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Infiammazione ed autoimmunita in due casi di colangite sclerosante

SUMMARY

Two patients, female, with overlap syndrome AIH/PSC and pANNA positive, was placed at two extremities of
the bimodal curve that characterised the AIH |I° behaviour. Therefore they show difference of age (V.L. 76 years
and E.G. 8 years) and different prognosis and therapy answer: the disease of the young patient has an aggressive
outcome and fails the treatment more commonly. The more important theory to explain this different features
was the “molecular footprint hypothesis” that considers decisive the type of HLA II°.

The two patients considered have the same HLADRS3. The serological analysis and the recent pathogenically
orientations show that the local motives regulate the features of disease: in the child the inflammatory compo-
nent prevails and maintains a chronic granulomatous aggression, whereas in the old patient the non specific
autoimmune IgG prevails and drives a fibrosis evolution and immunosuppressive therapy response.The common

positive pANNA can be expression of common chronic auto-inflalmmatory granulomatous origin.
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INTRODUZIONE

L’ epatite autoimmune (AIH) di tipo 1° viene dia-
gnosticate in base alo scoring internazionale e
presenta inequivocabili caratteristiche cliniche,
biochimiche, istologiche e sierologiche (4, 5, 18).
Per definizione € una infiammazione epato-
cellulare cronica di causa sconosciuta caratteriz-
zata istologicamente da epatite dell’interfaccia
(piecemal necrosis) associata a ipergammagl obu-
linemia e autoanticorpi serici epato correlati.
Nella pratica clinica perd non € raro osservare
situazioni overlap, tra malattie ritenute a patoge-
nesi differente. Un esempio non infrequente
riguarda casi che manifestano aspetti di transizio-
ne tra epatite autoimmune (AIH) di tipo I° e
colangite sclerosante (PSC).

La colangite sclerosante primitiva & probabilmen-
te, secondo Chapman, una malattia immunome-
diata, piuttosto che immunologica. In effetti essa
ha aspetti infiammatori granulomatosi cronici e
potrebbe riconoscere come fattore scatenante |’ in-
gresso di batteri o di altri metaboliti tossici nella
circolazione portale in seguito ad alterazioni della
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parete intestinale. In effetti in letteratura la colan-
gite sclerosante, tipica della giovane eta, & spesso
descritta come concomitante a mal attie infiamma-
torie intestinali (13) facendo presupporre un
momento patogenetico simile. Secondo alcuni
autori questa associazione, che non sembra dovu-
taad un comune rischio genetico (8), & tanto stret-
ta da rasentare I'80-100% (1, 10, 12, 19). Una
recente ipotesi (10, 12) ritiene che queste forme
siano il risultato di un danneggiamento dell’im-
munita innata riguardante le cellule della barriera
mucosa ed elementi cellulari, comprendenti neu-
trofili e macrofagi, che interagiscono in modo
patologico con la flora enterica. Nel 100% di dei
casi di PSC sono presenti autoanticorpi definiti
come pANNA (anti-neutrophil nuclear antibody),
diretti verso i PMF e dei quali non € ancora stato
identificato il pattern antigenico.

| quadri overlap AIH/PSC, sono spesso di diffici-
le definizione e trattamento. Si discute ancora se
seci s trovi di fronte a due differenti malattie o a
differenti manifestazioni della stessa malattia
(12). I criteri diagnostici di questa sindrome over-
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lap sono: ate IgG, presenza di autoanticorpi, epa-
tite dell’interfaccia e anormalita a colangiogram-
ma. Anch’essi sono pANNA positivi.

| due casi descritti in questo lavoro, oltre a presen-
tare gli aspetti tipici della sindrome overlap
AIH/PSC, possono essere considerati rappresen-
tativi del due aspetti della curva bimodale con cui
sembra esprimersi |’andamento dell’ epatite
autoimmune di tipo primo. Secondo studi (2, 3)
condotti su popolazione anglosassone, |'84% del
pazienti adulti caucasici con epatite autoimmune
di tipi 1° provenienti dall’Inghilterra e dagli Stati
Uniti, eHLA DR3, HLA DR4 o slaHLA DR3 che
HLA DR4. Nell’ambito di questa popolazione
vengono distinti due gruppi: (6) un gruppo di
pazienti adulti (>60aa) con altafrequenzadi cirro-
s ala presentazione rispetto ai pazienti con eta
inferiore a 30 anni ma con frequente remissione
dopo trattamento steroideo e bassa incidenza di
decess causati dalla malattia epatica. Raramente
necessitano di trapianto epatico. Essi presentano
HLA DR4 piu frequentemente che non i pazienti
con eta inferiore a 30 anni e, secondo gli autori,
guesta distinzione genetica puo influenzare la fre-
guenza di sviluppo di concomitante tiroidite o
malattie reumatiche e la risposta al trattamento.
Un secondo gruppo € costituito da pazienti piu
giovani, con fascia di etainferiore ai 30 anni, con
HLADRS3 e con remissione meno frequente, che
spesso falliscono il trattamento e vanno sottoposti
atrapianto di fegato.

Sulla base di queste osservazioni é stata formula-
tala“molecular footprint hypothesis’ secondo la
quale differenti aleli in differenti regioni geogra-
fiche e gruppi etnici possono favorire o sviluppo
della malattia attraverso la selezione naturale di
pazienti con predisposizione genetica al’ autoim-
munita. La suscettibilitaindividuale prevista dagli
aleli in una regione geografica pud essere un
“footprint”.

L e due pazienti in esame hanno |o stesso fenotipo
HLADRS. Interpretando i dati sierologici si € por-
tati a ritenere, supportati dalle piu recenti teorie
patogenetiche, cheil primum movens in ambedue
i casl sia costituito da un difetto della reattivita
innatanei confronti di agenti infettivi che portaad
una flogosi non risolta. L’ eccesso di antigene che
s viene a creare stimola la formazione di autoan-
ticorpi con varia specificita e bassa affinita. Nella
forma dell’ eta adulta questa componente dell’im-
munita acquisitaviene aprendereil sopravvento a
livello locale.

MATERIALI E METODI

ANCA in immunofluorescenza indiretta:

Sono stati utilizzati vetrini di quattro pozzetti con
adesi rispettivamente granulociti fissati in etano-
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lo, granulociti fissati in formalina, tessuto epatico
e cellule HP2; diluizione 1/80 (Granulocytes
Mosaic; Euroimmun).

ELIA MPO, PR3

Per la determinazioe delle due principali specifici-
taanti neutrofili (MPO e PR3) é stato utilizzato un
metodo immunoenzimatico con rilevazione in
immunofluorescenza  ELIA  (Immunocap,
Sweden).

ANCA-Combi

Test ELISA per laidentificazione di ANCA atipi-
ci; riconosce elastasi, lattoferrina, lisozima, B,
catepsina G (Chematil).

Immunblot liver

Identificazione in contemporanea di antigeni cor-
relati con epatopatie adesi a striscia di cellulosa:
Gp210, sp100, LC1, M2, LKM1, PML SSA-R052
(Immunablot Liver, Euroimmun);

Citometria a flusso

Il GIFT (Granulocyte Immunofluorescence Test)
viene eseguito in citometria a flusso, utilizzando il
FACSCalibur (Becton Dickinson) a quattro colori
con software Cellquest.

Determinazione HLA 11° con tipizzazione sierolo-
giain linfocitotossicita.

RISULTATI

A) Reattivita autoanticorpale

Paziente in eta pediatrica: ANA speckled 1:160;
ASMA G 1:160. Il tipo di pattern ed il basso tito-
lo di questi autoanticorpi orientano verso unareat-
tivita aspecifica. Questa fluorescenza s € progres-
sivamente ridotta fino a negativizzarsi nel corso
della terapia corticosteroidea.

Paziente in eta >50 aa: ANA nucleolare e nucle-
ar lamins 1:320; ASMA G 1:320. | patterns evi-
denziati in questo caso non hanno subito modifi-
cazione nel corso della malattia e sono rimasti
positivi anche dopo un anno di terapia immuno-
soppressiva (tabellal).

In ambeduei casi persiste tutt’ ora una fluorescen-
za perinucleare a livello dei granulociti neutrofili
fissati in etanolo, non supportata dalla positivita
ELISA per I'antigene tipico MPO. Alcuni autori
(15) ritengono che la presenza di questi autoanti-
corpi nella sindrome overlap AIH/PSC sia del
100% e che in molti casi non sia possibile risalire
al loro target antigenico; da qui la denominazione
di anticorpi pANNA (anti-neutrophil nuclear anti-
body) come una entita a se stante.

La stretta associazione tra la flogosi cronica con

‘238‘



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 23 (4),2008

forte presenza granulocitaria a carico dell’albero
biliare e la positivita pANNA potrebbe essere
spiegata dai piu recenti orientamenti sulla patoge-
nesi delle malattie autoimmuni: durante le infe-
zioni vengono prodotti numerosi autoanticorpi
come risultato di attivazione non specifica (6) di
cellule B autoreattive a bassa affinita. Si potrebbe
ipotizzare che la presenza di antigeni in eccesso
siain grado di indurre uno stimolo policlonale (7,
14) con produzione di autoanticorpi abassa affini-
ta, diretti verso pit componenti dei polimorfonu-
cleati. Questo tipo di risposta poterebbe essere
causa del rilievo di pANCA in IFl senza che
necessariamente sia possibile identificare un tar-
get antigenico specifico.

La positivita pANNA in fluorescenza permane
anche dopo trattamento immunosoppressore come
permane laflogosi cronica che la sostiene.

B) Valutazionein EL1SA degli ANCA atipici

Il basso indice ottenuto in ELISA per ANCA ati-
pici conosciuti non permette, in ambeduei casi, di
sciogliere il dubbio sulla natura dell’antigene
coinvolto e tuttora classificabile come pANNA. E
probabile che questo marker comune sia espres-
sione di una comune origine autoinfiammatoria
(tabella 2).

C) Confronto morfologico degli autoanticor pi
anti citoplasma dei neutrofili

Dal confronto del quadro IFI per ambeduei casi di
overlap AIH/PSC non emergono differenze deci-

Fissazione in formalina

Fissazione in etanolo

¢) Paziente pediatrica E.G. colangite resistente alla terapia steroidea

Figura . Aspetto morfologico in IFI

DUE CASI DI pANNA

sive (figural). Si possono evidenziare sfumature
nelle caratteristiche della fluorescenza che risulta
pitl 0 meno marcata intorno al nucleo. In formali-
nasi ha negativita per la paziente E.G. e positivi-
ta molto debole per la paziente V.L.

L evariazioni morfologiche possono dipendere dalla
debole differenza nella composizione degli ANCA
atipici che mostrano bassa podtivita per anti-BPI
nella paziente pediatrica e bassa positivita per auto-
anticorpi anti-elastasi  (antigene strutturalmente
simile a MPO, con positivita citoplasmatica in for-
malina) e anti-catepsina G nella paziente adulta.

D) Determinazione in citofluorimetria a flusso
degli anticor pi anti-neutrofili

Il test in citometria a flusso € routinariamente
finalizzato alla ricerca (9, 17) di anticorpi anti
neutrofili in pazienti con neutropenia di sospetta
natura allo o autoimmune. Tale test evidenzia
I’eventuale sia presenza di anticorpi diretti verso
antigeni espressi sulla membrana cellulare dei
neutrofili che lapresenza di anticorpi nel siero del
paziente.

In particolare si esegueil test diretto per laricerca
di anticorpi di classe IgG e IgM adesi alle cellule
(neutrofili) del paziente; il test indiretto ricercagli
anticorpi circolanti di classe IgG.

Il test diretto prevede I'incubazione di circa 100-
200 X 108 neutrofili del paziente con un antisiero
Fab anti-human 1gG e con anti-human IgM. In
seguito s effettua una seconda incubazione con
un anticorpo monoclonale per la marcatura speci-
fica dei granulociti neutrofili (caratterizzati del-
I’espressione dell’antigene CD16). Mediante il
citometro a flusso viene valutata la quantita di
1gG o IgM adese a queste cellule.
Contestualmente si esegue il test indiretto che
consiste nell’ eseguire il cross-match del siero del
paziente con 5-10 campioni di neutrofili di sog-
getti sani. Segue poi un’incubazione con |” antisie-
ro anti-human 1gG. | risultati dei test vengono
quindi valutati in riferimento ai valori di control-
lo della giornata.

La paziente in eta adulta presenta negativita per il
test diretto ma una marcata positivitanel test indi-
retto. Questo dimostrala presenzadi anticorpi cir-
colanti contro antigeni presenti sulla membrana
dei polimorfonucleati (test indiretto positivo).
Questi ultimi non sono pero in grado di legars
stabilmente sulla superficie delle cellule (test
diretto negativo) e quindi di sostenere una granu-
locitopenia o manifestazioni sistemiche; pro-
babilmente contribuiscono alla evoluzione fibroti-
cadellaflogos epatica (tabella 3).

Nella paziente in eta infantile invece non sono
presenti autoanticorpi anti-neutrofili, né adesi ale
cellule né circolanti.
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Tabella 1. Schema riassuntivo degli aspetti autoimmunitari delle pazienti
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mantiene pero le caratteristiche di

PAZIENTE un aggressione locale senza assu-
PEDIATRICA PAZIENTE >50 ANNI mere connotati sistemici.

— — 5OF0 — 50RO In effetti nella forma pediatrica il
sutoaticorpl. | ALL'ESORDIO | g rranenmo | ALY ESORRIO | 4p s TTAMENTO trattamento immuNOSoppressore,
ANA 1:160 negativo |:320 nuclear 1:320 nuclear lamins solo CortiCOSterOideO, non s e

speckled lamins e nucleolare | e nucleolare d I . eff
ASNA 1:160 negativo 1:320 1:320 (lmosért ao ¢ |S_|c?mente EiTicace
persistenza di transaminasl e
APGA negativo negativo negativo negativo gamma GT elevate); la negativi Z-
AMA negativo negativo negativo negativo zazione del parametri immunitari
; 4 o o valutati in IFI ed ELISA (xANCA
LKM negativo negativo negativo negativo in IFl & I"unico parametro che
- — — — — persiste positivo) dopo tera_pia_1 e
negativo negativo negalivo negatvo aata a:compagnata da un mi gl IO_

SLALP negativo negativo negativo negativo ramento clinico solo parziale.
— La paziente in eta adulta manife-
‘\I’i\t?i—:]d‘f}ollf\ negativo negativo negativo negativo sta invece un overlap autoimmu-
ANTI-PR3 negativo negativo negativo negativo ne. sono prese_ntl aut_oantl corpi
Metodo ELIA con patterns differenti (nuclear
ANCA PANCA PANCA PANCA PANCA lamins, nucleolare, ASMA, anti

ATIPICOTFI | 4y 4+ et R

Tabella 2. Schema riassuntivo degli ANCA atipici valuta-
ti in ELISA

Campione V.L. Campione E.G.
A |Miscela antigeni | Negative CUT-OFF
B |PR3 0.9 0.5
C |MPO 0,6 0.4
D [BPI 0.6 1.4
E |Elastasi 1,4 0,9
F |Catepsina G 1,1 0.6
G |Lisozima 0.8 0.7
H |Lattoferrina 0.5 0.5

Tabella 3. Schema riassuntivo della reattivita antineutro-
fili in citometria a flusso

I2G-IgM antineutrofili

e . PAZIENTE =50 aa
in citometria a flusso

PAZIENTE PEDIATRICA

TEST DIRETTO NEGATIVO NEGATIVO
™ POSITIVO CONTRO TUTTE LE
TESTIDIRETTD; | (MEGRIVO SOSPENSIONI CELLULARI
CONCLUSIONI

Le due pazienti prese in esame sono ambedue
HLA DR3 madal punto di vistaclinico e progno-
stico appartengono ciascuna a uno dei differenti
gruppi della curva bimodale. Ambedue presenta-
Nno un impegno colangitico e sono positivi per
anticorpi pANNA.

Analizzando le caratteristiche di questi due casi
sembra emergere I'ipotesi della presenza di due
fasi patogenetiche: una, quellain eta infantile, in
cui I’ aspetto prevalente e di tipo infiammatorio e
I"altra, in eta adulta, in cui assume maggiore
importanza la componente autoimmunitaria che

antigeni di superfice dei neutrofi-
li, anti elastasi, anti catepsina G)
la maggior parte dei quali rimane rilevabile in
laboratorio anche dopo remissione sintomatol ogi-
ca in seguito a trattamento con corticosteroidi e
azatioprina. L’ esito € una evoluzione fibrotica.
Allo stato attuale delle nostre conoscenzalaforma
a prevalente componente infiammatoria € piu dif-
ficilmente diagnosticabile e curabile.

La comune origine autoinfiammatoria potrebbe
essere testimoniata dalla positivita pANNA. E
probabile che questo marker comune dialuogo ad
espressioni patologiche diverse in relazione
all’etd delle pazienti con prevaente espressione
infiammatoria nelle forma giovanile e progressivo
maggiore coinvolgimento autoimmune nelle
forme dell’ adulto.

Il basso indice ottenuto in ELISA per ANCA ati-
pici conosciuti e |le caratteristiche in IFI non per-
mettono, in ambeduei casi, di sciogliereil dubbio
di un overlap trale specificitariscontrate e un pat-
tern sconosciuto e tuttora classificabile come
PANNA (16). Nellaformain eta adulta e pero evi-
denziabile in citometria un parametro aggiuntivo
costituito dalla presenza di anticorpi diretti contro
marker di superficie dei granulociti neutrofili
dotati si scarsa affinita; puo essere interpreta-
to come una conferma della tendenza alla esten-
sione della risposta autoimmune verso determi-
nanti antigenici sempre piu vari senza che venga
raggiunto un punto di rottura in grado di indurre
una risposta sistemica.

| pit recenti orientamenti sulla patogenesi delle
malattie autoimmuni considerano fondamentale
un’ alterata capacita di risposta ale infezioni che
induce un’importante flogosi cronica. Con il per-
durare dello stimolo dell’immunita innata, vengo-
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no prodotti numerosi autoanticorpi come risultato
di attivazione non specifica (6) di cellule B auto-
reattive a bassa affinita.

Si ipotizza che la presenza di antigeni in eccesso
siain grado di indurre uno stimolo policlonale (7,
14) con produzione di autoanticorpi abassa affini-
ta, diretti verso pit componenti dei polimorfonu-
cleati. Dal punto di vista laboratoristico sarebbe
quindi possibile rilevare positivita intensa
PANCA senza poter identificare un singolo anti-
gene coinvalto.
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