[image: image1.png]



Laboratorio di Biologia 

Fondazione Don Carlo Gnocchi, IRCCS

Centro Santa Maria Nascente

STUDIO DELLA PREDISPOSIZIONE GENETICA E DEI FATTORI AMBIENTALI COINVOLTI NELL'EZIOPATOGENESI DELL'AUTISMO

I) SINTESI DEL PROGETTO

Sintesi del bisogno
L'autismo è una grave sindrome neuropsicologica infantile caratterizzata da un complesso disturbo del comportamento che comprende una varietà di sintomi, quali incapacità di relazione con l'ambiente circostante e con gli altri, campi di interesse ristretti e stereotipati, gravi problemi nello sviluppo del linguaggio e della comunicazione spesso associati a ritardo mentale. L’eziologia dell’autismo è ancora sconosciuta tuttavia esistono numerose evidenze sperimentali e cliniche che suggeriscono l’ipotesi per cui questa sindrome sia indotta da diversi e non ancora identificati fattori ambientali come virus o esposizione ad agenti chimici che agiscono su soggetti geneticamente predisposti determinando alterazioni nella maturazione del sistema nervoso. Più recentemente dati di letteratura hanno fornito diverse evidenze a favore di un possibile coinvolgimento del sistema immunitario come meccanismo effettore del danno neurologico .

Descrizione del progetto

Date queste premesse ,il nostro studio nel tentativo di contribuire a chiarire i meccanismi eziopatogenetici dell’autismo, prenderà in esame i diversi aspetti biologici quali 

a) definizione dell’assetto genetico






b) indagini virologiche

c) analisi dell’immunofenotipo e della funzionalità delle cellule       immunocompetenti

Costi complessivi

· Costo globale del progetto:          €  

· Contributo richiesto: 

€  

· Durata del progetto:                     mesi 24

Presentazione dell’organizzazione

La Fondazione Don Carlo Gnocchi gestisce 22 centri di riabilitazione ed assistenza in tutta Italia ed in particolare il Centro di Milano “S. Maria Nascente “ ed il Centro di Firenze “Santa Maria agli Ulivi” sono stati riconosciuti come Istituti di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico (I.R.C.C.S.) con decreto interministeriale rispettivamente nel 1991 e nel 2000. In questi centri viene svolta attività di ricerca scientifica, con particolare riguardo alla riabilitazione, in collaborazione con Università ed Enti di ricerca nazionali ed internazionali.

II) ANALISI DEL BISOGNO

L’autismo è una complessa sindrome che colpisce i bambini, caratterizzata da alterazioni comportamentali dovute a disordini cerebrali probabilmente indotti da deficit dello sviluppo che occorrono durante la primissima infanzia e/o durante il periodo di gestazione. I sintomi dell’autismo si manifestano durante i primi tre anni dell’infanzia e perdurano per tutta la vita. L’incidenza di questa patologia è di 10 soggetti su 10.000 con un rischio di malattia  4-5 volte maggiore nei maschi rispetto alle femmine, ed è presente in tutto il mondo senza alcuna distinzione di razza e di background sociale. Spesso l’autismo si accompagna a gravi problemi nello sviluppo del linguaggio e della comunicazione, movimenti insoliti o molto limitati e ritardo mentale. L’autismo viene classificato come “disturbo diffuso dello sviluppo”. I bambini con alcuni sintomi ma non sufficienti  per essere diagnosticati nella forma classica di autismo, sono spesso diagnosticati come “disturbo dello sviluppo diffuso - non ulteriormente specificato” (PDD-NOS). Il termine “Sindrome di Asperger” è talvolta utilizzato per indicare individui con comportamento autistico ma con ben sviluppata capacità di linguaggio. Bambini che sembrano normali nei loro primi anni, poi perdono le capacità e mostrano comportamenti autistici potrebbero essere diagnosticati “disturbo disgregativo dell’infanzia” (CDD). Bambine con la “Sindrome di Rett”, una malattia genetica legata al sesso caratterizzata da inadeguata crescita del cervello, della statura ed altri problemi neurologici , possono mostrare anche comportamenti autistici. Tali patologie: PDD-NOS, Asperger syndrome, CDD, e sindrome di Rett sono talvolta indicate come “Gamma di disturbi da autismo”. Anche se nella maggior parte dei casi l’eziologia dell’autismo è ancora sconosciuta, esistono evidenze che indicano il possibile coinvolgimento di diversi fattori di rischio

L’eziologia dell’autismo è ancora sconosciuta, tuttavia esistono numerose evidenze sperimentali e cliniche che suggeriscono l’intervento nell’eziopatogenesi di questa sindrome di diversi fattori solo in minima parte già individuati. Così come per altre patologie complesse ad eziologia ignota, l’ipotesi eziopatogenetica più accreditata è quella che suggerisce in primo luogo l’esistenza di un background genetico predisponente e quindi l’intervento negli individui geneticamente suscettibili, di una serie di fattori ambientali sia biologici che sociali, che intervengono nel determinare le alterazioni nella maturazione del sistema nervoso, che sembrano essere la base biologica dell’autismo. Tra i fattori ambientali biologici particolare rilievo sembra avere la possibilità di infezioni intrauterine o perinatali le quali nel modello proposto potrebbero essere, direttamente o attraverso meccanismi immunomediati, gli effettori del danno. 

Il ruolo significativo della predisposizione genetica è supportato da una serie di studi condotti su gemelli omozigoti e dizigoti. In particolare è stato osservato che i prodotti allelici di alcuni geni del maggior complesso di istocompatibilità (MHC) sono associati all’autismo. Finora sono stati già individuati, come geni candidati, l’allele 0 del gene C4B (localizzato nella regione di classe III del MHC) e l’aplotipo B44-S30-DR4 che consiste di 44 alleli della regione HLA-B, l’allele S del gene BF, l’allele 3 del gene C4A e l’allele DR4.

Il coinvolgimento del sistema immunitario nella patogenesi dell’autismo, è a sua volta suggerito dalle evidenze sperimentali che hanno messo in evidenza che molti bambini affetti da autismo presentano squilibri immunologici riguardanti sia il numero che le capacità funzionali dei linfociti T e più specificamente di alcune loro sottopopolazioni. Alcuni autori hanno osservato un incremento dei  livelli serici di IgM e IgE, la presenza di autoanticorpi verso i tessuti neurali, una diminuita produzione di citochine di tipo 1, che, come è noto, attivano la risposta cellulo-mediata ed una aumentata produzione di quelle di tipo 2, che normalmente attivano la risposta immunitaria umorale.

Prendendo spunto da queste premesse, il nostro studio, nel tentativo di contribuire a chiarire i meccanismi eziopatogenetici dell’autismo, prenderà in esame tutti gli aspetti biologici elencati, e sarà perciò articolato in una parte genetica che prevede la definizione dell’assetto HLA di classe I e II e lo studio del polimorfismo del recettore del re-uptake della serotonina, già indicato come possibile fattore di rischio per la malattia. Saranno anche condotte estese indagini virologiche, sia mediante tecniche anticorpali che biomolecolari per la ricerca e quantificazione di sequenze genomiche virali specifiche. Le indagini immunologiche saranno rivolte a valutare la funzionalità e l’immunofenotipo delle cellule mononucleate periferiche ottenute dai pazienti e da adeguati controlli.

L’importanza della ricerca proposta è anche sottolineata dal notevole incremento dell’attenzione della comunità scientifica nazionale ed internazionale nei confronti dello studio degli aspetti biomolecolari della patogenesi dell’autismo, con il risultato che il numero e la qualità di pubblicazioni scientifiche in questo settore è da alcuni anni in veloce e progressiva crescita. 

III) STRATEGIE DEL PROGETTO

Natura ed obiettivo del progetto

La ricerca si propone di studiare, mediante tecnologie biomolecolari e citofluorimetriche, il ruolo della predisposizione genetica, il coinvolgimento di fattori virologici e di eventuali anomalie del sistema immunitario, nell’eziopatogenesi dell’autismo. Una diminuita funzionalità citotossica e cellulo mediata è stata osservata in bambini autistici suggerendo una possibile infezione virale in età fetale con risvolti  o neurotossici oppure autoimmunitari in soggetti geneticamente predisposti. Sulla base di queste premesse le indagini genetiche, immunologiche e virologiche saranno condotte su un gruppo di bambini affetti da autismo, un gruppo di soggetti sani di controllo e un gruppo di  pazienti con altre patologie neurologiche, omogenei per sesso ed età.

Dal punto di vista genetico verranno analizzati sia i pazienti che i loro familiari per i geni HLA di classe I e II. Verrà inoltre messa a punto l'analisi molecolare del polimorfismo del recettore del re- uptake della serotonina.

Per la valutazione della funzionalità del sistema immunitario e per la messa in evidenza di eventuali fenomeni autoimmunitari, attraverso metodiche citofluorimentriche verranno condotte le seguenti valutazioni:1) studio delle sottopopolazioni linfocitarie CD3 (linfociti T Totali), CD19+ (linfociti B Totali), CD16+ (Natural Killer), CD4+ (linfociti T Helper), CD4+CD45RA+CD62L+ (naive), CD4+CD45RO+ (memory), CD4+CD25+ (positive per il recettore dell’IL2), CD8+ (linfociti T citotossici/soppressori), CD8+CD45RA+LFA-1low (naive) CD8+CD45RA+LFA-1high (effettori), CD8+CD45RO+ (memory), CD8+CD38 (linfociti attivati), 2)dosaggio delle citochine intracitoplasmatiche di tipo 1 (IL2, IFN() e di tipo 2 ( IL10) dopo attivazione in vitro dei linfo-monociti; 3) valutazione dell’attività citotossica delle cellule T CD8+ e CD16 attraverso la presenza dei granuli di perforina e granzyme .

Per quanto riguarda l'aspetto virologico, i pazienti verranno analizzati sia da un punto di vista sierologico, per la valutazione dei livelli anticorpali, sia molecolare (PCR) per la ricerca nel sangue periferico di sequenze genomiche virali specifiche. Sarà ricercato materiale genomico dei virus Herpes simplex 1/2 (HSV1/2), Varicella Zoster (VZV), Citomegalovirus (HCMV), Epstain-Barr (EBV), Human Herpes virus 6, 7 e 8 (HHV6, HHV7, HHV8), Parvovirus B19, e virus del morbillo.

Modalità di realizzazione dell’intervento

· Raccolta dei campioni di sangue periferico da bambini autistici, sani ed affetti da altre patologie, previa somministrazione del modulo di consenso informato ai genitori;

· Mediante l'ausilio di metodiche citofluorimentriche  si procederà allo studio dei seguenti parametri: 

assetto immunofenotipico dei linfociti T, B, NK, CD4+ (RA+62L+; RO+), CD4+CD25+, CD8+ (RA+LFA-1+ e RO+)(CD38); 

dosaggio delle citochine intracitoplasmatiche di tipo 1 (IL2, IFN() e 2 ( IL10) dopo attivazione in vitro dei linfo-monociti; 

valutazione dell'attività citotossica delle cellule CD8+ e CD16+ attraverso la presenza dei granuli di perforina e granzyme. 

· Dal punto di vista genetico verranno analizzati sia i pazienti che i controlli, che un adeguato numero di familiari dei bambini autistici: 

per gli alleli HLA di classe I e II con metodiche  biomolecolari. 

per l'analisi molecolare del polimorfismo del recettore del re- uptake della serotonina. 

· Per quanto riguarda l'aspetto virologico, i pazienti verranno analizzati sia da un punto di vista sierologico, mediante la valutazione dei livelli anticorpali, sia molecolare (PCR) per la presenza di sequenze genomiche virali specifiche. Tali indagini verranno condotte, in una fase iniziale, per cercare tracce significative di infezione da virus Herpes simplex 1/2 (HSV1/2), Varicella Zoster (VZV), Citomegalovirus (HCMV), Epstain-Barr (EBV), Human Herpes virus 6, 7 e 8 (HHV6, HHV7, HHV8), Parvovirus B19, e del virus del morbillo.

· I risultati saranno analizzati utilizzando metodologie statistiche che permettano di evidenziare eventuali correlazioni tra i diversi parametri studiati e la patologia, nel tentativo di dare un contributo importante alla definizione di un mosaico multifattoriale specificamente associato all’autismo.

Metodologia
Casistica

Verrà studiato un gruppo di 31 bambini affetti da autismo, 20 soggetti sani di controllo e 20 pazienti con altre patologie neurologiche, comparabili per sesso ed età. Verranno anche presi esame i familiari sani dei bambini autistici per  comparare gli alleli trasmessi  dai genitori ai figli malati con il gruppo di controllo costituito dagli alleli non trasmessi. 

Lo studio oggetto della presente ricerca è stato sottoposto ed approvato dal Comitato Etico della Fondazione Don Gnocchi, ONLUS, IRCCS.

Indagini genetiche 

A partire dal DNA estratto da campioni di sangue intero, utilizzando il metodo di estrazione con fenolo-cloroformio. verrà eseguita la tipizzazione HLA dei loci HLA A, B, C, DRB1, DQB1 mediante il metodo Single Specific Primer (SSP-PCR) utilizzando piastre "Histo type" BAG per la determinazione molecolare dei differenti loci. Ogni piastra è composta da 24 pozzetti in cui viene eseguita la reazione di PCR con una coppia di primers specifici ciascuno per un singolo allele di ciascun locus. Dopo l'amplificazione, la visualizzazione avviene su gel d'agarosio e per l'interpretazione del risultato si utilzza una griglia di carta dove vi sono associati i pozzetti in cui è avvenuta l'amplificazione con i loci HLA relativi ai loro primers. Sugli stessi campioni di DNA verrà eseguita l’analisi dei polimorfismi della regione HLA di classe III C4B, C4A, BF del complemento mediante analisi di sequenza utilizzando L’ALF DNA sequencer (pharmacia Biotech). L’analisi di sequenza utilizza il software DNAsis  per Windows  2.10. Verrà inoltre messa a punto una Touch Down PCR per l’analisi del polimorfismo dell recettore del re uptake della serotonina.

Indagini immunologiche 

Lo studio della distribuzione delle diverse sottopopolazioni linfocitarie verrà eseguito su sangue fresco. 50l di sangue verranno marcati con anticorpi monoclonali (mab) verso i linfociti T (anti-CD3) B (anti CD19) T helper (anti CD4) T citotox (anti CD8) coniugati con TC anti CD45RA ,anti LFA-1 e anti CD38 coniugati con FITC per 30 min a 4 °al buio. Al termine dell’incubazione i globuli rossi verranno lisati tramite lisatore multi Q PREP ed infine i campioni verranno analizzati al citofluorimetro. La produzione di citochine verrà valutata su linfomonociti separati da sangue  periferico. Le cellule verranno tenute in coltura  per 18 ore in termostato a 37°C 5% CO2 e stimolate con anti CD28 1 g/ml, SEB (1g/ml) e Brefeldina A ( 10g/ml). Al termine verranno le cellule verranno marcate con mab anti CD4 anti-CD8 anti CD14,  dopo lavaggi saranno  fissate e risospese soluzione permeabilizzante addizionata di mab diretti verso le seguenti interleuchine IL2,IFN(,IL10. Al termine si procedera' con la fissazione in paraformaldeide e lettura citofluorimetrica . 

Per la determinazione della citotossicità ,tramite analisi citofluorimetrica, i linfociti dopo coltura verranno marcati con mab anti-CD8+ e CD16+, dopo lavaggi e fissazione le cellule saranno permeabilizzate ed incubate con mab anti-granuli di perforina e granzyme , infine si procederà alla lettura. 

Indagini virologiche

Ricerche anticorpali: Mediante metodo ELISA verranno ricercati nei sieri di bambini anticorpi IgG ed IgM verso: HSV1/2, VZV, CMV, Parvovirus B19, HHV6, MORBILLO. Verranno inoltre ricercati anticorpi verso EBV (IgG ed IgM anti-VCA, IgG anti EBNA, IgG anti EA)con immunofluorescenza indiretta . 

Tecniche di biologia molecolare per la ricerca di genomi virali:

Mediante specifiche nested- PCR verranno ricercate sequenze virali di HSV-1/2, HCMV, EBV, VZV  e parvovirus B19.


HSV-1, HSV-2 e HCMV: i primers utilizzati amplificano un tratto del gene della DNA polimerasi, altamente conservato tra questi virus.

PCR esterna comune: 15 pmoli (0,3(M) di ciascun primer P2668 e P2675 vengono usati nella mix per la PCR esterna insieme a 10x reaction buffer, 200(M di dNTPs, 4% (v/v) di DMSO e 2 unità di Taq DNA polimerasi. La PCR è condotta a 60°C per 40 cicli.

PCR INTERNA PER HCMV: 5 (l del prodotto della PCR esterna è sottoposto ad altri 25 cicli di amplificazione a 60 °C, utilizzando i primer specifici CIF e CIR e 2 unità di Taq DNA polimerasi.

PCR INTERNA PER HSV-1/2: 5 (l del prodotto della PCR esterna è sottoposto ad altri 25 cicli di amplificazione a 65 °C, utilizzando i primer specifici HIF e HIR e 2 unità di Taq DNA polimerasi.

Al fine di differenziare HSV-1 da HSV-2, i prodotti di PCR risultati positivi sono sottoposti a digestione enzimatica con l’enzima BamHI che taglia specificatamente HSV-2.


VZV: la regione amplificata è la ORF4. I primer esterni sono ZF e ZR con temperatura di annealing di 60°C e P2673 e P2674 con temperatura di annealing di 60°C.La mix per la PCR esterna ed interna  contiene: 10x reaction buffer, 30 pmol di ciascun primer (0.6 (M), 200(M di dNTPs, 4% (v/v) di DMSO e 2,5 unità di Taq DNA polimerasi. Vengono eseguiti 40 cicli per l’amplificazione esterna e 25 per l’interna.

· EBV: la regione amplificata è la EBNA-1, che codifica per una proteina nucleare, normalmente espressa in tutte le cellule infettate da EBV. La mix di reazione per la PCR esterna contiene 10X reaction buffer, 200(M di dNTPs, 40 pmoli (0,8(M) dei primers EB3 e EB4 e due unità di Taq DNA polimerasi. Nella PCR interna vengono usate 30 pmoli (0,6(M) dei primer EB2 e EB1 e 1,5 unita di Taq DNA polimerasi. Il DNA estratto da sangue periferico e da siero è sottoposto a 30 cicli di amplificazione a 50°C, nella PCR esterna e 5(l del primo amplificato sono sottoposti ad altri 30 cicli a 57°C, nella PCR interna.

· PARVOVIRUS: la regione amplificata è la regione VP2.  La mix di reazione per la PCR esterna contiene 10X reaction buffer, 200(M di dNTPs, 30 pmoli (0,6(M) dei primers parpat1 e PARPAT2 e 2,5 unità di Taq DNA polimerasi. Nella PCR interna vengono usate 30 pmoli (0,6(M) dei primer B19/1 e B19/2 e 2,5 unita di Taq DNA polimerasi. Il DNA ottenuto dal siero o dai linfomonociti è sottoposto a 30 cicli di amplificazione a 58°C, nella PCR esterna e 5(l del primo amplificato sono sottoposti ad altri 30 cicli a 58°C, nella PCR interna.

HHV6: viene amplificata la regione Major Capsid Protein. La mix di reazione per la PCR esterna contiene 10X reaction buffer, 200(M di dNTPs, 30 pmoli (0,6(M) dei primers EX1 e EX2, 2,5 unità di Taq DNA polimerasi. Nella PCR interna vengono usate 20 pmoli (0,4(M) dei primer IN1 e IN2 2,5 unita di Taq DNA polimerasi. Il DNA ottenuto linfomonociti è sottoposto a 30 cicli di amplificazione a 68°C, nella PCR esterna e 5(l del primo amplificato sono sottoposti ad altri 30 cicli alla stessa temperatura nella PCR interna.

Strumenti impiegati

Presso il Laboratorio della Fondazione don C.Gnocchi di Milano ed i laboratori partecipanti allo studio sono in dotazione i seguenti strumenti:

Sequenziatore automatico ALFexpress(Pharmacia Biotech.)

Citofluorimetro EPICS XL

Spettrofotometro U.V./visibile

Transilluminatore U.V. 

Computers (n°5) e stampante per elaborazione dati

Centrifughe refrigerate

Centrifuga non refrigerata

Ultracentrifuga/supercentrifuga

Freezer -80°C
(uso continuo)


Freezer -20°C 
(uso continuo)


Frigoriferi +4°C (n°4)

Apparati per elettroforesi (n°6)

Apparati per PCR (n°8)

Cappe a flusso laminare (n°5)

Cappa chimica (n°1)

Incubatori per colture cellulari (n°3)
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