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UNA COMUNE PATOGENESI AUTOIMMUNE ? *
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Riassunto. - La stiff-man syndrome (SMS) é una rara
malattia del sistema nervoso centrale (SNC) ad eziologia
sconosciuta, per laquale evidenze clinico-farmacologiche
suggeriscono una specifica alterazione di sistemi inibito-
ri neuronali GABAergici. Abbiamo studiato un caso di
SMS associato ad epilessia e diabete mellito di tipo 1.
Mediante tecniche immunoistochimiche ed immunoelet-
troforetiche abbiamo dimostrato la presenza, sia nel sie-
ro che nel liguido cefalo-rachidiano, di un elevato titolo
di IyG dirette contro l'acido glutammico decarbossilasi
(GAD), La GAD ¢ l'enzima limitante nella sintesi del
GABA nel SNC. GAD ¢ GABA sono presenti in alte
concentrazioni anche nelle B—cellule del pancreas. Questa
€ la prima dimostrazione diretta di un possibile coinvol-
gimento del sistema GABAergico nella patogenesi della
SMS.

Summary (Stiff-man syndrome and type I diabeles
mellitus: a common autoimmune pathogenesis?). - Stff-
man syndrome (SMS) is a rare disorder of the central
nervous system of unknown etiology, in which clinico-
pharmacological evidence suggests an impairment of
inhibitory GABAergic pathways. We have studied a case
of SMS associated with epilepsy and type | diabetes
mellitus. Using light microscopy immunohystochemis-
try and western blot analysis, we have shown the pres-
ence both in serum and cerebrospinal fluid of a high
level of [gGs directed against glutammic acid decarboxyl-
ase (GAD). GAD is the rate limiting enzyme in the bio-
svatheis of GABA in the CNS. GAD and GABA are
also present in the [B-cells of pancreatic islets. This is
the first direct demonstration of a possible involvement
of the GABAergic system in the pathogenesis of SMS.

Introduzione
La stiff-man syndrome (SMS) & una rara malattia del

sistema nervoso centrale (SNC) ad cziopatogenesi sco-
nosciuta. Clinicamente ¢ caratterizzata dalla presenza di

rigidith muscolare ¢ spasmi dolorosi a riposo, conseguen-
ti alla simultanea attivazione di muscoli agonisti ed anta-
gonisti [1, 2]. Evidenze clinico-farmacologiche suggeri-
scono che all'origine della malattia possa esservi una
alterata funzionalitd dei sistemi inibitori GABAergici
spinali o sovra-spinali che controllano I'attivita dei mo-
toneuroni [3].

Questo studio riporta il caso di una paziente di 49 an-
ni che, tre anni dopo la comparsa della SMS associata ad
epilessia, aveva sviluppato un diabete mellito autoimmu-
ne insulino-dipendente. La presenza di autoanticorpi ri-
volu verso diversi organi endocrini nel siero della pazien-
te e del fenotipo HLA DR3/4 [4], altamente predisponen-
te per malattie autoimmuni, ci avevano indotto ad ipotiz-
zare che anche 1a malattia neurologica potesse avere una
patogenesi autoimmune.

Materiali, metodi e risultati

Gli studi sul liquido cefalo-rachidiano della paziente
evidenziavano la presenza di un elevato livello di IgG ed
un indice di Link patologico (1,2, valori normali (v.n.)
< 0,7). L'isoelettrofocusing delle proteine del liquido ce-
falo-rachidiano, eseguito secondo la metodica di Metha
et al. [5] dimostrava la presenza di bande oligoclonali
(dato non mostrato). L'indice di Link patologico ¢ le
bande oligoclonali indicavano un'attiva sintesi intrate-
cale di IgG.

Per vericare 1a presenza di autoanucorpi diretti contro
antigeni del SNC, sia il siero che il liquido cefalo-rachi-
diano della paziente crano utilizzati come fonti di anticor-
pt in esperimenti di immunoistochimica indiretta su tes-
suto cerebrale di ratto come precedentemente descritto
[6]. Entrambi producevano una immunocolorazione iden-
tica, intensa ¢ specifica in tutte le regioni della sostanza
grigia di cervello di ratto esaminate. [l quadro di marcatu-
ra era prevalentemente costituito da punti intensamente
immunoreattivi, spesso dispostt a delineare il profilo di
corpi cellulart e dendrit. Questa distribuzione suggeriva
una predominante localizzazione della immunoreattivita
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in una sottopopalazione maggioritaria di sinapsl. Bass
livelli d'immunoreattivita erano inoltre osservabili in al-
cuni corpi cellulart neuronali e in una seltopopolazionc
di assoni in alcuni tratti della sostanza bianca. La Fig. |
mostra due sezioni sagittali di corteccia cercbellare di rat-
to immunocolorate con il liquido cefalo-rachidiano (a) ed
il sicro (b).

La distribuzione della immunoreattivita in sezioni di
corlecciacercbrale umanaapparivaanalogaaquellaprece-
dentemente descritta nei tessuti di ratto [6].

Gli esperimenti di controllo venivano eseguiti utiliz-
zando numerosi sieri di soggett sani, di pazienti affetti
da diabete insulino-dipendente (positivi o negativi per la
presenza di autoanticorpi contro le isole pancreatiche), ¢
di pazienti affetti da epilessia in trattamento cronico con
barbiturici o benzodiazepine. Nessuno dei sicri utilizzati
riproducevail quadrodescritto in precedenza, anche quan-
do utilizzato a concentrazioni 10 volte superiori rispetto
al siero della paziente.

La distribuzione della immunoreattivita otlenuta con
il siero ed il liquido cefalo-rachidiano della paziente nelle
diverse regioni cerebrali esaminate era compatibile con il
riconoscimento esclusivo di sinapsi GABAergiche. In

Fig. 1. - Sezioni sagittali di coreecia cerebellare di ratto colora-
te mediante la teenica dell'immunoperossidasi indiretta. Fonli pri-
maric di IgG erano: in a) il liquido cefalo-rachidiano diluito 1:10;
in b) il sicro della paziente diluito 1:150. La immunoreatiiviti
apparc in nero. La distribuzione della marcalura & uguale nei due
casi. Nello strato molecolare (ML) la immunoreattivita & distribui-
ta in modo discreto sotto forma di punti compatibili con strutture
sinaptiche. L'immunocolorazione alla base delle cellule di Purki-
nje {pc) identifica le terminazioni GABAergiche delle cellule a ca-
nestro. Nello strato dei granuli (GL) sono visibili le sinapsi GA
BAergiche intormo alle varicosita delle fibre muscoidi. Nelle cel-
Jule non neuronali non ¢ apprezzabile alcuna immunoreattivita.

Fig. 2. - Sezionc coronale di corteccia cerchrale di ratto, strato
V. Doppia immunofluorcscenza indiretla utilizzando: in a) il sie-
ro della paziente (immunorodamina) diluito 1:20 ed in b} il siero
anti-GAD (immunofluoresceina) diluito 1:100 quali sieri priman.
Anche in questo caso la distribuzione della immunoreattivita ap-
pare identica. In particolare & visibile il profilo di alcuni neuroni
sottolineato da temninali nervosi immunofluorescents.

esperimenti di doppia immunofluorescenza su Lessulo di
ratto ed umano, la marcatura prodotta dal siero e dal liqui-
do cefalo-rachidiano della paziente risultava sovrappo-
nibile a quella ottenuta utilizzando un antisiero di pecora
diretto contro la glutammicodecarbossilasi (GAD). Un
esempio & mostrato nella Fig. 2. La GAD ¢ l'enzima li-
mitante per la biosintesi del GABA ed ¢ concentrata nci
terminali nervosi GABAergici [7]. Gli anticorpi anti-
GAD sono utilizzati quali marker delle sinapsi GABAer-
giche.

L'identita d'immunocolorazione era osservata anche
nelle doppie marcature condotte su colture cerebellari pri
marie di topo ottenute secondo la metodica descritta da
Weber ¢ Schachner [8] (dato non mostrato).

Al di fuori del SNC, la GAD & presente in diversi Les-
suti. In particolare, le p-cellule delle isole pancreatiche
contengono elevate concentrazioni di GAD e di GABA
[9]. In esperiment di doppia immunofluorescenza su tes:
suto pancreatico la colorazione prodotta dagli autoanticor-
pi della paziente risultava identica a quella oticnuta con
il sicro anti-GAD. Per determinare I'esatta nawra della/c
proteine riconosciute dagli autoanticorpi della pazient
veniva utilizzata la tecnica dell' immunoblot [10]. In bre-
ve, partendo da omogenati totali di corteccia cerebrale di
ratto ed umana le proteine erano dapprima separate me-
diante SDS-gel clettroforesi e trasferite poi su carta dini-
rocellulosa. Le proteine trasferite erano quindi incubaic
con i diversi sieri ¢ con il liquido cefalo-rachidiano delli




paziente e finalmente il legame tra antigene ed anticorpo
cra evidenziato mediante 1'uso di I'5-proteina A, che pos-
siede un'elevata affinita per la porzione Fe delle IgG.

Sia il liquido cefalo-rachidiano che il siero della pa-
ziente contenevano autoanticorpi diretti contro una pro-
teina con peso molecolare di circa 60.000 Da, con mobi-
lita elettroforetica corrispondente alla banda evidenziata
dal sicro anti-GAD.

Discussione

L'identificazione della GAD quale bersaglio principale
degli autoanticorpi della paziente ¢ molto stimolante, dal
momento che la maggior parte degli autori concorda sul
coinvolgimento di sistemi neuronali GABAergici nella
patogenesi della SMS [3]. Infatti le benzodiazepine, che
costituiscono il trattamento di prima scelta nella SMS
[3], agiscono principalmente potenziando la trasmissio-
ne dei neuroni GABAergici [11].

La SMS & associata ad epilessia in circa il 10% dei
casi [12]. Una alterata funzionalita del sistema GAB Aer-
gico ¢ stata proposta anche in alcune forme d'epilessia
[13], da cui la nostra stessa paziente era affetta.

E' interessante la comparsa nel presente caso, tre anni
dopo l'insorgenza della patologia neurologica, di diabete
di tipo I. Altri casi di associazione tra SMS e diabete
mellito sono stati riportati [1, 2]. I neuroni e le cellule
endocrine condividono numerose proprietd biochimico-
funzionali [14]. In particolare le cellule B-insulari del
pancreas contengono elevate concentrazioni di GAD e di
GABA.
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[ dati illustrati in questo lavoro dimostrano che il pro-
cesso autoimmune descritto potrebbe essere all'origine
della malattia neurologica. Sebbene gli autoanticorpi
contro la GAD non possano ritenersi primariamente pa-
togenetici, in quanto la GAD ha localizzazione intracel-
lulare, i nostri dati avvalorano l'ipotesi che all'origine
della SMS vi sia un deficit del sistema GABAergico ¢
suggeriscono, almeno in questo caso, una possibile co-
mune patogenesi autoimmune di una sindrome che coin-
volge due differenti popolazioni cellulari, neuroni GA-
BAergici e B-cellule del pancreas, entrambe in grado di
sintetizzare GABA.
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