Nota in prefazione all'articolo
“La Lectina legante il mannosio (MBL) nell'immunita innata:
passato, presente e futuro”
di R. M. Dommett, N Klein, and M. W. Turner

L'articolo rappresenta una eccellente revisione e sintesi delle conoscenze cumulate nel
2006 sulla Lectina legante il mannosio (MBL).

Questa molecola & stata recentemente proposta per un uso terapeutico nella COVID19 dal
gruppo del prof. Mantovani del centro ricerche Gruppo Humanitas, in coordinazione con i
centri di ricerca di IRCCS San Raffaele, dell'Institute for Research in Biomedicine della
Universita della Svizzera italiana (USI) ed altri importanti istituti scientifici ................. che é
liberamente fruibile a questo link:
https://www.nature.com/articles/s41590-021-01114-w#Abs1

L'originalita dell'articolo “La Lectina legante il mannosio (MBL) nellimmunita innata:
passato, presente e futuro” consiste nell'ottimo mix fra storia della ricerca sulle lectine,
conoscenze sulla struttura biochimica e sulla patofisiologia in cui esse sono coinvolte.

In conclusione possiamo affermare che I'essenziale delle  conoscenze esposte
nell'articolo, pur datato 2006, sono tuttora valide.

Tuttavia se non siete interessati a questo lavoro di revisione storico-scientifica del 2006
sulla struttura e funzione della MBL, pud risultare utile la consultazione veloce di uno
schema del 2019 sul gruppo di molecole coinvolte nell'attivita del complemento, che
comprende la MBL, e che costituisce un sistema fondamentale nella funzione
dell'immunita innata

Lo schema, presente dopo questa prefazione, & stato trascritto, integralmente,
dall'interessante sito di divulgazione scientifica www.biopills.net



https://www.nature.com/articles/s41590-021-01114-w#Abs1
http://www.biopills.net/

da www.biopills.net
Molecole solubili dell’immunita innata:
dal sistema del complemento alle defensine
aggiornato al 2019

autore: Lorenzo Lucantonio

https://www.biopills.net/molecole-solubili-dellimmunita-innata-dal-sistema-del-complemento-
alle-defensine/

Le molecole del sistema innato

Nel sangue e nei fluidi extracellulari sono disperse molecole in grado di riconoscere microbi e
promuovere la risposta innata. Queste molecole assicurano una difesa precoce contro i patogeni
principalmente in due modi: legandosi ai microbi funzionano come opsonine, cioe favoriscono la
fagocitosi da parte dei macrofagi, neutrofili e cellule dendritiche; dopo aver legato i microbi
promuovono risposte infiammatorie che richiamano ulteriori fagociti nel tessuto infetto, infine
possono provocare direttamente la morte del patogeno. Tra queste molecole troviamo il sistema del
complemento, le pentrassine, le collectine, le ficoline e le defensine.

Schema di avvio dell'attivita del complemento nelle sue 3 vie

MBL
Mannose-binding lectin Ficolin
MASP1 MASP1
Cir2s2 MASP2—< MASP2—

Mannose
M;E:r-;tézl——u—ﬂa  — on microbe N- acetylglucosamne b ﬂ
antigen e +antibody surface ,- S on bacterial cell wall TR

LR \"N' R l.ﬁ-"h e H‘T'tﬁ Gl '\.\n"'ﬁ"‘."u‘ g

Sistema del complemento
Il sistema del complemento comprende numerose proteine plasmatiche prodotte dal fegato, che
collaborano fra loro con il triplice scopo di opsonizzare i microbi, promuovere il reclutamento dei
fagociti e, in alcuni casi, uccidere direttamente il microbo.
L’attivazione del complemento consiste in una cascata proteolitica nella quale un precursore
enzimatico inattivo, detto zimogeno, viene modificato per diventare una proteasi attiva che taglia la
proteina successiva della cascata inducendone 1’attivita proteolitica.
Il sistema del complemento puo agire in tre vie: la via alternativa, la via classica ¢ 1a via lectinica.
Queste vie differiscono soltanto per le modalita attraverso cui vengono avviate.

La via alternativa
La via alternativa di attivazione del complemento porta alla proteolisi della frazione C3 e alla
conseguente formazione del frammento C3b che si lega covalentemente alla superficie microbica.
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La fraz. C3 contiene un gruppo tioesterico estremamente reattivo, ma circondato da un piu largo
dominio (definito dominio tioesterico) e quindi reso inaccessibile. Quando viene tagliato si formano
due frammenti, il frammento C3b che espone il suo gruppo tioesterico reattivo ed il frammento
C3a, piu piccolo, che rientra in circolo.

Il gruppo tioesterico del frammento C3b ha la capacita di legarsi covalentemente sulla superficie dei
microrganismi grazie alla presenza di gruppi aminici o idrossilici presenti nelle proteine o nei
polisaccaridi di superficie cellulare. Il legame del frammento C3b sulla superficie microbica induce
’esposizione di un ulteriore sito di legame per un’altra proteina plasmatica denominata fattore B.

Il fattore B si lega al frammento C3b e viene clivato a opera di una serina proteasi plasmatica
chiamata fattore D. Il clivaggio genera un piccolo frammento denominato Ba ed un frammento piu
grande chiamato Bb che rimane legato al frammento C3b.

Il complesso C3b-Bb rappresenta la C3 convertasi della via alternativa e la sua funzione ¢ clivare
massicciamente la frazione C3 presente nel plasma, innescando cosi un circuito di amplificazione
che genera quantita sempre maggiori di C3b. I frammenti C3b generati dalla C3 convertasi possono
legarsi alla superficie del microbo oppure legarsi alla C3 convertasi stessa portando alla formazione
di un complesso contenente un frammento Bb e due frammenti C3b. Questo complesso viene
definito C5 convertasi che agisce clivando la frazione C5 ed innescando le fasi terminali
dell’attivazione del complemento.

La via classica

La via classica ¢ avviata dal legame della frazione C1 ai domini costanti delle immunoglobuline
IgG e IgM complessate all’antigene. La frazione C1 ¢ un ¢ un complesso proteico multimerico di
grandi dimensioni composto dalle subunita Clq, C1r e Cls. La subunita Clq ¢ deputata al legame
con P’anticorpo mentre la Clr e Cls sono dotate di attivita proteasica. La Clq ¢ composta da 6
catene disposte radialmente, ognuna con una testa globulare e tutte connesse da uno stelo centrale.
La Clq deve legare specificatamente la regione Fc¢ dell’anticorpo ed inoltre, per innescare il
processo, ¢ necessario che il legame avvenga solo con anticorpi legati all’antigene e non circolanti.

Poiché abbia inizio I’attivazione della via classica del complemento ¢ necessario che due o piu
porzioni Fc siano accessibili alla frazione C1. Le subunita Clr e Cls sono serine proteasi che nel
complesso proteico C1 sono organizzate a formare un tetramero contenete due molecole di ciascuna
subunita. Il legame della subunita Clq alle regione Fc delle IgG o delle IgM porta all’attivazione
della subunita Clr, che cliva la subunita Cls attivandola. A sua volta, la Cls attivata va ad agire
sulla componente successiva della cascata del complemento, la frazione C4, generando un
frammento piu piccolo C4a rilasciato nella fase fluida ed un frammento grande C4b che si leghera
sulla superficie microbica.

Un’altra componente importante ¢ la frazione C2, che si lega al frammento C4b e, a questo punto,
viene clivato da Cls generando un frammento C2b solubile ed il frammento C2a che rimane
fisicamente associato al frammento C4b legato sulla superficie microbica. Il complesso C4b2a
rappresenta la C3 convertasi della via classica, dotata della capacita di legare e clivare la frazione
C3. Nello specifico il frammento C4b lega la frazione C3 ed il frammento C2a, che ha azione
proteolitica, lo cliva nelle due porzioni C3b e C3a.

Da C3b la catena di reazioni e tagli sono gli stessi della via alternativa.



La via lectinica
La via lectinica di attivazione del complemento si innesca in modo anticorpo-indipendente a
partire dall’interazione dei polisaccaridi microbici con le lectine circolanti come la lectina legante
il mannosio (Mannose/mannan-Binding Lectin, MBL).
Le lectine solubili fanno parte della famiglia delle collectine e da un punto di vista strutturale sono
molto simili alla subunita Clq della frazione C1.
La MBL si lega ai residui di mannosio dei polisaccaridi grazie a domini specifici presenti
sull’estremita C-terminale che ha la capacita di riconoscere molecole di natura saccaridica.

La MBL interagisce con le serine proteasi associate alla MBL (Mannan-Binding Lectin-
Associated Serine Protease, MASP) i cui membri sono: MASP-1, MASP-2 ¢ MASP-3.

Le proteine MASP hanno una struttura omologa a quella delle proteasi Clr e Cls della frazione C1
e svolgono funzioni molto simili. Gli oligomeri formati da un elevato numero di MBL si associano
tipicamente in MASP-1 e MASP-2.

La proteina MASP-1 puo formare un complesso tetramerico con MASP-2 simile a quello formato
dalle subunita Clr e Cls.

Nello specifico MASP-2 rappresenta la proteasi che va a clivare le frazioni C4 e C2.
Gli eventi conseguenti a questa reazione sono identici a quelli che avvengono nella via classica.

Vedi schema di sintesi successivo
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Le CS convertasi generate attraverso le 3 vie, descritte in precedenza, innescano 1’attivazione delle
componenti terminali del sistema del complemento che portano alla formazione del Membrane
Attack Complex (MAC), dotato di attivita citolitica. Le C5 convertasi tagliano la frazione C5
generando il frammento C5a solubile ed il frammento CSb, che si associa invece alle altre proteine
del complemento gia legate alla superficie antigenica.

Le restanti componenti della cascata del complemento (C6, C7, C8 ¢ C9) sono strutturalmente
correlate tra loro e prive di attivita enzimatica. Il frammento C5b mantiene transitoriamente una
conformazione strutturale capace di legare le frazioni C6 e C7 per formare il complesso C5b,6,7.

In questa nuova configurazione, la frazione C7 (che ¢ idrofobica) si inserisce all’interno della



membrana cellulare ed agisce da recettore per la frazione C8.

La frazione C8 possiede domini in grado di legare il complesso C5b,6,7 e di inserirsi in membrana
cellulare, in questo modo si formera il complesso C5b,6,7,8 (piu brevemente C5b-8) altamente
stabile ma con limitata capacita citolitica. La formazione del MAC richiede un’ulteriore
componente del sistema del complemento che ¢ la frazione C9. Quest’ultima tende a polimerizzare
nel complesso C5b-8 per formare pori nella membrana plasmatica.

Questi pori permettono alle molecole di acqua e agli ioni di penetrare liberamente nella cellula e
causare uno shock osmotico che portera alla lisi del microbo.

Schema di polimerizzazione del C9 che forma un poro

I frammenti C3a, C4a e C5a
I frammenti C3a, C4a ¢ CSa inducono un’infiammazione acuta agendo su mastociti, neutrofili e
cellule endoteliali. Questi frammenti vengono anche definiti anafilotossine. Questi tre frammenti si
legano ai mastociti mediante recettori specifici, presenti sulla membrana di quest’ultimi, ed
inducono la degranulazione con conseguente rilascio di mediatori vasoattivi come I’istamina.
I frammenti C3a e C5a agiscono come agenti chemotattici per i neutrofili ed, inoltre, CSa
agisce sulle cellule endoteliali aumentando la permeabilita vascolare.

Le pentrassine
Molte proteine plasmatiche che riconoscono strutture microbiche e partecipano all’immunita innata
appartengono alla famiglia delle pentrassine, un gruppo di proteine pentameriche. Membri
importanti di questa famiglia sono le pentrassine corte, quali la Proteina C Reattiva (PCR) ¢ la
sieroamiloide P (SAP), e la pentrassina lunga PTX3.
Sia PCR che SAP si legano a molecole di superficie di funghi e batteri. Queste proteine
riconoscono come ligandi rispettivamente la fosforilcolina e la fosfatidiletanolamina.



PCR, SAP e PTX3 attivano tutte il sistema del complemento legandosi alla frazione Clq ed
avviando la via classica.

La produzione di PCR e SAP ¢ indotta dalle citochine pro-infiammatorie IL-6 ed IL-1 prodotte dai
fagociti durante 1I’infiammazione che, una volta giunte nel fegato, vengono recepite dagli epatociti
che produrranno queste due pentrassine corte ed altre proteine. Questi prodotti derivanti dagli
epatociti prendono il nome di proteine di fase acuta.

PTX3 ¢ invece prodotta da molti tipi cellulari, incluse le cellule dendritiche, le cellule endoteliali ed
1 macrofagi. Non ¢ una proteina di fase acuta ma riconosce diverse molecole espresse da funghi,
batteri Gram-positivi ¢ Gram-negativi, virus e cellule apoptotiche.

Le collectine
Le collectine sono una famiglia di proteine trimeriche o esameriche. Ciascuna subunita contiene un
dominio simile al collageno collegato tramite una regione colletto a un dominio lectinico che lega i
carboidrati in modo calcio-dipendente. Tra i membri di questa famiglia troviamo la MBL e le
proteine surfattanti polmonari SP-A e SP-D.

La lectina legante il mannosio (MBL)
La lectina legante il mannosio (Mannose Binding Lectin, MBL) lega carboidrati che presentano
mannosi ¢ fucosi terminali. Essa pud funzionare anche da opsonina legandosi ai microbi e
facilitandone la fagocitosi. Inoltre, come gia visto in precedenza, la MBL ¢ in grado di attivare il
sistema del complemento tramite la via classica.
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Le proteine surfattanti polmonari
SP-A (Surfactant Proteina A) e SP-D (Surfactant Protein D) sono collectine con proprieta
lipofiliche comuni ad altri surfattanti e si trovano negli alveoli polmonari. Le loro funzioni
principali sono il mantenimento della capacita di espansione polmonare e le risposte immunitarie
locali. Queste si legano a vari microrganismi e fungono da opsonine, facilitando 1’ingestione da
parte dei macrofagi alveolari.

Le ficoline
Le ficoline sono proteine plasmatiche strutturalmente simili alle collectine, con un dominio
collageno simile, ma al posto del dominio lectinico hanno un dominio di riconoscimento dei
carboidrati, fibrinogeno-simile. Queste proteine legano ed opsonizzano tipi batterici diversi e
attivano il complemento in modo simile alle MBL. I legami molecolari delle ficoline sono la N-
acetilglucosammina e ’acido lipoteicoico, componenti della parete dei batteri Gram-positivi.

Le defensine
Le defensine sono piccoli peptidi lunghi 29-34 aminoacidi. Questi peptidi contengono regioni
cationiche ¢ idrofobiche ¢ 3 legami disolfurici intracatena. Le due famiglie di defensine umane,
chiamate a e P, si distinguono per la posizione dei tre legami disolfurici.
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Le defensine sono prodotte dalle cellule epiteliali mucosali, dai leucociti polimorfonucleati, dalle
cellule NK, e dai linfociti T citotossici. Alcune defensine vengono espresse costitutivamente mentre
altre vengono prodotte solo sotto stimoli infiammatori.

Le azioni protettive delle defensine includono la tossicita diretta verso i microbi.

Questo avviene grazie alla capacita di questi piccoli peptidi di inserirsi nelle membrane cellulari
microbiche, formando dei pori che inducono una perdita della permeabilita cellulare con

conseguente shock osmotico.
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SUNTO
La lectina legante il mannosio (MBL), € un'importante proteina del sistema immunitario
innato umorale.
Con piu domini di riconoscimento dei carboidrati, € in grado di legarsi ai gruppi zuccherini
identificabili sulle superfici di un‘ampia gamma di microrganismi e quindi fornire una difesa
di prima linea. E importante sottolineare che attiva anche il sistema del complemento
attraverso una terza via distintiva, indipendente sia dall'anticorpo che dal complesso C1.
Tre singole mutazioni puntiformi nell'esone 1 del gene di MBL-2 umano sembrano
compromettere la generazione di oligomeri funzionali.
Tali carenze di proteine funzionali sono comuni in alcune popolazioni, ad esempio
nell'Africa sub-sahariana, ma praticamente assenti in altre, ad esempio gli indigeni
australiani.
Gli studi sull'associazione delle malattie MBL sono un'area di ricerca fruttuosa e implicano
un ruolo per MBL nei processi di malattie infettive, infiammatorie e autoimmuni.
Nel complesso, sembra esserci un equilibrio genetico in cui gli individui generalmente
beneficiano di alti livelli della proteina.
Tuttavia, in determinate situazioni, livelli ridotti di MBL circolanti possono essere utili per
l'ospite e questo pud spiegare la persistenza dei deleteri polimorfismi genici in molti gruppi
di popolazione.
Parole chiave: complemento, associazioni di malattie, immunita innata, lectina legante |l
mannosio (MBL), serina proteasi associate a MBL (MASP)

INTRODUZIONE

Sono passati ormai 60 anni da quando il premio Nobel australiano Sir Frank Macfarlane
Burnet, insieme a John McCrea, ha identificato nel siero tre inibitori (chiamati a, B e y), che
erano in grado di inattivare il virus dell'influenza (1). Ora sappiamo che l'inibitore 8 era, in
effetti, una proteina chiamata lectina legante il mannosio (MBL), un componente del
sistema immunitario innato (2). Negli ultimi 30 anni, la nostra comprensione di questa
proteina & costantemente aumentata come risultato di un'ampia attivita di ricerca in tre
aree principali: (a) bio/immunochimica (compresa la genetica molecolare), (b)
microbiologia e (c) immunodeficienza.

Il lavoro in queste aree inizialmente € proceduto in modo indipendente poiché sono
emerse prove sia di una funzione biologica inattesa che di uno stato di carenza clinica.
L'isolamento e la caratterizzazione della proteina sono stati necessari per illuminare le
osservazioni sulla cosiddetta attivita battericida RaRf (3, 4) nell'area microbiologica e sul
deficit opsonico riportato in molte popolazioni pediatriche. Alcuni dei principali sviluppi
sono riassunti in Tabella 1.

Questa recensione affronta brevemente questioni relative alla storia iniziale di MBL, la sua
struttura, funzione, la genetica e le associazioni con le malattie.
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Infine, vengono discussi gli sviluppi futuri, incluso il potenziale utilizzo di MBL estratta dal
plasma o ottenuta con tecnica ricombinante.

L'esistenza delle lectine sieriche dei mammiferi era stata prevista nel 1975 da Robinson et
al. (5) e la proteina & stata isolata per la prima volta nel 1978 da frazioni citosoliche di
fegato di coniglio da Kawasaki et al. (6). Successivamente Wild et al. (7) sono stati in
grado di isolare MBL sia dal fegato umano che da quello di ratto.

Piu recentemente, & stata segnalata la trascrizione extraepatica di MBL e cid potrebbe
avere implicazioni per quanto riguarda il suo ruolo nella difesa localizzata dell'ospite (8).
MBL appartiene a una famiglia di proteine chiamate collectine, che possiedono sia le
regioni collagene che i domini delle lectine.

Le altre principali collectine umane, la proteina tensioattiva A e la proteina tensioattiva D,
possiedono caratteristiche strutturali simili a quelle del'MBL e si trovano prevalentemente
nel polmone e in altri siti della mucosa (9).

Tabella 1
Principali scoperte nella ricerca relativa a MBL
acronimi: CRD, dominio di riconoscimento dei carboidrati;
MASP, proteasi della serina associate a MBL;
MBL, lectina legante il mannosio;
SIRS, sindrome da risposta inflammatoria sistemica.
terminologia - Ficoline: proteine plasmatiche strutturalmente simili alle
collectine, con un dominio collageno simile, ma al posto del dominio lectinico hanno un
dominio di riconoscimento dei carboidrati fibrinogeno-simile.

anno Biochimica/ Microbiologia Deficit Immunologico
immunochimica

1946 Identificazione di B inibitori dei
componenti termolabili del virus
dell'influenza nel siero normale
con attivita sia di
neutralizzazione del virus che di
inibizione
dell'emoagglutinazione (1)

1968 Difetto fagocitico associato al
plasma (28)

1975 |Prevista l'esistenza di "proteine
simili alla lectina specifiche per
il mannosio" nel siero di
mammiferi (5)

1976 Associazione di difetto
opsonico con infezioni frequenti
nell'infanzia, ma carenza
presente anche nel 5% della
popolazione generale (29)

1978 | MBL isolato da fegato di

coniglio (6)
1980 Carenza opsonica nei bambini
con diarrea cronica (30)
1981 Associazione del difetto di

opsonizzazione del lievito con
la deposizione subottimale di

C3b (31)
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anno Biochimica/ Microbiologia Deficit Immunologico
immunochimica
1982 Descrizione nel topo di RaRF :
una proteina battericida che
attiva il complemento (3)
1983 |MBL umano isolato dal Studio prospettico del deficit

fegato(7); MBL isolata dal siero
umano (121)

opsonico nell'infanzia (122)

1984 Attivita RaRF presente nelle
classi di vertebrati (4)
1985 | MBL descritto nel Siero Difetto opsonico Iegfato
bovino (1 23) all'assenza di un cofattore non
identificato del sistema del
complemento (124)
1987 | Attivazione, tramite MBL, della

via classica del complemento
(18)

1988

Descritte le MBLA e C nel
siero di ratto (125);

descrizione della CRD di tipo C
(126)

1989

Gene per MBL umano clonato
33, 34;

MBL umana ha attivita
battericida (127);

dimostrata natura opsonica di
MBL (35)

MBL inibisce I' infezione in vitro
da HIV (85)

Correlazione del difetto
opsonico con bassi livelli sierici
di MBL (32)

1990 identificati come MBL i 3 Correlazione dei livelli di MBL
inibitori del virus dell'influenza A | con I'attivazione della via del
nel siero bovino e murino (2) complemento classica a bassa

concentrazione sierica (128)

1991 | descritte MBL di topo Ae C Deficit opsonico e bassi livelli di

(129)

MBL collegati a mutazioni
puntiformi singole nel codone
54 (variante B) (50)

1992

Livelli umani di MBL nelle
risposte di fase acuta (59);
cristallografia di CRD di MBL
(130);

nuova proteasi (MASP-1) ede
attivazione da parte di MBL del
complemento(19)

RaRF umana identica a MBL-
MASP (131)

Bassi livelli di MBL negli africani
legati alla mutazione del
codone 57 (variante C) nel
gene MBL (51)

1994

Descritta la terza mutazione
MBL nel codone 52 (variante D)
(52)

1995

Polimorfismi trovati nella
regione del promotore del gene
MBL (55)

1997

Scoperto un secondo MASP in
grado di attivare il complemento
(20)

Le mutazioni MBL sono un
importante fattore di rischio per
le infezioni nei bambini (132)
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anno Biochimica/ Microbiologia Deficit Immunologico
immunochimica

1998 Ricostituzione dell'attivita
opsonizzante mediante
infusione di MBL purificato in
esseri umani carenti di MBL
(112)

1999 |Forma troncata di MASP-2 —

Map19 (21)
2000 | Complesso attivante il MBL ha dimostrato di legarsi a
complemento fatto da ficolina e | organismi clinicamente rilevanti
MASP (133) (15)
2001 |descritto MASP-3 (23) Legame ai batteri capsulati Deficit di MBL associato a
(134); MBL regola la risposta morbilita infettiva nei pazienti
inflammatoria ai batteri (42) con cancro 81, 82
2002 | Attivazione della via della
lectina da parte di H-ficoline
(135)

2003 Deficit ereditario di MASP-2
(116); associazione di
polimorfismi MBL con sepsi ed
esito fatale in pazienti con
SIRS102,103

2004 Aumento della mortalita nei topi

knockout MBL con
Staphylococcus aureus (84)

2005 | La M-ficolina umana attiva la Associazione del deficit di MBL

via della lectina (26) con il rischio di infezione da

micoplasma (72)

ASPETTI STRUTTURALI DELLA MBL (LECTINA LEGANTE IL MANNOSIO)

La struttura proteica di MBL é stata ampiamente studiata e gli aspetti sono stati sintetizzati
nelle figure 1 e 2. La proteina consiste in un multimero ottenuto dalla concatenazione di
catene polipeptidiche identiche di 32 kDA.

Ciascuna catena comprende quattro regioni distinte codificate da diversi esoni del gene
MBL-2, come verra discusso piu dettagliatamente in seguito.

Ciascuna catena ha un dominio di riconoscimento C-terminale, di carboidrati (CRD),
calcio-dipendente; una regione “detta collo” corta, a-elicoidale, idrofobica (configurazione
a spirale); una regione collagena contenente 19 triplette di Gly-Xaa-Xaa e una regione N-
terminale ricca di cisteina. Tre catene polipeptidiche formano una tripla elica all'interno
della regione collagene, stabilizzata da interazioni idrofobiche e legami disolfuro
intracatena all'interno della regione ricca di cisteina N-terminale.

Questo ¢ I'elemento costitutivo di base di tutte le forme molecolari circolanti di MBL.

Nel siero, MBL & costituita da oligomeri che vanno dai dimeri agli esameri e studi
cristallografici a raggi X / e le micrografie elettroniche hanno rivelato che questi oligomeri
hanno una struttura sertiforme o simile a un bouquet a causa di un'interruzione nella
regione del collagene, dando origine a un nodo /cerniera.

La capacita della proteina di legarsi ai microorganismi ed attivare il complemento sembra
dipendere dalla presenza di oligomeri complessi (dai tetrameri in su).
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Figura 1

MBL, lectina legante il mannosio.
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Struttura del gene umano MBL-2 e del polipeptide codificato. Vengono mostrate le posizioni
dell'esone 1 e dei polimorfismi del promotore. Diverse regioni del polipeptide sono codificate da
diversi esoni del gene MBL. Tre identici polipeptidi da 32 kDa formano una subunita strutturale,

basata sulla formazione di una tripla elica collagene. L'oligomerizzazione della subunita strutturale
si traduce in molecole MBL di dimensioni diverse, ma la forma tetramerica mostrata in figura 2 ¢
probabilmente la pit comune.

Figura 2
Tetrameri di subunita strutturali MBL umane (rif. Figura 1).

Le subunita sono legate da ponti disolfuro nelle regioni N-terminali. Si ritiene che ogni molecola
MASP-2 si leghi vicino al punto cardine della regione del collagene. Il numero di MASP in grado di
legarsi a un dato tetramero MBL non ¢ noto in modo definitivo, ma la disposizione mostrata
sarebbe coerente con il modello per la MBL di ratto proposto da Feinberg et al. (24). I dettagli dei
legami MASP-1, MASP-3 e MAp19 agganciate a MBL rimangono poco chiari.

Leggenda: MASP = proteasi della serina associate a MBL; MASP-1 = serina proteasi-2 associata a
MBL; MASP-2, serina proteasi-2 associata a MBL; MASP-3, serina proteasi-3 associata a MBL.
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Il lavoro di Drickamer e colleghi (10, 11) e anche di Ezekowitz e colleghi (12) ha fornito
una panoramica della struttura del CRD (dominio di riconoscimento dei carboidrati).
Ciascun CRD lega uno ione calcio, consentendogli di formare legami di coordinazione con
i gruppi 3- e 4-idrossile di zuccheri specifici tra cui mannosio, N - acetil -d — glucosamina,
N -acetil-mannosamina, fucosio e glucosio.

| tre CRD in ciascuna subunita strutturale sono separati da una distanza costante di 45-
angstrom (12). Il raggruppamento delle subunita strutturali fornisce una piattaforma, che
consebte il legame di MBL agli array di gruppi di zucchero ripetuti presenti sulle superfici
microbiche.

Sebbene l'affinita di legame di ogni singola interazione CRD - zucchero sia relativamente
bassa a 10-3 M (13), la formazione di oligomeri di ordine superiore fornisce piu CRD, che
sono in grado di legarsi contemporaneamente con elevata avidita.

L'MBL €& una delle principali molecole di riconoscimento del pattern del sistema
immunitario innato. Riconosce principalmente specifici gruppi di zucchero (come sopra)
sulla superficie dei microrganismi, consentendogli di distinguere il sé dal non sé. Puo
anche legarsi a fosfolipidi, acidi nucleici (14) e proteine non glicosilate.

MBL ha dimostrato di legarsi promiscuamente a un‘ampia gamma di batteri, virus, funghi e
protozoi e alcuni esempi selezionati sono elencati nella Tavola 2.

Tabella 2

Selezione di microrganismi in grado di legare MBL
Bacteria
Actinomyces israelii, Bifidobacterium bifidum, Burkholderia cepacia, Chlamydia pneumoniae,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella aerogenes, Leptotrichia buccalis, Listeria,
monocytogenes, Mycobacterium avium, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Proprionibacterium acnes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella montevideo, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae

Virus
Influenza A, HIV, Herpes simplex 2, SARS-CoV

Fungi
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans

Protozoa
Cryptosporidium parvum, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi

Neth et al.hanno utilizzato la citometria a flusso per dimostrare il legame di MBL con ceppi
batterici clinicamente rilevanti nei bambini immunocompromessi ed hanno notato
differenze nel legame all'interno di alcune specie tali che un ceppo potrebbe mostrare un
forte legame, mentre un altro molto piu debole (15).

E' stato esplorato in numerosi studi il ruolo delle caratteristiche strutturali specifiche dei
microrganismi (ad es. la capsula), che consentono o impediscono il legame con I'MBL.

Il primo lavoro probabilmente & stato di Kawakami et al. sul cosiddetto complesso RaRf
(che é stato poi identificato come MBL) e la sua interazione con la Salmonella enterica
sierotipo Typhimurium (3).

Cio ha suggerito che la struttura e la composizione del lipopolisaccaride svolgono un ruolo
cruciale nel legame e nella funzione di MBL.

Altri meccanismi che consentono ai microrganismi di evitare il riconoscimento e l'uccisione
da parte di MBL includono il legame con acido sialico dei lipooligosaccaridi (16, 17).
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Nonostante i numerosi progressi in quest'area, restano da affrontare molti enigmi, per lo
piu collegati all'esatta disposizione degli zuccheri sulle superfici microbiche.

ASPETTI FUNZIONALI DELLE MBL

La nostra comprensione della funzione MBL & cresciuta rapidamente negli ultimi tre
decenni.

E ora riconosciuto che ha un ruolo in processi diversi come I'attivazione del complemento,
la promozione dell'opsonofagocitosi indipendente dal complemento, la modulazione
dell'infiammazione, il riconoscimento di strutture self alterate e la clearance cellulare
apoptotica.

MBL ed attivazione del complemento
Nel 1987 & stato proposto per la prima volta un ruolo delle MBL nella difesa dell'ospite
quando lkeda et al. hanno osservato che la proteina € in grado di attivare la via classica
del complemento (18). Tuttavia, attualmente & chiaro che MBL attiva una nuova terza via
del complemento, spesso definita via MBL, in modo indipendente da anticorpi e C1, come
illustrato in Figura 3.

Figura 3

LECTIN
PATHWAY

MBL-MASP-2 Ficolin-MASP

74
“\a

'CLASSICAL
- PATHWAY

ALTERNATIVE
PATHWAY

Via alternativa di attivazione del complemento.
IT complemento viene attivato da MBL e ficoline. Legandosi a target appropriati, i complessi MBL-
MASP-2 scindono C4 e C2 per formare la C3 convertasi (C4bC2a). I complessi MBL-MASP-1
possono attivare C3 direttamente. Le ficoline funzionano anche in combinazione con i MASP. Le
vie classiche e alternative generano I'enzima C3 convertasi, che scinde C3. La via litica (C5-C9) ¢
comune a tutte e tre le vie di scissione di C3.
TERMINOLOGIA: MBL, lectina legante il mannosio; MASP, proteasi della serina associate a
MBL; MASP-1, serina proteasi-2 associata a MBL; MASP-2, serina proteasi-2 associata a MBL.
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Questa attivita funzionale riflette il fatto che MBL circola in associazione con un gruppo di
serina-proteasi associate a MBL (le cosiddette MASP).

Nel 1992, Matsushita e Fujita hanno dimostrato la presenza di un nuovo enzima del
complemento nel siero, che potesse generare la C3 convertasi (C4bC2a), associata
all'attivazione della via classica (19).

Tuttavia, in seguito si & scoperto che questa attivita & mediata da MASP-2 (20) e I'enzima
originale € ora noto come MASP-1 e puo attivare direttamente il C3.

Successivamente, & stato identificato un piccolo frammento sintetizzato separatamente di
MASP-2 chiamato sMAP o Map19 (21, 22) ed & stato anche descritto un terzo MASP
(MASP-3) senza funzione nota (23).

L'attuale conoscenza suggerisce che, legandosi ai microrganismi, si verifica
I'autoattivazione di MASP-2, consentendo la scissione di C4 e C2 per formare una
convertasi C3, che & indistinguibile nella specificita dalle convertasi trovate nelle altre due
vie di attivazione del complemento (24).

La cosiddetta via MBL ¢ attivata anche da un'altra famiglia di proteine chiamate ficoline.

Le ficoline sono strutturalmente simili alle collectine, con domini collagenici legati a domini
simili al fibrinogeno aventi siti di legame per gli zuccheri (es di membrana).

Le L- e H-ficoline sono fattori umorali sintetizzati dagli epatociti, sebbene I'H-ficolina sia
stata osservata anche nel liquido bronchiale/alveolare e nella bile (25).

Al contrario, la M-ficolina si trova sulle cellule mononucleate del sangue periferico, sulle
cellule polimorfonucleate e sulle cellule epiteliali polmonari di tipo Il (26).

Le ficoline si trovano anche in complessi con MASP e si ritiene che abbiano specificita di
legame diverse rispetto a MBL (27).

Fagocitosi mediata da opsonizzazione

Nel 1968 Miller et al. Hanno riportato un difetto di fagocitosi plasmatico in un bambino con
gravi infezioni ricorrenti, ritardo della crescita e diarrea (28). Esperimenti in vitro hanno
rivelato un'incapacita del plasma del bambino ad opsonizzare i batteri del lievito termo-
inattivati (Saccharomyces cerevisiae).

Questo difetto & stato successivamente rilevato nei sieri di bambini con infezioni ricorrenti
inspiegabili (29) e diarrea cronica dell'infanzia (30), ma, curiosamente, studi sulla
popolazione generale hanno anche rivelato una frequenza relativamente alta del difetto
(~5%).

Nel 1981, le conoscenze hanno collegato questa carenza opsonica al sistema del
complemento dimostrando che i sieri con la carenza legavano meno C3b sulla superficie
del lievito (31). Tuttavia, & stato solo nel 1989 che il comune difetto opsonico € risultato
essere associato a bassi livelli della proteina legante il mannosio, MBL (32).

Nello stesso anno € stato clonato il gene per MBL (33, 34) (Genetics of Human MBL).

Recettori cellulari per MBL

In uno studio sulla Salmonella montevideo, Kuhiman et al. hanno riportato che MBL &
stata in grado di interagire direttamente con i recettori della superficie cellulare e
promuovere 'opsonofagocitosi (35).

Successivamente, sono state proposte numerose proteine/recettori presunti leganti MBL,
tra cui cC1gR/calreticolina (36), C1gRp (37) e CR1 (38, 39).

Tuttavia, non € chiaro se MBL agisca come opsonina diretta o stia semplicemente
potenziando altre vie del complemento e/o la fagocitosi mediata da anticorpi.

MBL nel processo infiammatorio
Il ruolo delle MBL come modulatrici dell'infiammazione sembra essere complesso e, di
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conseguenza, il suo meccanismo d'azione rimane in parte oscuro.

Una possibile spiegazione € che I'MBL € in grado di innescare il rilascio di citochine
proinflammatorie dai monociti (40, 41).

Questo concetto €& stato affrontato negli studi di Jack et al. utilizzando Neisseria
meningitidis incubata con concentrazioni crescenti di MBL prima di essere aggiunta a
sangue intero carente di MBL.

Il rilascio di Fattore di Necrosi Tumorale a, interleuchina (IL)-13 e IL-6 dai monociti & stato
maggiore per concentrazioni di MBL inferiori a 4 ug/ml ma soppresso per concentrazioni
piu elevate (42).

Gli studi clinici in questo settore sono discussi piu avanti.

Il ruolo della MBL nelle ricognizione di un self alterato e nella apoptosi

Per la prima volta Ogden et al. nel 2001 (43) hanno proposto un ruolo di MBL nella
clearance delle cellule apoptotiche.

E stato scoperto che MBL si lega direttamente alle cellule apoptotiche che espongono gli
zuccheri terminali delle proteine del citoscheletro, consentendo cosi il loro riconoscimento
e facilitando direttamente la loro fagocitosi da parte dei macrofagi.

Difetti nella clearance delle cellule apoptotiche sono stati implicati nella patogenesi di
alcune condizioni autoimmuni, sebbene il ruolo preciso di MBL, in questo caso, non sia
chiarito.

Ad esempio, nel 2005, Stuart et al. hanno riferito che sebbene i topi carenti di MBL
mostrassero una clearance cellulare apoptotica difettosa, non sviluppavano malattie
autoimmuni (44).

Tramite studi su animali, MBL & stato implicata nella fisiopatologia del danno ischemico
grazie alla sua capacita di riconoscere le strutture del self alterate.

Stahl e colleghi hanno proposto la via della lectina come mediatore di questo processo in
alcuni organi e l'assenza di attivazione della via MBL/MASP sembra offrire protezione in
questi modelli di malattia (45, 46). Tuttavia, rimane da comprendere la rilevanza di questi
risultati per la salute umana.

| cambiamenti nelle strutture della superficie cellulare durante la trasformazione
oncogenica sembrano promuovere il legame di MBL alle cellule tumorali (47) dove la
proteina pud mediare effetti citotossici inclusa la citotossicita cellulo-mediata MBL-
dipendente (48, 49). L'importanza relativa di tali meccanismi nell'immunologia dei tumori &,
al momento, sconosciuta.

Genetica della MBL umana

Esistono due geni MBL umani, ma MBL-1 & uno pseudogene e solo MBL-2 codifica per un
prodotto proteico. Il gene funzionale MBL-2 si trova sul cromosoma 10 (q11.2-g21) e
comprende quattro esoni come illustrato in Figura 1.

L'esone 1 codifica per una regione ricca di cisteina e parte della regione del collagene
ricca di glicina. L'esone 2 codifica per il resto della regione del collagene e l'esone 3
codifica per una struttura a spirale a-elicoidale, nota come regione del "collo".

L'esone 4 codifica il CRD, che assume una configurazione globulare. La regione del
promotore del gene MBL contiene una serie di elementi regolatori, che influenzano la
trascrizione della proteina.

Nel 1991, é stata decodificata la sequenza nucleotidica completa di tutti e quattro gli esoni
del gene MBL-2 umano da Sumiya et al. in due bambini britannici con infezioni ricorrenti e
bassi livelli di MBL (50).

In entrambi é stata osservata una mutazione puntiforme nel codone 54, che ha cambiato
la sequenza del codone da GGC a GAC causa di sostituzione dell'acido aspartico con la
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glicina nella proteina tradotta.

Studi familiari hanno confermato che il difetto & stato ereditato con modalita autosomica
dominante. Nel 1992 Lipscombe et al. hanno identificato una seconda mutazione
dell'lesone 1 nel codone 57 (Gly — Glu), studiando una popolazione dell'Africa
subsahariana (51) e nel 1994 Madsen et al. hanno riportato una mutazione nel codone 52
(Arg — Cys) (52).

Queste mutazioni puntiformi sono ora comunemente indicate rispettivamente come
varianti B, C e D, laddove la variante A che indica il tipo selvaggio.

La mutazione della variante B si verifica con una frequenza genica di circa il 25% nelle
popolazioni eurasiatiche.

Al contrario, la variante C €& rara negli eurasiatici ma € comunemente osservata nelle
popolazioni dell'Africa subsahariana, con frequenze del 50%-60%.

Studi di popolazione suggeriscono che la mutazione della variante B potrebbe essere
insorta tra 50.000 e 20.000 anni fa (53), poiché non sono state identificate mutazioni
genetiche strutturali negli studi su popolazioni indigene australiane arrivate nel continente
circa 50.000 anni fa, mentre la mutazione della variante B era probabilmente stata
introdotta sia nel Nord che nel Sud America al momento dell'ultima glaciazione circa
20.000 anni fa.

L'effetto di queste mutazioni dell'esone 1 sul prodotto proteico continua ad essere allo
studio. Si ritiene che compromettano I'ocligomerizzazione e portino a un deficit funzionale.
Le mutazioni B e C determinano la sostituzione delle glicine assiali critiche nella tripla elica
con acidi dicarbossilici, con conseguente distorsione di questa importante parte della
proteina (50).

Al contrario, la mutazione D provoca la sostituzione dell'arginina con la cisteina. Si
suppone che questa cisteina sia lar causa della formazione di legami disolfuro avventizi
che ostacolano la formazione di oligomeri piu lunghi (54).

Sono stati descritti diversi polimorfismi anche nella regione del promotore del gene.

Studi di Madsen et al., investigando sulla grande variazione interindividuale nei livelli
sierici di MBL, hanno scoperto tre polimorfismi, H/L, X/Y e P/Q nelle posizioni -550, -221 e
+4 del gene MBL (55, 56). Successivamente, sono stati identificati quattro aplotipi comuni,
vale a dire LXP, LYP, LYQ e HYP.

Di questi, HYP, che é associato a livelli medio-alti di MBL e LXP, che € associato a bassi
livelli della proteina, sembrano essere i piu importanti. Questi aplotipi del promotore sono
in forte disequilibrio di legame con le mutazioni dell'esone 1, risultando in sette aplotipi
estesi comuni, vale a dire HYPA, LYPA, LYQA, LXPA, HYPD, LYPB e LYQC.

Sono stati descritti anche altri rari aplotipi (57).

La figura 4 illustra la frequenza di questi vari aplotipi in popolazioni selezionate ed
evidenzia il grado di variazione etnica.
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E stato dimostrato che le frequenze dell'aplotipo MBL differiscono nelle varie popolazioni. La
variante A (tipo selvaggio) si trova in associazione con quattro diversi aplotipi di promotore, HYPA,
LYQA, LYPA e LXPA. Gli alleli dell'esone 1 delle varianti B, C e D sono in linkage disequilibrium
con tre diversi aplotipi di promotore, LYPB, LYQC e HYPD. I dati sulla frequenza dell'aplotipo
sono presi dagli studi di popolazione pubblicati.

1, Chiriguanos, Argentina (56); 2, Mapuche, Argentina (56); 3, Eschimesi, Groenlandia (56);

4, Caucasici, Spagna (151); 5, caucasici, Danimarca (56); 6, Mozambico (56); 7, Kenia (56);

8, Corea (152); 9, Giappone (153); 10, Warlpiri, Australia (53).

La combinazione del gene strutturale e dei polimorfismi del promotore si traduce in una
variazione drammatica nella concentrazione di MBL in individui apparentemente sani fino
a 1000 volte (caucasico: range <20-10.000 ng/ml).

Inoltre, Ezekowitz e colleghi hanno presentato prove nel 1988 che MBL era una molecola
della fase acuta (58). In queste indagini, I'RNA & stato isolato da un fegato "normale" preso
come parte di una biopsia di stadiazione per la malattia di Hodgkins ed & stato confrontato
con I'RNA isolato da un fegato fresco post mortem di una vittima per un grave trauma. Gli
autori hanno scoperto che le trascrizioni dellRNA messaggero MBL erano appena
rilevabili nel fegato normale, ma che l'induzione era osservata nel fegato esposto a stress
acuto.

Studi successivi hanno dimostrato che i livelli di MBL possono aumentare tra 1,5 e 3 volte
durante la fase acuta, ma questa risposta € variabile tra gli individui (59).

Va anche notato che anche durante una risposta di fase acuta, gli individui eterozigoti o
omozigoti per mutazioni MBL sembrano incapaci di raggiungere i livelli proteici di quelli
che possiedono un genotipo wild-type. Circa un terzo della popolazione caucasica
possiede genotipi che conferiscono bassi livelli di MBL, con circa il 5% della popolazione
che presenta livelli molto bassi.

Non é stato definito alcun livello assoluto di carenza di MBL.

Genotipo e fenotipo mostrano una correlazione relativamente forte e gli studi spesso
utilizzano solo una misura per dedurre la carenza. Tuttavia, c'€ un "valore aggiunto"
nell'esecuzione di entrambe le misure e vorremmo fortemente sostenere questo approccio
quando possibile.
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Evoluzione del gene MBL

L'MBL si presenta in due forme distinte nei roditori e nelle scimmie rhesus (60), ma solo
una forma si trova negli esseri umani e nei polli. Come discusso in precedenza, ci sono
due geni MBL umani, che sono molto probabilmente dovuti a un evento di duplicazione
genica (61). Tuttavia, MBL-1 & uno pseudogene e i potenziali meccanismi responsabili del
silenziamento del gene MBL-1 sono in discussione.

Nel 1998, Guo et al. hanno descritto un difetto di splicing dell'introne 1 e due codoni di
stop negli esoni 3 e 4 del gene MBL-1 (62). Piu recentemente, Seyfarth et al.
hannoidentificato sostituzioni della glicina nel codone 53 del gene MBL-1, che hanno una
stretta somiglianza con quelle trovate nel codone 54 del gene MBL-2 (63).

Tali sostituzioni sono state trovate anche in altri primati superiori, inclusi scimpanzé e
gorilla, ma non in primati piu distanti come la scimmia rhesus.

Gli autori hanno concluso che entrambi i geni MBL-1 e MBL-2 sono stati silenziati
selettivamente dagli stessi meccanismi molecolari, ma distorti nel tempo con conseguente
downregulation generale dei livelli di MBL nell'attuale popolazione umana.

Il paradosso MBL

L'alta frequenza di alleli varianti osservata in alcune popolazioni era inizialmente
sconcertante e poteva suggerire che il deficit funzionale di MBL implicava un qualche
vantaggio evolutivo.

Sono state proposte somiglianze tra il sistema genetico MBL e il ruolo dell'anomalia
genetica dell'anemia falciforme nella protezione contro la malaria per i portatori dell'allele
dell'emoglobina falciforme (64).

L'argomento € il seguente: alcuni parassiti intracellulari usano l'opsonizzazione C3 e i
recettori C3 sui monocitimacrofagi per entrare nel loro ospite. Pertanto, qualsiasi
riduzione della funzione di attivazione del complemento dell'ospite pud ridurre la
probabilita di essere parassitato. A sostegno di questo concetto c'€ uno studio su pazienti
con leishmaniosi viscerale, in cui si & dimostrato che tali pazienti hanno maggiori
probabilita di avere livelli elevati di MBL rispetto ai controlli non infetti (65).

Un piccolo studio su pazienti etiopi con lebbra conclamata o borderline ha anche
evidenziato che i loro livelli di MBL erano significativamente piu alti di quelli di donatori di
sangue sani (66).

Una spiegazione alternativa della frequenza inaspettatamente alta di individui con fenotipo
MBL basso in molte regioni tropicali &€ che l'eccessiva attivazione del complemento puo
provocare un danno dell'ospite di tipo immunopatologico; in queste situazioni qualsiasi
meccanismo che riduca l'attivazione del complemento pud essere utile (51).

Studi clinici.

L'identificazione del deficit di MBL come causa del cosiddetto difetto opsonico comune &
stata seguita da molti studi di associazione a malattie, per definire il ruolo preciso di
questa proteina.

Alcuni dei primi studi si sono concentrati su popolazioni pediatriche con l'ipotesi che MBL
fornisse un'attivita simile a quella di un "anticorpo" durante la "finestra di vulnerabilita"
(circa 6-24 mesi), quando i livelli di anticorpi dell'immunoglobulina G materna (IgG) sono
diminuiti ma la risposta immunitaria adattativa del bambino & ancora immatura (32).
Tuttavia, gli studi sugli adulti hanno suggerito che potrebbe esserci un ruolo per I'MBL per
tutta la vita (67).

Nonostante questi studi, la maggior parte degli individui che possiedono una variante
dell'allele MBL apparentemente non soffre di effetti negativi ed & essenzialmente sana. In
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uno studio che apparentemente lo conferma, Dahl et al. hanno monitorato 9245 adulti in
una popolazione danese caucasica e non ha trovato differenze significative nelle malattie
infettive o nella mortalita negli individui con deficit di MBL rispetto ai controlli (68).

Risultati simili sono stati riportati da Tacx et al. negli adulti non selezionati ricoverati in
ospedale con infezioni (69). Tuttavia, questi studi non dovrebbero essere considerati una
prova che i livelli di MBL non abbiano rilevanza clinica. Molti gruppi scientifici hanno
intrapreso studi caso-controllo, che in effetti suggeriscono che I'MBL sia un importante
modulatore immunologico.

In alcuni casi, ci sono prove che il significato del deficit di MBL & piu facilmente apprezzato
quando c'é un altro difetto coesistente (70), come abbiamo proposto per la prima volta nel
1991 (71).

La sinteticita richiesta non consente una revisione completa di tutti gli studi clinici MBL che
sono stati intrapresi fino ad oggi e gli argomenti trattati di seguito sono stati selezionati al
fine di illustrare esempi di possibili ruoli per MBL in una varieta di situazioni cliniche.

MBL nelle malattie infettive: suscettibilita e e severita

La maggior parte degli studi ha esplorato il ruolo del'MBL in relazione all'acquisizione di
un agente infettivo (suscettibilita) e la natura del decorso clinico associato (gravita).

Nella pratica clinica, questa distinzione pud essere difficile. Tuttavia, ai fini di questa
recensione, evidenzieremo esempi di infezioni in cui la MBL sembra avere un'influenza
sull'uno o sull'altro di questi due aspetti della malattia infettiva.

Infezioni in cui MBL puo assumere un ruolo predominante nella suscettibilita alla malattia
Hamvas et al. hanno recentemente mostrato un ruolo di MBL nell'infezione da micoplasma
(72).

Hanno studiato casi di infezione in pazienti con deficit primario di anticorpi (PAD) noti per
essere particolarmente suscettibili a tali organismi e li hanno confrontati con una
popolazione di controllo.

Piu di due terzi dei pazienti affetti da PAD con infezioni da micoplasma erano carenti di
MBL (in possesso di un allele variante dell'esone 1) rispetto a un terzo del gruppo di
controllo.

Nello stesso studio, sono stati in grado di dimostrare il legame di MBL a tre ceppi di
Mycoplasma utilizzando la citometria a flusso € hanno proposto un ruolo per MBL nella
prevenzione della malattia invasiva.

Nel 2003, & emersa la sindrome respiratoria acuta grave (SARS) come malattia altamente
infettiva causata da un nuovo coronavirus (SARS-CoV). Si é trattato di una nuova
epidemia in individui non esposti, principalmente in Asia.

Gli anticorpi specifici contro SARS-CoV vengono rilevati in media dopo circa 10 giorni
dopo linsorgenza dei sintomi, per cui la fase iniziale della malattia dipende dai
meccanismi immunitari innati.

Dalla rapida identificazione della struttura del virus (73, 74) si & reso evidente che questo
nuovo agente infettivo era ricco di zuccheri facilmente aggredibili da MBL. Questo fatto
pone le basi sul coinvolgimento della lectina nella difesa di prima linea contro questa
infezione. Studi successivi hanno riscontrato differenze significative nella distribuzione dei
genotipi carenti di MBL nei pazienti con SARS rispetto a quelli nei controlli (75, 76). Questi
studi hanno suggerito che I'MBL svolge un ruolo nella suscettibilita all'infezione ma non
influenza la successiva gravita. Nelle loro indagini, Ip et al. sono stati anche in grado di
dimostrare il legame di MBL al virus e la sua capacita di inibire l'infezione (75).
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Infezioni in cui MBL esercita un effetto sulla suscettibilita e severita

Epatite

Numerosi studi hanno affrontato il ruolo di MBL sia nell'infezione da epatite B che da
epatite C.

Yuen et al. hanno studiato i portatori cronici di epatite B ed epatite C in Cina (77).

L'allele variante B & stato riscontrato piu comunemente nei pazienti con cirrosi da epatite B
e in quelli con peritonite batterica spontanea.

E stato anche notato che i livelli di MBL erano piu bassi in questa coorte di pazienti con
infezione cronica. E stato suggerito lo screening per mutazioni MBL in tali pazienti al fine di
consentire l'identificazione di quelli ad aumentato rischio di complicanze che potrebbero
trarre beneficio da un trattamento antibiotico profilattico.

Nel 2005, Chong et al. hanno anche riferito che i genotipi MBL correlati a bassi livelli
proteici erano associati all'insorgenza di cirrosi € anche carcinoma epatocellulare nei
portatori di epatite B (78).

Hanno anche dimostrato che MBL € in grado di legare I'HBsAg (antigene di superficie
dell'epatite B). Nello stesso anno, Thio et al. hanno pubblicato i risultati di uno studio di
coorte “caso-controllo” su 527 pazienti naturalmente guariti dall'epatite B (n = 338) o
avevano un'infezione persistente (n = 189).

Hanno scoperto che i genotipi MBL correlati a livelli sierici elevati erano associati al
recupero dall'infezione, mentre quelli correlati a livelli inferiori erano associati alla
persistenza del virus (79).

Va notato che circa la meta dei soggetti & stata anche infettata dal virus
dell'immunodeficienza umana (HIV), ma gli autori hanno concluso che cid non ha
influenzato i risultati ottenuti.

Matsushita et al. hanno studiato l'influenza delle mutazioni MBL nell'infezione da epatite C
e ha scoperto che i malati che erano omozigoti per gli alleli della variante B avevano meno
probabilita di rispondere al trattamento con interferone (80). Sarebbe necessario un
ulteriore lavoro per definire il ruolo di MBL nella patogenesi dell'infezione da epatite.

Neutropenia

Le immunodeficienze secondarie a malattie o a trattamenti hanno fornito una interessante
popolazione di pazienti all'interno delle quali studiare il ruolo del'MBL. Uno di questi gruppi
comprende quelli che ricevono la chemioterapia oncologica. Questi pazienti sono resi
neutropenici dal trattamento (o dal processo patologico sottostante) e sono ad aumentato
rischio di complicanze infettive.

Nel 2001 sono stati pubblicati due studi che riportavano un effetto del deficit di MBL in tali
pazienti

Neth et al. hanno studiato 100 bambini e misurato i livelli di MBL e il genotipo.

| bambini in possesso di alleli della variante MBL hanno trascorso il doppio dei giorni in
ospedale con neutropenia febbrile durante i primi 6 mesi del loro trattamento rispetto agli
individui wild-type (81).

Nell'altro studio, Peterslund et al. hanno seguito 54 adulti sottoposti a chemioterapia per
varie neoplasie ematologiche e ha scoperto che coloro che hanno sviluppato infezioni
"significative" (batteriemia, polmonite o entrambe) nelle 3 settimane successive al
trattamento avevano livelli di MBL significativamente piu bassi rispetto a quelli senza
infezioni significative (82).

Studi successivi hanno mostrato risultati diversi, ma fare confronti tra essi € intrinsecamente
difficile.

I pazienti neutropenici sono una popolazione altamente eterogenea, con diversi processi patologici
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sottostanti, sottoposti a regimi terapeutici di diversa intensitd, con conseguenti vari gradi di
Immunosoppressione.

In uno studio contrastante, Bergmann et al. hanno seguito 80 adulti sottoposti a terapia per la
leucemia mieloide acuta, che prevede un trattamento intenso e altamente mielosoppressivo. Non
hanno riscontrato alcun effetto del deficit di MBL sulla frequenza, gravita o durata della febbre e
hanno suggerito che la natura del trattamento ha sopraffatto qualsiasi potenziale influenza di MBL
(83).

Sono necessari ulteriori studi clinici in tali pazienti per delineare 1'esatto ruolo di MBL.

Un modello murino a “doppio knockout MBL” & stato utilizzato per esplorare I'enigma
clinico di cui sopra.Nel 2004, Shi et al. hanno dimostrato che i topi null MBL erano
altamente suscettibili all'inoculazione endovenosa di Staphylococcus aureus, morendo tutti
entro 48 ore, rispetto al 55% di sopravvivenza dei topi con wild-type MBL.

Inoltre, quando i topi sono stati inoculati per via intraperitoneale e resi neutropenici
(usando ciclofosfamide), & stato riscontrato che i topi neutropenici MBL null avevano
accumuli di batteri nel sangue e negli organi maggiori rispetto ai topi neutropenici wild-
type. Entro il giorno 8 dopo l'infezione, i topi neutropenici wild-type avevano eliminato
l'infezione dal sangue, mentre i topi neutropenici MBL null avevano batteriemia
persistente.

Gli autori sono stati in grado di invertire il fenotipo trattando i topi null MBL con MBL
ricombinante (84).

MBL e virus dell'immunodeficienza umana

Ad oggi (--2006--), quasi 40 milioni di esseri umani sono stati infettati dall'HIV.

Le conseguenze cliniche dell'esposizione virale sono variabili. Alcuni individui possono
essere ripetutamente esposti al virus ma rimangono liberi dall'infezione. Altri possono
essere infettati ma rimangono liberi da malattie cliniche. Sebbene numerosi fattori virali e
dell'ospite determineranno il destino di un individuo esposto all'HIV, ci sono dati che
indicano che I'MBL pud influenzare sia la suscettibilita che la gravita dell'infezione da HIV.
Il probabile bersaglio di legame per I'HIV € la glicoproteina fortemente glicosilata, gp120.
Mentre si puo facilmente dimostrare che MBL si lega alla gp120 purificata (85), la capacita
di MBL di neutralizzare gli isolati primari di HIV & meno convincente. Dati recenti indicano
che MBL puo opsonizzare I'HIV ma non induce la neutralizzazione. Tuttavia, il legame e
l'opsonizzazione delllHIV da parte di MBL possono alterare il traffico del virus e la
presentazione dell'antigene virale durante l'infezione da HIV. MBL pud influenzare
I'adsorbimento virale da parte delle cellule dendritiche (DC), che esprimono una lectina
sulla superficie cellulare chiamata "Molecola specifica delle DC di adesione intracellulare
3-grabbing non-integrina" (DC-SIGN).

E stato dimostrato che DC-SIGN media un tipo di infezione chiamata “trans'infezione”, in
cui le DC legano I'HIV e trasferiscono efficacemente il virus alle cellule T. La
preincubazione di ceppi di HIV con MBL previene la transinfezione dei linfociti T mediata
da DC-SIGN e indica che almeno in vitro, MBL pu0 inibire I'assorbimento e la diffusione
dell'HIV mediata da DC-SIGN (86).

Qualunque sia il meccanismo delle interazioni di MBL con I'HIV, numerosi studi clinici
hanno suggerito che la carenza di MBL & un fattore di rischio per l'acquisizione
dell'infezione da HIV.

Il deficit di MBL sembra aumentare il ischio di infezione da HIV da tre a otto volte 87,88,
89, 90.

Vi & anche un aumento del rischio di trasmissione verticale dalle madri infette alla prole
(91). Tuttavia, questi risultati non sono stati replicati in tutte le popolazioni, con alcuni studi
che non hanno dimostrato un ruolo per MBL nell'infezione da HIV 92, 93, 94. C'é ancora
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meno chiarezza per quanto riguarda il ruolo di MBL nella progressione della malattia da
HIV. Garred et al. (87) hanno dimostrato che gli uomini con varianti MBL avevano un
tempo di sopravvivenza piu breve dopo l'insorgenza della sindrome da immunodeficienza
acquisita (AIDS) rispetto ai pazienti con alleli MBL wild-type.

Tuttavia, in una coorte ben caratterizzata di uomini omosessuali, la variante MBL ha avuto
un effetto insignificante sulla sopravvivenza dopo la diagnosi di AIDS (95).

In quest'ultimo studio, sembrava esserci un effetto protettivo degli alleli varianti MBL, con
un ritardo nello sviluppo dell'AIDS clinico dopo la sieroconversione HIV.

| pazienti con alleli varianti MBL avevano una conta di CD4 piu bassa al momento dello
sviluppo dell'AIDS, indicando che la carenza di MBL pud influenzare il momento
dell'insorgenza dell'AIDS.

Inoltre, le mutazioni MBL sembravano proteggere dallo sviluppo del sarcoma di Kaposi,
una osservazione azzardata e difficile da spiegare(95).

In un altro studio, Prohaszka et al. (90) hanno scoperto che i livelli di MBL erano piu bassi
negli individui HIV-positivi asintomatici rispetto ai controlli HIV-negativi.

Tuttavia, l'effetto protettivo di MBL &€ scomparso nei pazienti con una diagnosi di AIDS; i
pazienti con livelli elevati di MBL avevano un numero significativamente piu basso di
cellule CD4.

Una possibile spiegazione & che una maggiore produzione di citochine proinfiammatorie
nella malattia da HIV avanzata stimoli un aumento della sintesi di MBL (96), aumentando i
livelli nei pazienti con malattia in stadio avanzato.

Infatti, uno studio recente ha dimostrato in vitro che I'MBL pud aumentare la produzione di
citochine proinfiammatorie e la replicazione virale (97). Alla luce degli studi che indicano
un ruolo per MBL nella modulazione infiammatoria, si € tentati di suggerire che in alcune
circostanze, MBL pud promuovere l'attivazione delle cellule infammatorie, accelerando
cosi il tasso di deplezione dei linfociti T CD4+.

Pochi studi hanno valutato I'impatto di MBL nel contesto di una terapia antivirale efficace.
Uno studio ha tentato di mettere in relazione lo stato MBL e i pazienti) con infezione da
HIV stazionari a lungo termine (LTNP) (98).

| livelli di MBL erano coerenti con un genotipo di tipo selvaggio nei sei LTNP studiati.
Amoroso e colleghi avevano anche suggerito un tale effetto in uno studio che mostrava
che i bambini con malattia in rapida progressione avevano piu probabilita di avere allel
varianti MBL (codone 54) rispetto a quelli con progressione piu lenta (99).

MBL: suscettibilita alle infezioni e regolazione dello stato infammatorio

MBL e fibrosi cistica

La fibrosi cistica fornisce un esempio di una condizione clinica in cui MBL sembra
esercitare il suo ruolo di gene di suscettibilita alle infezioni e modulatore inflammatorio.
Garred et al. sono stati i primi a riferire che i pazienti con alleli varianti MBL hanno una
funzione polmonare significativamente ridotta e una ridotta aspettativa di vita rispetto agli
individui wild-type (100).

L'effetto del deficit di MBL sulla gravita della malattia polmonare era piu evidente nei
pazienti con infezione cronica da Pseudomonas aeruginosa ed & stato anche riscontrato
che l'infezione da Burkholderia cepacia era piu comune nei pazienti con deficit di MBL. Nel
2004, Davies et al. hanno riferito che & stato osservato un effetto solo negli adulti
omozigoti per le mutazioni di MBL. Questi pazienti avevano una funzione polmonare
significativamente ridotta, ricoveri ospedalieri piu frequenti e marcatori infiammatori
sistemici aumentati. Tuttavia, non c'era una sicura evidenza di una maggiore suscettibilita
a Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa (101).
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Non & chiaro se MBL abbia un effetto sulla colonizzazione precoce connBurkholderia
cepacia e Pseudomonas aeruginosa o sulle successive infezioni virali secondarie o se vi
sia un effetto (anti)infiammatorio sul successivo danno polmonare.

Sindrome da risposta infiammatoria sistemica e infarto del miocardio

Studi clinici su pazienti critici che richiedono una gestione in terapia intensiva hanno
dimostrato che gli individui con deficit di MBL hanno maggiori probabilita di sviluppare la
sindrome da risposta inflammatoria sistemica (SIRS) (Figura 5) e progredire verso lo
shock settico e la morte 102, 103, risultati che potrebbero essere correlati alla risposta
proinfiammatoria delle citochine.

Va anche notato che si accetta con maggior convinzione che l'inflammazione cronica sia
un fattore di rischio per l'infarto del miocardio (IM), e un recente studio di Saevarsdottir et
al. ha scoperto che i pazienti con livelli elevati di MBL hanno una minore probabilita di
soffrire di un infarto miocardico, suggerendo ancora una volta un ruolo potenziale di MBL
nella modulazione della risposta infiammatoria (104).
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Livelli sierici di MBL, aplotipo MBL e sviluppo di SIRS.
I1 livello sierico di MBL viene tracciato rispetto all'aplotipo MBL (esone 1 e polimorfismi del
promotore X/Y, dove O indica la presenza di varianti B, C o D). Gli aplotipi sono raggruppati da
quelli associati ai livelli sierici piu elevati (YA/YA), a quelli associati ai livelli piu bassi (YO/YO). I
cerchi rossi mostrano casi che hanno sviluppato SIRS; cerchi vuoti, casi che non hanno sviluppato
SIRS [Adattato da Fidler et al. (103)].
MBL, lectina legante il mannosio; SIRS, sindrome da risposta infiammatoria sistemica.

MBL e malattie autoimmuni

In quanto componente del sistema innato del complemento somigliante a C1q, ma anche
come attore nei processi infettivi e inflammatori, la struttura e la funzione di MBL hanno
stimolato studi che esplorano un possibile ruolo nelle condizioni autoimmuni.

Il lupus eritematoso sistemico (LES) € stato al centro di numerosi studi di genotipizzazione
MBL, ma i risultati sono stati alquanto incoerenti. Tuttavia, una recente meta-analisi ha
esaminato gli studi in quest'area e ha scoperto che alcun tipi di variante MBL sono
effettivamente fattori di rischio per il LES (105). Come per le malattie infettive, ci sono
alcune prove che il rischio di patologia aumenta se c'€ un altro difetto immunitario
coesistente.

Ad esempio, in una coorte di pazienti spagnoli, I'odds ratio per lo sviluppo di LES era 2,4
per individui con deficit di MBL, ma questo aumentava a 3,2 quando c'era
contemporaneamente anche un deficit parziale di C4 (106). Studi su pazienti con LES
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hanno riportato che il deficit di MBL influenza anche il rischio di sviluppare alcune
complicanze, che includono trombosi arteriosa (107) e infezioni del tratto respiratorio 108,
109.

E stato anche suggerito un ruolo di MBL nella patogenesi dell'artrite reumatoide.

Malhotra et al. hanno riportato che i cambiamenti nella glicosilazione delle 1gG
susseguente alla malattia sottostante determinano [I'attivazione del complemento
associata a MBL (110).

Tale attivazione del complemento contribuisce quindi all'infiammazione cronica della
membrana sinoviale. Tuttavia, Graudal et al. hanno scoperto che i pazienti con livelli di
MBL piu bassi hanno manifestato sintomi piu precoci e piu gravi e hanno avuto una
distruzione articolare piu rapida come visualizzato radiologicamente (111).

Prospettive future

Diverse recenti pubblicazioni suggeriscono le direzioni in cui potrebbe procedere la ricerca
su queste molecole associate al complemento. Queste includono interventi terapeutici,
saggi funzionali e la valutazione della funzione di MBL nelle malattie.

Potenziale terapeutico di MBL

E' stata tentata per la prima volta (senza alcuna conoscenza della carenza) l'infusione
dell'MBL tramite somministrazione di plasma fresco congelato ai pazienti e si € scoperto
che questa terapia correggeva il difetto opsonico (28, 29).

Da allora, I'MBL derivato dal plasma purificato & stato somministrato in modo sicuro a molti
pazienti, con conseguente normalizzazione dellMBL rilevabile con test di
immunoassorbimento enzimatico e dell'attivita opsonica mediata dal complemento (112).
Uno studio di fase 1 ha mostrato che I'emivita della proteina variava tra 18 e 115 ore (113).
Anche lo sviluppo di MBL ricombinante € in fase di sperimentazione di fase 1 e tali sviluppi
forniscono prospettive entusiasmanti per I'esplorazione futura del potenziale terapeutico
dell'MBL.

Indagini funzionali dei meccanismi d'azione di MBL e ficolina-lectina

La scoperta di altri componenti della via della lectina, comprese le ficoline e le MASP,
indica che questo braccio del sistema immunitario € complesso e si estende oltre MBL e
MASP-2 da solo. Queste conoscenze ci consentono di comprendere l'impatto di queste
molecole sia da sole che in combinazione.

La valutazione funzionale della via della lectina pud essere misurata in modo piu accurato
e clinicamente rilevante rispetto al livello e/o al genotipo di MBL. Sono stati riportati
numerosi articoli, che valutano I'attivita in diversi stadi dell'attivita funzionale; pertanto, i
risultati devono essere interpretati di conseguenza 114, 115.

Anche l'impatto delle carenze degli altri componenti molecolari &€ oggetto di molte ricerche.
Nel 2003, Stengaard-Pedersen et al. hanno riportato il primo caso identificato di deficit di
MASP-2 (116). E' stata eseguita I'analisi funzionale della capacita di MBL di attivare la via
della lectina, misurando la deposizione di C4b su una superficie di mannano, su un gruppo
di pazienti con sospetta immunodeficienza.

E stato studiato un paziente che aveva un'attivitd carente nonostante avesse MBL
sufficiente. Non & stato trovato MASP-2 o Map19 nel plasma e l'analisi genetica ha
indicato che il paziente era omozigote per una mutazione puntiforme nell'esone 3 del gene
(D105G). Clinicamente, il paziente soffriva di infezioni ricorrenti e sintomi autoimmuni.
Successivamente, la frequenza di questa mutazione € stata valutata in un piccolo numero
di pazienti con i valori che variano dall'1,3% al 6,3% (117).

Come discusso in precedenza, il contributo di MASP-1 e MASP-3 nel percorso rimane
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oscuro.

Il ruolo delle ficoline inizia ora ad essere affrontato negli studi clinici. Come per I'MBL, non
sono ancora stati definiti livelli assoluti di carenza. Atkinson et al. hanno studiato piu di 300
bambini con infezioni ricorrenti del tratto respiratorio e hanno misurato i livelli di L-ficolina
(118).

Un'associazione con il deficit di MBL nella stessa coorte di pazienti era gia stata segnalata
(119).

In questo studio, bassi livelli di L-ficolina erano piu comuni nei pazienti rispetto ai controlli
e piu comuni nei pazienti con disturbi atopici coesistenti, suggerendo un ruolo della L-
ficolina nella protezione dai microrganismi che complicano la malattia allergica.

Sono stati identificati polimorfismi nelle ficoline, sebbene il loro significato clinico sia
ancora sconosciuto.

Quanto & importante il ruolo di MBL nelle malattie umane?

MBL e una molecola antica, che probabilmente €& stata soggetta a un gran numero di
selezioni evolutive. Gli ultimi 50.000 anni dell'evoluzione umana sono stati associati a
grandi cambiamenti quando gli ominidi sono passati da uno stile di vita essenzialmente
nomade a stili di vita sempre piu costituite da grandi comunita stanziali (legate alla
agricoltura e all'allevamento).

A causa di questi cambiamenti, sarebbe cambiato anche lo spettro delle malattie infettive
comuni.

Dalla meta del 900, l'introduzione di antibiotici, I'emergere di nuove infezioni e il crescente
uso di terapie immunosoppressive hanno fornito nuove sfide al sistema di difesa innato
dell'uomo. Nonostante tutte queste mutevoli pressioni evolutive, i polimorfismi del gene
MBL persistono ad alte frequenze, suggerendo che offrono potenziali vantaggi per I'ospite.
In sintesi, esiste un equilibrio in cui alcuni individui beneficiano dell'espressione di livelli
elevati della proteina, mentre altri (che vivono in ambienti diversi, ad esempio i tropici)
possono beneficiare di livelli ridotti di MBL circolante (Figura 6).

Figura 6
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Rappresentazione schematica che illustra come 1 livelli sierici di MBL sia alti che bassi possono
influire sulla salute di un dato ospite. IL, interleuchina
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La diversa concentrazione serica di MBL pud essere vantaggiosa o svantaggioso se
considerata dal punto di vista della gravita di una particolare malattia.

Pertanto, & noto che quelli con livelli piu elevati di MBL sono in grado di modulare meglio
l'infiammazione, probabilmente attraverso un effetto sulle risposte delle citochine. Al
contrario, quelli carenti di MBL sembrano essere a rischio di sepsi e SIRS.

Per questi motivi, le analisi della rilevanza di MBL (120) dovrebbero essere estese oltre il
suo ruolo nelle malattie infettive e includere aree cliniche come ['autoimmunita e le
malattie inflammatorie.
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