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L'Encefalite Autoimmune Sperimentale (EAS) & il prin-
cipale modelle animale impiegato nello studio dei mec-
canismi immunolopici responsabili dello sviluppo della
sclerosi multipla (SM). L'EAS viene generalmente
indotta attivamente in diverse specie animali mediante la
somminisirazione di peptidi derivati da proteine espresse
a hivello del sistema nervoso centrale (SNC).

L'EAS indotta nel ratto di Lewis rappresenta un eccel-
lente modello per lo studio dei meccanismi immunologi-
ci cellulo-mediati responsabili dell’insorgenza della fase
acuta della SM nella quale si instaura uno stato di inflam-
mazione a livello del SNC, che compromette la trasmis-
sione efficace del segnale lungo le fibre mieliniche. La
EAS haun andamento monofasico ed & caratterizzata da
un decorso ben definito, contraddistinto dall’insorgenza

dei primi segni clinici dopo 10 giomi dall’induzione

della patologia. L’acme del processo patologico si regi-
stra dopo 14 giomi. Istologicamente si osserva la presen-
za di infiltrati monocellulari perivascolari a livello del
SNC, prevalentemente composti da linfociti CD4. Dopo
21 giomi dall'induzione, [a malattia va incontro a remis-
sione completa, e gli animali manifestano resistenza nei
confronti di tentativi di reinduzione della malattia,

Diversamente dali'uomo, nel modello di Lewis sono
stati identificati i principali clonotipi di linfociti T che
svolgono un ruolo centrale sviluppo della patologia. Tra
questi, il pid shadiato ¢ il clonotipo di linfociti T CD4 che
esprime la subunit beta (p) 8.2 nelfa porzione variabile
(v} del recettore delle cellule T {TCR). La letterahira in
merito & basata per lo pill su dati di biologia molecolare
o immuneistochimica relativi alle cellule presenti nei lin-
fonodi periferici ¢ alle cellule infiltranti il SNC. Non
sono attualmente presenti studi che caratterizzino la pre-
valenza dei linfociti TCR VB 8.2 durante il decorso
della EAS, soprattutto applicando metodiche relativa-
mente veloci e accurate. Analogamente vi seno poche
informazioni riguardo la cinetica e I'espressione delle
molecole di adesione sulla superficie dei linfociti e
responsabili dell’interazione con le pareti dei vasi e della
migrazione nel parenchima tissutale. Di particolare rilie-
vo per la extravasazione a livello det SNC sembra esse-
re lintegrina alfa-4, riconoscivia da anticorpi diretto
contro CD49d, che eterodimerizza con proteine della
famiglia delle beta integrine (beta-1) crigirande molece-
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le responsabili dell’adesione stabile alle pareti dei vasi
sanguigni {VLA-4). Anche in questo caso sono poche le
informazioni circa la modulazione dell’espressione di
alfa-4 sui linfociti durante il decorso della malattia.
Solamente Selmaj et al.! hanno dimostrate un incremen-
to nell’espressione di alpha-4 su splenociti di tup-o'duran-
te lo sviluppo dell’EAS indotta mediante trasferimento
di cloni T encefalitogenici in topi sani.

Scopo del nostro lavore € stato quelle di colmare, almeno
in parte, le lacune concernenti la caratterizzzazione del
modello di'EAS attivamente indotto nel ratto di Lewis. Ci
siame concentrati in particolare sulla frequenza dei linfo-
citi T TCR. VP&B.2* e sull’espressione della molecola di
adesione alpha~4 su splenociti derivati da animali sacrifi-
cati all'insorgenza e al picco di EAS, nonché sulle cellule
ottenute dal midolle di animali al picco di malaitia.

MATERIALI E METODI

Ratii Lewis femmina sono stati trattati mediante sommini- -

sirazione subcutanea in entrambe le zampe posterion di
Proteinz Basica della Mielina derivata da porcellino
d’'India (50pg totali) e risospesa in adivvante completo di
Freund. I controlli erano rappresentai da animali non trat-
tati. Gli animali sono stati valutati giornalmente per 1"in-
sorgenza di segni clinici che sone stati classificati su una
scala da 0 a 5 internazionalmente validata e applicataZ.
All"insorgenza dei sintomi (10 giorni post inoculo, p.i}
o al picco di malattia (14 giorn p.i.) gli animali sono stati
sacrificati in accordo con la direttive 86/609 dell”Unione
Europea e con il DL 116/1992.

La milza ed il midollo sono stati prelevati. Gli splenoci-
ti sono stati isolati datla milza dopo trattamento mecca-
nico delia milza attraverso un filiro di acciaio con poro-
gitd di 200 mesh e successiva lisi degli eritrociti con una
solezione di clorure 4’ ammonio (0.83% NH,CL, 2.059%
Tris pH 7.65, pH finale 7.2) e lavate con PBS prima del-
I'incubazione con anticorpi. I leucociti infiltranti il
midollo spinale sono stati ottenuti seguende il protocol-
lo descritto da McCombe et al.3

Le cellule vitali sono state identificate e contate median-
te 'impiego del colorante vitale Trypan Blue.

Diiferentt quantita di cellule sono state quindi incubate
per 40 minuti con una combinazione di anticorpd diretta-
mente conivgati o coniugati con biotina e successiva-
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mente incubate con streptavidina coniugata con PE-Cy7
come indicato in Tabella 1. .
Mediante un FACSCante {Becton Dickinson, San Josg,
CA) sono stati acquisiti da 30,000 a 30,000 eventi nella
regione dei linfociti. Le analisi son state quindi condotte
sulla popelazione di linfociti T identificata sulla base dei
parametii fisici di FSC e SSC e per la contemporanea
positivita all’anticorpo diretto contro CD3. I dati riporta-
ti di seguito sono stati ottenuti uwtilizzando il software
FACS Diva, mentre le analisi statistiche sono state effet-
tuate utilizzando il software GraphPad Prism 3.03
{GraphPad Software Inc., San Diego, CA}. Si & scelto di
utilizzare un One-Way ANOVA test (unitamente a
Dunnet test come post-hoc test) per paragonare i risulta-
ti oftenuti daghi animali affetti da EAS e quelli dei con-
trolli. Per comparare i risultati ottenati dalle cellule della
milza di animali EAS al picco di malattia e quelli ottenu-
ti nella popolaziene di ceflule infiltranti il midollo spina-
le & stato invece utilizzato un Unpaired T-test.

RISULTATI

Cellularitd e immunofenotipo delle cellule a livello
della milza e del midolle spinale

La scelta di indagare la composizione cellulare della
milza ¢ stata dettata dal ruolo recentemente ribadito della
milza nel controlle della proliferazione e dell’attivazione
dei linfociti encefalitogenici nell’EAS4S. Abbiame quin-

di studiato la cellularith della milza e il suo contenuto _

relativamente alla frequenza di cloni TCR V § 8.2+ ¢
all’espressione di CD49d sui linfociti CD4 ¢ CDS. 11
numere di celiule estratte dalla milza diminsisce in
maniera significativa negli animali al picco di malattia
{0.83 = 0.14+10% cells, P< 0.01 vs. controllo} rispetto ai
controlli sani (1.64 £ 0.37+108 cells), mentre all’insor-
genza dei segni clinici {10 gg) si osserva un incremento
non signiticativo della cellularita (1.92 + (.39-10% cells)
(Figura 1A}. Tale diminuzione della cellulariti non sem-
bra dipendere da un incremento della mortalita delle cel-
lule recuperate dalla milza cosi come evidenziato dalla
colorazione in Trypan Blue (Figura 1B},

Gli splenociti sono stati quindi acquisiti mediante cito-

fluorimetro per effettuare una caratterizzazione immuno-
fenotipica. A paritd di eventi acquisiti nella regione dei
linfociti, negli animali di controllo & presente una sola
popolazione cellulare corrispondente ai linfociti, mentre
negli animali affetti da EAS 2 10 ¢ 14 giomi I"analisi dei
soli parametri fisici evidenzia la presenza di due popola-
zioni cellulari che presentano differenti valori di SSC. La
caratterizzazione immunofenctipica ha indicato che
entrambe le popolazioni erano costituite da leucociti, dal
momento che risultano entrambe positive per CD45 ma,
mentre la popolazione con SSC minore & compesta da
linfociti T ¢ B (CD3* e CD45RAY), la popolazione con
elevati valori di S85C & composta da leycociti di natura
non meglio definibile mediante gli anticorpi impiegati
{Figura 1C). Per quanto riguarda il midollo, non siamo
stati in grado di ettenere leucociti dal midollo spinale né
nei controlli né negli animali con EAS fino al 14esimo
giorno dall’induzione di malattia (Figura 1C).

Abbiamo quindi caratterizzato la popolazione di linfociti
T sulla base dell’espressione di CD4 e CD8 (Figura 1D)
sia nella miiza che nel midollo spinale osservando un
incremento significativo nella frequenza di cellule CD3+
CD4* CDE- rispetto al controllo (63.33 % 2.64%) sola-
mente dopo 14 giomi dali immunizzazione (70.1 +1.15%,
p = 0.02} (Figura 1E}, per i linfociti CD3* CD&* CDd4- si
osserva invece una diminuzione significativa solamente al
picco di malattia (Figura iF).

Il raffronto tra la prevalenza dei linfociti CD4 ¢ CD8 a
livello del midolfo spinale chiaramente conferma che Ia
EAS @ una patologia in cui i linfociti CD4 svolgono una
fimzione chiave. Infatti se paragoniame le frequenze dei
CD4 e CD8 ottenuti dalla milza con quella delle medesi-
me sottopopolazioni linfocitarie presenti nel midollo spi-
nale al picco di malattia si osserva un significativo incre-
mento della frequenza dei CD4 (70.1 £ 1.15% vs. 81.34
+ 5.80%% rispettivamente, p = 0.018) e un’alrettanto signi-
ficativa dimimuziong dei linfociti CD8 (22.33 + 1.76% vs.
12.62 & 5.82%, p=0.034) (Figura 1E ed F).

La prevalenza dei linfociti TCR VB 8.2+ a livello della
milza e del midolle spinale

Non si osserva alcuna variazione nella frequenza dei

Tabella 1

Anticorpo Clone Fluorocromo Fornitore
Mouse anti CD3 G4.18 FITC BD
Mouse anti CD4 0OX-35 R-PE BD
Mouse anti CD8 OX-§ R-FE BD
Mouse anti TCR off R73 PerCP BD
Mouse anti CD4 W3/ 25 Biotin Biolegend
Mouse anti CD§ MREC OX-8 Biotin Abcam
Mouse anti CD45 MRBRC OX-1 FITC Cymbus Biotechnology
Mouse anti TCR VB8.2 R78 Alexa Fluor® 647 Biolegend
Mouse anti CD49d MRod-1 Alexa Fluor® 847 Biolegend
Streptavidin PE-Cy7 Biclegend
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Fig. 1 Analisi della cullularits nella milza e nel m.s. [ ratd sono stati sacrificati all’insorgenza deli’EAS {10gg) e al picco di malattia {14gg). [ con-
trolli sono rappresentai da animali non somministrati. La milza € stata asportata € gli splenociti ottenuti per disgregazione meccanica. Conta degli sple-
nociti A} negativi {vitali) e B} positivi (non vitali) per la colorazione Trypan blue, C) Gli splenociti e le eellule recuperate dal midoble sono skati acqui-
sit mediante FACSCanto o I¥) marcati con anticorpi per CD3, CD4 ¢ CDS. Le cellule presenti nella regione comispondente ai linfociti e conternpoara-
neaments esprimenti CD¥3 sono state analizzate per 1'espressione di CD3 (asse X) ¢ CDM (asse ¥, E ed F) [ gsultati sono fomiti come percentuale di
cellule CD3TCD4CDS" o CDSTCDETCDY- rispetto slle cellule D3, [ risultati sono stati espressi come media e d.s. & caleolati su simeno 3 ani-

mali per gruppe. Ctrl= controll, 10 ¢ 14gp=10¢ 14gg pi.
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Fig. 2. Prevakenza dei linfociti T esprimenti TCR Vb 8.2. G sple-
nocitt & le cellule estratto dal m.s. sono stati marcati con unz combina-
zione di anticorpi in grado di riconoscere CD3, CD4, CDS, TCR offe
TCR VP 8.2 Le cellule contemporaneamente presenti nella regione
linfocitaria & positive per CD3 e CD4 o CD8 sono poi state analizzare
per 'espeessione de] TCR o e del TCR VE 8.2 (A) riportante in ascis-
sa il segnale derivante dall’anticorpo per il TCR af ed in ordinata quel-
lo per il TCR. V{3 8.2. 1 linfociti esprimenti it TCR. Vb 8.2 sono rappre-
sentati quale percentuale della popolazione di linfocit CD3 - Paragone
tra la percentuale di linfociti CD3T TCR VB 8.2%, o CO3YCDM4 o
CDITCDE™ nella milza e nel midolle l4gp pi. considerando come
riferimento la popolazione (B) CD3Y o le popolazient di 1ifeciti CDéd
{C) e CD8 (D). I risultati sono stati espressi come media e d.sre caleo-
lati su almeno 3 animali per gruppo. M.S. = Midello Spinale. Cird=
controll, 10 e 14pg= 10 ¢ 14gg p.i., M.5.= midollo spinale.

MILZA M.S.

cloni TCR V§ 8.2+ durante il decorso della malattia a
livello della milza {Figura 2A), mentre il raffronto con i
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linfociti infiltranti il midollo spinale indica un incremen-
to significativo della loro presenza {Figura 2B).

I cloni CD3* CD4* CD8- TCR VP 8.2+ rappresentano la
maggioranza dei linfociti TCR VB 8.2+ presenti nel
midollo. Tuttavia essi non rappresentano la maggiorarza
assoluta dei cloni CD4 presenti nel midollo all’acme di
malattia, nonostante il lore incremento sia significativo
all’intemo della popolazione dei CD4 rispetto alla situa-
zione osservata nella milza. I cloni CD3+ CD&* CD4-TCR
VB 8.2* contribuisco in maniera marginale alla popolazio-
ne di TCR VB 8.2+ infiltranti (Figura 2C e D).
L’espressione di CD49d a livello della milza e del
midello spinale

Abbiamo inizialmente valutato la presenza di CD49d
sulla superficie dei linfociti CD4 & CDE sulla base delle
variazioni dell’intensitd di fluorescenza del segnale
generato dall’anticorpo specifico diretto contm;CD49d.
Come riportato in figura 3A, la fluorescenza relative a
CD49d non varia per i linfociti T CD4 e CD8 ottenuti
dalla milza. Tuttavia l’espressione di tale molecole
aurnenta nelle cellule presenti ne! midolio spinale all*ac-
me di malattia. Tale incremento riguarda prevalentemen-
te i CD4 (fluorescenza media 424.3 + 41.4 nella milza
vs. 1464.80 £ 76.50 nel midollo, p < 0.0001) ¢ in misura
minore i linfociti CD3* CD8* T cells (fluorescenza
media 384.0 + 45,60 nella milza vs. vs. 736.40 = 74.60,
nel midollo, p = 0.0003, Figura 3B ).

Abbiamo anche nermalizzato 1'intensiti di fluorescenza
media nei campioni marcati con CD49d con quella della
loro controparte non marcata. Anche in questo caso &
nsultato evidente un incremento maggiore nel caso dei
linfociti CD4 rispetio ai CDR&11.

DISCUSSIONE

L’EAS indotta attivamente nel ratto di Lewis rappresen-
ta un modello di malattia estremamente valido per stu-
diare le cellule coinwvolte nella eziopatogenesi del feno-
meno autoimmune. Tuttavia gl strumenti sinora impie-
gati {biologia molecolare e immunaistochimica) non per-
mettono una piv approfondita caratterizzazione delle cel-
Inle infiltranti il SNC o presenti negli organi linfoidi
secondari. Per tali ragioni abbiamo deciso di impiegare
la citometria a flusso, una metodica capace di descrivere
pill precisamente I'immunofenotipo delle popolazioni
analizzate, ed in tempi relativamente pid brevi rispetto
alle tecniche di biclogia molecolare.

In tal modo abbiamo potute jdentificare molteplici popo-
lazioni cellulari nella milza all’esordio ed al picco di
malattia. Unitamente ad una diminuzione delle cellule
recuperate dall’argano stesso, tali dati suggeriscono una
influenza esercitata dal depauperamento corporeo legato
al progredire della patologia o all'influenza del sistema
endocrine sulle popolazioni lencocitacied-S,

Abbiamo altresi dimostrato la presenza di una popolazio-
ne altemmativa a quella linfocitaria sia nella milza che nel
midollo. In considerazione dei soli parametri fisici possia-
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Fig. 3 Espressione di CD4% sui linfociti CD4 e CD4. Le cellule sono state iselate dalla milza e dal midolle e di seguito incubate con anticorpi in grado
di identificare le cellute CD3* e CD4% o CDEY nonche la presenza di CD494. 1 valori di Aluorescenza di CD49d sono stari valutati considerando la fhuo-
rescenza mediz calcolata sul almeno il 95% della popolazicne di linfoci CDAYCD4Y o CD3YCDEY. 1 dati riportati nei grafici si riferiscons alla media
e deviazione standard calcolall su almeno 3 animali nella milza (A). Le stesse analisi sono state compivte anche per le cellule derivanti dalms. e parago-
nati con quelli otfenuti da splencciti di animali 14gp pi. (B} Cirl= control, 10 e 14ge= 10 e 14gg p.i., M.S.= midello spinale. MFI: Intensith media di fleo-
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mo ipotizzare che tale sottopopolazione sia composta gra-
oulociti, stimelati dalfa presenza nell’adivvante di steuttu-
re di origine batterica.

Il nostro Iavoro suggerisce inolire che le cellule infiltranti
il midollo spinale non si sviluppino nella milza all’istaura-
si della malattia per poi migrare nel midollo spinale, ma
pit: presumibilmente esse proliferano a livello del sistema
nervoso centraleld, Inolire, diversamente da quanto affer-
mato da Selmaj et al.! le molecole responsabili detl’ade-
sione dei linfociti alla parete dei vasi non sembrano esse-
re upregolate, se non a livello dell’organo bersaglio.

La citometria a flusso si é quindi rivelata un ottimo stru-
mento per 1'analisi delle popolazioni cellulari coinvolie
nello sviluppo della EAS nel ratto di Lewis, fornendo
altresi spunti per approfondire I'analisi in futaro, investi-
gando ulteriori markers da utilizzare in prospettiva ne!
corso della validazione di terapie per la SM.
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