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Abstract

Contesto e obiettivi: gli anticorpi anti-neuronali sono stati implicati nei disturbi da tic e nel DOC (Disturbo
ossessivo-compulsivo) associati a infezioni da streptococco del gruppo A. Abbiamo studiato i livelli di
autoanticorpi anti-neuronali cosi come l'attivita di segnalazione delle cellule neuronali mediata da
anticorpi, come riportato in precedenza per la Corea di Sydenham e per la PANDAS, per determinare i
profili immunologici in un'ampia coorte di giovani con tic e/o DOC.

Metodi: | partecipanti allo studio (n = 311; eta da 4 a 27 anni, 66% maschi) sono stati selezionati da un
gruppo piu ampio di persone con sintomi neuropsichiatrici “autodiagnosticati” (n = 742) e sono stati inclusi
solo quelli con documentazione di infezioni da streptococco Gruppo A, fatta eccezione per quattro persone
in cui lo stato di infezione da streptococco era sconosciuto. | campioni di controllo sani (n = 16; prelevati da
soggetti di eta da 5 a 14 anni, 81% maschi), sono pervenuti dal National Institute of Mental Health e dalla
Yale University. Oltre alle donazioni di siero, i partecipanti e/o i tutori legali hanno fornito anamnesi
neuropsichiatriche e storie mediche correlate ai sintomi che durava da piu di 1 anno. Le titolazioni delle
immunoglobuline anti-neuronali G (IgG) sono state misurate mediante il test immunoenzimatico standard
(ELISA) e confrontate con campioni di pari eta, nella norma per: lisoganglioside, tubulina, e recettori della
dopamina (D1R e D2R). E’ stata testata nel siero I'attivita di segnalazione mediata da anticorpi della
proteina dipendente dalla calmodulina attivata dal calcio, la CaMKII, in una linea cellulare neuronale umana
(SK-N-SH) .

Risultati: Dei 311 individui, 222 (71%) avevano prove documentate di infezione da streptococco Gruppo A,
che é stato associato con tic e/o DOC (p = 0,0087). | sieri degli individui con tic e/o DOC (n = 261)
presentavano anticorpi sierici IgG contro la dopamina D1R umana (p <0,0001) e contro il lisoganglioside (p
= 0,0001), e una maggiore attivazione nel siero dell’attivita CaMKIl (p <0,0001) in una linea cellulare
neuronale umana, rispetto ai sieri di controllo sani (n = 16). Inoltre, nei pazienti con tic e DOC era
significativamente maggiore I'attivazione dell’attivita CaMKII rispetto ai pazienti con solo tic o solo DOC (p
<0,033 per ciascuno).

Conclusioni: Il nostro studio ha suggerito una correlazione significativa tra tic e DOC associati a
streptococco, e elevati anticorpi anti-neuronali anti-lisoganglioside e anti-D1R in concomitanza nel siero
con una maggiore attivazione delle CaMKIl nelle cellule neuronali umane. Giovani e giovani adulti con tic
cronici e DOC possono presentare alla base un’eziologia di tipo infettivo/immunologica.

Introduzione

Negli ultimi decenni, si & registrato un crescente interesse per |'associazione tra infezioni, autoimmunita
e cambiamenti comportamentali, e il loro impatto sulla genesi dei disturbi neuropsichiatrici (Murphy et al.
2012). Nel 1998, un legame tra disturbo ossessivo-compulsivo (DOC) e infezioni da streptococco di Gruppo



A, e stato identificato dalla dr.Swedo presso I'lstituto Nazionale per la Salute Mentale (NIMH) (Swedo et al.
1998). Questi disturbi possono essere identificati come PANDAS (Swedo et al. 1998), o PANS in presenza di
altre cause, comprese le infezioni (Swedo et al. 2012). Questa scoperta é il risultato di due studi paralleli
condotti presso il NIMH, che includevano indagini su bambini con DOC e tic e su bambini con corea di
Sydenham (SC), la principale manifestazione neurologica della febbre reumatica acuta (IRA), che si presenta
con movimenti involontari e disturbi neuropsichiatrici, compresi sintomi ossessivo-compulsivi, iperattivita e
labilita emotiva (Marques-Dias et al. 1997). Swedo e colleghi hanno identificato una coorte di pazienti che
hanno sperimentato un’improvvisa insorgenza acuta di ossessioni e compulsioni che seguivano un
andamento sintomatologico recidivante-remittente. Cinque criteri diagnostici sono emersi
dall’osservazione attenta di questi pazienti: 1) Presenza di DOC (dal Manuale Diagnostico e Statistico dei
Disturbi Mentali, DSM IV) o tic, 2) esordio dei sintomi tra i 3 anni di eta e la puberta, 3) corso episodico
della malattia, con riacutizzazioni brusche e marcate dei sintomi, 4) insorgenza dei sintomi e riacutizzazioni
associate temporalmente a infezioni da streptococco Gruppo A, e 5) presenza di anomalie neurologiche, tra
la quali movimenti coreiformi durante le riacutizzazioni dei sintomi (Swedo et al. 1998).

Murphy descrive anche sintomi neurologici in pazienti con tic/DOC ad insorgenza acuta, tra i quali
iperattivita grave, perdita di capacita motorie (deterioramento della scrittura), o presenza di movimenti
avventizi, come i movimenti coreiformi (Murphy et al. 2012). | sintomi psichiatrici come descritto da
Murphy et al., inclusi irritabilita, cambiamenti di umore frequenti, ansia da separazione, iperattivita,
problemi di attenzione ad insorgenza tardiva, cambiamenti di personalita, comportamenti oppositivi,
disturbi del sonno, deterioramento delle competenze matematiche. Anche se le infezioni da streptococco
sono state strettamente associate con |'esordio della PANDAS, & in corso un dibattito in letteratura se le
infezioni da streptococco di Gruppo A siano casuali o causali. | resoconti storici dei primi 50 casi di PANDAS
indicano che almeno in alcuni casi la PANDAS sia insorta subito dopo o durante un’infezione da
streptococco di Gruppo A (Swedo et al. 1998). Se la PANDAS sia o0 meno € una variante della Febbre
reumatica acuta & ancora argomento dibattuto (Kurlan et al. 2008). Anche la discussione per quanto
riguarda il meccanismo d’azione della PANDAS & ancora in corso, i criteri PANDAS attuali ribadiscono che
una storia di Febbre reumatica (RF) e fattore di esclusione per una diagnosi PANDAS. Tuttavia, esiste una
polemica tra alcuni neurologi sulla validita della diagnosi PANDAS come sottoinsieme di DOC/tic rispetto
all’ipotesi del suo essere una forma atipica di RF (SC). Nella Corea di Sydenham i sintomi neuropsichiatrici
precedono i movimenti coreici. Nella PANDAS si descrive la presenza di movimenti coreiformi delle dita
delle mani (simili ai movimenti di quando si suona il piano) e dei piedi (Swedo et al. 1998).

Dall'identificazione iniziale del sottogruppo PANDAS, € stato proposto che il disturbo possa svilupparsi
come risultato di processi autoimmuni post-infettivi (Swedo et al 1998;. 2006b Kirvan et al.). Noi
ipotizziamo che gli anticorpi antistreptococcici prodotti in risposta all'infezione streptococcica di Gruppo A,
cross-reagiscano con obiettivi neuronali in pazienti sensibili attraverso il processo di mimetismo molecolare
(Kirvan et al. 2003). Noi pensiamo che la patogenesi della PANDAS potrebbe essere simile a quella della
Corea di Sydenham (SC), che é stata delineata studiando anticorpi monoclonali umani (mAbs) derivati da un
paziente malato di SC. Tre anticorpi monoclonali umani hanno reagito con la superficie di cellule neuronali
dimostrando cross-reattivita anticorpale con I'epitopo carboidrato del Gruppo A N-acetil-b-Dglucosamine
(GIcNAC) e con il lisoganglioside. L'anticorpo monoclonale umano 24, uno dei mAbs studiati, possedeva la
piu alta affinita con il lisoganglioside, ed inoltre determinava I'innalzamento dei livelli di CaMKII nella SK-N-
SH, una linea cellulare neuronale umana. Studi successivi su sieri prelevati da pazienti con SC acuta o in
convalescenza, hanno dimostrato che gli anticorpi nei sieri di pazienti SC in fase acuta avevano profili di
reattivita delle immunoglobuline G (IgG) simili a quelli del mAb 24 (Kirvan et al. 2003). Gli autoanticorpi
anti-tubulina e anti-lisoganglioside erano presenti anche nella PANDAS (Kirvan et al. 2006b). Inoltre i sieri di
pazienti con SC e PANDAS stimolavano cellule neuronali in coltura in una reazione IgG-dipendente,
portando all'attivazione delle CaMKII.

Esperimenti condotti su topi e ratti, avvalorano l'ipotesi autoimmune streptococcica. Cavie immunizzate
con streptococco di Gruppo A, presentavano immunoreattivita sierica e un aumento di depositi di IgG nei
nuclei profondi del cervelletto (DCN) (Hoffman et al. 2004). Topi immunizzati con lo streptococco con
positivita per anticorpi anti-DCN, sviluppavano diversi disturbi motori e comportamentali correlati coi livelli
di immunoreattivita alla DCN (Hoffman et al. 2004). La validita dell’ipotesi autoimmune nel modello murino
e stata ulteriormente dimostrata attraverso trasferimento passivo di sieri antistreptococcici da topi



immunizzati su topi non esposti (insieme a lipopolisaccaridi [LPS] per rompere la barriera emato-encefalica)
(Yaddanapudi et al. 2010). Si e constatato, inoltre, che i destinatari passivi del trasferimento di anticorpi
sierici, sviluppavano disturbi motori e comportamentali. | comportamenti ripetitivi sia nei donatori che nei
destinatari passivi di GABHS , ricordano tic, ossessioni e compulsioni (Yaddanapudi et al. 2010).

In uno studio sulle caratteristiche neuronali e immunitarie specifiche con un modello di ratto Lewis,
Brimberg et al. riferiscono che |'esposizione di ratti Lewis maschi ad antigeni GABHS, portava i ratti a
sviluppare comportamenti simili a DOC/tic, cosi come a sviluppare caratteristiche immunologiche e neurali
simili a quelle di SC e PANDAS (Brimberg et al. 2012). Dal punto di vista comportamentale, i ratti esposti allo
streptococco avevano difficolta a manipolare alimenti e a camminare sopra un’asticella stretta . Studi sul
siero di topi immunizzati con GABHS, presentavano anticorpi in grado di attivare la segnalazione CaMKII,
inoltre i sieri di ratti immunizzati con GABHS hanno reagito in modo pil significativo con gli antigeni di
membrana del recettore della dopamina D1 e D2 umana, rispetto ai ratti di controllo. La reattivita dei sieri
di ratto GABHS con l'antigene dei recettori D1 e D2 e stata confermata dal test Western immunoblot.
L'alterata manipolazione del cibo e 'aumento ossessivo delle pratiche di pulizia nei ratti esposti a GABHS,
sono stati alleviati dalla somministrazione di aloperidolo D2-bloccante, che viene utilizzato per trattare i
sintomi motori e compulsivi nella SC e nella PANDAS (Brimberg et al. 2012). Prove a sostegno del ruolo degli
autoanticorpi nella PANDAS e nella SC, comprendono diversi studi che hanno dimostrato concentrazioni
significativamente pilu elevati di anticorpi antineuronali nei pazienti con SC, DOC e sindrome di Tourette
rispetto a sggetti di controllo sani, (Husby et al 1976. Kiessling et al 1993, 1994;. Singer et al 1998).;
tuttavia, ulteriori studi non sono riusciti a replicare questi risultati (Black et al. 1998). A ulteriore sostegno
dellipotesi autoimmune e del ruolo degli autoanticorpi, ci sono diverse segnalazioni di trattamenti
immunosoppressivi (ad esempio plasmaferesi, immunoglobuline per via endovenosa[lVIG] e prednisone)
con conseguente soppressione immediata e marcata del DOC infantile acuto e sindrome di Tourette (Kondo
e Kabasawa 1978 ; Matarazzo 1992; Swedo 1994; Allen et al 1995;. Perimutter et al 1999).

Il rilevamento degli autoanticorpi e I'identificazione dei loro obiettivi neuronali nella Corea di Sydenham
e nella PANDAS e stato oggetto di esame per un certo tempo (Husby et al 1976. Chiesa et al 2002;. Kirvan et
al 2003;. Singer et al 2005;. Dale et al . 2006; Brilot et al 2011;. Dale et al 2012;. Mohammad et al 2013;.
Pathmanandavel et al 2013;.. Ramanathan et al 2013). L'ipotesi degli autoanticorpi & stata discussa in
letteratura con risultati inconsistenti, (Chiesa et al 2003..; Kirvan et al 2006b;. Pavone et al 2006) cioé con
risultati positivi e negativi (Singer et al 2005;. Morris et al., 2009). Ci sono diverse questioni da affrontare
nell’ambito della ricerca di questi autoanticorpi, tra le quali anche la distinzione clinica della PANDAS da
altre presentazioni di DOC o tic (Murphy et al. 2012), e c’e€ una mancanza di studi prospettici che esaminino
la relazione temporale tra infezioni GABHS antecedenti autentiche e la comparsa o |'esacerbazione di tic e
sintomi ossessivo-compulsivi (Leckman et al. 2011). Piu di recente, gli autoanticorpi contro i recettori della
dopamina D1 e D2 sono stati confermati nella Corea di Sydenham da uno studio indipendente in cui il
rapporto tra i recettori anticorpali anti-D1/anti-D2 & correlato con i sintomi (Ben-Pazi et al. 2013) e un altro
studio sul siero e sugli anticorpi monoclonali umani (mAbs) in giovani pazienti con SC e PANDAS che ha
dimostrato che la reazione tra D2R e anticorpi monoclonali umani derivati dalla Corea, prendono di mira i
neuroni dopaminergici in topi transgenici (Tg) (Cox et al. 2013).

Lo scopo di questo studio era di determinare se i nostri risultati precedenti potevano essere applicati ad
un'ampia coorte di pazienti provenienti dalla comunita con sintomi neuropsichiatrici auto-valutati.
Abbiamo ipotizzato che i giovani con DOC e/o tic avrebbero presentato piu episodi di infezioni GABHS storia
rispetto a quelli senza DOC/tic, e piu elevati livelli di lisoganglioside, tubulina, e anticorpi antirecettori della
dopamina D1 e D2 rispetto ai soggetti di controllo sani. Inoltre abbiamo ipotizzato che i livelli sierici di
attivazione della CaMKII nei pazienti con DOC e/o tic siano elevati e correlabili con una storia positiva per
infezioni GABHS.

Metodi

La nostra indagine (n = 742) & stata condotta per valutare la presenza di autoanticorpi antineuronali
elevati nei pazienti con tic e/o DOC. Questo studio ha incluso i dati del sottogruppo di 311 soggetti della
presente relazione (vedi schema Figura 1). | criteri di inclusione dello studio prevedevano il riferire di tic,
DOC, o entrambi, da parte di un genitore e/o di un medico. Il reclutamento prediligeva soggetti con una
storia documentata di infezione da streptococco, positivita o negativita delle colture dei tamponi faringei o



dei titoli anticorpali antistreptococcici (antistreptolisina O [ASO] o anti-desossiribonucleasi B [anti- DNAsi
B]). Non sono stati esclusi pazienti che assumono farmaci psicotropi, antibiotici o steroidi per la loro
condizione. Inoltre i pazienti che avevano in passato ricevuto immunoglobuline per via endovenosa o
plasmaferesi, ma che manifestavano ancora sintomi, non sono stati esclusi. Solo i pazienti con
documentazione accurata relativa ad infezioni da streptococco del Gruppo A (n = 311) sono stati inclusi in
questo studio. Dei 311 selezionati , tutti tranne 4 sono stati classificati con o senza storia di infezione da
streptococco. 261 pazienti manifestavano tic/DOC, e il restante numero presentava altri sintomi
neuropsichiatrici e non sono stati inclusi nell'analisi (vedi Figura 1). 16 soggetti di controllo sani selezionati
presso l'lIstituto Nazionale di Salute Mentale (NIMH) e presso la Yale University, sono risultati normali
all’esame fisico; i partecipanti e i loro parenti di primo grado non presentavano nella loro storia personale
malattie inserite nel Manuale Diagnostico e Statistico dei Disturbi Mentali, 4a ed. (DSM 1V), quindi nessuna
diagnosi di tic, sindrome di Tourette, Disturbo ossessivo compulsivo, o Disturbo da deficit di
attenzione/iperattivita (ADHD); e presentavano titoli ASO compresi tra 70 e 513 (unita Todd) (American
Psychiatric Association, 1994). La figura 1 € un diagramma che raffigura il reclutamento dei soggetti
studiati.

Figura. 1. Diagramma raffigurante il reclutamento dei soggetti nello studio
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Lo stato di infezione streptococcica é stato determinato per 311 pazienti: 222 (72%) erano positivi allo
streptococco, 85 (28%) erano negativi allo streptococco, e 4 (1%) presentavano un quadro incerto. Lo stato
di infezione streptococcica € stata determinata utilizzando il tampone faringeo, il dosaggio degli anticorpi
ASO , o il dosaggio degli anticorpi anti-DNASeB, o una combinazione dei tre esami. Quando l'eta del
partecipante era certa ed erano disponibili sia i titoli ASO che gli anti-DNAsi B, le soglie sono state regolate
per eta come descritto in precedenza. (Kaplan et al., 1998) . Laddove I'’eta non erano disponibile, le soglie
utilizzate erano = 200 per i titoli ASO e > 240 per gli anti-DNAsi B (Murphy et al. 2012).

Novantasei pozzetti per microtitolazione Immunolon-4 (Dynatech Laboratories) sono stati rivestiti con
I'antigene: lisoganglioside (Sigma, 20 lg/mL), tubulina (MP biomedica, 10 Ig/mL), antigene umano del



recettore della dopamina D1 (Perkin Elmer, 10 Ig / mL), e antigene umano del recettore della dopamina D2L
(Perkin Elmer, 10 Ig / mL), e incubati nell’arco della notte a 4°C. il test ELISA & stato effettuato sul siero dei
pazienti e dei soggetti sani di controllo come precedentemente descritto (Cox et al. 2013).

Colture cellulari. Cellule di neuroblastoma umano SK-N-SH ottenute dalla American Type Culture
Collection (ATCC) sono state trattate con siero dopo essere cresciute in F12 Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) (insieme a 10% di siero fetale bovino e Pen/Strep) come precedentemente descritto
(Kirvan et al. 2003). Gli estratti cellulari sono stati centrifugati a 15.000 rpm per 20 minuti a 4°C. La
concentrazione proteica dei lisati cellulari € stata determinata tramite il test Bradford (Bio-Rad Protein
Assay Kit Il # 500-0002).

L'attivita chinasica della proteina & stata misurata usando il sistema di analisi CAM-chinasi (kit di analisi
signa-TECT CaM Kinase, Promega) secondo le istruzioni del produttore. In breve, 5 IL di lisato cellulare sono
stati incubato con 50 IM di substrato peptidico e [c-32P] adenosina trifosfato (ATP) per 2 minuti a 30°C
come precedentemente descritto (Kirvan et al. 2003). | sieri sono stati testati a 1: 100 (Brimberg et al 2012;
Cox et al 2013..).

Le medie delle distribuzioni simmetriche sono state confrontate tra i gruppi utilizzando un test
indipendente t. Le distribuzioni delle misurazioni deviate positivamente sono state confrontate tra i due
gruppi indipendenti utilizzando il test Wilcoxon non parametrico, e sono state confrontate tra piu di due
gruppi utilizzando il test di Kruskal Wallis. Le proporzioni sono state confrontate tra i gruppi usando un test
v2 o il test esatto di Fisher (quando piu del 20% dei conteggi di frequenza attesi erano <5) . Un livello a di
0.05 e stato utilizzato per definire la significativita statistica, con aggiustamenti per le coppie multiple
utilizzando la Correzione di Bonferroni per il valore p calcolato.

Risultati

Un totale di 311 su 742 pazienti volontari e stato selezionato per il nostro studio, sulla base della
presenza o meno nella loro storia medica di infezioni streptococciche. Di questi 311 volontari, I'eta era nota
solo per I'85%, e la razza/etnia era nota per il 62%. L'eta dei pazienti variava da 4 a 27 anni, con un'eta
media di 9,91 anni (deviazione standard, - 3,95 anni), con 8 pazienti > 19 anni di eta. Nel nostro gruppo di
studio, il 66,6% dei pazienti era di sesso maschile e il 90% era di origine caucasica. | soggetti di controllo
sani (n = 16) avevano tra i 5 e i 14 anni di eta, con un'eta media di anni 10 + 3, e 13 (81%) erano maschi. |
dati demografici, le diagnosi (DOC e/o tic) e i dati sull’infezione da streptococco per i 311 partecipanti sono
riportati nella tabella 1.

Un totale di 261 soggetti ha presentato una storia documentata (maggiore di 1 anno) di DOC e/o tic. |
restanti 50 presentavano una varieta di altri disturbi neuropsichiatrici, o nessun episodio confermabile di tic
e/o DOC (Figura 1). La presenza di DOC e/o tic era significativamente associata con lo stato dell’infezione da
streptococco (test v2, p = 0,0087) (Figura 2). | soggetti che sono risultati positivi per infezione da
streptococco (n = 184, Figura 2) avevano piu probabilita di avere sia tic che DOC (51%, 94/184), rispetto a
quelli che sono risultati negativi o non presentavano titoli ASO o titoli anti-DNAsi-B positivi o colture
faringee positive per infezione/esposizione allo streptococco (n = 76, Figura 2) (30%, 23/76, p corretto =
0,0063). Non & risultata alcuna differenza tra la percentuale di soggetti con solo tic (18%, 34/184, contro il
25%, 19/76, p corretto = 0,72) e la percentuale con solo DOC (30%, 56/184, vs 45%, 34/76, p corretto =
0,083) quando si confrontavano i partecipanti risultati positivi, con coloro che sono risultati negativi per
infezione da streptococco. | soggetti con infezioni da streptococco indeterminate (n = 4) non sono stati
inclusi nell'analisi, per cui il numero totale dei soggetti che hanno riportato storie relative ad infezioni da
streptococco positive o negative e di 307.

La figura 3 & una sintesi grafica che mostra che I'attivazione mediata da anticorpi della CaMKIl &
associata a DOC e tic (p = 0.0008 complessiva). | 261 soggetti con DOC e/o tic avevano una segnalazione
neuronale mediata da anticorpi (CaMKIl) significativamente elevata rispetto ai soggetti di controllo sani



(Figura 4 e Tabella 2). | titoli anticorpali 1gG Anti-D1R e anti-lisoganglioside (n = 16) sono risultati
significativamente elevati rispetto a quelli dei soggetti di controllo sani (Tabella 2, Figura 5 e Figura 6). La
Figura 7 (A-C) mostra l'analisi dei sieri completa (742 persone), e dimostra una segnalazione neuronale
(CaMKII) significativamente elevata (A), e titoli anticorpali IgG anti-D1R (B) e anti-lisoganglioside (C) elevati.

Tabella 1. Caratteristiche demografiche e sintomi per i 311 Partecipanti: Confronto tra maschi e femmine (la distribuzione non &
risultata significativa)

Caratteristiche Totale dei pazienti (n= 377)Maschi(n = 206)Femmine (n = 105) p value*
Eta - media in anni (  deviazione standard) 991 (£3.95) 9.70 (£3.95) 1029 (£3.95) 0.24
Sesso - maschi in percentuale (%) 206 (66%) 0.16
Razza/etnia in percentuale (%)

Afroamericani 5 (3%) 3 (2%) 2 (3%)
Asiatici/Isole del Pacifico 9 (5%) 9 (7%) 0
Caucasici 169 (90%) 111 (87%) 58 (95%)
Ispanici 4 (2%) 3 (2%) 1 (2%)
Nativi americani 1(<1%) 1(<1%) 0
Razza/etnia sconosciuta in percentuale (%) 123 (40%) 79 (38%) 44 (42%)
Sintomgrologin - in percentuale (%) 0.84
Solo Tic 53 (20%) 35 (20%) 18 (20%)
Solo DOC 91 (35%) 57 (33%) 33 (37%)
Tic e DOC 117 (44%) 79 (46%) 38 (43%)

261
Né Tic ne DOC 2(<1%) 2 (1%) 0
Altri sintomi neurologici - in percentuale (%) -:_(‘; (15%) 33 (16%) 16 (15%)

311 Totale

Infezioni da streptococco Gruppo A - 307 su 311 partecipanti (%) 0.89
Positivi 222 (72%) 148 (73%) 74 (72%)
Negativi 85 (28%) 55 (27%) 29 (28%)
Stato delle infezioni da streptococco Gruppo A sconosciuto 4 (1%) 3 (1%) 1 (1%)

* il confronto del valore p tra maschi e femmine non é risultato significativo. Sono stati utilizzati due test t per confrontare le medie delle
misurazioni e il test esatto di Fisher & stato utilizzato per confrontare la distribuzione delle misurazioni tra maschi e femmine.
DOC-= disturbo ossessivo-compulsivo.

Discussione

Abbiamo riscontrato che i soggetti con tic cronici e/o DOC avevano elevati livelli sierici di diversi
anticorpi antineuronali, e una maggiore attivazione di CaMKII, simile a quella dei pazienti con SC e PANDAS.
In questo gruppo, i soggetti con una storia

L g‘;zﬁ?cglclgo (n=184) =0.0063 positiva di infezione GABHS avevano pil
- Negativi allo (n=76) probabilita di avere entrambi i disturbi, tic e
5 . streptococco 1% DOC. Pertanto pud darsi che diverse categorie di
E 45%  N=94 disturbi del movimento e comportamentali
?_, 50 - N=34 siano innescati da infezioni, e siano associati a
= livelli si anticorpi antineuronali elevati. Il nostro
i 40 . 30% 30% lavoro precedente ha sostenuto questa idea,
£ 25%  N=56 N=23 dimostrando il legame tra  anticorpi
- 301 18% N=19 antistreptococcici/antineuronali (tra i quali gli
5 204 N=34 anticorpi monoclonali umani), le cellule
b neuronali umane e l'attivazione di CaMKIl
é 104 attraverso le IgG sieriche di pazienti con SC e
.f. PANDAS (Kirvan et al 2003, 2006a, b, 2007;.
§ 0- T T T Brimberg et al 2012; Ben Pazi et al 2013; Cox et
B Solo Tic Solo DOC Tic e DOC al 2013).

Figura 2. La presenza di disturbo ossessivo-compulsivo (DOC) e tic era significativamente associata con lo status di infezione streptococcica (test v2
p = 0,0087). | soggetti che erano positivi allo streptococco avevano pill probabilita di avere sia tic che DOC (51%) rispetto ai soggetti risultati
negativi allo streptococco (30%) (p = 0,0063 rettificato). 311 - 4 soggetti indeterminati = 307 (vedi Figura 1 e Tabella 1). Dei 307/311 pazienti, 222
erano positivi allo streptococco (72%) (Vedi Tabella 1) e 85 negativi allo streptococco (28%). | 4 soggetti che erano risultati indeterminati (1%), non
sono stati considerati nella coorte valutata per streptococco. Vedi Tabella 1 sotto la voce “Infezioni da streptococco Gruppo A”. Tuttavia qui
vengono messi a confronto solo 184 soggetti positivi allo streptococco e 76 negativi allo streptococco (del gruppo tic/DOC, n=261).



Abbiamo precedentemente affermato che i titoli anticorpali contro gli antigeni neuronali, lisoganglioside
e tubulina sono risultati significativamente elevati nei sieri di pazienti con Corea di Sydenham acuta rispetto
ai sieri dei pazienti convalescenti. Il lisoganglioside blocca in maniera competitiva I'interazione antigene-
anticorpo nei sieri di pazienti con SC acuta con il GIcNAc, I'epitopo dominante del carboidrato GABHS
(Kirvan et al 2003; 2006b Kirvan et al.). Inoltre nei sieri di pazienti con SC acuta sono stati trovati titoli Ab
specifici per tubulina piu alti rispetto ai sieri dei pazienti in convalescenza o rispetto a sieri di pazienti con
Febbre reumatica acuta senza corea (Kirvan et al. 2007). Nel 2006, IgG sieriche di casi PANDAS acuti sono
stati testati in un test di inibizione competitiva ELISA, e, analogamente ai sieri SC, si & riscontrato che il
lisoganglioside bloccava in modo specifico I'interazione antigene-anticorpo in sieri di pazienti con SC acuta
con il GIcNAc, I'epitopo dominante del carboidrato GABHS ( Kirvan et al. 2006b). Quando i sieri dei 261
pazienti con diagnosi di DOC, tic, o entrambi, sono stati posti a reagire in un test ELISA con il lisoganglioside
come antigene, le IgG sieriche presentavano titoli statisticamente, significativamente superiori a quelli di
soggetti di controllo sani (valori di media di 320 contro 100, rispettivamente , p = 0,0001) (Tabella 2, Figura
5). Il test ELISA con tubulina come antigene, non ha mostrato una differenza statisticamente significativa tra
i sieri di pazienti con tic, con DOC, o con entrambi, messi a confronto con i sieri di soggetti di controllo sani
(Tabella 2).

Tabella 2. Titoli anticorpali antineuronali nei soggetti con tic e/o DOC a confronto con soggetti di controllo sani.

Pazienti con tic e/o DOC (n = 261) Soggetti di controllo sani (n = 16)
Caratteristiche Media P25 P75 Media P25 P75 valore p*
Attivazione CAM chinasi IT 157 137 173.5 94 90 99 <0.0001
Titoli IeG anti - DIR 2000 1000 4000 1000 500 1000 <0.0001
Titoli IgG anti - D2R 4000 2000 8000 4000 2000 8000 0.66
Titoli IgG anti - Lisoganglioside 320 160 320 100 80 160 0.0001
Titoli IgG anti - Tubulina 500 500 1000 500 500 1000 0.11

| titoli sono stati determinati come descritto nel paragrafo “Metodi”. Il valore p* mette a confronto la distribuzione dei dati tra i pazienti con
tic/DOC e i soggetti di controllo sani, utilizzando il test di Wilcoxon.

DOC-= disturbo ossessivo-compulsivo; P25= 25 ° percentile; P75= 75 ° percentile; D1R= antigene del recettore della dopamina D1; D2R= antigene del
recettore della dopamina D2L (la “L” si riferisce all'isoforma lunga del recettore della dopamina D2); IgG= immunoglobuline G, titoli specifici per
ciascun antigene elencato.

Nel 2012, Brimberg et al. riferivano che il siero di topi immunizzati con GABHS avevano reagito in modo
piu significativo con gli antigeni dei recettori D1 e D2 umani, rispetto al siero di topi di controllo sani,
tramite test ELISA e Western Blot. Per fare un confronto con la malattia nell’'uomo, & stata testata tramite
ELISA la reattivita delle IgG sieriche di soggetti con PANDAS e Corea di Sydenham acute, e i sieri SC hanno
reagito in modo piu significativo con I'antigene di membrana dei recettori D2 della dopamina, rispetto al
sieri dei soggetti di controllo sani, mentre il siero dei soggetti PANDAS ha reagito in modo piu significativo
con entrambi gli antigeni dei recettori D1 e D2 rispetto al siero di soggetti di controllo sani. Il presente
studio mostra che le I1gG sieriche prelevate da soggetti con forma cronica di DOC , tic, o entrambi, hanno
reagito in modo piu significativo con l'antigene del
8 e 5 recettore D1 umano rispetto al sieri di soggetti di
controllo sani tramite test ELISA (valore medio di
2000 contro 1000, rispettivamente, p < 0,0001 )
: : : (Tabella 2, Figura 6). Tuttavia, questi soggetti non
presentavano significativi livelli di anticorpi contro
= - il recettore D2, in contrasto con le nostre
precedenti osservazioni per la PANDAS.
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. o Figura 4. L'analisi di 261/307 soggetti dimostra una segnalazione delle
cellule neuronali significativamente elevata (CaM chinasi Il [CaMKII]) tra i
Pazienti con Tic /DOC '1"‘7“"‘ Gruppo/de controllo(n=16) pazienti con disturbi ossessivo-compulsivi e o tic rispetto ai soggetti di
Gruppo di pazienti controllo sani. | livelli di attivazione degli enzimi CaMKIl sono

percentualmente al di sopra del livello base. Tutta I'attivita CaMKIl e
calcolata come attivita enzimatica di pmol/min/ug. L'attivazione percentuale normale delle CaMKII &: 94-100

Abbiamo dimostrato un aumento della segnalazione CaMKIl anche nei soggetti con DOC e/o tic, in
particolare in quelli con entrambi (DOC e tic). La CaMKIl & un enzima multifunzionale fortemente
concentrata nel cervello, che influisce su molti, differenti, percorsi cellulari che hanno a che fare con lo
sviluppo, I'apprendimento, la memoria, e dispone di un'ampia specificita di substrato dipendente dalla
concentrazione, dalla localizzazione intracellulare e dai livelli intracellulari di calcio (De Koninck e Schulman
1998; Bejar et al . 2002;. Menegon et al 2002; Tsui et al 2005). In test preliminari su sieri di pazienti con SC
in fase acuta (n = 5) e su sieri di soggetti convalescenti (n = 3), si e riscontrato un aumento di attivazione
CaMKII nel siero dei malati in fase acuta (Kirvan et al. 2003). In una successiva indagine che comprendeva
sieri PANDAS, il 75% dei sieri di pazienti PANDAS in fase acuta, inducevano I'attivazione mediata da
anticorpi delle CaMKIl a livelli significativamente piu elevati di quanto facessero i sieri dei pazienti
convalescenti (p = 0.001) (Kirvan et al. 2006b). Il presente studio rivela due importanti correlazioni che
coinvolgono l'attivazione di CaMKII nel siero: 1) La presenza di DOC e/o tic era positivamente associata con

3 I'attivazione di CaMKIl mediata da anticorpi (n = 261,
S p = 0.0008); e 2) l'attivazione di CaMKIl mediata da
anticorpi é risultata elevata in pazienti con DOC e/o
. 24 p=0.0001 ) .
3 tic (n = 261), con un aumento percentuale medio che
3 3 va da 149 a 162, mentre & rimasto inalterato nei
LA soggetti di controllo sani, con una media del 94°
% g percentile (n = 16, p <0,0001). La differenza nel valore
% medio riferito all'attivazione di CaMKII tra i campioni
g 3 dei pazienti malati e i campioni dei soggetti sani, &
g simile a quella riscontrata tra i sieri PANDAS e i sieri
3 5 non-PANDAS negli studi precedenti (Kirvan et al.
E 8-
: 2006b).
o) — - - - — Figura 5. L’analisi dei 261/307 soggetti mostra i titoli anticorpali IgG anti-
Pazieibcon i) DO m-261). 611'1)”.0(‘“0"'10110 (=10 lisoganglioside significativamente elevati nei pazienti con disturbi
Grupgo di pazieatl ossessivo-compulsivi e/o tic rispetto ai soggetti di controllo sani.

In aggiunta a questi risultati immunologici, abbiamo riscontrato che la presenza di DOC e/o tic era
associata con positivita per infezioni streptococciche (p = 0,0087) (Figura 2). Ci sono stati sia resoconti
negativi che positivi sull’associazione tra infezioni da streptococco e tic o DOC (Murphy e Pichichero 2002;
Luo et al 2004;. Murphy et al 2004, 2007;. Kurlan et al 2008;. Leckman et al 2011.; . Martino et al 2011;
Murphy et al 2012). A volte l'infezione da streptococco associata ad esacerbazioni di tic e DOC é difficile da
rilevare , perché le infezioni possono precedere i sintomi di alcuni mesi, o pud essere rappresentativa di
uno stato di portatore cronico. E stato suggerito in studi precedenti che, per determinare con precisione



Figura 6. L’analisi di 261/307 soggetti mostra titoli anticorpali anti-
D1R significativamente elevati in pazienti con DOC e/o tic rispetto a
soggetti di controllo sani.
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Figura 7. L‘analisi del siero di tutti i partecipanti (742 soggetti) mostra (A) una segnalazione cellulare neuronale (CaM kinase Il) elevata, ed elevati
titoli IgG anti-D1R (B), e anti-lisoganglioside (C) titers, p < 0.0001.
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Punti di forza dello studio includono campioni prelevati nella comunita in generale e |'utilizzo di cartelle
cliniche, quando disponibili. Tuttavia, una diagnosi di disturbo da tic, DOC, o entrambi, si e basata sul
resoconto fornito dai genitori, quando la diagnosi di un medico non era disponibile. Il resoconto fornito dai
genitori non puo essere certo stato preciso, e puo aver portato ad errori di classificazione dei casi. Data la
natura della provenienza dei dati da piu fonti, non tutte le variabili (ad esempio eta, etnia) sono complete. |
dati mancanti possono comportare errori di informazione, se i casi con i dati disponibili non sono
rappresentativi della popolazione target di giovani e giovani adulti con tic, DOC, o entrambi. | limiti dello
studio includono anche la mancanza delle misurazioni relative alla gravita dei sintomi (ad esempio quelle
misurate dalle Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale [YBOCS], TGSS), la piccola dimensione del campione
della coorte di controllo, e il fatto che i sintomi neuropsichiatrici siano stati auto-valutati. Inoltre, non
abbiamo segnalazioni di sintomi neuropsichiatrici associati che i pazienti PANDAS possono sviluppare, quali
ansia, depressione, irritabilita, o deficit cognitivo, tutti sintomi riportati dai giovani con PANDAS.

Conclusione

Il nostro studio suggerisce una correlazione significativa tra tic e DOC associati a streptococco con
elevata presenza nel siero di anticorpi antineuronali anti-D1R e anti-lisoganglioside e concomitante,
maggiore attivazione di CaMKIl nelle cellule neuronali umane. Giovani e giovani adulti con DOC e/o tic
sembravano aver avuto nella loro storia medica, piu episodi di infezione GABHS rispetto ai soggetti senza
DOC e/o tic. Analisi del siero di tutti i soggetti (742) ha mostrato una segnalazione delle cellule neuronali
significativamente attraverso le CaMKII, cosi come elevati titoli IgG anti-D1R e anti-lisoganglioside. DOC e
tic cronici in giovani e giovani adulti, possono avere un’eziologia sottostante infettiva/immunologica.

Importanza clinica

La correlazione statisticamente significativa tra una storia di tic e DOC con anticorpi antineuronali anti-
D1R e anti-lisoganglioside, con attivazione funzionale delle CaMKIl, suggerisce che anche i disturbi
neuropsichiatrici pediatrici al di fuori della PANDAS possono essere associati ad autoimmunita contro il
cervello. L'attivita funzionale degli autoanticorpi nella segnalzione CaMKIl in cellule neuronali umane,
suggerisce che gli anticorpi possono prendere di  mira i recettori nel cervello e alterare la
neurotrasmissione della dopamina, determinando la comparsa di sintomi neuropsichiatrici quali tic e/o
DOC. Inoltre, i giovani che manifestano DOC e/o tic, a prescindere dall’acuita dell’'insorgenza, dovrebbero
essere sottoposti a screening per infezioni da GABHS. Il trattamento di questi giovani pero, va oltre la
portata di questi risultati. Chiaramente, sono necessari ulteriori studi su giovani con tic e DOC cronici per
determinare migliori approcci di valutazione e trattamento. Attraverso la comprensione dei fattori
immunologici e fisiologici associati ad infezioni GABHS correlate a DOC e disordini da tic cronici, i medici alla
fine potranno essere in grado di meglio identificare, diagnosticare e indirizzare il trattamento per gestire al
meglio i sintomi cronici e migliorare la condizione di questi pazienti.
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