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Sinonimi

Indicazioni

vedi

Antigene

Recettore metabotrobico GABAg, GABAGR, GABA-BR

» Encefalite limbica

» Encefalite limbica paraneoplastica (assenza degli autoanticorpi classici affiancanti sindromi
neurologiche paraneoplastiche)

» Atassia cerebellare

» Crisi, attacchi epilettici, perdita della memoria

» Autoanticorpi nelle sindromi neurologiche paraneoplastiche
> Autoanticorpi anti-recettori GABA,

L'acido y-aminobutirrico (GABA), il principale neurotrasmettitore inibitorio del sistema nervoso
centrale (SNC), attiva due tipi di recettori, che tutti e due mediano effetti inibitori. | recettori GA-
BA, costituiscono canali ionici per il cloro, il recettore GABAg (GABAGR), qui dissertato, invece,
€ un recettore metabotropico accoppiato a proteine G (famiglia G,,.). Esso come auto- rispetti-
vamente eterorecettore si ritrova alle terminazioni presinaptiche inibitorie e eccitatorie e sulle
membrane postsinaptiche, non solo appresso alle sinapsi ma anche in regioni extrasinaptiche.
| recettori GABAg sono abbondantemente sparsi particolarmente nel midollo spinale (corna an-
teriori, interneuroni, cellule di Renshaw), nel cerebello (tutti i neuroni escluse le cellule granula-
ri), nel diencefalo (talamo, ipotalamo) e nel telencefalo (striato, globo pallido, interneuroni
dell'ippocampo). Autoanticorpi verso la subunita GABAgR1 del recettore sono stati riscontrati la
prima volta in una paziente con encefalite limbica in combinazione con un microcitoma polmo-
nare e, dopo aver perlustrati campioni di pazienti con simili sintomi e con caratteri sierologici
analoghi, anche in 14 altri soggetti affetti da encefalite limbica, alcuni di loro con tumore, altri
invece senza (Lancaster et al. 2010). Pertanto si € ipotizzato, che si trattasse di encefaliti au-
toimmuni, scatenate dagli autoanticorpi anti-recettori.

Il recettore GABAg si assembla come eterodimero composto delle subunita GABAgR1 e GA-
BAgR2, tutte e due necessarie per il loro funzionamento regolare, per la sua espressione sulla
membrana plasmatica e per il legame con la proteina G. Esistono tre isoforme della subunita
GABAgR1. R1a e R1b si distinguono dal dominio C-terminale extracellulare: 'isoforma GA-
BAgR1a contiene due ripetizioni di sushi in piu (immagine 1). La terza isoforma rappresenta
una variante di splicing, a cui mancano 62 aminoacidi (aa) nel dominio extracellulare.
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Immagine 1  Le due subunita GABA;R1 e GABA,R2 del recettore GABA;. Strutture delle molecole e domini
molecolari.

La subunita GABAgR1a (M, 108,6 kDa, 961 aa), il bersaglio principale degli autoanticorpi, costi-
tuisce una proteina transmembrana, ormeggiata nelle membrana cellulare come eterodimero
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insieme alla subunita GABAgR2 (M, 105,8 kDa, 941aa). L'identita delle due subunita riguardan-
te la sequenza aminoacidica risulta al 35 %.

La parte N-terminale extracellulare (aa 18 - 591) della subunita GABAgR1a comprende due
ripetizioni sushi, un dominio di dimerizzazione e la regione responsabile del legame del neuro-
trasmettitore, il quale si annida in un solco formato da questo dominio (immagine 2). La regio-
ne transmembrana (aa 592 - 854) ¢ costituita da sette domini transmembrani, connessi da 3
anse extracellulari e 3 anse intracellulari. La porzione C-terminale intracellulare (aa 855 - 961)
interagisce con il rispettivo dominio C-terminale della subunita GABAgR2 formando una struttu-
ra di coiled-coil. All'estremita del domino c’e un segnale di ritenzione al reticolo endoplasmati-
co (ER) costituto da quattro amino acidi (RSRR), che consente I'espressione sulla membrana
plasmatica solamente a proteine recettrici correttamente assemblate.
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Immagine 2 Rappresentazione schematica del recettore GABA,.

Il neurotrasmettitore GABA si lega con il dominio N-terminale extracellulare della subunita GABAR1 e attiva il recet-
tore, che forma un etterodimero con la subunita GABAgR2; quest’ultima gli consente I'espressione sulla membrana
plasmatica e favorisce la sua interazione con il neurotrasmettitore. Il dominio intracellulare della subunita GABAGR2
media il legame con la proteina G, , che costituisce un complesso trimero (apy). Il GDP associato a questo com-
plesso viene sostituito dal GTP, la quale modificazione a sua volta causa la dissociazione del trimero rilasciando i
frammenti GTPa,, e By. Queste forme attive della proteina G si diffondono nella membrana e possono legarsi con
enzimi e canali ionici. Il frammento Ga,, andra ad inibire I'adenilato ciclasi, i dimeri By promuovono l'inibizione dei
canali del Ca®* presinaptici e I'attivazione dei canali del K* postsinaptici.

| recettori GABAg attenuano la frequenza della stimolazione attraverso I'attivazione di canali del
potassio (K*) rettificanti anomali di tipo Kir3 (inward rectifiers) e attraverso l'inibizione dei canali
del calcio (Ca?") di tipo P/Q e N. Essi esplicano la loro funzione favorendo dapprima il legame
del guanosintrifosfato (GTP) con la proteina G,,, composta di tre subunita (., B, ), che viene
scissa e attivata e a sua volta regola l'attivita degli effettori specifici. La subunita Gai/o
decresce I'attivita dell’adenilato ciclasi, le subunita GBy agiscono sui canali del Ca®*, inibendo-
li, e su quelli del K*, attivandoli. Stimolati, i recettori presinaptici sopprimono la liberazione del
neurotrasmettitore attraverso I'inibizione dei canali del Ca?* e quelli postsinaptici inducono cor-
renti inibitorie attraverso I'apertura dei canali del K* (iperpolarizzazione, inibizione per deriva-
zione) (quadri riassuntivi: Enna et al. 2004; Pin et al. 2004; Kaneda e Kita 2005; Bettler e Tiao
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2006; Vigot et al. 2006; Emson 2007; Biermann et al. 2010; Padgett e Slesinger 2010; Laviv et
al. 2012).

recettori canali

Bnuo s

GABAg GABAA NMDA  calcio potassio
© GABA © glutammato O proteina Gg,

Immagine 3 Localizzazione e ruoli fisologici del recettore GABA, (inquadratura dendritica)

| recettori GABA, sono sparsi in luoghi presinaptici, postsinaptici e nelle membrane extrasinaptiche. Recettori
presinaptici prevengono la liberazione del neurotrasmettitore, prima abbassando I'attivita dei canali del Ca®* voltag-
gio dipendenti e secondariamente inibendo i sistemi intracellulari della esocitosi delle vescicole sinaptiche con il
neurotrasmettitore all’esterno della terminazione. Autorecettori GABA; (lato sinistro) inibiscono la propria liberazione
presinaptica, inibendo cosi anche recettori GAB, (canali del CI) nella membrana postsinaptica. Eterorecettori
GABA; (lato destro) impediscono I'emissione dei neurotrasmettitori (qui del glutammato) dalle terminazioni presi-
naptiche in modo sopraddetto. | recettori GABA; postsinaptici inducono correnti inibitorie postsinaptiche lente
(sIPSC, slow inhibitory postsynaptic corrents) attraverso I'attivazione dei canali del K*. L'aumento della permeabilita
del K*, quindi la sua emissione dalla cellula, si traduce in un effetto iperpolarizzante della membrana, che innalza la
soglia della sua eccitabilita. Tali processi favoriscono anche il blocco voltaggio dipendente dovuto al Mg®* dei
recettori NMDA e inibiscono per derivazione correnti eccitatori. Recettori GABAg nelle spine e regioni extrasinaptiche
dei dendriti vengono attivati da GABA rigurgitato dalle terminazioni adiacenti. GABAR dendritici inibiscono la pro-
pagazione indietro dei potenziali d’azione mediante I'attivazione dei canali del K*, che probabilmente influenza
anche la formazione dei potenziali d’azione sul cono d’emergenza del neurone (modificato da Bettler e Tiao 2006).

Autoanticorpi Ricercati mediante I'immunoistochimica indiretta gli anticorpi coloravano il neuropilo nel
talamo, ippocampo, cerebello, giro dentato e nella corteccia del cervello di ratto. Essi
reagivano anche con epitopi sui dendriti e somata di neuroni dell'ippocampo coltivati in vitro,
cioe riconoscono gli epitopi delle conformazioni naturali (Lancaster et al. 2010). Anti-GABAGR1,
che appartenevano regolarmente alla sottoclasse IgG;, qualche soggetto inoltre mostrava
anticorpi IgG, e 1gG,, sono stati riscontrati non solo nel siero ma anche nel liquido cerebrospi-
nale. | loro titoli, esaminati mediante I'immunofluorescenza indiretta (IFI) con cellule HEK293,
trasfettate temporaneamente con il cDNA della subunita GABAgR1a ed esprimendola sulla
membrane plasmatica, raggiungevano valori notevoli fino a 1:10.240 nel siero e fino a 1:2.560
nel liquido cerebrospinale. Quattro dei 15 pazienti nello studio di Lancaster e collaboratori
(Lancester ert al. 2010) dimostravano anticorpi solo nel liquido, nello studio di Boronat et al.
(2011) invece tutti i pazienti, di cui il siero e anche il liquido cerebrospinale potevano essere
esaminati, rivelavano anticorpi in entranbi i campioni. Uno dei 15 pazienti (Lancaster et al.
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Prevalenza

Sintomi clinici

2010) rivelava inoltre anticorpi verso la subunita GABAgR2. In analisi proprie & stato riscontrato
un paziente contenente nel siero e liquido cerebrospinale autoanticorpi solamente contro la
subunita GABAgR2 (immagini 4 e 5). Di 104 campioni di controllo (con malattie neurologiche)
due mostravano nel liquido cerebrospinale anticorpi a livello basso (titolo 1: 2). A volte anti-
GABAGR1 venivano accompagnati con uno o piu autoanticorpi delle altre specificita,
indifferentemente alla presenza dei tumori o senza (tabella 1). Anti-GABAgR1 si trovavano
particolarmente in soggetti con microcitoma polmonare sieronegativi relativamente ad anticorpi
paraneoplastici classici.

Anti-GABAg sono autoanticorpi rari. Essi sono stati messi in evidenza finora soltanto in tre studi
(Lancaster et al. 2010; Boronat et al. 2011; Jarius et al. 2013) in un totale 27 pazienti (tabella 1),
la maggioranze dei quali si presentavano con encefalite limbica con attacchi e convulsioni.
Due volte spiccavano manifestazioni dell’atassia cerebellare. Affetti da tumori maligni erano 17
dei pazienti (61 %), la maggioranza di loro rilevava un microcitoma polmonare (46 %); gli altri
tumori diagnosticati si trovano nella tabella 1.

Tabella 1 Autoanticorpi anti-GABAgR1 riscontrati in 27 soggetti, associazioni con tumori
(sindromi paraneoplastiche) con altri autoanticorpi e presentazione clinica.

Tumori maligni Altri anticorpi Quadro clinico

Microcitoma polmonare 13 GAD 3-volte  attacchi,
SOX1 3-volte  perdita della memoria
VGKC 1-volta
HuD 1-volta
BRSK2 1-volta
VGCC  1-volta
TPO 1-volta

Carcinoide del timo 1 GAD 1-volta  atassia cerebellare
Adenopatia mediastinica 1 attacchi, perdita della memoria
Tumore neuroendocrino polmona-
o P 1 attacchi, perdita della memoria
Melanoma maligna 1 GAD 1-volta  atassia cerebellare
Senza tumori 10 VGCC  1-volta  attacchi,

TPO 2-volte  perdita della memoria,

GAD 2-volte atassia cerebellare
BRSK2: BR treonina/serina chinasi GAD: glutammato decarbossilasi

SOX1: proteina sry-like high motility group box TPO: perossidasi tiroidea
VGKC: canali del potassio voltaggio dipendenti VGCC: canali del calcio voltaggio dipendenti
Autori: Lancaster et al. 2010; Boronat et al. 2011; Jarius et al. 2013

La maggioranze dei pazienti (67 % maschile; 33 % femminile) si presentava con attacchi focali
o0 complessi che spesso originavano dal lobo temporale, che anche potevano giungere allo
stato epilettico, accompagnati da psicosi, mania, allucinazioni, disturbi del sonno, disordini del
movimento, della conoscenza, coma, con confusioni e perdita della memoria. Gli attacchi
Spesso rappresentavano i sintomi prevalenti, meno sovente si riscontravano dei deficit della
memoria o confusioni. Raramente la malattia si manifestava come atassia cerebrale. Molti de-
gli attacchi parevano sorgere dal lobo temporale e prendere un corso della generalizzazione.
C’erano potenziali epilettici nel’EEG. La tomografia a risonanza magnetica nucleare (immagini
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secondo le sequenze FLAIR e T2) mostrava segnali aumentati nei lobi temporali mediali nella
maggioranza dei pazienti, compatibili con la diagnosi dell’encefalite limbica. Il liquido cerebro-
spinale dimostrava pleocitosi linfocitica in alcuni casi.

Non sono attualmente chiare le cause dello sviluppo degli anticorpi anti-GABAgR neanche il
loro ruolo patogenetico nella genesi dei sintomi della encefalite limbica. La presenza di una
stimolazione della risposta immunologica attraverso un’espressione ectopica dell’antigene nei
tumori & immaginabile, ma finora essa non ¢ stata evidenziata. L'espressione del GABAGR nel
tessuto tumoroso (microcitoma, SCLC) dei pazienti stessi non era stata investigata. In tali
tumori alieni, pero, si &€ mostrata I'espressione di GABAgR1 con anticorpi specifici (Lancaster et
al. 2010). Anche se la stimolazione del sistema immunitario attraverso un antigene espresso
ectopicamente si sviluppasse nei soggetti affetti da tumori, la presenza degli anticorpi in
pazienti privi dei tumori non sarebbe spiegabile. A prescindere dal sorgere degli anticorpi, tut-
tavia sembra probabile, che i sintomi neurologici siano scatenati direttamente dalla loro azione
nel SNC, che gli anticorpi rendano un ruolo patologico e non costituiscano solo un epifenome-
no della malattia. Dato che la maggior parte del recettore si trova in posizione extracellulare, &
da supporre che essa sia pure accessibile agli anticorpi, che reagendo direttamente con esso
provocano i disturbi neurologici. Per il momento mancano delle indagini sugli effetti anticorpali
su cellule coltivate esprimenti tali recettori. Trattamenti farmacologici (McNamara e Skelton
1996; Arolfo et al. 1998; Enna e Bowery 2004) e deprivazione genetica del recettore GABAg in
topi provocano sintomi simili a encefalite limbica compresi attacchi notevoli, perdita di
memoria e angoscia. Anche in esseri umani alcuni polimorfismi del gene del recettore GABAg
sono accompagnati a epilessia del lobo temporale (Gambardella et al. 2003). La possibilita
che gli anticorpi disturbino o distrugghino i recettori e causino i sitomi neurologici € da
considerare tanto piu che alcuni pazienti mostravano una risposta alla terapia
immunosoppressiva.

A Farer

Immagine 4 Cellule HEK293 transitoriamente trasfettate (per 24 ore) con il vettore di clonazione pcDNA3.1/CT-
GFP-Topo® (Invitrogen) contenente il gene della proteina fluorescente verde (GFP) nel quale il cDNA della subunita
GABA;R1 umana (NP_001461.1, identita 99%, due sostituzioni: H164R, T484l) era stato inserito.

Le cellule sono state incubate in vivo con il siero di un paziente contenente degli anticorpi contro la subunita GA-
BAgR2, successivamente fissate con soluzione di aldeide formica e incubate con un anticorpo anti-immunoglobulina
umana coniugato con rhodamina.

A: Fluorescenza intrinseca verde delle cellule HEK293 che esprimono la subunita GABA,R1 come proteina di fusio-
ne con GFP nel citoplasma (apparato di Golgi) e sulla membrana cellulare, disseminate fra altre cellule che non la
esprimono, visibile nella microscopia a contrasto di fase (B). C: sovrapposizione di A e B. D: il siero del paziente in
vivo non reagisce con le cellule esprimenti la subunita GABAGR1 sulla membrana. Non esiste una reazione crociata
fra le due subunita GABAZR1 e GABA;R2. E: sovrapposizione di A e D. Ingrandimento dell'obiettivo 25-volte.

Il dosaggio degli autoanticorpi anti-GABAgR viene condotto specificamente mediante I'lFI
(immagini 4 e 5) con cellule HEK293 (cellule di rene embrionali) transitoriamente trasfettate con
il cDNA delle subunita del recettore (Lancaster et al. 2008).
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Usando 'immunofluorescenza indiretta gli anticorpi dipingono sulle sezioni del cerebro (di ratti
o di topi) aree del neuropilo particolarmente nell'ippocampo, talamo e cerebello, che rende il
sospetto della presenza di tali anticorpi, di cui & necessaria la conferma con i sopraddetti me-

todi specifici.

Immagme 5 Cellule HEK293 transitoriamente trasfettate (per 24 ore) con il vettore di clonazione pcDNA3.1/CT-
GFP-Topo® (Invitrogen) contenente il gene della proteina fluorescente verde (GFP) nel quale il cDNA della subunita
GABA;R2 (NP_005449.5 identita 100 %)) era stato inserito.

Le cellule sono state incubate in vivo con il siero di un paziente contenente degli anticorpi contro la subunita GA-
BAgR2, successivamente fissate con soluzione di aldeide formica e incubate con un anticorpo anti-immunoglobulina
umana coniugato con rhodamina (A, B) o con anticorpo specifico contro la subunita GABA;R2 prodotto nel coniglio
(PcDNA3.1/CT-GFP-Topo?, Invitrogen).

A1, B1, C1: Fluorescenza intrinseca verde delle cellule HEK293 che esprimono la subunita GABAgR2 come proteina
di fusione con GFP nel citoplasma (apparato di Golgi) e sulla membrana cellulare, disseminate fra altre cellule che
non la esprimono. A2, B2: gli autoanticorpi nel siero del paziente reagiscono solamente con i recettori espressi sulla
membrana cellulare, non hanno accesso alla proteina intracellulare. €2: gli anticorpi prodotti nei conigli altrettanto
reagiscono con i recettori espressi nella membrana cellulare. A3, B3, C3: sovrapposizioni di 1 e 2.

Ingrandimenti dell’obiettivo 25-volte (A), 40-volte (C), 100-volte (B).

La incubazione in vivo con il siero garantisce, che solamente anticorpi contro epitopi in conformazione naturale
saranno stati riscontrati, cioé anticorpi che probabilmente anche aiochino un ruolo patologico.
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