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INTRODUZIONE

1- DIABETE DI TIPO 1 (T1D)

Il diabete di tipo 1 (T1D) rappresenta una delle piu gravi forme cliniche di diabete mellito, in cui la
distruzione delle cellule 3 del pancreas comporta generalmente ’incapacita di produrre insulina [1-
4]. A tutt’oggi il T1D viene distinto in due forme: diabete mellito di tipo 1A (o immunomediato),
che origina a seguito della distruzione delle cellule e che pud essere a insorgenza rapida
(giovanile) o ad esordio lento (Latent Autoimmune Diabetes-LADA, in soggetti adulti) [2-4] e di
tipo 1B (o idiopatico), meno frequente, le cui cause non sono ancora note e presente soprattutto in
individui con discendenti asiatici o africani [5].

L’eziologia della malattia resta ancora in gran parte sconosciuta, anche se ¢ ampiamente accettato
che l’origine del disturbo sia multifattoriale, particolarmente legata ad un’interazione tra
predisposizione genetica da una parte e fattori ambientali dall’altra [6—8]. La suscettibilita genetica
¢ stata ampiamente dimostrata per particolari combinazioni genetiche degli antigeni HLA: nello
specifico sono stati identificati aplotipi predisponenti la malattia (DQA1*0301-DQB1*0302 e
DQA1*0501-DQB1*0201) e protettivi (DQA1*¥0102-DQB1*0602) [2]. Altri geni associati sia a
rare sindromi, come i geni AIRE e Foxp3, che a condizioni di autoimmunita, ad esempio PTPN22 e
CTLA-4, sembrano svolgere un ruolo nella patogenesi del T1D [9].

I fattori ambientali coinvolti nell’innesco della risposta autoimmune, che danno inizio alla
distruzione delle cellule 3, comprendono: virus (enterovirus, rosolia congenita, coxsackie virus)
[10, 11], tossine (nitrosamine) [12] e alimenti (proteine del latte, cereali, glutine) [13-17].
L’eccessiva attivazione del sistema immunitario mediato dalle cellule T in soggetti predisposti,
porta ad una risposta infiammatoria all’interno delle insule pancreatiche (insuliti) e ad una risposta
umorale (mediata dai linfociti B) che conduce alla produzione di anticorpi diretti contro antigeni
pancreatici. Sono stati individuati numerosi anticorpi rivolti verso le varie strutture delle insule
pancreatiche, attualmente entrati anche nell’uso diagnostico: ICA (Islet Cell Autoantibodies)
[18] rivolti ad antigeni bersaglio dell’insula estremamente eterogenei; sono presenti nella
maggioranza dei casi di diabete 1A gia in fase prediabetica, nel 70% dei casi all’insorgenza della
malatti, nel 50% dopo sei mesi, nel 35% dopo due anni e nel 15% oltre i due anni. GADA
(Glutamic Acid Decarboxylases Autoantibodie) [19] sono rivolti contro la Glutammato
Decarbossilasi (GAD) da 65 kDa prevalentemente; sono presenti in circa il 60% dei casi di diabete

di tipo 1A, sono caratterizzati da prolungata persistenza dopo 1’esordio della malattia e sono quindi



determinanti nella diagnosi del LADA. TA-2 (IA-2A Autoantibodies) sono rivolti contro una
tirosinfosfatasi che interviene nel trasporto dei segnali dal citoplasma alle vescicole secretorie delle
cellule. Sono presenti in circa il 40% dei casi, caratterizzerebbero il rapido evolvere della malattia
verso I’insulina-dipendenza e sono piu frequenti nei giovani. IAA (Insulin Autoantibodies) [20]
rivolti contro I’insulina nativa; sono un marcatore precoce di autoimmunita, nella prima infanzia
sono 1 piu frequentemente trovati (presenti in > 90% dei casi) e spesso in tale eta la loro comparsa
precede quella degli ICA, dei GADA e degli IA-2; sono caratterizzati da rapida scomparsa.
Un’evidenza che supporta la patogenesi autoimmune del T1D deriva dalla suscettibilita dei pazienti
a sviluppare altre condizioni autoimmuni quali la tiroidite di Hashimoto, la malattia di Graves, la
malattia di Addison, il morbo celiaco, e la miastenia grave [21-24].

L’associazione tra una risposta iperattiva del sistema immunitario e il T1D ¢ dimostrato nei topi
NOD (Non-Obese Diabetic), modello animale pit comunemente studiato di diabete spontaneo, nei
quali I’eliminazione dei linfociti T impedisce lo sviluppo di T1D; inoltre il trasferimento di cellule
T da un donatore malato ad un ricevente sano si associa all’induzione della malattia [25].

Il mimetismo molecolare associato ad infezioni rappresenta una delle ipotesi per spiegare
I’autoimmunita nel T1D, tuttavia ¢ evidente che il precoce rimodellamento e /o omeostati che si
assiste nella massa delle cellule B coinvolge il meccanismo apoptotico all’interno delle cellule
stesse [26] che puo innescare a sua volta I’autoimmunita.

Anche se la relazione tra apoptosi delle cellule 3 e autoimmunita rimane ancora da stabilire in modo
completo, esistono evidenze per cui 1’apoptosi mediata dalle cellule T rappresenta un meccanismo
dominante nel T1D [25].

Sia i linfociti T-Helper (CD4") che i Citotossici (CD8") rappresentano importanti effettori finali
nella distruzione delle cellule B [27-29], ma anche i macrofagi e le cellule dendritiche giocano un
ruolo importante, non solo come cellule presentanti 1’antigene, ma anche come fonte di radicali
dell’ossigeno o di altri mediatori citotossici solubili [30].

Tuttavia, mentre sono note le cellule effettrici ed il loro ruolo nello sviluppo della malattia, ancora
molto discusso rimane il capitolo riguardante le molecole coinvolte nella morte delle cellule 3.
Perforina, Fas e il suo ligando (FasL), TNFa, IL-1, INFy, NO sono tutte molecole che sembrano
coinvolte nell’apoptosi cellulare, anche se non ¢ ancora nota quale sia tra queste la molecola che
svolge il ruolo cruciale nella fase finale di sviluppo della malattia [31].

Diversi lavori riportano 1’utilizzo di Fas (recettore di morte che induce apoptosi nei linfociti attivati)
da parte dei CTL nell’apoptosi delle cellule 3 [32—34], un ruolo confermato anche attraverso la

nostra identificazione di una sostanziale popolazione di pazienti T1D che presentano una difetta



funzionalita della proteina [35]. Il ruolo di Fas nella risposta immune ¢ confermato nei pazienti
affetti da Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), rara malattia autoimmune
caratterizzata manifestazioni autoimmuni eterogenee e accumulo di linfociti negli organi linfatici
secondari, caratterizzati da difetti ereditari della funzionalita di Fas [36—39].

Un’altra molecola ampiamente associata alla distruzione delle cellule (3 ¢ perforina. I granuli dei
CTL e delle cellule natural killer (NK) contengono perforina e granzimi, che vengono rilasciati
sulle cellule bersaglio dopo il riconoscimento da parte delle cellule citotossiche. Perforina
polimerizza sulla membrana delle cellule bersaglio formando dei pori che permettono 1’ingresso di
granzimi, i quali innescano 1’apoptosi nella cellula bersaglio attraverso 1’attivazione delle caspasi
[40]. La citotossicita mediata da perforina svolge un ruolo cruciale anche nell’eliminazione delle
cellule infettate da virus e nello spegnimento della risposta immunitaria [41-43].

I1 ruolo di perforina nel T1D ¢ confermato anche nei topi NOD, infatti, I’eliminazione di perforina
riduce sensibilmente 1’incidenza del diabete nei topi NOD e inoltre blocca 1’insorgenza del diabete
indotto da virus nei topi transgenici RIP-LCMV [44, 45], suggerendo quindi un ruolo importante

della proteina sia nei modelli spontanei di diabete che in quelli artificiali.



2-PERFORINA

I linfociti citotossici (CL), che comprendono i linfociti T citotossici (CTL) e le cellule natural killer
(NK), sono in grado di riconoscere cellule infettate da virus o cellule trasformate e di distruggerle
attraverso meccanismi perforina-dipendenti e¢/o utilizzando recettori di morte. Entrambi questi
meccanismi rappresentano sistemi fondamentali per I’'immuno sorveglianza e [’immuno
regolazione.

I granuli presenti all’interno dei CL contengono perforina ed altre proteine pro-apoptotiche che
vengono segregate insieme al fine di uccidere le cellule bersaglio.

Perforina, codificata da un gene presente in singola copia ed altamente conservato tra le specie (dai
pesci ai primati), svolge un ruolo cruciale per il funzionamento degli altri costituenti dei granuli
citotossici (ad es. granzimi), coinvolti anch’essi nell’induzione della morte delle cellule bersaglio,
tramite meccanismi caspasi-dipendenti e/o caspasi-indipendenti [46].

L’esocitosi dei granuli citotossici avviene a seguito della formazioni di sinapsi immunologiche tra i
CL e le cellule bersaglio; la fusione dei granuli con la membrana plasmatica si risolve con il rilascio
di perforina e serino-proteasi pro-apoptotiche (granzimi) insieme ad altre molecole quali
granulosina e chemochine.

Perforina ¢ una proteina di circa 67 kDa, in grado di formare pori sulla membrana delle cellule
bersaglio; la sua espressione ¢ regolata durante il differenziamento linfocitario da segnali di
recettori di attivazione (recettori delle cellule T, NKG2D) e da citochine (IL-2, IL-15, IL-21).

I1 gene umano di perforina, localizzato sul cromosoma 10q22 [47], ¢ costituito da tre esoni, due dei
quali (esone 2 e 3) codificanti la proteina di 555 aminoacidi.

La proteina presenta una sequenza segnale di 21 aa, seguita da un dominio centrale con forte
omologia con la proteina C9 del complemento che si ritiene formare un’a elica antipatica in grado
di inserirsi nel doppio strato lipidico della cellula bersaglio.

Approssimativamente, gli ultimi 200 aa della sequenza di perforina vanno a costituire due dominii
che sono stati identificati in precedenza in altre famiglie di proteine: un dominio EGF-like
(Epidermal Growth Factor) e una regione di circa 130 aa omologa al dominio C2 della protein-
chinasi C [48, 49].

I1 dominio C2 all’estremita carbossil-terminale di perforina mostra una stretta omologia di sequenza
con il dominio C2 di altre proteine Ca*'-dipendenti coinvolte nel traffico vescicolare o nella
trasduzione del segnale [50—-52]. Recenti studi hanno dimostrato il ruolo cruciale di questo dominio
nella prima fase dell’attivita membranolitica di perforina, la fase di legame alla membrana Ca®"-

dipendente [53].



Diversamente dalle altre proteine contenenti un dominio C2, perforina sembra esercitare la sua
attivita nel compartimento extracellulare, dove la concentrazione di Ca”" libero ¢ alta (> 1 mM). Ne
consegue che la proteina necessita almeno di una concentrazione 100uM di Ca>" per legare
efficientemente la membrana della cellula bersaglio. La bassa affinita di perforina per il Ca*
potrebbe d’altronde essere necessaria per proteggere i CL dall’autolisi durante la sintesi di perforina
e il suo traffico all’interno della cellula. Inoltre, I’accumulo di perforina nei granuli, all’interno dei
quali il pH viene mantenuto basso (< 5), si risolve nella protonazione dei residui di aspartato
all’interno del dominio C2 necessari per legare il Ca®’, non permettendo quindi il legame alla
membrana e impedendo 1’attivazione di perforina prima della sua esocitosi.

La proteina contiene due siti di N-glicosilazione. Viene sintetizzata come precursore inattivo: una volta
processato nel carbossiterminale, rilascia circa 20 aminoacidi e si trasforma nella sua forma attiva [49]
(Figura 1). In seguito alla sintesi nel reticolo endoplasmatico rugoso, le molecole di perforina si
spostano attraverso i compartimenti del Golgi dove continua la modificazione post-traduzionale e

vengono infine impaccate nei granuli litici dei CTL e delle cellule NK.
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Figura 1. Domini strutturali di perforina.



2.1 Deficit di perforina nell’'uvomo: la Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (FHL)

La Linfoistocitosi Emofagocitica (HLH) ¢ una malattia caratterizzata da una condizione
iperinflammatoria determinata da un’incontrollata inefficace risposta immune. I sintomi diagnostici
comprendono: febbre persistente, splenomegalia, citopenia, ipertrigliceridemia e/o fibrinopenia ed
emofagocitosi a livello del sistema reticolo-endoteliale [54].

Generalmente la HLH viene classificata in forma primaria (o familiare, FHL) e secondaria [55, 56].
La diagnosi di FHL, condizione autosomica recessiva, ¢ legata alla familiarita della malattia e,
anche se non sempre uno studio familiare ¢ possibile, la recente identificazione di difetti genetici
nei pazienti FHL ha reso la diagnosi piu accurata.

Le mutazioni identificate cadono nel gene di Perforina (PRF'1) nei pazienti FHL2 [57-64], nel gene di
Munc13-4 (UNCI13D) nei pazienti FHL3 [64-66] ¢ nel gene di Syntaxinll (S7X1/) nei pazienti
FHL4 [64, 67, 68].

Nel complesso, mutazioni a carico di Munc13-4, Syntaxinl1 e Perforina sono responsabili del 30-70%
dei casi di FHL, suggerendo che altri difetti genici che possono predisporre all’FHL devono ancora
essere identificati.

Perforina ¢ coinvolta nella citotossicita mediata dai granuli presenti nelle cellule NK e nei CTL e, dopo
I’identificazione di mutazioni nel suo gene, ¢ stato possibile stimare che la FHL2 puo svilupparsi anche
dopo I’infazia, fino ai primi cinquant’anni di vita [69], mentre I’insorgenza della HLH ¢ tipicamente
giovanile [70].

Nei pazienti affetti da HLH D’attivita citotossica dei CTL e delle cellule NK ¢ severamente ridotta, se
non assente e le mutazioni in perforina coincidono con una marcata riduzione della funzionalita e
stabilita della proteina [57, 60, 62]. I linfociti citotossici dei pazienti HLH sono incapaci di eliminare
le cellule bersaglio e reprimere le cellule presentanti I’antigene. Questo determina un’attivazione ed
un’espansione incontrollata dei linfociti T CD4+ ¢ CD8+ ed una eccessiva produzione di citochine
infiammatorie [71]

Tra le molte variazioni note in perforina, la sostituzione nucleotidica +272C/T, che determina a
livello proteico il cambiamento dell’ Alanina in posizione 91 con una Valina (A91V), rappresenta la
variazione piu comune identificata in perforina, con una frequenza allelica che varia tra 3% e 17%
in diverse popolazioni di controli [63, 72, 73].

Molti studi hanno suggerito un nesso tra la A91V e forme atipiche (tardive nello sviluppo) di FHL2
[63, 69, 72, 74 ]. E’ stato inoltre proposto un ruolo della variazione nella predisposizione di diversi
tipi di tumore, inclusi linfomi a cellule T e B [75] e nella Leucemia Acuta Linfoblastica (ALL) dei
bambini [76]. Infine, recentemente, la variazione ¢ stata associata anche alla DALD (Dianzani
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Lymphoproliferative Disease) [77]. Nella maggior parte dei casi (ad eccezione dei pazientiFHL), la
A91V si manifesta in eterozigots, anche se sono stati individuati alcuni casi di omozigosita sia nella
ALPS che nella DALD. A livello proteico, la variazione A91V sembra alterare la conformazione
della proteina riducendone 1’attivazione proteolitica ed aumentando la sua degradazione [78, 79].

Un altro polimorfismo sospetto di perforina, che determina il cambiamento amino acidico N252S, ¢
stato individuato in pazienti FHL che hanno sviluppato la malattia in eta molto precoce [57, 62].

La variazione ¢ stata recentemente associata alla Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS),

dove ¢ stato dimostrato aumentare il rischio di sviluppare la malattia di circa 63 volte [77].



SCOPO DEL LAVORO

Recentemente nel nostro laboratorio ¢ stato dimostrato che la sostituzione A755G del gene di
perforina, che determina a livello aminoacidico il cambiamento dell’asparagina in posizione 252
con una serina (N252S), rappresenta un fattore di rischio per lo sviluppo della Sindrome
Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), rara malattia autoimmune ereditaria causata da difettiva
funzionalita di Fas. E’ stato anche dimostrato che la variazione C272T nello stesso gene, che
conduce alla sostituzione aminoacidica A91V ¢ associata allo sviluppo della DALD (variante
incompleta dell’ ALPS).

Essendo noto il convolgimento di perforina, proteina ad attivita citolitica presente nei granuli dei
linfociti citotossici (CTL) e delle cellule natural killer (NK), nel meccanismo di distruzione delle
cellule B del pancreas che si assiste nel Diabete di Tipo 1 (T1D), abbiamo deciso di valutare se le
due variazioni di perforina associate all’ALPS/DALD, potessero rappresentare un fattore di rischio

anche per lo sviluppo di una malattia autoimmune piu comune come il T1D.
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MATERIALI E METODI

1-PAZIENTI

Per lo studio del gene di perforina abbiamo analizzato due popolazioni indipendenti di pazienti
affetti da T1D e di controlli sani etnicamente correlati e selezionati casualmente. La prima
popolazione comprende 352 pazienti ¢ 816 controlli, la seconda 365 pazienti e 964 controlli. Sia i
pazienti che 1 controlli sono Caucasici e Italiani.

Pazienti e controlli sono stati reclutati dal Centro di Diabetologia dell’Ospedale Maggiore di Novara,
dall’Ospedale S. Giovanni Battista di Torino e dall’Ospedale Pediatrico Regina Margherita di Torino,
dall’Ospedale Pediatrico Gianna Gaslini e dall’Universita di Genova, dal Policlinico S. Matteo di
Pavia.

Tutti 1 pazienti hanno fornito il consenso informato, in accordo con la Dichiarazione di Helsinki
(International Committee of Medical Journal Editors, 1995). Lo studio ¢ stato effettuato secondo le

linee guida del comitato etico locale.

2-ESTRAZIONE DI DNA DA SANGUE

Ai campioni di sangue eparinato, prelevato da pazienti o soggetti sani di controllo, ¢ stata aggiunta
una soluzione fisiologica (NaCl 0.9%) in rapporto 2:1 con il sangue stesso. I campioni sono stati
centrifugati a 2500 rpm per 20 min. Questo lavaggio ¢ stato ripetuto due volte. E’ stata quindi
aggiunta una soluzione emolitica per 10-15 minuti a temperatura ambiente. I campioni sono stati
centrifugati a 2500 rpm per 20 min e, per rimuovere eventuali residui derivati dall’emolisi, ¢ stato
effettuato un ulteriore lavaggio con soluzione fisiologica, centrifugando10 min a 1500 rpm.
Successivamente, sono stati aggiunti nel seguente ordine: Lysis Buffer (10 mM TRIS pH 8.2, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA), SDS 20% (25 pl per ogni ml di Lysis Buffer) e Proteinasi K (20 mg/ml:
25 Ml per ogni ml di Lysis Buffer). I campioni sono stati successivamente incubati a 37°C, in
agitazione, per 16 ore. Il “salting-out” delle proteine ¢ stato ottenuto con I’aggiunta di una soluzione
NaCl 6M. Le proteine precipitate sono state rimosse mediante centrifugazione per 20 min a 2500
rpm.

Al surnatante si ¢ aggiunto etanolo assoluto in rapporto 1:1 con il surnatante stesso per precipitare il
DNA. La medusa di DNA formatasi ¢ stata lavata con un volume di etanolo al 70% ed il DNA ¢
stato infine risospeso in TE (10mM Tris-HCL pH 7,5 e ImM EDTA pH 8).

11



3-MISURAZIONE  DELLA CONCENTRAZIONE DI  ACIDI  NUCLEICI  ALLO
SPETTROFOTOMETRO

La lettura dell’assorbanza allo spettrofotometro, effettuta ad una lunghezza d’onda di 260 nm, ha
permesso di valutare la concentrazione degli acidi nucleici conoscendo le seguenti relazioni:

50 pg/ml corrispondono a 1 O.D.y60 nm per il DNA

40 pg/ml corrispondono a 1 O.D.z60 nm per 'RNA

Un ulteriore lettura a 280 nm viene utilizzata per valutare la purezza del DNA o dell’RNA; il

rapporto ottimale ODgp; ODago per il DNA ¢ pari a 1.8, mentre per ’'RNA ¢ pari a 2.

4-PCR ( Polymerase Chain Reaction)

L’esone 2 e 3, codificanti il gene perforina, sono stati amplificati mediante 1’utilizzo della Taq
polimerasi (Invitrogen), da campioni di DNA genomico estratto da pazienti T1D e da controlli sani.
La reazione di PCR ¢ stata allestita con 100-300 ng di DNA utilizzando i primers descritti in
Tabella 1.

PRIMERS

F:5’-cccttecatgtgecctgataate-3°

Perforina EX-2 R:5’-aagcagcctccaagtttgattg-3°

F:5’-ccagtcctagttctgeccacttac-3’

Perforina EX-3 R:5’-gaaccccttcagtccaagcatac-3’

Tabella 1. Primers utilizzati per amplificare gli esono 2 e 3 di perforina;

(F=forward; R=reverse).

La miscela di reazione ¢ composta dal tampone di reazione (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM
KCl), 0,5 UM di ciascun oligonucleotide, 0,2 mM di una miscela dei quattro nucleotidi, e 1U Taq
DNA polimerasi (5U/pl) (Invitrogen). Le reazioni di PCR necessitano di MgCl,: esso era
concentrato 1 mM nella reazione di amplificazione dell’esone 2 ¢ 2 mM per I’esone 3. Le

condizioni di reazione sono le seguenti:
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Esone-2:

94°C 5’

94°C 307

65°C 307 35 cicli
72°C 1°

72°C T

Esone-3:

94°C 5’

94°C 307

60°C 307 35 cicli
72°C 1’3

72°C T

5- ELETTROFORESI SU GEL D’AGAROSIO

I1 gel ¢ stato preparato sciogliendo I’agarosio (1,5%) in Tampone Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1%
contenente bromuro d’etidio. L’esposizione agli UV del gel permette il rilevamento del DNA grazie

alla fluorescenza emessa dall’etidio bromuro incorporato dal campione.

6- SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO

Nella prima popolazione di pazienti e controlli, 1 prodotti di PCR, sono stati purificati dall’eccesso
di primers e di nucleotidi non incorporati, utilizzando gli enzimi EXO e SAPI (ditta USB) tramite
un ciclo di incubazione di 20’ a 37°C e uno di 20’ a 80°C.

Le reazioni di sequenziamento sono quindi state ottenute servendosi del kit specifico ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit v1.1 (Applied Biosistem), dotati di
dideossinucleotidi ciascuno legato ad un fluorocromo differente. Seguendo il protocollo consigliato
dalla ditta, per un volume finale di reazione di 10 pl, sono stati addizionati al DNA purificato, 2 ul
di BigDye Sequencing Buffer (in dotazione con il kit) , il primer (3,2 puM/ul). Oltre ai primers
utilizzati per I’amplificazione, sono stati utilizzati due primers interni per I’esone 3 (forward: 5°-
CAGGTCAACATAGGCATCCACG-3’; reverse 5-GAACAGCAGGTCGTTAATGGAG-3"). La

reazione di sequenziamento prevede ’utilizzo del seguente programma:
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96°C I 1 ciclo
96°C 10”’

50°C 5> 25 cicli
60°C 4’

Il prodotto della reazione ¢ stato purificato, al fine di eliminare gli oligonucleotidi non incorporati,
mediante il kit Montage SEQqs Sequencing Reaction Cleanup (Montage). 5 pl del purificato sono
stati addizionati a 10 pl di formammide, denaturati (3° a 95°C), e caricati su piastra ottica per la

successiva analisi al sequenziatore.

7-DISCRIMINAZIONE ALLELICA MEDIANTE TAQMAN 5°

Nella seconda popolazione di pazienti e controlli, la genotipizzazione delle variazioni in posizione
+272 C/T (A91V) e +755 A/G (N252S), sono state effettuate utilizzando il procedimento di
discriminazione allelica mediante TagMan 5’ (Applied Biosystem). Primers allele specifici e sonde
fluorogeniche sono state utilizzate per la discriminazione (per la sostituzione +272 C/T vedere ref
80; per la posizione +755 A/G Cod. 4351376, Applied Biosystem).

La genotipizzazione per ogni soggetto ¢ stata ottenuta automaticamente attraverso il software SDS

1.3 per la discriminazione allelica.

8-SAGGIO DI CITOTOSSICITA’

Il saggio di citotossicita & stato effettuato misurando il rilascio di *'Cr da parte delle cellule
bersaglio. La valutazione dell’attivita citotossica delle cellule NK ¢ stata effettuata utilizzando come
bersaglio la linea cellulare K562.

Le cellule bersaglio sono state trattate per 1 ora a 37°C con >ICr (30 pCi [1.11 MBq]/ 10° cellule;
Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England) e lavate per tre volte con terreno di coltura
prima dell’aggiunta delle cellule effettrici NK.

La lisi specifica ¢ stata misurata in triplo, utilizzando 5X10° cellule K562 mescolate alle cellule
effettrici in differenti rapporti (effettore/target 10:1, 30:1, 100:1) in un volume totale di 200 pl. La
percentuale di lisi specifica ¢ stata calcolata usando la seguente formula: (Rilascio di °'Cr nel

campione - rilascio di >'Cr spontaneo / Rilascio di °'Cr totale - rilascio di >'Cr spontaneo) x 100.
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9-VALUTAZIONE DELL’ESPRESSIONE DI PERFORINA

L’espressione di perforina nelle cellule citotossiche ¢ stata valutata mediante citofluorimetria sui
PBMC:s isolati da sangue eparinato. I PBMC sono stati prima incubati per 30 min a 4°C in PBS1X
con gli anticorpi diretti contro gli antigeni di membrana. In seguito le cellule sono state fissate e
permeabilizzate mediante I’impiego del kit “Fix & Perm cell permeabilization”(Caltag, Hamburg).
Le cellule sono state successivamente lavate 2 volte con PBS1X addizionato di BSA (0.5g/1)
(bovine serum albumin) e 0.02% di sodio azide (Sigma-Aldrich corporation, St Louis, Missouri) ed
incubate per 30 min a 4°C con anticorpo anti-perforina coniugato con FITC.

Le cellule sono state poi analizzate al citofluorimetro (FACScan, Becton-Dickinson, San Jose, CA).

10-ANALISI STATISTICA

Le frequenze alleliche sono state calcolate con il test del x°. I valori di p sono stati calcolati tenendo
conto di tutti i parametri necessari.
La comparazione dell’attivita delle cellule NK e dell’espressione di perforina ¢ stta effettuata

utilizzando il test Mann-Whitney.
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RISULTATI

1-RICERCA DELLE VARIAZIONI N252S E A91V DI PERFORINA

Nel gene di perforina, la sostituzione C/T in posizione 272 del cDNA (la numerazione ¢ riferita
al’ATG=+1) (accession number: M28393) e la sostituzione A/G in posizione 755 determinano
rispettivamente le variazioni aminoacidiche A91V e N252S a livello proteico. Entrambe queste
variazioni sono state associate all’HLH e all’ALPS.

Attraverso il sequenziamento del DNA genomico, abbiamo inizialmente analizzato una popolazione
composta da 352 pazienti TID e 816 controlli per identificare la frequenza delle sopra citate
variazioni.

La variazione N252S ¢ stata individuata in 9 pazienti e 2 controlli, in entrambi i casi solo in
eterozigosi. La frequenza allelica della variazione ¢ risultata significativamente piu alta nei pazienti
(1,3%) rispetto ai controlli (0,1%; p=0,0006), conferendo un OR=10,55 (95% CI:=2,13-70,82) allo
sviluppo del T1D (Tabella 1).

La sostituzione A91V ¢ stata trovata in 19 pazienti TID (18 in eterozigosi e 1 in omozigosi) e 72
controlli (69 in eterozigosi ¢ 3 in omozigosi); la sua frequenza allelica non ¢ risultata

significativamente diversa nei due gruppi (2,8% nei pazienti e 4,6% nei controlli) (Tabella 2).

PAZIENTITI1D CONTROLLI
GENOTIPO N % N %
343 97.4 814 99.8
NN b b
NS 9 2,6 2 0,2
SS 0 0 0 0
ALLELE
695 98,7 1630 99,9
N
S 9 1,3 2 0,1
statistica
OR=10,55 (95% CI1=2,13-70,82) p=0,0006

Tabella 1. Frequenza della distribuzione della variazione N252S nella prima popolazione di

pazienti T1D e controlli.
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PAZIENTI T1D CONTROLLI
GENOTIPO N % N %
333 94.6 744 91,2
AA b b
AV 18 5,1 69 8,5
\'AY 1 0,3 3 0,3
ALLELE
A 684 97,2 1557 95,4
A\ 20 2,8 75 4,6
statistica
NON SIGNIFICATIVO

Tabella 2. Frequenza della distribuzione della variazione A91V nella prima popolazione di

pazienti T1D e controlli.

Le frequenze di entrambe le variazioni nei controlli sono simili a quelle riportate in altri lavori e la
loro distribuzione genotipica non devia significativamente dall’equilibrio di Hardy-Weinberg nelle
due popolazioni (pazienti, controlli).

Questi risultati indicano che la variazione N252S, ma non la A91V, potrebbero essere un fattore
predisponente per lo sviluppo del T1D.

Per confermare questi dati, abbiamo valutato entrambe le variazioni in una seconda popolazione di
pazienti T1D (365) e di controlli (964) usando la tecnica di discriminazione allelica TagMan 5°.

La variazione N2528S ¢ stata individuata in 13 pazienti e 13 controlli (sempre in eterozigosi). La sua
frequenza allelica ¢ significativamente piu alta nei pazienti (1,8%) rispetto ai controlli (0,7%;
p=0,0179) e conferisce un OR= 2,67 (95% CI=1,16-6,15) allo sviluppo della malattia (Tabella 3).
La sostituzione A91V ¢ stata riscontrata in 36 pazienti (35 in eterozigosi, 1 in omozigosi) e 118
controlli (115 in eterozigosi, 3 in omozigosi) ¢ la sua frequenza allelica non differisce

significativamente nei due gruppi (5% nei pazienti; 6,3% nei controlli) (Tabella 4).
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PAZIENTI T1D CONTROLLI
GENOTIPO N % N %
352 96,4 951 98.7
NN b b
NS 13 3,6 13 1,3
SS 0 0 0 ¢
ALLELE
717 98.2 1915 99.3
N b b
S 13 1,8 13 0,7
statistica
OR=2,67 (95% CI=1,16-6,15) p=0,0179

Tabella 3. Frequenza della distribuzione della variazione N252S nella seconda popolazione

di pazienti T1D e controlli.

PAZIENTITI1D CONTROLLI
GENOTIPO N % N %
329 90,1 846 87,7
AA b b
AV 35 9,6 115 11,9
\'AY 1 0,3 3 0,3
ALLELE
693 95 1807 93,7
A b
A% 37 5 121 6,3
statistica
NON SIGNIFICATIVO

Tabella 4. Frequenza della distribuzione della variazione A91V nella seconda popolazione di

pazienti T1D e controlli.
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La distribuzione genotipica delle due variazioni non deviano significativamente dall’equilibrio di

Hardy-Weinberg nelle due popolazioni.

2- ANALISI DEL GENE DI PERFORINA

Per valutare se i pazienti appartenenti alle nostre casistiche possedessero altre variazioni nel gene di
perforina, la sequenza codificante ¢ stata completamente sequenziata in un campione di 200 pazienti
T1D e 300 controlli.

Oltre alle variazioni A91V e N2528S, abbiamo individuato altre quattro variazioni nucleotidiche gia
note in letteratura, ma che non sono state valutate in quanto variazioni che non determinano
cambiamento aminoacidico, ne alterano i siti di splicing.

Due di queste variazioni (C822T e T900C) sono state descritte in precedenza come comuni
polimorfismi non associate all” HLH. La loro frequenza ¢ risultata simile nei pazienti e nei controlli.
Le altre due sostituzioni (G435A e A462G) sono note per essere in perfetto linkage disequilibrium
con la sostituzione N252S ed infatti sono state individuate solo nei soggetti portatori della
variazione stessa [81].

Una nuova variazione ¢ stata individuata in un paziente TID: la sostituzione C1429G che
determina, a livello proteico, il cambiamento della prolina in posizione 477 con una alanina

(P477A). Questa sostituzione non ¢ stata individuata in nessun soggetto di controllo.

3- ANALISI DELLA FUNZIONE NK

In precedenza abbiamo dimostrato, come in altri lavori, che I’attivita NK non risulta diminuire in
soggetti portatori della variazione N252S. Tuttavia, abbiamo descritto un paziente ALPS
eterozigote per la sostituzione N2528, la cui attivita NK risultava nella norma all’eta di 12 anni, ma
non dosabile all’eta di 3 anni ed estremamente bassa all’eta di 5 anni [77].

Abbiamo ipotizzato che, in questo paziente, la variazione N252S potesse essere associata a fattori
che determinassero una diminuzione dell’attivita NK nella giovinezza, seguita perd da una
normalizzazione ad opera di meccanismi compensatori non ancora noti.

Poich¢ in questo studio abbiamo individuato tre soggetti eterozigoti per la variazione N252S in eta
molto precoce, abbiamo deciso di valutare se la variazione N252S potesse essere associata ad un
difetto dell’attivita NK stimando la conta delle cellule NK, I’attivita delle stesse e 1’espressione di

perforina nei PBMC dei pazienti (Tabella 5).
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Due soggetti (Pz.1 e Pz.2) sono pazienti T1D, mentre il terzo soggetto ¢ la sorella sana del Pz.1.
Inoltre abbiamo esteso la stessa analisi anche al padre sano del Pz.1, omozigote per la variazione
N2528S, alla madre sana non portatrice della variazione e al paziente T1D portatore della mutazione
P744A (Pz.3).

I risultati mostrano che I’attivita NK ¢ difettiva nel Pz.1, nella sorella e nel padre, mentre risulta
diminuita, ma entro la norma, nella madre priva della sostituzione; tutti questi soggetti mostrano
un’espressione normale di perforina.

Nel Pz.2, Tattivita NK risulta borderline, mentre [’espressione di perforina mostra una
diminuizione. Nel Pz.3 (portatore della mutazione P477A), sia I’attivita NK che I’espressione di
perforina risultano difettive.

La conta delle cellule NK ¢ risultata nella norma in tutti i soggetti analizzati.
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Variazione Attivita NK* Espressione % cellule NK
Soggetto Eta
Perforina (effettore/target) Perforina in PBMC
CD3 CD3
100:1 30:1 10:1 % MFI-R
CD16°  CD56"
N252S% Pz1 2 78 43 2 13 11 6 5
N252Si Sorella Pz.1 5 14% 78 2 15 9 6 4
N252S || Padre Pz.1 30 8* 4 2 23 7 7 9
- Madre Pz.1 28 32 10 2 32 8 21 20
N252S3 Pz.2 4 25 10 3 17 3.5° 4 5
P477A% Pz3 3 6" 0 2 9 3! 48 5
40 26 14 23 9 11 17
CONTROLLIY
(15-66) (8-50)  (2-31) (17-26) (5200  (5-31)  (4-27)

Table 5. Attivita NK, espressione di perforina e conta delle cellule NK nei PBMC di pazienti T1D con la
variazione N252S e P477A.

*: Iattivita NK ¢ espressa come % di lisi specifica e rappresenta la media di tre misurazioni le cui deviazioni

standard sono semre < 10% della media.. La lisi cellulare spontanea ¢ sempre <10% della massima lisi

cellulare.

+: I’espressione di perforina ¢ rappresentata come proporzione di cellule positive (%) e rapprorto di intensita

media di fluorescenza (MFI-R).

1: eterozigoti.

§: >5" percentile dei controlli.

|| . omozigoti.

9: mediana (5-95™ percentile range) di 13 controlli.
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DISCUSSIONE

Perforina ¢ contenuta nei granuli di linfociti citotossici (CTL) e delle cellule Natural Killer (NK) e
svolge un ruolo fondamentale nella citotossicita cellulo-mediata.

Mutazioni bi-alleliche del gene di perforina sono associate al 30% dei casi di linfoistocitosi
emofagocitica familiare (FHL), rara immunodeficienza congenita [82].

In precedenza abbiamo dimostrato che variazioni nel gene di perforina possono rappresentare fattori
di predispozione allo sviluppo della Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), rara
malattia autoimmune ereditaria causata da difettiva funzionalita di Fas e alla DALD (variante
incompleta dell’ALPS) [77].

Questo lavoro mostra che variazioni in perforina possono rappresentare fattori di suscettibilita
anche nello sviluppo del T1D.

Delle due variazioni associate all’ALPS/DALD (N252S e A91V), solo la sostituzione N252S ¢
risultata associata al T1D in quanto la sua frequenza allelica ¢ significativamente piu alta in due
popolazioni indipendenti di pazienti T1D in confronto alle rispettive popolazioni di controlli.

In una prima popolazione composta da 352 pazienti TID e 816 controlli la sostituzione ¢ stata
individuata in 9 pazienti e 2 controlli (sempre in eterozigosi). La sua frequenza allelica ¢ risultata
significativamente piu elevata nei pazienti T1D (1,3%) rispetto ai controlli (0.1%); la sua presenza
aumenta quindi il rischio di sviluppare la malattia di circa 11 volte (OR=10,55; 95% CI: 2.13-70,82
p=0.00006).

Per confermare questi dati, abbiamo quindi esteso la ricerca ad una seconda popolazione composta
da 365 pazienti T1D e 964 controlli: la variazione N252S ¢ stata individuata in 13 pazienti e 13
controlli (anche in questo caso solo in eterozigosi). La sua frequenza allelica ¢ significativamente
piu alta nei pazienti (1,8%) rispetto ai controlli (0,7%) e conferisce un OR=2,67 (95% CI=1,16-
6,15; p=0,0179) allo sviluppo della malattia.

Nella prima popolazione la variazione N252S aumenta il rischio di sviluppare la malattia di circa 11
volte, mentre nella seconda popolazione il rischio ¢ aumentato di circa 3 volte. La differenza ¢
probabilmente dovuta alla diversa frequenza della variazione nelle due diverse popolazioni di
controlli (0,1% nella prima; 0,7% nella seconda).

Il rischio di sviluppare la malattia, calcolato sommando le due popolazioni (717 pazienti e 1780
controlli) ¢ 3,68 (95% CI:1,83-7,48; p=0,00007), inferiore rispetto al rischio di circa 67 volte
aumentato nello svliluppo dell’ALPS [77].

Questa differenza potrebbe essere dovuta all’alto background genetico che caratterizza i1 pazienti

affetti da ALPS e che quindi potrebbe determinare un aumento dell’effetto della variazione N252S.
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Questo spiegherebbe anche 1’associazione della sostituzione A91V con I’ALPS che non si riscontra
invece nel T1D.

Diversi lavori hanno dimostrato che la sostituzione A91V determina una diminuzione dell’attivita di
perforina alterando la sua conformazione, diminuendo il suo taglio proteolitico verso la forma attiva
ed aumentando la sua degradazione [60, 78, 79, 83]. 1l significato funzionale della variazione
N252S continua, invece, ad essere molto dibattuto: la sostituzione cade in una regione di perforina
detta MAC (membrane-attack complex), regione critica per la formazione di pori sulla membrana
della cellula bersaglio, ma che ¢ stata associata ad una normale funzione delle cellule NK e
dell’espressione di perforina [57, 78, 79, 83].

Tuttavia questi studi sono stati condotti su cellule di soggetti N252S eterozigoti o in sistemi
artificiali dove la forma mutata di perforina ¢ stata trasfettata in linee cellulari per analizzarne
I’espressione.

Recentemente abbiamo descritto un paziente ALPS, eterozigote per la variazione N252S, che
mostrava un deficit nell’attivita NK all’eta di 3 e 5 anni, seguita da una normalizzazione all’eta di
12 anni [77]. Per questo motivo abbiamo ipotizzato che la variazione N252S in eterozigosi da sola,
o in associazione ad altri fattori, potesse determinare una diminuzione dell’attivita NK in eta
giovanile.

I nostri dati condotti su pazienti T1D sostengono questa possibilita in quanto descrivono tre nuovi
bambini eterozigoti per la variazione, con una ridotta funzionalita NK in eta giovanile.

Uno studio nel corso degli anni potrebbe determinare dei meccanismi compensatori in grado di
normalizzare la loro funzione NK.

In questo stesso studio abbiamo individuato anche una ridotta funzionalita NK in un soggetto adulto
omozigote per la variazione N2528S. In presenza di omozigosita questi meccanismi compensatori
potrebbero non essere sufficienti.

Variazioni che alterano 1’attivita NK nella giovinezza potrebbero essere molto significativi in una
malattia quale il T1D, in cui ’attacco autoimmune diretto verso le cellule 3 avviene generalmente
in giovane eta.

Interessante ¢ risultata anche 1’identificazione di un paziente T1D con una nuova sostituzione
nucleotidica nel gene di perforina, C1429G, che determina, a livello proteico, la sostituzione della
prolina in posizione 477 con una alanina, variazione non identificata in nessun soggetto di controllo
e non associata a pazienti HLH.

La posizione della variazione all’interno del dominio C2 carbossil-terminale di perforina suggerisce
una possibile rilevanza funzionale, infatti questo dominio gioca in ruolo cruciale nel legame Ca®'-

dipendente di perforina alla membrana della cellula bersaglio, prima fase dell’attivita membrano-
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litica di perforina [46]. Sulla base di tali considerazioni, la nostra analisi su PBMC di tale paziente
hanno riscontrato un difetto dell’attivita NK associato, pero, ad una normale espressione della
proteina. Di conseguenza, in aggiunta alla mutazione N252S, piu frequente, altre sporadiche
variazioni in perforina potrebbero favorire lo sviluppo del T1D e I’effetto di predisposizione globale
della variazione nello sviluppo del T1D potrebbe essere maggiore rispetto a quello calcolato per la
sola N2528S.

Cio0 nonostante, le variazioni nel gene di perforina rappresentano fattori rari di predisposizione alla
malattia: I'N252S ¢ presente nell’1,5% dei pazienti T1D e la P477A solo nello 0,5%.

La predisposizione alla malattia, mediata dalla sostituzione N252S, sembra necessitare della
concomitante presenza degli alleli del complesso MHC noti per essere associati allo sviluppo del
T1D, dal momento che circa 1’80% dei pazienti che possiedono la N252S, sono anche portatori
degli alleli di suscettibilita MHC; al contrario il paziente portatore della mutazione P477A non
presenta acun allele DR predisponente.

Nessuna differenza ¢ stata individuata tra i pazienti portatori della mutazione N252S e gli altri
pazienti T1D in termine di eta di insorgenza della malattia o presenza di una seconda malattia
autoimmune.

Nel complesso questi dati indicano che variazioni nel gene di perforina possono rappresentare
fattori di predisposizione nello sviluppo del T1D.

I linfociti citotossici e le cellule NK, regolatori negativi della risposta immunitaria, attraverso
perforina possono indurre la morte cellulare dei linfociti effettori e delle cellule presentanti
I’antigene, inoltre la citotossicita mediata da perforina rappresenta uno dei sistemi effettori
principali nell’eliminazione delle cellule infettate da virus [40—43, 84—88].

I1 ruolo di perforina nell’autoimmunita potrebbe essere duplice: da un lato ridurre la capacita del
sistema immunitario di eliminare le infezioni virali, dall’altro determinare un difettivo meccanismo
di spegnimento della risposta immunitaria stessa.

Difetti in questi meccanismi potrebbero presdisporre all’autoimmunita prolungando la risposta
immune e aumentando il rischio di cross-reazione tra agenti virali e antigeni self tramite il

fenomeno del mimetismo molecolare.
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