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Autoanticorpi anti-recettore della glicina-o,

Abbreviazioni
Sinonimi

Indicazioni

vedi

Antigene

GlyR-a,
Recettore glycinergico A, recettore della glicina di tipo A (GlyRA)

» Encefalomielite progressiva con rigidita e mioclonia (PERM)

» Sindrome dell’'uomo rigido (Sindrome di Stiff Person, SPS)

» Iperecplessia

» Sintomi di rigidita muscolare, degli spasmi muscolari, ipereccitabilita neuro-muscolare

» Autoanticorpi nelle sindromi neurologiche paraneoplastiche

La glicina ¢ il principale neurotrasmettitore inibitorio del sistema nervoso centrale (SNC) e le si-
napsi glicinergiche trasmettono rapide neurotrasmissioni inibitorie prevalentemente nel midollo
spinale e tronco encefalico. Controllano varie funzioni motorie, sensorie, anche visive e uditive.
La glicina svolge i suoi effetti inibitori attraverso specifici recettori glicinergici, abbondantemen-
te arricchiti nelle membrane postsinaptiche. Dopo il legame della glicina questi canali anionici
si aprono e permettono l'afflusso del cloro (CI) nella cellula postsinaptica, che viene iperpola-
rizzata e diminuisce la sua eccitabilita. In questo modo i recettori controllano la scarica dei mo-
toneuroni e interneuroni e la loro coordinazione nelle corna anteriori del midollo spinale e nel
tronco encefalico. Mutazioni nei geni che codificano le subunita dei recettori (GLRA, GLRB) so-
no state individuate in pazienti affetti da iperecplessia ereditaria (Bakker et al. 2006), una ma-
lattia neurologica rara, caratterizzata da una ipereccitabilita straordinaria, che pud portare i
muscoli scheletrici fino alla rigidita (sindrome di stiff baby) e vezzi acustici o tattili possono sca-
tenare spasmi muscolari convulsivi tali da determinare situazioni minacciose per la vita a causa
della apnea. Sintomi con caratteri simili possono essere rivelati dalla sindrome dell’'uomo rigido
(stiff-person-synfrome, SPS, inclusa la variante pil accentuata la, SPS-plus o la variante meno
accentuata (sindrome di stiff-limb) e dalla encefalomielite progressiva con rigidita e mioclonia
(PERM). PERM & una malattia caratterizzata da rigidita muscolare, spasmi muscolari stimolo-
sensibili, disfunzione del tronco encefalico, infiltrati linfocitari perivascolari, perdita dei neuroni
nel tronco encefalico e nel midollo spinale. Le diverse forme dell'SPS sono spesso accompa-
gnate con autoanticorpi anti-GAD (anti-carbossilasi del glutammato, 70 %). La PERM recente-
mente € stata scoperta in concomitanza con autoanticorpi contro il recettore della glicina (Hut-
chingson et al. 2008). C'e da supporre che tali autoanticorpi antirecettoriali deteriorino o bloc-
chino i recettori e, neutralizzando I'effetto inibitorio della glicina, evochino i disturbi neuromu-
scolari.

| recettori glicinergici appartengono, unitamente ai recettori GABA, e ai recettori colinergici
nicotinici, alla famiglia dei canali ionici ligando-dipendenti (recettori-canali di classe |, famiglia
di recettori Cys-loop). Rappresentano pentameri canali transmembrana, che permettono il
passaggio dello ione di ClI secondo al gradiente elettrochimico (cioe dall’esterno allinterno o
anche viceversa). |l recettore adulto consiste di 2 subunita a,; e di 3 subunita B, che si dispon-
gono in maniera pseudosimmetrica intorno ad un canale ionico centrale.

Finora sono stati riscontrati quattro isoforme della subunita o (Glra1-4) con omologie > 80 %.
La loro espressione varia secondo allo stato ontogenetico e alla topografia. La subunita
o, (immagine 1) consiste di un ampio dominio N-terminale extracellulare (220 aminoacidi [aa]),
che possiede determinanti cruciali per il legame del ligando (glicina, ma anche B-alanina, tau-
rina, di meno serina e prolina) e dell’antagonista stricnina. | quattro domini transmembrana
(M, _,; 198 aa) formano due anse di collegamento intracellulari. La pit grande di loro (93 aa),
situata fra i domini M, e M,, possiede siti che possono essere fosforilati da proteina chinasi. La
subunita termina in un piccolo dominio C-terminale extracellulare (8 aa). Quattro delle subunita
o da sole sono in grado di formare canali con attivita funzionale.
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* |l legame disulforo Cys198/Cys209 & necessario sia per I'espressione della proteina sulla membrana cellulare sia per il legame del ligando.

Immagine 1: Recettore della glicina Struttura delle due subunita e domini molecolari

Il dominio N-terminale extracellulare della subunita o (immagine 2) costituisce un’a-elica segui-
ta da 10 fogliette B, che formano una struttura di forma a sandwich con due centri idrofobici e
rientranze per il legame del ligando nelle interfacce delle subunita o e B.

H,N

Immagine 2 Modello schematico del recettore della glicina

Il recettore adulto consiste di 2 subunita o e di 3 subunita B, che si dispongono in maniera pseudo-
simmetrica intorno ad un canale ionico centrale. Il sito del legame della glicina (rosso) si trova fra le
subunita adiacenti o e B. La subunita a. consiste in un lungo dominio C-terminale extracellulare seguito
da quattro domini transmembrana legati da anse. Il dominio extracellulare costituisce un’a-elica segui-
ta da 10 fogliette B (frecce rosse). | due legami disulfori sono necessari per il legame del ligando.

Della subunita B (Glrb) esiste solo una forma unica, 'omologia della quale a paragone delle
subunita o € < 50 %. Le subunita B non possono formare canali funzionali ma contribuiscono
anche al legame del ligando e a parte questo regolano il traffico intracellulare e la localizzazio-
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Autoanticorpi

Prevalenza

ne dei recettori e li legano alla gefirina (93 kDa), una proteina periferica altamente idrofila, loca-
lizzata a livello citoplasmatico in prossimita delle membrane postsinaptiche, la cui funzione & di
importanza nell’'addensamento (clustering) dei GlyR a livello della membrana sinaptica. La ge-
firina ormeggia i recettori con gli elementi del citoscheletro (quadri riassuntivi: Lynch 2004;
Grudzinska 2005; Grudzinska et al. 2005; Legendre et al. 2009; Dutertre et al. 2012).

Recettori della glicina sono altamente espressi nel tronco encefalico e nel midollo spinale,
meno nell’ippocampo e nell’ipotalamo e poco nelle aree cerebrali superiori. Altre regioni in cui
si trova il recettore sono: la retina, le ghiandole surrenali, il rene e fegato (cellule di von Kupf-
fer), macrofagi ecc. Nei neuroni postsinaptici la glicina attiva i suoi recettori, permettendo
I'apertura al cloro (CI) in modo che questo entri nella cellula, aumenti la negativita intracellula-
re, iperpolarizzi la membrana e diminuendo la possibilita che si sviluppi un potenziale d’azione,
riduca la eccitabilita del neurone.

Immagine 3

Localizzazione cellulare della subunita o del recettore della glicina espressa transiente in cellule
HEK?293 (cellule embrionali del rene) come proteina di fusione con la GFP gene (proteina fluorescente
verde). Cellule esprimenti il recettore si riconoscono a causa della loro fluorescenza verde. Il quadro
fluoroscopico (b) mostra unicamente le cellule fluorescenti in verde, che esprimono il recettore, le
altre cellule visibili nella microscopia a contrasto di fase (a) non mostrano alcuna fluorescenza. c:
Sovrapposizione di a e b. Ingrandimento dell’obiettivo 40-volte.

Gli anticorpi (anti-GlyRa,) riconoscono la subunita o del recettore, espressa su cellule coltivate
(HEK 293, cellule di rene embrionale; immagine 3), transitoriamente trasfettate con il cDNA re-
cettoriale, cioé reagiscono con epitopi conformazionali naturali. Appartengono alla sottoclasse
immunoglobulina 1gG. Anti-GlyRa, sono riscontrabili nel siero e/o liquore cerebrospinale e in
qualche paziente erano mostrabili solo nel liquore (McKeon et al. 2013). Le loro concentrazioni
nel siero e liquore, scarsamente notificate in un solo soggetto, riferite come titolo anticorpale
ottenuto mediante I'immunofluorescenza indiretta hanno raggiunto valori di 1:1.000 (siero) e
1:200 (liquore). Le concentrazioni anticorpali si muovono, come pare, in concordanza con
I'attivita dei sintomi clinici. Le esacerbazioni dei sintomi sono accompagnate da un incremento
degli anticorpi nel siero e liquore cerebrospinale, e il miglioramento dei sintomi a causa di te-
rapia & concomitante alla riduzione del livello anticorpale a volte fino alla scomparsa completa
(lizuka et al. 2012, Hutchinson et al. 2008; McKeon et al. 2013; Piotrowicz et al. 2011; Mas et
al. 2011). Pertanto il loro dosaggio potrebbe permettere il monitoraggio del decorso della ma-
lattia e suggestionare modi terapeutici. In un terzo dei casi anti-GlyR si presentavano insieme a
autoanticorpi anti-GAD (tabella 1), una volta erano accompagnati con anticorpi anti-recettore
NMDA e in quest’ultimo caso pareva, che i sintomi clinici fossero condizionati a modo di ence-
falite a base degli autoanticorpi anti-recettore NMDA.

Anti-GlyRa,; sono autoanticorpi straordinariamente rari che coinvolgono ogni eta da 14 mesi
(Damasio et al. 2013) a sessanta anni. Finora anti-GlyRa,; sono messi in evidenza soltanto in
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Immunopatologia

una ventina di pazienti (tabella 1). La meta di loro rivelo sintomi compatibili con la diagnosi del-
la sindrome di PERM (encefalomielite progressiva, rigidita della muscolatura e mioclonia) incu-
rante di ampie variazioni e sovrapposizioni dei sintomi neurologici. La seconda meta mostro
sintomi dell'uomo rigido, classificati da SPS completo o SPS incompleto. In quei pazienti si tro-
vava anche la maggioranza degli autoanticorpi anti-GAD. Due dei ventuno casi (10 %) rivelaro-
no sintomi neurologici diversi (alterazioni sensitive, perdita della vista). Tumori maligni sono
stati trovati in tre pazienti (timoma, carcinoma del polmone e linfoma di Hodgkin (Clerinx et al.
2011; Vincent et al. 2009; McKeon et al. 2013).

Gli anticorpi non sono stati riscontrati in 13 pazienti con opsoclonia/mioclonia o battito (flutter)
oculare (lizuka et al. 2012)

Tabella 1 Diagnosi, autoanticorpi aggiuntivi, e neoplasie in 21 pazienti con autoanticorpi
verso il recettore della glicina.

Malattia Pazienti  anti-GAD  anti-NMDAR Tumori in 3 dei pazienti

PERM 9 1 1 timoma *', carcinoma polmonare *2
SPS completo 5 2 linfoma di Hodgkin *3

SPS incompleto 5 4

Alterazioni sensitivi 1

Perdita della vista 1

SPS completo: rigidita dell'estremita inferiore e rigidita lombare con spasmi

SPS incompleto: rigidita e spasmi limitati sia ai muscoli assiali sia 0 alla muscolatura dell’emicorpo superiore.
GAD: carbossilasi del glutammato

NMDAR: recettore postsinaptico dell'acido glutammico, NMDA = N-Metil-D-Aspartato.

*" Clerinx et al. 2011, *2 Vincent et al. 2009, ** McKeon et al. 2013.

Le cause dello sviluppo degli anticorpi anti-GlyRa,; non sono attualmente chiare. Una stimola-
zione della risposta immunologica attraverso I'espressione ectopica dell'antigene, per esempio
in tessuti tumorali, come avviene con gli autoanticorpi che si sviluppano nelle sindromi neuro-
logiche paraneoplastiche, non e stata evidenziata. Comunque sembra molto probabile, che i
sintomi neurologici fossero scatenati direttamente dall'azione degli autoanticorpi perché
I'esposizione dei recettori sulla membrana extracellulare glieli rende riconoscibili. Per quanto gli
anticorpi si legano al dominio extracellulare, possono ridurre la quantita dei recettori sulla
membrana dei neuroni sia in base alla loro distruzione mediante I'attivazione del complemento
sia attraverso un processo di internalizzazione aumentata, seguito dalla degradazione intracel-
lulare.

Una riduzione della attivita neuronale inibitoria a causa dell'effetto patologico degli anticorpi
deluciderebbe i sintomi clinici dell’ipereccitabilita muscolare, della rigidita e degli spasmi. An-
che l'assenza o la scarsita di quadri patologici risultanti nella tomografia a risonanza magneti-
ca (MRI) accenna, che probabilmente processi infiammatori non giocano il ruolo chiave nella
maggioranza dei pazienti. Iperecplessia e mioclonia, i sintomi comuni della PERM probabil-
mente derivano dal disturbo di circuiti inibitori centrali che avviano I'eccitazione raddoppiata
dei motoneuroni spinali e troncali. Il ruolo patogenetico degli anticorpi viene anche confermato
dalla salita e discesa dei titoli anticorpali accompagnanti le esacerbazioni e i miglioramenti dei
sintomi clinici.
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In quanto ai diversi sintomi oculari &€ concepibile, che gli anti-GlyRa, disturbino i segnali inibitori
glicinergici ai motoneuroni del nucleo del nervo abducente e ai neuroni internucleari. In quanto
alle convulsioni, osservate in qualche paziente, € pensabile che gli anticorpi svolgano una
down-regolazione dei recettori inibitori nell'ippocampo, e per questo favoriscano il loro svilup-

po.

Sintomi clinici riscontrati in concomitanza degli autoanticorpi erano l'ilperecplessia, iperrefles-
sia, rigidita della muscolatura pil 0 meno espansa (arti, tronco), scosse miocloniche involonta-
rie, spasmi dolorosi, paraparesi (arti inferiori), disturbi dell'andatura, faccia rigida rassomiglian-
te alla trisma, forte trisma a causa di alta sensibilita tattile (Clerinnx et al. 2011), paralisi dello
sguardo e altri disturbi del movimento oculare, diplopia , convulsioni, atassia cerebellare, disar-
tria, disfagia, disturbi sensoriali, disautonomia, sintomi dell’angoscia.

Il dosaggio degli autoanticorpi anti-GlyRa, viene condotto specificamente mediante
immunofluorescenza indiretta (IFI) su cellule HEK293 (cellule di rene embrionali) transitoria-
mente trasfettate con il cDNA del recettore (Hutchinson et al. 2008). La ricerca degli anticorpi
potrebbe essere considerata anche un’aggiunta razionale del dosaggio di anticorpi anti-GAD e
anti-amfifisina in malattie con ipereccitabilita del tronco encefalico e del midollo spinale.
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