picchi di 30 o piu
casi/100.000 nel Canada Meridionale, nella parteesigionale degli USA, nellEuropa
Centro-Settentrionale, nell’Australia Sud Oriental@ella Nuova Zelanda. Oggi si ritiene
che la reale prevalenza di tale malattia in quasge sia sensibilmente maggiore (circa 100
casi/100.000 abitanti). Zone a prevalenza interemedno costituite da USA Meridionale,
area mediterranea, nel resto dell’Australia e mel-Sfrica, dove il numero di casi é di 5-25
casi/100.000. Asia, Africa e Caraibi mostrano ilnari numero di casi (5/100.000). La
prevalenza piu elevata in assoluto si registraenstile Orcadi (300/100.000). [2, 3]

L’ltalia mostra una prevalenza di 30-70 casi/100.@bitanti, con un numero totale di
pazienti stimato in circa 50.000, mancato decremest passaggio da Nord a Sud ed anzi

una prevalenza massima in Sicilia e Sardegna. [4]



Le differenze osservate nella distribuzione geagaasono in parte dovute a caratteristiche
genetiche della popolazione, essendo la malatlidreguente nella popolazione caucasica e
piu rara in altri gruppi etnici. Tuttavia il ruolli fattori ambientali importanti nella eziologia
della malattia € reso evidente dalla descriziorepdiemie di SM.

Studi epidemiologici dimostrano che le popolaziangranti tendono a mantenere il loro
rischio di malattia inalterato rispetto all’areaatigine, se la migrazione & avvenuta dopo il
guindicesimo anno di eta, a confermare la possémiene di fattori ambientali in epoca
infantile e/o nella prima adolescenza. [5, 6, 7]

| sintomi iniziali sono variabili, a seconda deliade lesionale, ma alcuni ricorrono piu
frequentemente, poiché le aree di demielinizzazsukstribuiscono in sedi preferenziali.
L’esordio non € in genere preceduto da alcun pradrsignificativo e solo molto raramente
segue una malattia infettiva o una sintomatologiterdca simil-influenzale. | disturbi si
manifestano e raggiungono I'apice in poche oreadnni giorni.

Nella maggior parte dei casi il sintomo inizial@éstenia ad uno o piu arti (40% dei casi),
neurite ottica (22%), turbe della sensibilita aotiparestesie e disestesie (21%), diplopia,
vertigini o disturbi della minzione. Tali sintomiogsono comparire isolatamente o in
associazione [8].

| disturbi iniziali tendono nella maggior parte @aisi a regredire dopo un variabile periodo
di tempo ed in seguito possono ripresentarsi ogumssomparire altri sintomi e segni di
sofferenza focale del SNC.

Poche malattie sono cosi variabili ed impreveditnime la SM, e diversa per ogni singolo
caso sono I'eta di esordio, il sintomo iniziale flaquenza delle ricadute, il decorso della
malattia, la disabilita e la sua progressione. ¢dai avanzati, tuttavia, i disturbi motori, la

spasticita, i deficit visivi e turbe sfinterichersopressoché costantemente presenti. Anche



se ogni paziente presenta una diversa combinaziosmtomi, vi € un numero di pattern
distinti che sono in relazione al decorso dellaatti.

Nell’ 70% dei casi la malattia si presenta e precpdr ricadute. In questa forma definita a
“ricadute e remissioni” (relapsing/remitting, RR)sono recidive imprevedibili durante le
guali appaiono nuovi sintomi oppure i sintomi gragenti diventano piu severi. Questa fase
puo avere una durata variabile (giorni o mesi) @ una remissione parziale o totale in circa
uno o due mesi. La minima durata di una ricadutarézenzionalmente stabilita in 24 ore.
La malattia puo rimanere inattiva per mesi, oppguee anni, anche se la frequenza delle
esacerbazioni puo essere stimata di circa 0,44€,&pno ed in genere tende ad essere piu
frequente nei primi anni della malattia per poi idiaire.

Dopo un periodo variabile dall'esordio, in gener@®Banni, nella maggior parte dei casi il
decorso diventa progressivo, con 0 senza ricadoweagposte, configurando la forma
“progressiva secondaria” (SP).

Nel circa 10% dei casi, la malattia e progressivaléll’inizio senza attacchi distinti ma con
un esordio lento ed un costante peggioramentoinkeinsi definendo la forma “progressiva
primaria” (PP).

Circa il 20% dei casi, la malattia ha un decorsdigalarmente benigno, con una disabilita
residua compatibile con un’autonomia completa, seppon certe limitazioni.

Alcuni fattori sembrano in grado di influenzarevidduzione: le infezioni virali intercorrenti
svolgono verosimilmente un ruolo scatenante peiciute; la gravidanza sembra aver un
ruolo protettivo, ma piu frequenti sono le ricadntd puerperio; le fatiche fisiche o eventi
psicologici possono precedere un aggravamento ollattia, ma il loro ruolo preciso e la
loro reale importanza rimangono oscuri.

La SM presenta un decorso clinico estremamentahitgie cid rende molto difficile la

previsione di una progressione futura per ogni @dmgaso, soprattutto all’esordio della



malattia. D’altra parte l'individuazione di marcat@rognostici permette di selezionare i
pazienti a maggior rischio di disabilita, che ns@taso maggiormente di un trattamento in
fase precoce.

Vari studi hanno tentato di determinare i fattad predittivi di un andamento positivo o
negativo a lungo termine. Vi € una notevole conaor@ di vedute nel considerare una
indicazione di prognosi peggiore I'eta d’insorgededla SM. Si puo arbitrariamente fissare
35 anni l'eta al di sopra della quale I'esordio laleinalattia costituisce un elemento
prognostico sfavorevole. Tra i fattori demografoalizzati, il sesso maschile soprattutto se
associato alla forma progressiva di malattia, serpbedittivo di una prognosi sfavorevole.
Importante € anche il tipo di sistema funzionalénweolto all’esordio. E’ stato infatti
dimostrato che la presenza di segni cerebellaanpdali, troncali, e di sintomi psichiatrici
0 urinari, costituisce un indicatore prognosticavsfrevole. Viceversa linteressamento
iniziale del sistema visivo (neurite ottica retrtilare) oppure di quello sensitivo sembra
essere associato ad una prognosi migliore.

Le forme progressive di malattia (PP e SP) presentsn decorso piu sfavorevole rispetto

alla forma recidivante-remittente (RR).



B. EZIOLOGIA

FATTORI GENETICI

La possibilita che fattori genetici condizionino dascettibilita individuale a contrarre la
malattia € comprovata dalla significativa differardi incidenza della SM in gruppi etnici
differenti [9, 10]: in particolare la razza caucasie quella piu interessata e, a rafforzare
l'ipotesi di un ruolo genetico, il 15% dei paziemia un parente affetto dalla medesima
malattia. [11] Se i parenti di primo grado hannorischio di malattia stimato dell’ 1-3% ( a
dispetto di 0.5-1 %o della popolazione), gli studii emelli hanno dimostrato una
concordanza del 28% per i monozigoti e del 5-7%gbieeterozigoti. [12] E stata descritta
una associazione tra aplotipi HLA e rischio di ni#gda anche se questi variano al variare
della popolazione presa in considerazione: adneSardegna si riconosce una associazione

tra malattia e HLA-DR4 e DQW3.

FATTORI INFETTIVI

Nonostante non si sia mai isolato un patogeno ladrite chiaramente all'insorgenza di SM
secondo i postulati di Koch, [13] fin dalle primesgrizioni cliniche ad opera di Charcot, si €
ipotizzato una possibile causa infettiva di tipttdxaco, virale, da spirochete ecc. A favore di
guesta ipotesi si hanno almeno tre tipi di evidenze

- e noto il potere demielinizzante di alcuni giin sistemi sperimentali animali;

- sono noti patogeni umani possibili cause diigémzzazione a carico di SNC e SNP;

- studi epidemiologici dimostrano vere e proprnedemie di SM in tempi e luoghi ben

definiti. Due sono i casi piu noti segnalati: neé®le Faroe [14], prima della Il Guerra
Mondiale, non erano mai stati segnalati casi di $Mpo il 1943 ci fu un aumento

progressivo di casi fino al 1949, poi ridotti fiacscomparire dopo il 1977. Analogamente, in



Islanda si e registrato un aumento di casi di SMiltd922 e il 1945, in concomitanza con
I'occupazione delle truppe inglesi e americane’idelf.

| meccanismi ipotizzabili nella induzione di denmétzazione sono almeno tre. E possibile
I'infezione diretta degli oligodendrocjtche comporta la loro distruzione: tipico esenpla
leucoencefalite multifocale progressiva HIV-cortalache colpisce il 4% dei pazienti, per
azione oligodendrocitolitica mediata da JCV (urotgh poliomavirus). Altro esempio € la
panencefalite subacuta sclerosante, rara compacdak morbillo che porta a distruzione,
oltre che gli oligodendrociti, anche astrociti eurmni. Una seconda possibilital’azione
demielinizzante immunomediata postinfettidae sono i meccanismi possibili ipotizzabili:
l'infezione di cellule del sistema immunitario cderegolazione dello stesso, a tal punto da
indurre autoimmunita (ne € esempio piu caratteodtinfezione non produttiva dei linfociti
B ad opera di EBV, con produzione di anticorpi efi@ij, oppure il mimetismo molecolare
che e stato ipotizzato per un gran numero di pato@orbillo, CMV, M. pneumoniae).
Terzo e ultimo meccanismo ipotizzato e la deposiidi immunocomplesdipiu raro): €
stato descritto per i capillari della materia bl SNC a seguito di infezione rubeolica.
[15]

| patogeni di principale interesse odierno, confattori eziologici in SM, sono:
HERPESVIRIDAE HHV-6: sono segnalati casi di pazienti con alti titoligdiesto virus nel
siero e liquor. [16, 17, 18, 19] A riprova del spmssibile ruolo eziologico e stato ritrovato
DNA virale nelle cellule mononucleate periferichgdzienti con SM, ma non nei controlli.
[20] Il dato piu significativo e la dimostrazioneamite PCR, che il gene per la proteina
virus-specifica p101 e presente nel SNC del 36%pdeienti, mentre nei controlli & presente
solamente nel 13% dei casi. [21] Sono pero presenétteratura lavori che, con analoghi
metodi di analisi, non dimostrano alcuna prevaletizAlHV-6 in SM rispetto ai controlli.

[22]



EBV: é presente nel 90% della popolazione, ma stidieeniologici dimostrano maggiori
livelli di 1IgG sieriche specifiche per EBV e piteffuenti infezioni tardive (dopo i 15 anni di
eta) in pazienti con SM appartenenti ad aree géobeaad alta incidenza. [23, 24]. Sebbene
molti altri herpesvirus siano stati chiamati in sauwnella eziopatogenesi di SM a seguito
della identificazione di cellule T CD&d essi specifici, non ci sono prove del ruolosede

di questi patogeni e la stessa terapia antivirale walacyclavir non ha dimostrato alcun
effetto clinico rispetto al controllo. [25]

HTLV-I:  responsabile di paresi spastica tropicale, che istendn una mielopatia
demielinizzante. RNA virus specifico é stato dinnatst in pazienti con SM. [26]

Le stesse sequenze retrovirali sarebbero causanteeazione con geni dell'ospite, della
demielinizzazione. Uno studio recente condottoesgkllule del siero di 25 pazienti ha
evidenziato, mediante PCR, la positivita di tuttr gequenze RNA extracellulari codificanti
per la proteingol, mentre nei controlli la positivita era di 3 su §&7]

Molti sono ancora i dubbi sul ruolo svolto da gegmiovirali nellinduzione della
demielinizzazione. Dato certo € che un ambientutide inflammatorio, con presenza di
macrofagi, aumenta il tasso di trascrizione distpistesse sequenze. [28]

CHLAMYDIA PNEUMONIAE:Patogeno intracellulare obbligato; € uno dei paadpenti
infettivi non virali correlabile alla SM, sebbenggetto di controverse valutazioni sul suo
reale significato. La distribuzione geografica dedlieroconversione per C. pnumoniae é
sovrapponibile a quella in cui e presente SM. D@89 al 2001 sono stati segnalati 10
episodidi encefalomielite acuta disseminata, a seguitofdzioni respiratorie con alti titoli
anticorpali sierici specifici per C. pneumoniae.titi questi casi, la malattia neurologica
acuta era monofasica. [29, 30, 31, 32, 33, 3438537, 38]. La PCR su liquor di pazienti
con SM ha dimostrato la frequente presenza di Gmomiae: in uno studio del 1999, Balin

et al. hanno dimostrato che in pazienti Recidiv&&mittenti (RR) la coltura su liquor era



positiva nel 47% dei casi e questa positivita saliv 100% con PCR per sequenze virali
codificanti specifiche proteine della membrana. pzienti Progressivi invece la positivita
colturale era dell’ 80% e saliva al 95% con la PCR positivita alla PCR era del 18% tra
pazienti neurologici non SM [39], usati come coliitrdMolti altri sono gli studi che
confermano la significativita di questi risultatid, 41, 42], a parita di condizioni di PCR
utilizzate. [43]. Sebbene la forma clinica di piteduente riscontro sia un’ infezione
respiratoria, la localizzazione del patogeno pseesubiquitaria, per la capacita di infettare
monociti, macrofagi, cellule endoteliali e celluteiscolari lisce vascolari. Il danno tissutale
pero é ritenuto essere immunomediato. Si pens&Cclpeumoniae, oltre a stimolare una
risposta immunitaria adattiva, sia bersaglio andheuna risposta immunitaria innata,
conseguente al contatto del suo lipopolisaccaride © TLR (toll-like receptors) dei
macrofagi. [44] Questo scatenerebbe una prontagsiapinfiammatoria, con danno delle
strutture mieliniche. Nonostante siano stati iprtz molti diversi meccanismi di danno
possibili, per C. pneumoniae, come per gli alttiogani, non ci sono spiegazioni certe ed
univoche sul reale meccanismo di induzione deliaidinizzazione. Sebbene le cellule T
siano essenziali nella demielinizzazione, gli aligodrociti non esprimono MHC-II ed
esprimono bassi livelli di MHC-I. [45]

E la creazione di un microambiente fortemente imfa alla flogosi probabilmente il
fattore responsabile del danno demielinizzante.shieo prova due caratteristiche che si
ritrovano nei modelli animali di malattia demielimante a seguito di esposizione ad agenti
infettivi: la aumentata produzione di IFiNe della proteina IFN:inducibile (MxA) da una
parte e 'aumentata espressione di MHC-I sugliaaigndrociti dall’altra, con conseguente

maggior esposizione al danno citotossico CD8- ntedia



FATTORI IMMUNOLOGICI

Un insieme di dati clinici e sperimentali suppodadfipotesi che la SM sia una malattia
inflammatoria a genesi autoimmune. In particolagaesta ipotesi si fonda sul rilievo
neuropatologico, sul riscontro di bande oligoclomal liquor e sulla similarita che la SM
mostra con un sistema sperimentale animale di alweielite autoimmune sperimentale
(EAE), di certa eziopatogenesi autoimmune.

Nella SM sembra esistere una compromissione dalitat linfocitaria T
regolatoria/soppressoria, che potrebbe esserenssbite di un alterato controllo di cellule
potenzialmente autoreattive. Anche i meccanismi raihaell'immunita sembrano essere
coinvolti nel danno nervoso, come suggerito dalesenza di immunoglobuline oligoclonali
presenti nel liquor del 90% dei pazienti e dall'mnfanza che I'amplificazione della risposta
anticorpale ha, in corso di dissequestro antigenicalcuni tipi di EAE (fenomeno detto di

“epitope spreading).



C. PATOGENESI

SISTEMA NERVOSO CENTRALE E SISTEMA IMMUNITARIO

Il Sistema Nervoso Centrale (SNC) si e sviluppatone un sito immunologicamente
privilegiato. Questa osservazione era gia notaiddagti di Barker [46], che dimostro in
maniera rudimentale, ma efficace, la maggior sopvawnza di tessuti allotrapiantati nel
SNC, rispetto ad altre sedi di impianto.

Oggi, maggiori informazioni permettono di comprem@iu nel dettaglio le interazioni
esistenti tra SNC e Sistema Immunitario e di capome alterazioni dei meccanismi che
regolano queste interazioni possono essere comvalellinduzione di malattie
demielinizzanti immunomediate.

Molteplici sono i meccanismi di elusione del Sistemmunitario da parte del SNC. Oltre
alla barriera emato-encefalica (BEE), vi € I'assedk linfonodi, la limitata espressione di
molecole del Sistema Maggiore di Istocompatibi{MHC-I e —II), la ridotta espressione di
molecole costimolatorie e I'assenza di cellule pnégnti I'antigene (APC) nel parenchima
cerebrale; € inoltre ipotizzata anche un’attivapgsepsione della risposta immunitaria, il tutto
a determinare I'effetto comune di creare un ambiestile a processi flogistici interessanti il
SNC.

Solo nell’ultimo decennio si sono messi in discossi alcuni di questi meccanismi: le
cellule T naive e attivate possono passare la B&E stato documentato un drenaggio
linfatico del SNC alle catene linfonodali cervicddt7, 48, 49, 50]

Principale meccanismo alla base della immunoelesialel SNC é costituito dalla
contemporanea presenza di giunzioni strette (figittions) e giunzioni aderenti (adherent
junctions) tra endoteliociti contigui. In particodale giunzioni strette si differenziano da
guelle di ogni altro tessuto per la stretta aszomne che contraggono con il citoscheletro e

le giunzioni aderenti, a formare unita funzionaditd complessi giunzionali apicali. [51]



Molti sono i fattori che modificano, specialmentella SM, la BEE, tanto da rendere
evidente la riduzione delle giunzioni strette notosa livello immunoistochimico (riduzione
di ZO-1, proteina associata ad occludina, che twoste la parte centrale della zonula
occludens della giunzione stretta), ma anche alisorRnza Magnetica (MRI) con
Ossisolfuro di Gadolinio.

TNF-a [52, 53], IL-18 [54], IL-6 [55] sono solo alcuni tra i principatediatori inflammatori
causanti aumento della permeabilitd della BEE. Ogge concordia nel ritenere che il
numero di cellule T capaci di passare la BEE se&vab, ma che solo quelle capaci di
riconoscere antigeni SNC-specifici svolgano un gudlevante nella patogenesi della SM.
[56, 57, 58, 59]

Nel sistema sperimentale animale di SM (EAE) sineodtrato che, tra le cellule Thl e Th2,
solo le prime sono capaci di legare la P-selediita E-selectina, due molecole endoteliali
essenziali nelle prime fasi di riconoscimento ddinfociti da parte degli endoteliociti e che
anticipano il superamento della BEE. Molte sonmtaificazioni di espressione di molecole
endoteliali di adesione in corso di flogosi, manéeito il loro significato nella patologia
umana (Fig.1). Alcuni lavori prospettano che la gilm$ita di passare la BEE sia una
prerogativa esclusiva dei linfociti T con alti lllieli CD44 e bassi livelli di CD62L, caratteri
tipici del linfocita T attivato. [60, 61] Viceversalinfociti T quiescenti sono per lo piu
esclusi dal SNC [62] a causa dei loro bassi livaillCD44 e gli alti livelli di CD62L, ma
anche se entrassero, la carenza di cellule predgetitmtigene e la scarsa espressione di

MHC nel SNC, renderebbero comunque difficile lalattivazione.

RUOLO DELLE CELLULE PRESENTANTI L' ANTIGENE (APC) [ 63]
Nel SNC, le cellule che principalmente svolgonfulazione di cellule presentanti I'antigene

(APC) sono microglia, astrociti, periciti, macrofggrivascolari ed endoteliociti. [64, 65]



Sebbene le cellule dendritiche si siano dimostoatdestrare il processo di induzione della
risposta immune adattiva da parte dei linfocititlivati in periferia, il loro effettivo ruolo
nel SNC é ad oggi controverso. Da una parte e dmtamentata la possibilita che queste
cellule presentino perifericamente un costituemeégico della mielina (MB#**%) [66], nei
sistemi sperimentali murini (EAE). Dall'altra nori @ ancora la certezza di avere un
corrispettivo di cellule dendritiche nel SNC. [®B]

E unanimemente condivisa lipotesi che i linfociti autoreattivi subiscano una prima
attivazione in periferia, alla quale deve seguirerché esplichino il loro danno mielinico,
una seconda attivazione nel SNC, in cui giocanorwolo fondamentale interazioni
costimolatorie. Tra le piu note interazioni costiatorie vi € quella tra le molecole della
famiglia B7 e CD28 o CTL4. B7 e espressa dalle AddCsiste in due forme: B7-1 (CD80)
e B7-2 (CD86), il cui effetto e quello di aumentdespressione di IL-2 da parte delle
cellule Th. Alcuni autori ritengono che CD80 costiml’attivazione Thl, mentre CD86
costimoli la risposta Th2. [69] Certo € che antitaneutralizzanti anti-CD80 proteggono
'animale da esperimento dalla comparsa di encef@lite autoimmune sperimentale,
mentre anticorpi neutralizzanti anti-CD86 la eshaap.

CD28 e CTL4 sono coespresse su linfociti T attjwaa solo il primo e presente sui linfociti
T quescenti. [70]

Molto piu chiaro € il ruolo di microglia e macrofagerivascolari nella patogenesi delle
malattie demielinizzanti del SNC. Le cellule dettécroglia si caratterizzano per bassi livelli
di MHC e per la perdita, una volta dislocati nel(SNlella capacita di presentare I'antigene
a linfociti T CD4 naive. | macrofagi perivascolarvece esprimono costitutivamente MHC e
sono APC efficaci per i linfociti T naive.

Vi & ormai comune accordo nel riconoscere alla ogjlta il ruolo principale di APC nel

SNC, ruolo di rilievo che puo essere importantdanphtogenesi di SM, EAE, Alzheimer,



Parkinson e AIDS — dementia complex, in cui & stifoumentata 'aumentata espressione

di MHC-I1I proprio dalle cellule microgliali. [71,2Z, 73, 74, 75]

IL “SISTEMA Fas/FasL” nella SM

Fas/Apo-1 (CD95) [76] svolge un duplice ruolo adlisposta immunitaria. [77] | linfociti
citotossici esprimono FasL, la cui interazione Eas espresso dalle cellule bersaglio € uno
dei meccanismi utilizzati per esercitare la loraziwne citotossica. [78] | linfociti possono
anche esprimere Fas ed essere essi stessi bedsaggillule esprimenti FasL: questa
interazione e coinvolta nello spegnimento dellpagta immunitaria e nell’induzione della
tolleranza periferica.

Entrambe queste funzioni di Fas possono esserevatténnello sviluppo delle malattie
autoimmuni [79] e in particolare della SM, in magieculari: da un lato elevati livelli di
citotossicita mediata da Fas sono coinvolti nelndatissutale che si producono nelle
malattie autoimmuni cellulo-mediate, dall’altro, auflunzione deficitaria del Fas altera i
meccanismi di spegnimento della risposta immumitariavorendo o sviluppo
dell’autoimmunita. [80]

Il coinvolgimento di Fas come effettore di danrsstitale € suggerito dalla osservazione che
nelle placche di SM gli oligodendrociti esprimorievati livelli di Fas e sono circondati da
vari tipi di cellule esprimenti elevati livelli drasL (linfociti T, microglia, macrofagi e
astrociti). [81-82] Inoltre topi geneticamente Fhfettivi mostrano un ritardo nello sviluppo
della EAE. [83].

Viceversa, la possibilita che lo sviluppo della SM favorito da una ridotta funzionalita di
Fas e suggerita dall'osservazione che i sieri deigmti con SM spesso contengono elevati
livelli di forme solubili del Fas (sFas), le qualbtrebbero interferire con la funzione della

forma di membrana e inibire lo spegnimento delgasta immune mediata da Fas. [84]



Inoltre vari autori hanno osservato che nei togs-&dettivi la EAE tende a sviluppare un
decorso progressivo anziché il classico corso RRppato dai topi normali. [85] D’altro
canto é stato riportato un alto livello di mRNA dazhnte per FasL e per TRAIL, nelle
cellule mononucleate del sangue periferico deigudizicon forme RR di SM in fase di
remissione, dato a favore del ruolo limitante famhmazione di questi due ligandi della
famiglia dei recettori TNF. [86]

La forma solubile di FasL (sFasL), naturalmentedptta dalla scissione mediata dalle
metalloproteinasi, induce apoptosi nelle cellulsceitibili, in vitro. Nei linfociti di pazienti
con forme RR e SP, dopo stimolo con fitoemoagglinPHA), é stata riscontrata una
riduzione sia dell’'espressione sia della produzidnd-asL rispetto ai controlli sani. In
guesto stesso studio i livelli di sFasL risultavaneersamente correlati con 'EDSS dei
pazienti. [87] Questo potrebbe essere una prowvard dell'ipotesi che, il rilascio di una
forma solubile da parte dei linfociti stimolati, flinenzi I'abilita di eliminare i cloni

autoreattivi in vivo.



D. CITOCHINE

Sono proteine prodotte da popolazioni cellularitmaliverse, che comprendono linfociti B,
T, monociti, macrofagi, NK, eosinofili, basofili, mastociti, ma anche neuroni, astrociti e
microglia.

La loro importanza nella patogenesi della SM éastigffinitivamente confermata dopo aver
dimostrato che i linfociti T infiltranti il SNC eesponsabili del danno demielinizzante
appartengono ad un gruppo omogeneo per quanto reenkeeproduzione citochinica (IL-2,
TNF- a e IFN-v). [88] Tale popolazione € detta Thl ed é distid#ha popolazione Th2 che
produce IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, il cui aumentmiacide con la fase di remissione della

malattia, e dai Treg che producono IL-10 e TGF-

TNF-a e TNF-R p55:E stato dimostrato I'aumento sierico della citoehgroinfiammatoria
TNF-a circa due settimane prima della recidiva clinitauo recettore (TNF-R p55) mostra
livelli sierici piu elevati nella fase di remissierispetto alla fase attiva. [89, 90] Nonostante
i livelli di p55 non correlino con I'entita dellesioni nervose, e tuttavia dimostrato un suo
aumento nelle forme progressive ed una correlazoomealti gradi dell’ EDSS, la scala di
valutazione clinica del grado di disabilita. [91]

IL-12: La forma p40 della citochina proinfiammatoria IL-&2aumentata in pazienti RR e
SP, e i suoi livelli correrlano con l'entitd dellesioni nervose riscontrabili in risonanza
magnetica con ossisolfuro di Gadolinio. [92]. Lariaate p35 invece €& specularmente
ridotta. [93]

IL-10: | livelli della citochina antinflammatoria IL-10 siducono prima dell'inizio della
recidiva nei pazienti RR. [94] Tale riduzione é toopiu marcata nei pazienti SP. [95].
Alcuni studi dimostrerebbero piu bassi livelli di-10 in tutti i pazienti con SM, rispetto ai

controlli sani. [96]



IL-4: E una citochina specfica del linfociti Th2 ancomce studiata in SM. Si dimostra
maggiormente prodotta dalle cellule T di paziergttati con ciclofosfamide / prednisolone,
rispetto ai non trattati. [97] Questi farmaci infdtvorirebbero la risposta Th2, oltre ad

avere un generico effetto immunosoppressivo.

INTERFERONI

Scoperti nel 1957 come proteine prodotte da cetlulario tipo infettate da virus. L’ IFN-
e prodotto principalmente da linfociti e macrofagfettati da virus. IFNB, strutturalmente
analogo all' IFNe. per il 40%, & prodotto dai fibroblasti, mentr&lty non € strutturalmente
analogo ai precedenti ed é prodotto dai linfositiprattutto helper.
L’ IFN-y e conosciuto essere un mediatore citochinico Tdratteristico e i suoi livelli
aumentano nelle fasi acute della malattia. In ucaistudio che ne ha valutato 'uso nella
terapia della SM si & osservato che ha effetti dainn quanto aumenta il rischio di recidive,
osservate in ben il 10% dei pazienti trattati. [98, 100]
IFN-a e B invece sono largamente usati nel trattamento dieSdéprattutto il secondo si é
dimostrato efficace. Sebbene la sua effettiva faodmamica sia sconosciuta, i meccanismi
di azione piu rilevanti ad esso riferiti consistano
1. inibizione della presentazione antigenica da pdeie APC [101], probabilmente
per inibizione della capacita di processare I'amig) 0 per riduzione di espressione
delle molecole costimolatorie B7.1 e CDA40:
2. Aumento di espressione di induttori di apoptosiligbas/CD95 sui linfociti T anti-
MBP specifici. [102]
3. Inibizione di citochine Thl specifiche (IFN-IL-2 e TNF«) [103, 104, 105, 106,
107, 108] con aumento delle Th2 specifiche (TEFNFR1 e 2). [109, 110]

4. Riduzione di molecole di adesione sull’ endotekd 8NC, quali VLA-4.



E. MODELLI SPERIMENTALI

L’encefalomielite sperimentale autoimmune (EAE)rében caratterizzato modello animale
sviluppato nel 1981 [111] ed utilizzato estensivateeper lo studio dei meccanismi
immunopatologici responsabili della SM. In realtga agli inizi del ‘900 era nota una
patologia simile alla SM, detta encefalomielite tpasccinica, che colpiva soggetti vaccinati
contro la rabbia. Il vaccino era allora ottenuto ataogenati di tessuto cerebrale infetto
inattivato, poco o per nulla purificato.

Iniettando estratti proteici di origine mielinica vivo, € possibile generare una risposta
immunitaria diretta contro la mielina dell'ospit@ducendo un danno demielinizzante del
tutto simile a quello presente nella SM. Le praemieliniche piu immunogeniche sono la
Proteina Basica dalla Mielina (MBP), la ProteinaotPoLipidica (PLP) e la Proteina
Mielinica Oligodendrocitica (MOG) .

A differenza della SM, 'eziopatogenesi della EAB®nai nota: sottende alla presenza di
linfociti Th CD4+ di tipo 1, specifici per antigemiielinici. [112] Se questo tipo cellulare e
essenziale, non e pero sufficiente allo svilupplt 8#AE in quanto hanno un ruolo anche
linfociti Th2, linfociti T CD8+, macrofagi, linfoti B e cellule NK, che svolgono un’azione
attivo e concertata per ottenere il danno demiedante.

La possibilita di indurre la stessa malattia tramittrasferimento di linfociti splenici o di
linfonodi da un animale con EAE ad un altro singertia confermato il ruolo centrale dei
linfociti nella patogenesi della malattia. [113] peevenzione della malattia in questi stessi
animali attraverso la somministrazione di anticaerinoclonali per i linfociti T CD4+ (Lyt
1+2-T), ha permesso poi di identificare il tipolakdre principale responsabile della reazione
autoimmune.

Nel modello di EAE si é studiato il significato farente o protettivo di diversi alleli delle

molecole MHC di classe Il. Si & cosi osservatoalhane varianti alleliche (per es. H-2u, s,



g, k per la EAE indotta da MBP) favoriscono l'ingenza della malattia perché legano con
maggiore affinita sia i peptidi autoimmuni sia i R@utoreattivi.

Nelle placche attive di demielinizzazione speriméntsi € dimostrata I'aumentata
espressione di citochingroprie della risposta Thl, comprendenti IENFNF- e IL-2. E
stata dimostrata in queste stesse sedi anche lidataeespressione di chemoch{iMCP-1,
RANTES, MIP-In, IP-10) [114] e di loro recettofCCR1, CCR2, CCR5). [115] La loro
importanza é stata dimostrata dalla regressionevmdella EAE a seguito dell'infusione di
anticorpi diretti contro queste chemochine. In ipafare, i brillanti risultati ottenuti con
anticorpi anti-MCP-1 hanno indutto a pensare chestguchemochina sia un promettente
bersaglio per la prevenzione e cura della recidiv&aM.

Piu recenti modelli sperimentali in vivo, consistomell'inserimento nel genoma murino di
geni gia riarrangiati per un TCR specifico per ppdella MBP. [116] L'incrocio di questi
topi con topi knockout per RAG-1, gene essenziblgaarangiamento dei geni del TCR e
delle immunoglobuline, permettera di selezionara progenie che esprima il TCR anti-
MBP, ma che sia incapace di riarrangiare qualsasio TCR alternativo a quello
autoreattivo. Ne risulta un modello animale muridme sviluppa una forma di EAE

spontanea.



OSTEOPONTINA (OPN)

A. IL GENE E LA MOLECOLA

Osteopontina (Opn) é una fosfoproteina di 60 kDdifimata da un gene multiallelico
localizzato nell'uomo sul cromosoma 4 (117). E&seoinvolta in molteplici e disparati
processi fisiologici (per es. rimodellamento ossepbantenimento dellintegrita e
rigenerazione dei tessuti lesionati) e patologiger( es. tumori, aterosclerosi,
inflammazione e immunita). La sua espressionesalba costitutiva nel tessuto epiteliale
ed osseo, mentre nelle cellule della muscolatw@alj nei macrofagi e negli endoteli €
iperespressa in seguito ad eventi inflammatoristBab diverse forme funzionalmente
distinte di Opn dovute ad una diversa regolazioasctizionale (le uniche due isoforme di
splicing alternativo nella molecola umana coinvolgd’esone 4 e 5) e maturazione post-
traduzionale (fosforilazione e glicosilazione). Opnd essere considerata una proteina
della Matrice ExtraCellulare (ECM) a causa del domi RGD (Arginina Glicina
Aspartato), un tipico dominio di legame alle iniegr Tuttavia, nonostante il dominio
RGD, essa non si trova associata con la matricaaettulare, fatta eccezione per il tessuto
osseo. La sua attivita puo essere modulata dalfabina grazie ad un sito di taglio per
'enzima vicino alla sequenza RGD. Conseguentemaht&aglio dell’enzima vengono
infatti esposti i siti di legame del recettore paditestremita N-terminale, determinando un
cambiamento conformazionale che si riflette sullazfonalita della molecola. Gli effetti di
Opn sono mediati dall'interazione con i suoi remettra i quali le integrine appartenenti al
sottogruppoa, e B;1 e le isoforme v6 e v10 di CD44; la prima e un'raidone RGD-

dipendente, la seconda RGD-indipendente.



B. OSTEOPONTINA E RISPOSTA IMMUNITARIA

Sebbene identificata nel 1979, il suo coinvolgimentlla risposta immunitaria & stato
descritto solo negli ultimi anni. Essa infatti ésision solo come proteina della matrice
extracelllulare nel tessuto osseo, ma anche cotoehana nei fluidi biologici, agendo
come nuovo ed importante attore nei processi infiatori e nella risposta immunitaria.
Sembra che Opn abbia un ruolo nel reclutamentoll@ttigazione dei leucociti e nella
produzione di citochine, entrambi eventi criticiladasi precoci dellimmunita cellulare e
nell'inflammazione. In particolare e’ stato propmshe Opn sia coinvolta nella regolazione
della migrazione e della funzione delle celluleanfmatorie nei siti sede di inflammazione
(118, 119). Un aumento della trascrizione di Opesso attraverso il coinvolgimento della
PKC, puo essere indotto da parecchi mediatoriidédmmazione e fattori di crescita, tra i
quali NO, IL-1, TNFe, PDGF (119). Opn e una molecola con un duplicdorpro- ed
anti-infammatorio. Per quello che riguarda la sa#éone pro-infiammatoria, dati in vitro
mostrano che puo’agire come agente chemoattratthe, favorisce l'adesione dei
macrofagi e modula la funzione di macrofagi e laifioT (120). Analogamente, dati in
vivo mostrano che la somministrazione sottocutatie®pn induce richiamo locale di
macrofagi (121). Il suo ruolo nella chemotassi egramione macrofagica avviene
probabilmente attraverso interazioni dirette componenti intracellulari e modulando
'espressione delle metalloproteinasi della matrice vitro, gli effetti di Opn sulla
migrazione e sulla adesione dei macrofagi, sonoiatedsia dall'interazione con le
integrine (RGD dipendenti) che con CD44 v6 e viG[Rindipendenti) (122). L’effetto di
adesione RGD dipendente e potenziato dal taglid’eanima trombina.

Opn esercita anche un ruolo anti-infiammatorio enidbo, in vitro, I'enzima INOS

(inducible NO Sinthagee riducendo la produzione di NO da parte dei oiagi e delle



cellule epiteliali del tubulo renale (123). L’espsone vasale di Opn aumenta infatti
durante la sepsi inibendo la sintesi di NO e ladpmione dei suoi metaboliti (124). NO é
un mediatore degli eventi inflammatori e stimolaspressione di Opn che a sua volta
inibisce la sintesi di NO creando un sistema agtaegdivo (125).

Opn e espresso da molteplici cellule immunitarialigiinfociti T, cellule NK e macrofagi
(126). Originariamente é stata identificata coma-Et{Early T cell Activation) perché é
iperespressa nelle fasi precoci delle infeziomaicllulari (entro le 48 ore dall'infezione)
(127). La risposta immunitaria cellulo-mediata igot Th1l &€ necessaria per la protezione
contro la maggior parte dei patogeni intracellylara quando eccessiva pud determinare
un danno autoimmune. Fondamentale per questo tipspibsta € la produzione da parte
dei macrofagi di IL-12 e IFN-e I'inibizione della produzione di IL-10 (128). Wene che
potrebbe avere un ruolo decisivo nella sintesiLdi2 nelle risposte di tipo 1 & proprio
Opn. Topi KO per Opn mostrano una risposta di fipadotta in seguito alle infezioni da
patogeni intracellulari virali (es. HSV-1) e baiter(Listeria monocytogenes); inoltre, la
produzione di IL-12 é inferiore ai controlli, meate aumentata la produzione di IL-10
(129). Opn sembra quindi essere decisiva nelloodtira la produzione macrofagica di IL-
12 e nell'inibire quella di IL-10. L'interazione @pmacrofagi € mediata da due tipi di
recettori, le integrine e CD44. L’interazione Omregrine, oltre a determinare adesione,
stimola la produzione macrofagica di IL-12; I'ikgione Opn-CD44 determina invece la
migrazione chemotattica e I'inibizione nella simtdsIL-10 da parte dei macrofagi (129).
Inoltre Opn viene secreta in una forma fosforila&ain una non fosforilata e la
fosforilazione in serina & fondamentale per la st&mione della sintesi di IL-12, ma non
nell'inibizione della sintesi di IL-10. (129). Omstimola i linfociti T attivati ad esprimere
CD40L e IFNy, e quest'ultimo induce a sua volta I'espressioagadrte dei macrofagi di

CD40, la cui interazione con CD40L sui linfocitiduce i macrofagi a sintetizzare IL-12



(130). Questi dati suggeriscono che Opn sia umhiita importante nello sviluppo della

risposta immunitaria cellulo-mediata.



C. OSTEOPONTINA E MALATTIE AUTOIMMUNI

| topi MRL Ipr/lpr sono portatori di una mutazione omozigosi sul recettore Fas e
rappresentano un modello murino dell’autoimmurstagdi condotti su topi di questo ceppo
dimostrano una iperespressione di Opn nelle fascqmi della malattia (131). Due
evidenze sostengono lipotesi che [l'elevata esmprss di Opn contribuisca
allipergammaglobulinemia caratteristica della fggecoce di questa malattia nei topi.
Primo, Opn stimola, in vitro, I'attivazione policiale dei linfociti B attraverso il suo
effetto sulla produzione di IL-12 (132). Secondoipkrespressione di Opn da parte dei
linfociti B ne determina I'espansione clonale eskxrezione di immunoglobuline (133).
Questi dati suggeriscono che Opn possa essereotainuella patogenesi di questa
malattia.

Elevate espressioni di Opn si sono riscontrateungtio sia nell’artrite reumatoide che
nell'osteoartrite a livello del liquido sinovialeelle articolazioni. Coerentemente con
guanto affermato in precedenza, anche in questo@pa sembra avere un duplice effetto.
Il suo effetto antinfammatorio sembra quello dibire la produzione di NO e di
prostaglandine £ Proprio NO, insieme a IL-1 sembra essere trancprali responsabili
dell’elevata espressione di Opn, dal momento chenacrofagi, nonostante siano
numericamente molto presenti a livello articolagsprimono, in questo contesto, solo in
parte Opn. Nell'artrite reumatoide Opn sembra thfessere espressa essenzialmente dai
fibroblasti sinoviali della cartilagine. La sua @aé proinflammatoria consiste invece nello
stimolare I'espressione della metalloproteinaselladmatrice e nello scatenare l'invasivita
dei macrofagi e dei condrociti articolari (134).

Nelluomo il cDNA di Opn presenta 11 polimorfismi Sifigle Nucleotide

Polymorphisms=SNBs1 nell’esone VI e 10 nell’esone VII (in partieoé 2 nella regione



codificante e 8 al 3'UTR) (135). Lo studio dei pobrfismi di Opn ha portato ad
interessanti associazioni con alcune patologigriraa associazione di un polimorfismo di
Opn con una patologia € rappresentata dallo sulidi@rton et al. condotto nel 2002, in
cui si dimostra un’associazione dello SNPs 1126&T6@osizione +750 sul cDNA, esone
7) con il lupus eritematoso sistemico (LES).
Il possibile ruolo di OPN nella patogenesi delléesusi multipla &€ stato oggetto di grande
attenzione e di intensa ricerca.
L’analisi di unalibrary di cDNA ottenuta dalle placche dissezionate daaibrai pazienti
con SM, ha indicato Opn come uno dei trascritti gdilbondanti (136). Questi risultati sono
stati confermati dallo stesso gruppo di lavolibzzando microarray sulla corda spinale di
topi con EAE. Nelle placche attive e nella matdienca contigua OPN risulta espressa da
parte delle cellule endoteliali del microcircolodei macrofagi, oltre che di astrociti e
microglia reattivi al danno immunomediato primario.
L'interesse per OPN e stato rafforzato dalla dimezsone del ruolo chiave di questa
citochina nella patogenesi di EAE, con un suo gficaumento sia nella fase di recidiva che
di remissione ad opera della microglia nella regiperilesionale e dei neuroni durante la
sola fase di recidiva. A conferma di questi dat Va resistenza in topi OPN-/- allo sviluppo
di EAE indotta mediante immunizzazione con il MOI3T], un costituente proteico minore
della mielina che induce una demielinizzazione,esmin parte, anticorpo-mediata [138,
139, 140].
Un altro studio ha dimostrato che i livelli sieridi Opn sono piu alti nei pazienti con la
forma RR di MS rispetto a quelli con forma SP e PBltre, all'interno del gruppo RR, i
pazienti in fase acuta presentavano livelli pivatiedi quelli in remissione [141].
Successivamente a questi dati iniziali che mostrara correlazione tra proteina e malattia,

uno studio sulla popolazione giapponese e stainnio a correlare alcuni polimorfismi del



gene OPN/Eta-1 con il rischio e I' eta d’esordidal&M. [142] | polimorfismi studiati sono
tre: T/C rs 4754 (SNP1) nell’ esone 6, C/T rs 11BGESNP2) nell’ esone 7 e AIG rs
1126772 (SNP3) nel 3’ UTR. | risultati di questadio hanno mostrato una significativa
prevalenza dell’allele C-SNP1 nei pazienti, rispeti controlli (85,3% vs 69,4% |,
p<0,0001), mentre gli altri due alleli non si sodmnostrati differenti per incidenza tra
pazienti e controlli. A fronte di un’eta media ddedio dei sintomi di 26,3 + 9,2 anni del
campione giapponese, lo studio dimostra che i pzien polimorfismo G-SNP3 hanno un’
eta di insorgenza sensibilmente piu tardiva (32,26 anni). Non viene considerato il ruolo
di questi tre polimorfismi nella severita di proggs®ne della malattia.

Un secondo studio, avente per oggetto 821 paziemdiricani di origine caucasicacon SM,
ha valutato il significato dei precedenti tre padifilsmi, ai quali ne e stato aggiunto un
guarto, A/C rs 9138 (SNP4) in 3' UTR (143). | ddtiassociazione tra questi polimorfismi
di Opn e la SM ottenuti in questo studio dimostramdrend consistente in una piu bassa
probabilita dei pazienti con l'allele A-SNP4 di ageun decorso lieve di malattia e in un
maggior rischio di sviluppare una forma SP. Analoggultati si osservano per C-SNP1.
Nonostante l'assenza di significativita statistioggli autori americani ipotizzano un
verosimile ruolo di OPN nella patogenesi di SMtwif crescente corpus di evidenze di
associazione in popolazioni etnicamente tra lodipendenti.

Tutti gli studi precedenti hanno dimostrato separente alti livelli di OPN nella fase di
recidiva clinica o la correlazione tra polimorfisdiiOPN e la malattia, ma nessuno di questi
lavori ha indagato la possibile associazione ttarwfismi e livelli sierici della proteina.

L’ insieme di questi dati ci spinge a valutare igjrséficato degli aplotipi di OPN nello
sviluppo e nella progressione della SM in paziéatiani, correlando i dati genotipici ai

livelli sierici della proteina.



ICOS (INDUCIBLE COSTIMULATOR)

A.IL GENE E LA MOLECOLA
H4 €& una molecola originariamente identificata nektro laboratorio ed espressa in

membrana dai linfociti T umani e murini attivati4d-145). Successivamente € stato
descritto il clonaggio di una molecola espress&thehmente dai linfociti T attivati e
correlata strutturalmente e funzionalmente a CD28&odhinata ICOS (Inducible T cell
Costimulator) (146). Il nostro laboratorio ha dittago che H4 e ICOS sono la stessa
molecola (147). E’ una molecola transmembranapst ti costituita da 199 aminoacidi ed
espressa sotto forma di monomero oppure di omodimarforma dimerica ha un peso
molecolare di circa 55-60 kDa mentre ogni singalena pesa circa 27-29 kDa (148).

Il gene che codifica per ICOS & approssimativaméurigo 25 kb e mappa nella regione
cromosomica 233 insieme ai geni per CD28 e CTLAuksti tre geni sono funzionalmente
correlati e appartengono alla famiglia molecolar€B28 con il quale ICOS ha un’identita
di sequenza aminoacidica di circa il 19% nel topdiecirca il 24% nell'uomo e una
similarita di sequenza di circa il 39% nel'uomat8). Il gene di ICOS é polimorfico ed &
costituito da 5 esoni e 4 intror@li esoni 1, 2 e 3 codificano rispettivamente peséquenza
leader, il dominio extracellulare e il dominio temmembrana, mentre gli esoni 4 e 5

codificano per il dominio intracellulare .



B. ICOS E RISPOSTA IMMUNITARIA

| linfociti T rappresentano un importante compoeecellulare del sistema immunitario e
sono caratterizzati dall'espressione in membrahd @& (T Cell Receptor) e dei corecettori
CD4 o CDS8. Il TCR rappresenta il recettore per tigene dei linfociti T maturi ed e
costituito dall’associazione di 2 catene polipgigtie denominaten e B (0 meno
frequentemente e § unite tra loro da ponti disolfuro). Il TCR non aimosce I'antigene (in
genere un peptide) libero in soluzione, ma solate@ particolari molecole denominate
MHC (Complesso Maggiore di Istocompatibilita); meolecole MHC sono espresse in
membrana da cellule che hanno la funzione di ptaseiantigene ai linfociti T definite
APC (Antigen Presenting Cell). Le cellule APC pgH®niste sono rappresentate da linfociti
B, cellule dendritiche e macrofagi ed esprimonotittszamente molecole MHC, ma
esistono altri tipi cellulari che possono essedwite ad esprimere molecole MHC, e quindi

a funzionare da cellule APC, in seguito a stimafiammatori di varia natura.

L’attivazione dei linfociti T richiede due distinBegnali, uno costituito dal legame del
complesso MHC-antigene espresso dalle cellule ABCIICTCR del linfocita T (segnale 1),
l'altro costituito dal legame delle molecole cogiatorie espresse sulla superficie delle
cellule APC con specifici recettori espressi dafidciti T (segnale 2). Il ruolo delle molecole
costimolatorie € essenziale in quanto la trasmissitel segnale 1 in assenza del segnale 2
non solo non attiva i linfociti T, ma induce unatst di anergia clonale o la morte cellulare

per apoptosi del linfocita. (149).

La corretta definizione di molecola costimolatogiguella di un recettore di membrana che
non € in grado di attivare di per se un linfocitana piuttosto di potenziare o inibire il
segnale attivatorio originatosi dal complesso dERT(150). Recettori di membrana che

sono coinvolti nell’adesione dei linfociti T, mamaella modulazione del segnale del TCR



non sono considerati costimolatori. La maggiorardelle molecole costimolatorie
appartengono alla superfamiglia di CD28/B7 o a lguelel TNF/TNFR. Alcuni sono
espressi costitutivamente ed hanno solo funziomeokttoria, altri sono invece esposti in
membrana in seguito all'attivazione cellulare irtdotdalla stimolazione antigenica, e
possono avere effetto stimolatorio, ma in certii casche inibitorio. La molecola
costimolatoria per eccellenza € CD28, espressdtutdsimente dai linfociti T ed in grado di
legare le molecole B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) eswesasalmente dalle cellule APC
attivate (151). Il segnale mediato da CD28 sineaizon quello trasdotto dall’attivazione
del TCR e induce una serie di modificazioni celul@a cui la trascrizione di IL-2 e
'espressione della catenadel recettore per IL-2 (CD25), il che determingéivatione,
espansione clonale e sviluppo dell’attivita effedrdel linfocita. (152). Della stessa famiglia
di CD28 fa parte anche CTLA-4, una molecola esprasdla membrana del linfocita T in
seguito all'attivazione e che regola negativaméatévazione linfocitaria competendo con

CD28 per gli stessi ligandi (B7.1 e B7.2) (153).

ICOS rappresenta il terzo membro della famigliaCii28 e, contrariamente a CD28, e
espresso solo in seguito all'attivazione. L'espmss costitutiva di CD28 suggerisce che sia
essenziale nelle fasi iniziali dell’attivazionefboitaria, mentre la natura inducibile di ICOS
sembra renderlo importante in fasi successivetrgembra che tra le due molecole ci sia
un rapporto di tipo gerarchico, in quanto il cogtisndi CD28 potenzia notevolmente
'espressione di ICOS (154). Questa dipendenza semdn essere tuttavia assoluta, infatti
ICOS puo essere indotto anche in assenza di CeRPBese in minor misura (155). La sua
espressione € ristretta ai linfociti T ed e rapidata indotto nelle prime fasi della
differenziazione su entrambe le sottopopolaziarfoliitarie Thl e Th2. La stimolazione di
ICOS avviene tramite interazione con il suo liganBéh (GL50 o B7RP1) espresso

costitutivamene da certe APC come linfociti B e méaygi; viceversa ICOS non interagisce



con B7.1 e B7.2 che sono ligandi di CD28/CTLA-4v@&samente da B7.1. e B7.2, B7h puo
essere espresso anche da cellule non immunitasiae acellule endoteliali, epiteliali e
fibroblasti, in seguito a stimoli di natura infiaratoria (156). Questo dato potrebbe indicare
una sostanziale e fondamentale differenza trastilmmlo mediato da CD28 e quello mediato
invece da ICOS. La costimolazione mediata da ICOt&epbe infatti essere predominante a
livello periferico, dove le molecole costimolatoB§.1 e B7.2 sono meno espresse, mentre
qguella di CD28 a livello degli organi linfoidi cemati ad opera delle molecole B71 e B7.2
espresse dalle APC. Alternativamente, e’ possitiile la costimolazione dei linfociti T
naive differisca sostanzialmente da quella deiotitf T che hanno gia incontrato
'antigene, sia a livello centrale che periferibolinea con tale ipotesi ICOS potrebbe essere
importante nell’indurre un costimolo ai linfociecentemente attivati o linfociti memoria e
CD28 potrebbe essere invece importante nell’indumecostimolo per lattivazione dei

linfociti T naive.

Contrariamente ad altri membri della famiglia di ZH) I'interazione ICOS-ICOSL sembra
essere esclusiva, dal momento che i topi Knock(RO) per ICOSL presentano un fenotipo

sovrapponibile a quello dei topi KO per ICOS (157).

L’interazione di ICOS con B7h, come anche quell&€DBi28 con B71/2, determina anche un
aumento dell’espressione di CD40L sulla superfagé linfocita T, la cui interazione con

CD40 espresso costitutivamente su tutte le APCepsibnali, potenzia, a sua volta,
'espressione di B7.1/2 e di ICOS-L, amplificandleegnale dello stesso ICOS e di CD28

(158).

La costimolazione mediata da ICOS induce la prazhezidi un’ampia gamma di citochine,
fatta eccezione che per la IL-2 e IL-9 (159). Lang#a di citochine prodotte € in parte

diversa nell'uomo e nel topo. Infatti nel topo tar®lazione di ICOS induce una prevalente



produzione di IL4 e favorisce la differenziazione2] mentre nel’'uomo viene indotta una
prevalente produzione di IFNe IL10 e sembra prevalere la differenziazione Thillinea
con queste differenze, ICOS é espresso a livallighevati dai linfociti Th2 nel topo e dai

linfociti Th1 nell'uomo.

| linfociti T attivati mediante costimolazione ct@OS, a causa dell'incapacita’ da parte del
costimolo di ICOS di indurre la sintesi di IL2 somzapaci di proliferare a lungo termine e
vanno incontro ad apoptosi dopo circa 3-5 divisiogllulari (160). La costimolazione

selettiva di ICOS al posto di CD28 a livello pené® conferirebbe funzioni effettrici alle

cellule T senza tuttavia indurre attivazione e ipechzione a lungo termine (dovuta alla
mancanza di IL-2), riducendo quindi il rischio dsorgenza di reazioni autoimmuni. (161).
Altre osservazioni indicano che la stimolaziond @R e ICOS sui linfociti Th in assenza di
IL-2 favorirebbe la differenziazione di linfociti fiegolatori/soppressori, capaci di inibire la

risposta immunitaria.

Il topo KO per ICOS mostra una diminuita prolifeéa®e e produzione di IL-2, il che
suggerisce che ICOS sia coinvolto nell'attivazieneella differenziazione dei linfociti T;
guesto topo mostra anche mentre un deficit nedfzosta di tipo umorale e nello sviluppo dei
centri germinativi accompagnato ad una marcatazibeshe nella produzione di IL-4, il che
sottolinea invece il ruolo di ICOS nelle funziofffettrici dei linfociti T, in particolare nelle
fasi finali della maturazione dei linfociti B, chavviene proprio a livello dei centri
germinativi. In modo analogo, topi KO per B7-h icalio che B7-h € necessario per
un’adeguata attivazione e differenziazione deioliitf T e per I'espressione di citochine
effettrici . Nelluomo la mancanza di ICOS, consegiemente ad una mutazione in
omizigosi che ne abolisce I'espressione in memprarstata associata con lo sviluppo di rari

casi di immunodeficienza comune variabile. | linfod@ di questi pazienti non presentano



anomalie per quel che riguarda l'attivazione ertzdpzione citochinica, ma mostrano invece
una riduzione del numero di linfociti B naive e nwma, suggerendo che ICOS abbia un
ruolo chiave nella differenziazione di linfociti 8 nella generazione di cellule memoria T
mediata. (162). Questi dati indicano una sosta@zidferenza tra il fenotipo del topo KO

per ICOS e quello di questi pazienti, suggerende ithruolo di ICOS potrebbe essere

diverso nelle due specie.



C. ICOS E LE MALATTIE AUTOIMMUNI

La regione cromosomica 233, contenente in genClR8, ICOS e CTLA3, é stata
associata in molti studi a malattie autoimmuni canguali le tiroiditi, la sclerosi multipla,

il diabete mellito e malattie immuno-mediate quiainorbo celiaco.

La maggior parte degli studi genetici sulle molecalella regione 2933 riguarda
'associazione di vari SNPs di CTLA-4 con diversalattie autoimmuni quali il diabete
mellito, la malattia di Graves, la malattia di Hasbto, la Miastenia gravis (163, 164, 165,
166). Inoltre topi KO per CTLA-4 sviluppano una e di autoimmunita letale precoce
(167). L’inibizione di CTLA-4 mediante anticorpn itopi con EAE all’'esordio clinico (la
forma analoga della sclerosi multipla nel topo)edeina un peggioramento della malattia e
un aumento della mortalita (168, 169), mentreaitttimento con anticorpi agonisti di CTLA-
4 previene la comparsa della malattia e ne migiiogaadro clinico (170, 171). CTLA-4 ha
un ruolo inibitorio nell’attivazione dei linfocie controbilancia I'effetto attivatorio di CD28;
mutazioni o polimorfismi che diminuiscono I'esprese e/o I'attivita di CTLA-4 (o che
aumentano l'espressione e/o attivita di CD28) poss@ppresentare un fattore di rischio
genetico che predispone alle malattie autoimmuni.

Recentemente sono stati pubblicati diversi lavodrenti il possibile coinvolgimento di
ICOS nelle malattie autoimmuni, sia dal punto @taigenetico che funzionale. La Miastenia
Gravis (MG) e una malattia autoimmune caratterezzda debolezza e fatica muscolare
dovuta ad una difettiva trasmissione neuromuscalatsata da autoanticorpi diretti verso i
recettori nicotinici dell'acetilcolina. Esperimerdondotti sui topi KO per ICOS, mostrano
una marcata resistenza allo sviluppo della MiaatgBravis Autoimmune Sperimentale
(EAMG), il modello murino della malattia, suggerendun suo coinvolgimento
nell'induzione della malattia. La ragione principali questa resistenza sembra essere una

sostanziale diminuzione nello switch isotipico,laelproduzione di autoanticorpi verso il



recettore dell’acetilcolina e un difetto nella puatbne delle citochine di tipo sia Thl che
Th2, comprese IL-10 e INF-gamma (172). Entrambypii di citochine sono indispensabili
per lo sviluppo dellEAGM, e ICOS sembra esserdmportante punto di controllo per la
differenziazione dei linfociti nelle due sottopogribni durante lo sviluppo dellEAGM.
ICOS é importante anche nello sviluppo della miditaracuta, una patologia mortale
caratterizzata da una cardiomiopatia di probahilgiree autoimmune. In particolare, studi
condotti sui topi immunizzati per indurre la miodié¢ autoimmune sperimentale (EAM),
mostrano come il blocco della via di ICOS durante fase effettrice della risposta
immunitaria attenui lo sviluppo della malattia. lme il blocco di ICOS inibisce la
proliferazione indotta dall’antigene e la produzsodi citochine quali IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-a, IL-1b, INF-gamma (173).

Il ruolo di ICOS é stato studiato anche nell’AgriReumatoide (AR) tramite I'impiego di
modelli animali con Artrite Indotta da CollagenelAL Si € osservato che i topi KO per
ICOS e con un particolare background genetico ecamtpletamente resistenti all'induzione
della CIA, probabilmente grazie alla ridotta prodme ICOS-mediata della citochina
proinflammatoria IL-17, il cui effetto deleterio levello delle cartilagini articolari viene
appunto a mancare (174). Oltre ai dati ottenutitgpb, ci sono anche evidenze nell’'uomo
che suggeriscono come ICOS possa essere coinveltaimmunopatogenesi della AR
influenzando la risposta immunitaria a livello @elarticolazioni nei pazienti (175). In
particolare, si € evidenziato un aumento dell’'esgione di ICOS nei linfociti T CD4+ e
CD8+ del liquido sinoviale dei pazienti con AR i ai linfociti T del sangue periferico
degli stessi, e un aumento di espressione neclinfb CD8+ dei pazienti rispetto ai linfociti
T CD8+ dei controlli. Inoltre, il costimolo mediatta ICOS e chiaramente associato con la

produzione di INF-gamma, IL-4 e IL-10 da parte ldgociti T CD4 del liquido sinoviale .



Il Lupus Eritematoso Sistemico € una malattia amioine sistemica caratterizzata da una
iperattivazione della componente umorale del siatermunitario che porta alla produzione
di autoanticorpi e alla deposizione di immunocorspiea livello degli organi sopra
menzionati. Elevati livelli di espressione di ICG&no stati riscontrati sui linfociti CD4+ e
CD8+ nei pazienti con Lupus Eritematoso Sistemit&S), insieme ad una ridotta
espressione di L-ICOS sui linfociti B del circolergerico. Una diminuita espressione di L-
ICOS potrebbe essere dovuta ad una recente irdaesazon il suo recettore ICOS, e
un’aumentata interazione ICOS-ICOSL pu0 portareraliperattivazione della componente
umorale della risposta immunitaria tipica del LHSoltre l'attivazione dei linfociti T da
sangue periferico di pazienti con LES attivati @nti-CD3 e anti-ICOS ha mostrato una
aumenta produzione di IL-2 e di anticorpi anti-dgbHN di IgG totali rispetto ai controlli
sani. Aumentati livelli di ICOS sui linfociti T CD4e CD8+ periferici, associati al decorso
clinico della malattia e ai livelli sierici di imnmaglobuline e di anticorpi anti-dsDNA, sono
stati rilevati anche da Zhonghua YX. et al. (176).

| microsatelliti dell'introne 4 di ICOS sono statjgetto di indagine in studi di associazione
con malattie autoimmuni quali il diabete mellitolagpopolazione giapponese e le tiroiditi
autoimmuni nella popolazione americana e hanno datontro negativo (177, 178, 179).
Recentemente uno studio finlandese ha pubblicagsdciazione tra alcuni polimorfismi di
ICOS e il morbo celiaco (180).

Esistono inoltre numerosi studi che correlano IGD& Sclerosi Multipla e alla EAE.

In seguito all'induzione dellEAE in topi SJL coa proteina proteolipidica (PLP), ICOS e
ICOSL vengono iperespressi dai linfociti T CD3+ ¢hgltrano il sistema nervoso centrale
(SNC) prima della comparsa della malattia. L'immiedj anticorpi anti-ICOS per inibire
l'interazione con il suo ligando ha un diverso #ffesul quadro clinico degli animali, a

seconda del momento in cui l'inibizione avviene:I'sgbizione avviene nelle fasi iniziali



(1-10 giorni dallimmunizzazione con PLP) si hapgggioramento della malattia (aumento
dellespressione di citochine proinflammatorie eemochine nel SNC, aumento
dell'infiltrazione di cellule B/T, macrofagi e neafili nel SNC), se invece avviene nelle fasi
effettrici della risposta immunitaria (9-20 giorndall'immunizzazione) si ha un
miglioramento della malattia sia a livello sintowlagico che a livello di parametri
immunologici cellulari e molecolari (181). E stgimposto che il blocco di ICOS nelle fasi
iniziali della risposta immunitaria determini un naento del rapporto Th1l/Th2 e una
maggiore produzione di INf- L'EAE € una malattia Thl-mediata e una polarizznae
verso un fenotipo Thl determina un peggioramentta aealattia. Questi risultati sono in
accordo con quelli ottenuti con il KO di ICOS sapt EAE (182). Viceversa la remissione
clinica della malattia causata da un blocco tardivilCOS sarebbe associata ad una minore
proliferazione linfocitaria, espressione di INFe di altre citochine/chemochine e
infiltrazione di leucociti nel SNC.

Simili risultati hanno ottenuto Sporici e collabtma dimostrando che bloccando la via
costimolatoria di ICOS con anticorpi in topi con [EAgia in corso si ottiene un
miglioramento clinico (183).

Nell’EAE, i linfociti T antigene specifici (cioé HR-specifici) che si trovano nelle lesioni del
cervello sono meno del 4% e sono essenzialmente chiel agiscono reclutando altri
leucociti non antigene specifici. Nel lavoro di Reann e collaboratori, si € dimostrato che
linfociti T ICOS+ si trovano nelle lesioni del ceflo dei topi EAE prima ancora che si
manifesti la malattia e che, almeno in parte, quegociti sono PLP-specifici. E probabile
che bloccando la via costimolatoria di ICOS si isil I'attivazione e la proliferazione di
gueste cellule T encefalitogeniche e quindi il ®ssivo reclutamento di leucociti non
antigene specifici. Le cellule che nel SNC potrebbesprimere ICOSL sono astrociti e

microglia, dal momento che sono in grado di attuana costimolazione Thl e Th2



indipendentemente dall’'espressione di B7.1/2 (1B4)costimolazione di ICOSL fornisce
un segnale proliferativo anti-apoptotico alle dellencefalitogeniche T nei topi EAE e |l
blocco di questa via induce apoptosi soprattutite reellule memoria rispetto alle cellule
naive. Questi dati rispecchiano le precedenti esg@&ni che CD28 protegge dall’apoptosi
preferenzialmente le cellule naive rispetto akdlute memoria, suggerendo che invece
ICOS abbia proprio un ruolo sulla sopravvivenzadedetllule memoria (185).

Nei tessuti che mancano delle molecole B7.1/2gginsle mediato da ICOS potrebbe avere
un ruolo decisivo, come recentemente dimostratocasb delle miopatie infliammatorie
(186). Nella sclerosi multipla, la locale (ri)atizione delle cellule T autoreattive nel SNC da
parte delle cellule che esprimono i complessi MH@ntigene é un evento fondamentale
nell'indurre il danno autoimmune contro la guain&limica (187). Quanto detto assume
particolare importanza se si pensa che le celluleufbreattive nei pazienti con sclerosi
multipla dipendono meno dalla costimolazione di @DBpetto alle cellule T dei soggetti
sani (188) e inoltre che nei pazienti con sclerositipla esistono cellule T reattive alla
mielina che sono CD4+ e CD28- e che sono (ri)ativaerifericamente o nel SNC in

assenza delle molecole B7.1/2 (189).



SCOPO DEL LAVORO

Valutare il ruolo di OPN ed ICOS come potenziali roadori genetici coinvolti

nell'induzione e nel decorso clinico della Sclergsiltipla



MATERIALI E METODI (A)

A. PAZIENTI

Abbiamo analizzato Il DNA genomico di 425 pazigd®8 maschi, 267 femmine, M/F 0.59)
con Sclerosi Multipla e di 688 controlli sani nanparentati tra loro e con i pazienti. La
diagnosi di SM e’ stata effettuata seguendo i ©ride McDonald et al (2001). | pazienti
fanno parte del centro Sclerosi Multipla del’Unis#a’ del Piemonte Orientale di Novara
(191 pazienti), del Dipartimento di Neurologia détfliversita’ di Bari (158 pazienti) e del
Dipartimento di Neurologia dell’Universita’ di Tsée (76 pazienti). Le caratteristiche
demografiche e cliniche dei pazienti sono similjw@elle indicate in letteratura (tab A3).
Tutti i pazienti e i controlli non sono imparenttetta loro, sono caucasici e italiani. La fase
clinica dello stato di malattia e’ stato valutatore segue:

RR: forma caratterizzata da fasi di recidive coocsgsive totali remissioni, con parziali e
residui deficit post recidiva e mancanza di progjiete tra le recidive

PP: forma caratterizzata da progressione a palditeesordio della malattia con occasionali
fasi di plateau

SP: forma caratterizzata da un esordio RR segatprdgressione con o senza occasional
recidive , minori remissisoni e plateau

In un sottogruppo di 288 pazienti (185 di NovarB08 di Bari) inclusi in uno studio di tipo
longitudinale, il grado di disabilita’ e di progssne della malattia e * stato valutato,
rispettivamente, in base al tempo impiegato pegitangere il valore di EDSS>3 (Kurtzke
Expanded Disability Status Scale) e in base al tenmppiegato per passare alla fase
progressive della malattia. | pazienti SM vengoabrtti affetti dalla forma benigna se dopo

almeno 10 anni di malattia hanno un EDSS<3 (Hawkim$ McDonnell, 1999). | pazienti



SM che evolvono ad una forma progressive entro A dall’esordio della malattia
vengono definiti “a progressione rapida’. | paziesite non raggiungono tale soglia sono
esclusi. Nei pazienti RR, il siero e’ stato pretevan fase di remissione. Tutti i pazienti
hanno fornito il loro consenso informato in accordon la dichiarazione di Helsinki
(International Committee of Medical Journal Editot995). La ricerca e’ stata approvata

dalla commisione etica locale.

Popolazione Popolazione con
totale n =42¢ follow-up n=28¢€
Eta, (anni 41£10° 40+112
Maschi/Femmine 158:267 107:181
Eta d’esordio, (anni 29+97 30197
Durata della malattia (anr 11+8° 10+9"
EDSS 3.5+2.5% 3.0+2.5%
Pazienti RR, n (% 303 (71%) 199 (69%)
Pazienti SP, n (% 89 (21%) 68 (24%)
Pazienti PP, n (% 33 (8%) 21 (7%)
Tabella A3. Caratteristiche cliniche dei pazienti on SM.

2 Media +SD

A. ANALISI DEL DNA

Oligo utilizzati per identificare i polimorfismi SRB e SNP4 di OPN: OPN-for 5'-
GCCGTGAATTCCACAGCC-Z e OPN-rev 5'-
GCTCTACACCACCAAATTCTTATTACATTCAAG-3. Come consegmea del forte
linkage disequilibrium tra gli alleli dei polimosini in questione, la tipizzazione dei singoli
individui e’ stata indicata in termini di aplotipgenza che fosse necessaria I'analisi delle
famiglie. Come templato per la PCR e’ stato utdizz 200 ng di DNA genomico, e il

prodotto di PCR e’ stato sequenziato con I'oligoNafBr. Le sequenze sono state ottenuto



utilizaando ABI PRISM\BigDyei Terminator kit (Ap@d Biosystems, Foster City, CA) su

un sequenziatore automatico (Applied Biosystem®33énetic Analyser).

A. OPN ELISA assay

La concentrazione di OPN nel siero e’ stata vaduteamite ELISA, secondo il protocollo
fornito dal produttore (Calbiochem, San Diego, CA)a densita’ ottica e’ stata misurata a
450 nm (Bio-Rad, Hercules, CA). Il programma I-str&rstato impiegato per ottenere la

curva di regressione.

A. RT-PCR Quantitativa

IL cDNA di OPN codificante per gli aplotipi A, -B C e’ stato ottenuto con RT-PCR a
partire da soggetti omozigoti per questi aplotiper introdurre il myc-TAG sono stati
utilizzati [ seguenti oligo: OPN/Myc-for
5’ GGGGTACCATGGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGATGAGAATGC
AGTGATTTGC-

3’ e OPNrev come reverse oligo (indicato soprgrddotti di PCR sono stati clonati nel
vettore pcNEO 3.1. L’introne VI e’ stato amplificatial DNA genomico e legato ad ogni
costrutto tra I'esone VI e VII. Il competitore gao ottenuto dal costrutto OPN myc cDNA
tramite rimozione di un frammento interno di 400 bplizzando I' endonucleasi di
restrizione Accl (New England Biolabs, Beverly, MAgguita da una ligazione e da una
PCR. Tutti i costrutti sono stati confermati medéagsequenziamento e trasfettati nella linea
293T (rene di embrione umano) impiegando Lipofeat@n2000 (Invitrogen, Milan, Italy).
Le cellule sono state raccolte 8 ore dopo, lavatmlévate per 40 ore in presenza e in

assenza di actinomicina D (g/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Successivamegisato



estratto I'RNA e trascritto in cDNA a partire dafitessa quantita’ di RNA per tutti i soggetti
(normalizzato con amplificazione semiquantitativelal GAPDH) e usato per quantificare
OPN-Myc cDNA in RT-PCR con un forward oligo disegamel Myc-TAG e un reverse
oligo disegnato nel 3'UTR. Ogni reazione includédva di cDNA e 1l di diluzioni seriali

di competitore (da 0 a 106 copies/ml). Il cDNA dPR corrisponde ad una banda di circa
1000 bp, mentre il competitore di circa 600 bp.rektive intensita’ delle bande e’ stata

analizzata con BioRad QuantyOne software

A. ANALISI STATISTICA

Per gli ELISA, I'approssimazione della distribuzéomormale della popolazione e’ stata
testata usando la statistica di kurtosis e la simael risultati erano distribuiti non
simmetricamente e di conseguenza presentati coruei \dli mediana e percentile. |l
confronto dei dati di ELISA e’ stato ottenuto cdneist non parametrico Mann—Whitney U.
L'analisi della distribuzione dei genotipi e’ statffettuata con il test del Chi-square. Le
correlazioni tra i genotipi e tra i parametri atinsono state analizzate con il test di Fisher.

Tutti | valori di p sono a due code e il livelloglgnificativita’ e’ p <0.05



MATERIALI E METODI (B)

B. PAZIENTI

Abbiamo analizzato il Dna genomico di 441 paziedil (152 maschi e 289 femmine
M/F:1/1.9) e di 793 controlli sani estratti a randmella popolazione. Tutti i pazienti e i

controlli non sono imparentati tra loro, sono ca&imiae italiani . Le caratteristiche

demografiche e cliniche dei pazienti sono simdiulle indicate in letteratura

Il grado di disabilita’ e’ stato definito in basealore di multiple sclerosis severity score
MSSS. Nei pazienti RR, i valori di MSSS si rifenso alla fase di remissione. | dati relativi
al tasso di ricadute annuele nei 3 anni preceddndittamento sono stati collezionati in 286
pazienti (RR e SP) seguiti in nuo studio longihade.

Tutti i pazienti hanno fornito il loro consensoaomniato in accordo con la dichiarazione di
Helsinki (International Committee of Medical Jourriaditors, 1995). La ricerca e’ stata

approvata dalla commisione etica locale

B. DNA E STUDI FUNZIONALI

L’amplificazione e il sequenziamento della regig&JTR di ICOS e’ stata ottenuta con le
seguenti due coppie di oligo: ICOS-1-for 5-GCAATAGAGGGGAAAGC-3’ and ICOS-
1-rev 5-GTTACTATAGGTTGCTGTCAGAC-3, ICOS-2-for 5'-
TTGCCTATATTCTCCCTACAAG-3’ e ICOS-2-rev 5'-
GAGGAGCCACTTATCAAAGAG-3'. Le sequenze sono statdeouto utilizaando ABI
PRISM\BigDyei Terminator kit (Applied Biosystemspgter City, CA) su un sequenziatore

automatico (Applied Biosystems 3100 Genetic Analyse



Le cellule mononucleate di sangue periferico (PBNMGN)0 state coltivate in piastre da 96
pozzetti a fondo piatto (POcellule/pozzetto) in presenza di anticorpo anti 3Cfatto
precedentemente aderire alla piatra (OKT3dgIml).

| livelli di proliferazione sono stati valutati miesite incorporazione di’fl]-TdR (1
pnCi/pozzetto) durante le ultime 6 ore di 3 giormindubazione.

La valutazione dei livelli di espressione delle emalle di membrana e’ stata valutata nelle
cellule CD3+ mediante tecnica citofluorimetricaldl utilizzando anticorpi per le molecole
CD3, CD25 HLA-DR (Caltag, Burlingame, CA) e ICOS (C398.4A)valori sono stati
espressi come rapporti di MFI (MFI-R= MFI del silgsoggetto / MFI mediana degli
esperimenti appartenenti allo stesso gruppo)

Le citochine sono state analizzate nei surnatdmRatramite il kit Human Th1/Th2 CBA

(Becton Dickinson, San Jose, CA).

B. Analisi statistica

La distribuzione dei genotipi e’ stata analizzaia @ chi-square o Fisher test, | dati
funzionali con il Mann-Whitney test. Il calcolo delle combinazioni aplotipiches¢ato
fatto con il programma Haploview 3.11 (www.hapmag)pche calcola anche | valori di

pairwise linkage disequilibrium (LD){e Lewontin D’ ).



RISULTATI (A)

Al. | POLIMORFISMI DEL GENE OPN/ETA-1 SONO ASSOCIATCON

LA SUSCETTIBILITA” ALLA SM

Dati ottenuti precedentemente nel nostro labomataiimostrano che i pazienti DALD,
pazienti con una variante della Sindrome AutoimuiméoProliferativa (ALPS), presentano
livelli sierici di OPN piu alti dei controlli e faro supporre che questa molecola sia coinvolta
nello sviluppo della sindrome autoimmune linfopierativa. Lo studio del cDNA di OPN
nella nostra popolazione di pazienti e di contiitgdliiani ha portato all'identificazione di soli

4 polimorfismi degli 11 noti in letteratura (tab1A(1 nell’'esone VI e 10 nell’esone VII, di
cui in particolare 2 nella regione codificante ealB3'UTR). Successive analisi hanno
dimostrato che questi 4 SNPs formano solo 3 ddéigdssibili combinazioni aplotipiche:
guesti 3 aplotipi sono stati per praticita’ denoatirA, B e C. Gli alti livelli sierici di OPN
sembrano essere determinati geneticamente e lgefneg dei tre aplotipi del suo gene sono
significativamente diverse nei pazienti DALD e nentrolli: I'aplotipo A € piu presente nei
controlli e gli aplotipi B e C sono piu presentii nppazienti. Le persone che possiedono
almeno un aplotipo B o C corrono il rischio di sypare la malattia con una frequenza di
circa 8 volte maggiore rispetto agli omozigoti APer di piu, all'interno delle famiglie dei
pazienti DALD ci sono soggetti sani portatori dingho un aplotipo B o C che manifestano
alti livelli della proteina (136).

Questi dati suggeriscono che gli aplotipi B e @esassociati agli alti livelli sierici di OPN e
che a loro volta possano contribuire allo svilupletla malattia. Questa ipotesi € avvalorata

da due tipi di evidenze sperimentali.



1. Soggetti sani (sia presi a caso nella popolazidree familiari dei pazienti DALD)
che hanno l'aplotipo B o C presentano livelli siemiu elevati di soggetti sani
omozigoti AA, escludendo la possibilita che quedemotipo sia solo una
conseguenza della patologia.

2. Un’analisi preliminare dell’espressione del’lmRNA@PN nei soggetti eterozigoti
AC e AB ha dimostrato che gli aplotipi B e C soniec& 5 volte piu espressi
dell'aplotipo A.

| 4 polimorfismi del gene OPN/ETA-1 in quesione goiseguenti:

1. +282 T/C ors 4754 in esone 6,

2. +750 C/T o rs 1126616 in esone 7,

3. +1083 A/IGors 1126772 in 3UTR

4. +1239 A/C 0rs 9138 in 3UTR.
Data la suddetta associazione tra i polimorfismiO#iN e la patologia DALD, ci siamo
chiesti se questo fosse vero anche per la Sclehalsipla. Abbiamo quindi considerato 425
pazienti e 688 controlli sani, estratti dalla méahespopolazione di base.
Abbiamo sequenziato il DNA genomico di pazientomtrolli, dimostrando per entrambi i
gruppi una distribuzione genotipica degli aplotippbnforme all'equilibrio di Hardy-
Weinberg.
La distribuzione degli aplotipi si € dimostrata aerss significativamente differente tra
pazienti e controlli (p< 0.01). In particolare, pazienti hanno dimostrato, rispetto ai
controlli, una piu bassa frequenza dell'aplotipo( ASNP1, C-SNP2, A-SNP3, A-SNP4;
p=0.0193 ) e una piu alta frequenza dell’ aplo#p@C-SNP1, T-SNP2, A-SNP3, C-SNP4;
p=0.0245 ) e dell'aplotipo C (C-SNP1, T-SNP2, G-SNE-SNP4). Dal momento che
I'aplotipo A e’ piu’ frequente nei controlli e chiuindi potrebbe avere anche per la SM un

ruolo protettivo, abbiamo deciso di considerareoggetti suddivisi in AA e non-AA.



Dall'analisi dei genotipi degli aplotipi e risultathe il genotipo AA ha una frequenza piu’
bassa nei pazienti rispetto ai controlli, e cheogtiozigoti AA hanno un rischio 1,56 volte

inferiore rispetto ai soggetti con genotipo non-Aissviluppare la malattia (tab A2).

ATG? 282 (T>C)[ [ 750 (C>T) | | 1083 (A>G)| | 1239 (A>C
rs 4754 1126616 1126772 9138
Aplotipo
A T C A A
B C T A C
C C T G C

Tabella A1 Rappresentazione schematica dei SNP céterizzanti gli aplotipi A, B, e C.
& Posizione relative al cDNA con ATG=+1

P Numero di accesso nella banca dati NCBI SNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?dbs&cmd=Limits).

Genotipo Popolazione

Controlli N =688 MS?®, N=425
AA® 352 (51) 171 (40)
Non-AA 336 (49) 254 (60)

OR(C)*=1.56 (1.21-2)
p=0.0004885

AB‘ 59 (9) 48 (11)
AC 214 (31) 165 (39)
BC 14 (2) 15 (4)
CC 48 (7) 22 (5)
BB 1 (0) 4(1)

Tabella A2 Frequenze della distribuzione dei gengti dei SNPs di OPN AA e non-AA
in due popolazioni indipendenti di 425 pazienti SMe 688 controlli sani.

& Pazienti con Sclerosi Multipla.

 Numero di soggetti, frequenze indicate tra pasnt

¢ Odds ratio (OR) e limiti di confidenza (ClI) 95%valori p sono stati calcolati usando il
test dix? (correzione di Yates).

9 Distribuzione dettagliata dei genotipi non-AA.



A2. | POLIMORFISMI DEL GENE OPN S| ASSOCIANO AL DEMRSO

CLINICO DELLA SM

Osservato che il genotipo AA si associa ad un m@8sb rischio di sviluppare la SM,
abbiamo indagato se il genotipo AA potesse inflae@zl decorso clinico della malattia.
Abbiamo quindi considerato progressione e seveatitla malattia su 288 pazienti, tutti
pazienti direttamente seguiti dal nostro centro.fia¢ di garantire una omogeneita di
valutazione dello stato clinico dei singoli pazier@ome indice di progressione della
malattia & stato considerato il passaggio da umadaecidivante-remittente (RR) ad una
secondaria progressiva (SP), entro od oltre diemni adall'esordio della malattia
(progressione rapida o lenta, rispettivamente)e sisservato che la progressione lenta é
significativamente piu frequente in pazienti com@@o AA, rispetto ai non-AA ( 85% vs
62%, p< 0.022) (Tab. A4). Per valutare invece isbile significato degli aplotipi nel
condizionare la severita della patologia, abbiaropsierato come parametro la Scala di
Disabilita Estesa (EDSS). Abbiamo confrontato iipati che, dopo i dieci anni dall’esordio
dalla malattia, hanno un EDSS scere3.0 (forma benigna), con quelli che invece, nello
stesso arco di tempo, sviluppano un EDSS scor® ¥f&ma non benigna). E risultata una
maggiore frequenza di pazienti con SM benigna tiligcon genotipo AA, rispetto a quelli
con genotipo non-AA: 42% vs 20% (p< 0.003) (Tab).A4 frequenza di MS benigna su
tutti i pazienti considerati nel nostro studio €@29Questi dati ci fanno concludere che

pazienti con genotipo AA hanno sintomi piu’ liealth malattia rispetto ai non-AA.



Outcome Genotypes

AA Non-AA
Slow progressors® 34" (83) 41 (62)
Fast progressors® 6(15) 25 (38)
p=0.022¢
Benign MS? 30 (42) 21 (20)
Non benign MS® 42 (58) 84 (80)

p=0.003

Tabella A4 Frequenza di ditribuzione dei differentidecorsi clinici in pazienti AA e non-
AA.

& Pazienti con forma RR (progressione lenta) o EE3S@VS benigna) dopo 10 anni
dall'esordio.

P Numero di pazienti con quella forma di malattiargentuali tra parentesi. Pazienti con
forma RR e meno di 10 anni di follow-up (161/288fjpoma PP (21/288) sono stati esclusi
dallanalisi di progressione. Pazienti con EBS® e meno di 10 anni di follow-up
(111/288) sono stati esclusi dall’analisi di diditdoi

¢ Pazienti passati alla forma SP (progressione amgiccon EDSS>3 (MS non benigna) entro
dieci anni dall’'esordio.

4 L'analisi statistica & stata condotta comparandifférenti decorsi in pazienti AA e non-
AA con il testy?.



A3. | PAZIENTI SM MOSTRANO LIVELLI SIERICI DI OSTEOPONTINA

MAGGIORI DEI CONTROLLI

Successivamente, abbiamo cercato una possibileelazione tra malattia, aplotipi del gene
e livelli sierici di OPN. Considerando 71 pazieatB1 controlli sani, i livelli sierici della
proteina erano significativamente piu alti nei pati SM, mentre I'espressione delle altre
citochine valutate (IL-2, IFN IL-4, IL-6, IL-10, e TNF-alfa) non era incremetda In
entrambi i gruppi (pazienti e controlli sani) abh@ accertato che la distribuzione dei
genotipi era confrontabile con quella ritrovata geuppi usati per I analisi genetica che
correlava i polimorfismi con la malattia ed il deso clinico. Il siero dei pazienti RR sul
quale abbiamo eseguito gli ELISA e stato ottenuémnite prelievo nella fase clinica di
remissione.

Nei pazienti, I'elevata espressione di OPN puoresdevuta sia al background genetico sia
allattivazione del sistema immunitario. Quindi, daa parte i polimorfismi nel 3'UTR
potrebbero aumentare la stabilita del mRNA di OFBlJaltra I'attivazione del sistema
immunitario puo condizionare i livelli di OPN. Etado infatti riportato che in pazienti RR, i
livelli della citochina, erano piu’elevati nellasi di ricaduta rispetto a quella di remissione,
coerentemente con un maggiore stato di attivazamiesistema immunitario e nel nostro
studio i livelli sierici di OPN nel gruppo dei pemti con forma recidivante - remittente
(RR) sono maggiori rispetto a pazienti progressimari o progressivi secondart uttavia,
I'analisi dei livelli sierici di citochine intereage nella risposta Thl o Th2, non ha mostrato
differenze tra pazienti e controlli.

| pazienti dimostrano una concentrazione siericdiandi 207 ng/ml (range 55-683 ng/ml),
mentre i controlli sani dimostrano un valore mediol41 ng/ml (range 45-405 ng/ml)

(p<0.01) (Fig. Al).



OPN (ng/ml)

Per accertarci che i piu alti livelli sierici di @Pdimostrati nei pazienti non siano
semplicemente dovuti ad una piu bassa frequenzgedaitipo AA nel gruppo di pazienti
rispetto al gruppo dei controlli, abbiamo considiendivelli sierici dei soggetti con genotipo
AA e non-AA, rispettivamente nei pazienti e nei tohi. Analizzando i due gruppi
separatamente, i pazienti continuano a mostraedlilsierici di OPN maggiori dei controlli,
nonostante la differenza sia significativa sologado del gruppo con genotipo AA (Fig Al).
Questo indica che, fermo restando la correlazicamévelli sierici e genotipo, i pazienti SM
mostrano livelli di OPN maggiori dei controlli n@olo perche’ presentano una maggiore
frequenza di soggetti con genotipo non-AA, in qoaat parita’ di genotipo i pazienti

mostrano comungue livelli sierici maggiori dei autit.

800

Totali AA non-AA
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Figura Al. 1 Livelli sierici di OPN in pazienti MS e controlli sani con genotipo AA o
non-AA. I livelli di OPN sono piu’ alti nei geenti rispetto ai controlli (pannello a
sinistra) ed in pazienti AA rispetto a controlli A@pannello centrale), mentre pazienti e
controlli non-AA hanno livelli simili (pannello aedtra). Le linee indicano i valori delle
mediane per ogni gruppo. Il valdPeé stato calcolato utilizzando il tdstdi Mann-Whitney



A4. GLI APLOTIPI AL 3" UTR INFLUENZANO LA STABILITA "™ DEL

MRNA DI OSTEOPONTINA

Abbiamo infine valutato se gli aplotipi potessanfiuenzare il livello del mMRNA di OPN. A
qguesto scopo, il cDNA degli aplotipi A, B e C di DR stato trasfettato transientemente in
cellule 293T, ed il livello dell’ mMRNA é stato vahio con PCR competitiva. La strategia di
clonaggio ha previsto I'aggiunta di una sequenza&VIXG e dell’introne VI al cDNA di
partenza, questi per escludere I'amplificazione ndRNA endogeno e del plasmide,
rispettivamente (Fig. A2a). Il livello di mRNA éadb analizzato prima e dopo 40h di
trattamento con Actinomicina D, usata per inibaetriascrizione e valutare la stabilita del
MRNA. In assenza di Actinomicina D, il livello diRINA di OPN nelle cellule trasfettate
con gli aplotipi B e C, é risultato piu’ alto rigpe a quello delle cellule trasfettate con
'aplotipo A. In presenza di Actinomicina D, ilvello di mRNA di OPN nelle cellule
trasfettate con I'aplotipo A non é stato rilevapdé contrario, alti livelli di amplificato sono
stati rilevati nelle trasfezioni con aplotipi B e(Eig A2b).

Questi dati suggeriscono che gli SNPs negli agldBipe C potrebbero influenzare la
stabilita’ del’mRNA di OPN, ed aumentare di consegza la produzione della citochina.
Possiamo quindi concludere che il genotipo AA etettivo nei confronti dello sviluppo
della SM, come si era precedentemente dimostrattagstologia DALD. Abbiamo inoltre
descritto per la prima volta un’associazione tgamotipi di OPN e la severita’/progressione
della SM. Possiamo pertanto affermare che i suddetiotipi di OPN sono associati ai
livelli di espressione della molecola e che questgro volta, possono influenzare sviluppo

e decorso della malattia.
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Figura A2 RT-PCR quantitativa del cDNA OPN-Myc ottenuto da 28T trasfettate con
aplotipi di OPN -A, -B, o -C e coltivate in presena o0 assenza di Actomicina D per 40 ore cells.
(Pannello A) Schema dei vettori usati nelle trasieizdelle cellule 293T, del competitore usato
nella RT-PCR quantitativa, e dello specifico pradati amplificazione di OPN-myc. | rettangoli
bianchi indicano la sequenza codificante, la lineea rappresenta I'introne VI, i cerchi sono il
myc-TAG. | primers sono indicati con frecce. (Pdlm@®) Gels dei prodotti di amplificazione
ottenuti dalla RT-PCR quantitativa. Lo specificogotto di amplificazione del cDNA OPN-myc
corrisponde alla banda di 1000-bp, mentre il cormgret corrisponde alla banda di 600-bp. Ogni
reazione contiene fiL di cONA OPN-myc piu 1uL di diverse diluizioni del competitore (da 0 a
106 copie/ml). (Pannello C) Paragone tra il nundircopie di competitore richieste per ottenere
bande equivalenti per lo specifico prodotto di afigalzione e per il prodotto relativo al
competitore. Il valore mostrato per I'aplotipo-C @ellule trattate con Actinomicina D e stato
ottenuto estrapolando la curva di titolazione.
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RISULTATI (B)

B1. ANALISI DELLA REGIONE 3’ UTR DEL GENE ICOS

La regione genomica corrispondente al 3'UTR dekg€OS e’ stata sequenziata in 52 pazienti
con Sclerosi Multipla e 87 controlli sani per indivare i polimorfismi presenti nella
popolazione italiana. Questo studio pilota ha enmiato che solo 8 dei 47 polimorfismi noti in
letteratura in questa regione (http: //snpper.oing). sono presenti nella nostra popolazione di
pazienti e di controlli (+602 A/C, +930 G/A, +1439T, +1564 T/C, +1624 C/T, +1862 A/G,

+2007 G/A, +2373 G/C) *.
(*Numerazione relativa al cDNA, +1 e la prima bds¢codone di inziATG).

Questi polimorfismi hanno mostrato un forte linkadgesequilibrium tra loro (fig Bla). |
polimorfismi nelle seguenti posizioni, +602, +156842007 sono infatti risultati in perfetto LD
tra loro (D'=1, f =0.95-1). Data la ridondanza genetica, solo ueiosdddetti SNPs, per la
precisione il +1564 T/C, e’ stato considerato nsliecessive analisi. Quanto appena detto vale
anche per i seguenti altri SNPs +930, +1459, +162862 (D'=1, f=1), e di conseguenza solo

uno e’ stato successivamente considerato, peetagmwne il +1459 A/T.

L'analisi statistica-informatica ha evidenziato rhpipali aplotipi (A, B e C) che rappresentano
circa il 99% delle possibili combinazioni aplotipe (fig. B1b). Dato il forte LD, questi 3 SNPs
(+1459, + 1564, +2373) sono di per se sufficierr mentificare i 3 aplotipi suddetti. La
frequenza allelica e genotipica di questi 3 SNRe, & loro volta individuano le 3 combinazioni
aplotipiche, e’ stata valutata nei pazienti e nemtmlli. (tab. B1). La frequenza dell'allele
+1564 T (aplotipo A) e’ risultata essere maggioet gruppo dei controlli rispetto a quello dei

pazienti, mentre i SNPs +1459 T e +2373 C, cher@ Volta individuano gli aplotipi B e C
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rispettivamente, sono risultati avere una frequenaggiore nei pazienti. Le suddette differenze

non raggiungono la significativita’ statistica dalteidotto numero dei soggetti coinvolti nello

studio.

Haplotype

+602 #9230 +145% +1564 +1624 +1862 +2007 +2373

A
E
o

A G A T C A G G
C G A C C A A C
C A T C T & A G

Figura B1. Linkage disequilibrium nella regione 3'UTR di ICOS.

A: 1 valori di D’ (Lewontin D value) e’rsono sono riportati nei singoli quadrati, | nevettcorsivo,
ripsettivamente. Tutti i valori si riferiscono alllele che mostra la frequenza maggiorer nei
controlli rispetto ai pazienti SM. | quadrati inigyjp sono quelli con un valore di LD significativo
(p<0.05).
B: combinazioni aplotipiche nei pazienti e controlli
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MS (N=52) |Controls (N=87)
SNP
% ° % °
A 88 93
Alleles
T 12 7
1459 AA 79 86
Genotype
AT 19 13
S
1T 2 1
T 69 76
Alleles
C 31 24
1564 TT 52 61
Genotype
TC 35 33
S
CC 13 8
G 80 84
Alleles
C 20 16
2373 GG 67 73
Genotype
GC 25 21
S
CC 8 6

Tabella B1.distribuzione allelica e genotipica dei SNPs +1458%564, +2373

a :numero di soggetti sequenziati per tutti gliNgPS

b: frequenze %
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B2. IL GENOTIPO AA CORRELA CON | LIVELLI DI ESPRES3ONE DI

ICOS E DI IL10

L’ analisi degli aplotipi indica che, dei due apbotpiu’ frequenti nei pazienti (B e C), quello
che presenta le maggiori differenze con I'aplotma’ frequente nei controlli (A), e’ il C.
Infatti, gli aplotipi A e C condividono solo un SNP2373 G), mentre il B ne condivide 4 con
Iaplotipo A (+930 G, +1459 A, +1624 G, +1862A) ec8n I'aplotipo C (+602 C, +1564 C,
+2007 A). Per capire se questi aplotipi influenzatieelli di attivazione cellulare dei linfociti
T, abbiamo analizzato le cellule mononucleate dagwa periferico (PBMC) attivati con
anticorpi anti-CD3 di controlli sani omozigoti pkaplotipo A (vale a dire +1459 AA, +1564
TT, 42373 GG) e di controlli sani portatori di alngeun aplotipo C (+1459 T, +1564 C, +2373
G). Dal momento che i soggetti con genotipo CC sestbemamente rari, abbiamo scelto di
analizzare i soggetti eterozigoti AC (+1459 AT, 645TC, +2373 GG). L’analisi e’ stata
incentrata sui livelli di espressione di ICOS dasuabnseguente induzione delle citochine IL10 e
IFNy, note per essere modulate da ICOS stesso. Eistdtee valutata I'espressione di CD25,
HLA-DR, e la secrezione di IL2, IL4, IL5, TNfper avere una visione globale del livello di
attivazione dei linfociti T nelle due popolaziohPBMC di 24 soggetti sani (12 omozigoti AA
e 12 eterozigoti AC) sono stati attivati con and& e analizzati al giorno T2 e T4
dall'attivazione. | risultati hanno mostrato chiefociti T dei soggetti omozigoti AA esprimono
livelli di ICOS inferiori e livelli di IL10 superia rispetto ai soggetti eterozigoti AC (p<0.05,
Mann Whitney test). Al contrario, nessuna diffe@n stata riscontrata per i livelli di
proliferazione, di espressione di CD25 e di HLA-BRIi secrezione delle altre citochine (fig.

B2).
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ICOS IL10
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Figura B2. Livelli di espressione di ICOS e di seezione di IL10 in linfociti T attivati in
controlli sani con genotipo AA e AC.PBMC attivati con anti-CD3 mAb (0.hg/mL). La
secrezione di IL10 e’ stata valutata al T2 (siaistfespressione di ICOS al T4 (destra). | ridulta
sono espressi come la media+DS di 3 differentemsgnti, in ognuno dei quail sono stati
analizzati 4 omozigoti AA e 4 eterozigoti AC (taatlei soggetti analizzati 12 AA e 12 AC). |
livelli di espressione di ICOS sono stati calcotal seguente modo: (media del singolo soggetto /
media dei 4 omozigoti AA appertenenti allo stesspeemento) X 100; 100% indica la media degli
omozigoti AA. L’analisi statistica e’ stata effedta con Mann-Whitney U test.
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B3. L'OMOZIGOSI PER L'APLOTIPO “A” CORRELA CON LA

SUSCETTIBILITA” ALLA SM E CON LA GRAVITA' DELLA MAL ATTIA

Dal momento che e’ stata riscontrata un’associ&zfanzionale tra 'omozigosi per I'aplotipo
A e i livelli di espressione di ICOS e della citath anti inflammatoria IL10, e che lo studio
pilota condotto inizialmente ha suggerito che legéenza dellomozigosi per I'aplotipo A
potrebbe essere inferiore nei controlli rispett@azienti, abbiamo valutato la frequenza degli
omozigoti AA in 441 pazienti SM e 793 controlli saequenziando i polimorfismi alle seguenti
posizioni +1459, +1564, +1624. La tab. B2 mostra ithlgenotipo AA ha una frequenza piu’
bassa nei pazienti rispetto ai controlli, e cheagtiozigoti AA hanno un rischio 1,33 volte
inferiore rispetto ai soggetti con genotipo non-AAsviluppare la malattia (p= 0.019, OR=
1.33). | suddetti dati suggeriscono che l'aplotifopotrebbe agire come fattore recessivo
protettivo nei confronti della SM, mentre gli apotB e C potrebbero giocare un ruolo

predisponente.

Data la vicina localizzazione di ICOS al gene CTLA4lata la nota associazione dei SNPs di
CTLA4 al promotore (-318 C/T) e all esone 1 (+4%Akon note malattie autoimmuni quali
T1DM, tiroiditi, LES e SM, e’ possibile che la swetth associazione dell’aplotipo A con la SM
sia in realta’ una conseguenza del suo LD con g@&NPs. Inoltre, recentemente e’ stato
pubblicato un lavoro che associa il polimorfisma@12 G/A al promotore di ICOS con la
produzione di citochine di tipo Th2 e con lalleagige mediata. Per escludere che i
polimorfismi da noi studiati fossero in realta’ kD con quelli di CTLA4 e con quello al
promotore di ICOS, ne abbiamo valutata la frequenzt9 pazienti e 54 controlli e il valore di
D’ di r2 con i SNPs +1459 A/T, +1564 T/C, +1624 CNessuno dei 3 polimorfismi della
regione 3' UTR di ICOS ha mostrato un significatiMd con i SNPs di CTLA4 e del promotore

di ICOS (dati non mostrati).
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Per valutare se questi aplotipi avessero un ruelocandizionare la severita’ della malattia,

abbiamo paragonato le condizioni cliniche dei paizieon diverso genotipo, in particolare tra

omozigoti AA e non AA. Eta’ e sesso non differivamna i due gruppi. L’analisi ha mostrato che

| pazienti con genotipo AA mostrano una maggioegdienza di Primari Progressivi (PP) (8.4%

vs 2.5%, p=0.0068) (tab. B3). Inoltre, se si coasado solo i pazienti Remissivi Remittenti

(RR), i pazienti con genotipo AA mostrano un tassgicadute annuali inferiore rispetto ai

pazienti con genotipo non AA (mediana annua 0.7.4s p 0.0001) (tab. B4). Infine, sempre

nel gruppo dei pazienti RR, quelli con genotipo A#fostrano un decorso clinico migliore

rispetto ai pazienti non AA (mediana MSSS 1.9 v& . 0.008) (tab. B4), mentre nessuna

differenza e’ stata trovata considerando i pazieRti

Genotype MS Controls OR" (CI) p°
N=441 N=793
AA  237(53.7) 482(60.8) 0.75 (0.59-0.96)
0.019

non-AA 204 (46.3) 311(39.2) 1.33(1.05-1.7)

AB® 117 (26.5) 187 (23.6)

AC 59 (13.4) 73 (9.2)

BB 17 (3.9) 32 (4)

BC 8 (1.8) 15 (1.9)

cC 3(0.7) 4 (0.5)

Tabella B2.ferquenza della distribuzione dei genotipi di IC@%41 pazienti SM e 793 controlli.
a: numero di soggetti (frequenze in %)

b: Odds ratio (OR) e 95% di intervallo di confidanZl).

c: | valori di P sono stati calcolati usangfotest (Yates corrected)

d: numeri e frequenze dei soggetti non AA divigi gieagoli genotipi
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Symptoms at onset Genotype
AA Non-AA
N=237 N=204
Bout 217 (91.6%) 199 (97.5%)
P=0.0068
Progressive 20 (8.4%) 5 (2.5%)

Tabella B3.analisi del tipo di esordio nei pazienti SM conetsi genotipi di ICOS
a: numero si soggetti (frequenze in parentesi).
b: Fisher Exact test

Outcome measure Genotype
AA Non-AA
N=158 N=128
Relapse rate 0.72(0.3-1.2) 1.4 (0.5-2.9)
MSSS 1.9 (0.6-4.8) 3.7 (1.3-6.9)

Tabella B4.Outcome measures in patients with bout onset disgaifferent ICOS genotypes
a: median values; interquartile ranges are showvtinarbrackets
b: p< 0.0001, Mann-Withney test
c: p= 0.008, Mann-Withney test
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DISCUSSIONE (A)

GENE DI OPN

Due tipi di evidenze legano OPN alla SM. Primo, impokfismi del suo gene sono stati
variabilmente associati allo sviluppo della SM. @wo, alti livelli di OPN sono stai rilevati nelle
placche e nel siero di pazienti con SM. Tuttaviessuno finora ha dimostrato che esista un nesso
tra gli alti livelli sierici di OPN e 'aumentataiscettibilita alla SM legata al gene di OPN.

Questo lavoro prende spunto da nostri dati prededba hanno individuato tre nuovi aplotipi del
gene di OPN e hanno individuato nell’omizigosi pg@plotipo A (genotipo AA) un fattore
protettivo per lo sviluppo della sindrome autoimmufinfoproliferativa, una rara malattia
autoimmune con forte impronta ereditaria; vicevdmsatato di portatore per gli aplotipi B e C
risultavano essere un potente fattore di rischiandlisi di questi aplotipi nei pazienti con SM ha
ora dimostrato che la stessa considerazione valbeaper la SM e dimostra che questi stessi
aplotipi possono agire influenzando la produzion®BN dal momento che il genotipo protettivo
AA determina la produzione di livelli della citocta inferiori a quelli associati agli aplotipi di
suscettibilita B e C.

L'analisi della frequenza dei diversi genotipi npeizienti e e nei controlli ha dimostrato che la
frequenza degli omozigoti AA € minore nei pazieigpetto ai controlli e si associa ad un rischio di
sviluppare la SM ridotto di 1.56 volte. Questi dsdino in sintonia con quelli di altri autori che
dimostrano che l'allele C in posizione +282, présemei nostri aplotipi B e C, € associato con la
suscettibilita alla SM (181). Il fatto che altri tat non abbiamo riscontrato associazioni
significative di alcuni di questi polimorfismi cola SM (140, 208), potrebbe essere dovuto a
differenze etniche del background genetico delj@opaxzioni prese in esame, legato alla esistenza di

diverse combinazioni aplotipiche nello stesso gir@PN oppure a differenze in geni diversi.
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In secondo luogo, i pazienti con SM con genotipo sémbrano sviluppare forme cliniche di
malattia piu lievi rispetto ai pazienti portatoregli aplotipi B e C (non-AA). La SM € molto
eterogenea dal punto di vista dell'esordio e dexaimico (254, 255, 256). Alcuni autori hanno
dimostrato che fattori clinici e demografici quaksso, eta, sintomi all'esordio (254), possono
influenzare lo sviluppo della malattia, ma finor@nlppoco € noto riguardo al ruolo prognostico di
fattori genetici (257). In questo lavoro, abbiamumal&zato la clinica dei pazienti SM da due
differenti prospettive considerando sia l'indice piiogressione che lo sviluppo di disabilita nel
tempo. Infatti, i pazienti con genotipo AA hanno strato avere un decorso relativamente
“benigno”, in quanto ben il 42% dei pazienti coregio genotipo presentano un valore di EDSS
minore o uguale a 3 dopo almeno 10 anni di malatatro il 20% dei pazienti portatori
dell'aplotipo B o C. La frequenza globale dei panié&SM con forma benigna nel nostro studio
(29%) era comparabile a quella di altre serie digyai pubblicate da altri autori (258). Inoltre, i
pazienti con genotipo AA sembrano evolvere vers@ fiorma progressiva secondaria piu
lentamente rispetto ai pazienti con genotipi non-A®econdo Weinshenker et al. (259), la
frequenza con cui i pazienti passano da una forRiadRuna forma SP della malattia & di circa 41%
entro 10 anni dall’esordio. Nella nostra popolagiai pazienti, tale frequenza e di circa il 29% sul
totale dei pazienti e di circa il 15% o0 38% a setache si tratti di pazienti con genotipo AA o0 non
AA, rispettivamente. Questi risultati sono statieauti con un’analisi retrospettiva su un numero
relativamente limitato di pazienti e necessitanduidi essere riconfermata su una piu ampia
casistica e possibilmente con un’analisi di tipogibudinale che valuti anche la prograssione del
danno tramite risonanza magnetica (260).

Gli aplotipi del gene di OPN sembrano influenzametthmente i livelli di produzione di questa
citochina. Questa possibilith € comprovata da taino di dati. In primo luogo, soggetti sani
omozigoti per I'aplotipo A presentano livelli sieiridi OPN significativamente inferiori a quelli dei
portatori degli aplotipi B o C. In secondo luog&anklisi del mRNA di OPN in soggetti sani

eterozigoni AB oppure AC ha dimostrato che I'mRNA&gt aplotipi B e C & sempre piu
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rappresentato di quello dell’aplotipo A. In terzmdo, la trasfezione del cDNA corrisponetente ai
diversi aplotipi ha dimostrato che gli aplotipi B @ sono maggiormante espressi rispetto
all'aplotipo A. Una possibilita & che I'effetto degplotipi sui livelli di espressione siano legati
una diversa stabilita del’mRNA, di cui potrebbe¥ssere responsabili i polimorfismi nell 33UTR
del gene di OPN. Infatti & stato dimostrato iniatstemi genici che il 3'UTR pud contribuire a
stabilizzare 'mRNA attraverso il legame a spetiéicproteine regolatrici. Questa azione sarebbe
dovuta preferenzialmente, ma non esclusivamentegiani ricche in adenina e uracile (261, 262).
Poiché pero queste regioni sono assenti nel 3'UTRRN, bisogna supporre l'interevnto di altri
“motivi” non ancora noti. D’altra parte i nostri ti@mon permettono di escludere che I'effetto degli
aplotipi di OPN possa anche essere legato a aitimprfismi, non analizzati in questo studio,
situati ad esempio nel promotore di OPN.

Questi dati suggeriscono che gli aumentati livdiliOPN presenti nei pazienti con SM siano
almento in parte dovuti alla aumentata fregeunzgli daplotipi B e C, che favoriscono la
produzione di elevati livelli della citochina. Dted parte, questo modello non spiega appieno i
risultati ottenuti con i dosaggi sierici di OPN,gnanto i pazienti con genotipo AA hanno mostrato
livelli di OPN significativamente superiori rispetiai controlli con lo stesso genotipo. Questo
suggerisce che, almeno in questo gruppo di pazigitaumentati livelli di OPN possono anche
essere legati a uno stato di attivazione immuiitanine potrebbe essere particolamente evidente in
questi soggetti che hanno normalmente bassi libadiali della citochina. In linea con un effetto
dello stato di attivazione imunitaria, i livelliegici di OPN sono piu alti in fase di ricaduta ep a
guella di remissione nei pazienti RR (138, 265¢eoado dati forniti da uno studio longitudinale i
livelli di OPN aumenterebbero appena prima delllaggrsi della malattia (266).

Per concludere, questo € il primo lavoro in cuiaigm del gene di OPN vengono associati non solo
a suscettibilita e gravita della SM, ma anche\allii di questa citochina. L'effetto predisponente
degli alti livelli di OPN puo dipendere dall’aziompeoinfiammatoria di questa citochina che si puo

esplicare direttamente a livello di macrofagi ogpundirettamente, attraverso I'effetto favorente la

68



differenziazione dei linfociti T helper di tipo lrgnfiammatori. Inoltre, una volta indotta la
reazione autoimmune, l'attivazione di una rispastaunitaria potrebbe aumentare ulteriormente i

livelli di OPN aggravando ulteriormente il quadrdiammatorio specie a livello delle lesioni nel

SNC (137).
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DISCUSSIONE (B)

GENE DI ICOS

La molecola ICOS e stata legata all'insorgenza Mi @evalentemente sulla base di dati sul
modello animale della EAE e in particolare sulladalell'osservazione che il topo knockout per
ICOS presenta un’aumentata suscettibilita alla EAEhe il trattamento di topi con EAE con
molecole bloccanti ICOS modifica il decorso dellalattia.

Il lavoro descritto in questa tesi evidenzia cora#uiomo un aplotipo formato da SNPs del gene di
ICOS nella regione 3'UTR influenzi da un lato I'esgsione di ICOS e la risposta T linfocitaria, e

dall’altro la suscettibilita alla SM e il suo desorclinico.

In primo luogo I'omozigosi per I'aplotipo A del gerdi ICOS sembra proteggere dalla forma RR
della malattia dal momento che la frequenza di fgugsnotopo € inferiore nei pazienti rispetto ai
controlli e conferisce un OR di 1,33 (ovvero i setggcon genotipo AA hanno un rischio di
sviluppare la malattia 1,33 volte inferiore rispe#ti soggetti con genotipo non-AA). Il fatto che
nessuna associazione sia stata trovata con le fBfndella malattia pud essere legato al numero
estremamente limitato di casi PP analizzato, oppwe diverso ruolo di ICOS in queste due forme
di malattia. E’ degno di nota che un precedenteracondotto su un gruppo Norvegese non ha
evidenziato nessuna associazione di vari SNPs@5ICon la SM, ma senza analizzare la regione
3'UTR, che era invece oggetto dell’analisi effettuan questa tesi. L'interesse degli aplotipi da no
individuati & invece confermato dal lavoro di Hdamet al., i quali hanno dimostrato I'associazione
col morbo celiaco di un aplotipo del gene di IC@8fato dagli SNP +173T-602C-930A-1459T-
1564C-1624T-1862G-2373G, che condivide 7 SNPs tomwstro aplotipo C e solo 1 SNP con

I'aplotipo A.
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In secondo luogo, 'omozigosi per I'aplotipo A semtanche influenzare I'evoluzione clinica della
malattia in quanto i pazienti con genotipo AA masty un decorso clinico piu favorevole dei
portatori degli aplotipi B e C, in quanto presemtaneno ricadute annuali e un valore di MSSS

inferiore rispetto ai pazienti RR con genotipo Aoh

Infine, 'omozigosi AA sembra influenzare I'espresee di ICOS sulla membrana dei linfociti T,
come indicato dai dati che dimostrano che i soggetti omozigoti AA esprimono livelli inferiori

di ICOS rispetto ai soggetti eterozigoti AC e prodimo maggiori livelli di 1L10. Questa azione
sembra relativamente specifica poiché la prolifiersz linfocitaria, I'espressione di altri marcatori
di attivazione quali CD25 e HLA-DR, e la secreziahaltre citochine quali IL2, IL4, IL5, IFe
TNFa non sembrano diverse nei soggetti con genotipceA®n-AA. Come gia visto per il gene di
OPN questo effetto sull’espressione di ICOS poteeldssere direttamente imputabile alla
localizzazione nel 3'UTR degli SNPs, dal momente giesta regione puo influenzare la stabilita
del mRNA. Il perfetto LD osservato tra i SNPs +682564 e +2007, non consente di discernere

quale di questi 3 SNPs sia realmente importanteetelrminare I'effetto osservato.

Il fatto che gli inferiori livelli di ICOS dei soggti con genotipo AA possano favorire la secrezione
di IL10 non é del tutto sorprendente dal momente ohl'uomo I'espressione di ICOS sembra

maggiore nei linfociti Th1l, rispetto ai linfocitihR, produttori di IL10.

Nell’insieme, i dati suggeriscono quindi che I'ongizrsi AA possa proteggere dallo sviluppo della
SM favorirne un’ evoluzione clinicamente meno savattraverso una riduzione dei livelli di ICOS
e un conseguente aumento dei livelli di IL-10, éhena citochina antinflammatoria secreta dalla
sottopopolazione Th2 e dai linfociti T regolatdrn. linea con questo modello € noto che IL-10
inibisce sia la differenziazione in Thl dei linfocsia I'attivazione macrofagica, entrambi eventi
cruciali nelle placche di demielinizzazione, edrportante nel mediare la remissione di malattia

nella EAE.
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