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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 B del pancreas comporta generalmente I’incapacita di produrre insulina [1-4].
A tutt’oggi il T1D viene distinto in due forme: diabete mellito di tipo 1A (0 immunomediato), che
origina a seguito della distruzione delle cellule B e che pu0 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
I’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 e 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].

| fattori ambientali coinvolti nell’innesco della risposta autoimmune, che danno inizio alla distruzione
delle cellule B, 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 inflammatoria 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 I’esordio della malattia e sono quindi determinanti nella diagnosi del
LADA. 1A-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 i piu frequentemente trovati (presenti in
> 90% dei casi) e spesso in tale eta la loro comparsa precede quella degli ICA, dei GADA e degli 1A-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 é dimostrato nei topi NOD
(Non-Obese Diabetic), modello animale piu 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 3 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 B e autoimmunita rimane ancora da stabilire in modo
completo, esistono evidenze per cui I’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 I’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 f.



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 I’utilizzo di Fas (recettore di morte che induce apoptosi nei linfociti attivati) da
parte dei CTL nell’apoptosi delle cellule B [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 e 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 e 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 I’ingresso di granzimi, i quali
innescano I’apoptosi nella cellula bersaglio attraverso I’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].

Il ruolo di perforina nel T1D e confermato anche nei topi NOD, infatti, I’eliminazione di perforina
riduce sensibilmente I’incidenza del diabete nei topi NOD e inoltre blocca I’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 I’immuno regolazione.

| 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 é 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).

Il gene umano di perforina, localizzato sul cromosoma 10g22 [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].

Il 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 I’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’uomo: la Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (FHL)

La Linfoistocitosi Emofagocitica (HLH) & una malattia caratterizzata da una condizione iperinfiammatoria
determinata da un’incontrollata inefficace risposta immune. | 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 (PRF1) nei pazienti FHL2 [57-64], nel gene di
Munc13-4 (UNCI13D) nei pazienti FHL3 [64-66] e nel gene di Syntaxinll (STX11) 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 pud svilupparsi anche
dopo I’infazia, fino ai primi cinquant’anni di vita [69], mentre I’insorgenza della HLH é tipicamente
giovanile [70].

Nei pazienti affetti da HLH I’attivita citotossica dei CTL e delle cellule NK e severamente ridotta, se non
assente e le mutazioni in perforina coincidono con una marcata riduzione della funzionalita e stabilita della
proteina [57, 60, 62]. | 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+ e CD8+ ed una eccessiva produzione di citochine inflammatorie [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
pit 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
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 I’attivazione proteolitica ed aumentando la sua degradazione [78, 79].

Un altro polimorfismo sospetto di perforina, che determina il cambiamento amino acidico N252S, é
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 é 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 é 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), ho valutato, nel mio secondo anno di
dottorato, se le due variazioni di perforina associate all’ALPS/DALD, potessero rappresentare un
fattore di rischio anche per lo sviluppo di una malattia autoimmune pit comune come il T1D. Il lavoro
di seguito riportato completa i primi dati ottenuti, dimostrando il coinvolgimento della variazione

N252S di perforina nella suscettibilita alla malattia.
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Variations of the Perforin Gene in Patients With Type 1
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conirol subjecie were enralled from the [labeics Coniers of the icoe
Howmpital of Novars Nonars, lidy)] ihe 5 Glovmond Badeia Howepital wn
ard the Regro Marghenia Chubren Heopied of Tune (Termn Juaky), the
Ciareuns Cadind Childeen's Hespral, Univerery of Genea | Gancay Ilﬂi'l| and
1RCCS Polizhnics 5 Maiteo (Poda laky L Patlents were consecive lakan
portentn Eallomed by these Diabeten conters [Novam = = 05 Torn n = 155,
Geneay = = 1M and Pnda v = T contral subjecis were coosecuiive lalen
donom chiained from ihe erandunion services of the mopecites bompiab.

The Giret ccher carataied cf 82 patierss and 316 cntrol subjecie sand the
eeccod of M pattente sod 284 eontral subjecie Patbmis and contrcl subjecis
were Cauensun, and lodian Crvacbaps betwean difacert diee weee
raled cut.

Al sibjects gwve Infoaned comsent sccording to the Decamiion of
Helminda (L d af Medizal Jowrnsd Edkors, 1264 The
resenrch was approved by the athucal commites of the Magmices Hompieal of
Nervara
Amphbicaien of PRFI and muiation deweericn. Gmomie DN was
bobeed Bam perplecal blacd moocouclear cells PEMCo ) ioiag standard
methods. [n the fimt cchar, excne 2 and 2 of the FIF) coding region weee

plified 1n dard FUR cnditizne The primers weed Tor senp [fieaticn boeee
previcely been described (13, FUR el were paribed wih the EXOY
:.aPLn.él:H ik Pic NI : J

4 L Eagp g s pest: 1 with the

AR PRIEME By TY Tersunator ki | Applied Blorpmene Foier Ciiy CA]

o !Dr'_, (Appled gﬁ, {IUJ Genede Ansdywer]
ding o ihe in ®i wiih ihe k

ey
plis w0 interasd primess (foeward !’JC-\EGTCAA[AT&EDJTCC.{'EG-B‘;
revaee VGAACACCAGCTOCTTAATCLAGE ) for excn L In the wecand
echert gencgpping of <272 OT and =ThE A mugle ruclecade pelymer-
phime war pefanmed wih the Tagan Y alldic decrnuecion ey
(Applied Borprans)

Allebe specific primeors and Buceogenic probes were ueed For decrinina-
thon [Bar =272 OT see ref. 2T dor = THS AN Cod 4301579 Apphed Biosys-
teus . Genotpping =f ssch snrgle war vonsacally sk by the Sﬁ.’\.
vemien LE software for sllelic dbcrimination Al migatbore were then
ccodrmed by sequencing
l:;lnlol.ir‘rly assays. MK acireity of PHUC wio saseesed by nosondud 3h
Ve relesae anmy with 3341 celb an the inrael. Rouks see sxpreseed as

TAABETES, %L b7, AFRIL 205

wpectfic lyb perentage, cabubiied se Tellowe [smnple Ve eodease -
L releans | release — wp relesae] = 100,
Flow eytometry. Aredyde of lymphesyie subset in FENCs was perfomed by
direct mmunclluarescence and Bow . Pesforin exp was
I { in fxed and p Hleed cole [Cytofie-Cymoperm BDY PhacMin-
2en, San Dega CA) uang a phy ceayibetn-conparved wa-pafoon anbody
(ED PhaeMmngen | seed Bow eyromsiry.
HLADQAL AND DOBL gevomic typing, HLA-DGAL and DOE] genes weee
iped o n high reckiticn becel ueng the rewewe POR-SSD jochiique, 2
previomly described (24 4 in 55 patients camrying NI0Z5 o PATTA &1 sslon
pedenin \ni-rl.l!-lyp- PR and €77 bealiby childeen recnibed Brom the
zeed Head baak of the Pavin conter. The ccatrol sabjecie were athrically
maiched with the paents and cheched for sheence of dnbeta 0 iher
[armihes; their azee maged from 6 meniks & 4 yenee (mesn age 24 genra).
Statwtical T | aredyuia was pefs d seiih CoraphPad betai
( CornphPad Sofisare, San Disgs, CA Allekc Paquencia were compaeed with
|l¢’T; sl or F:l:;"- exncl n‘nq :}- hd:!:!-."l'h M.lrn-“'l\lm;' tem was
lllﬂ:ﬂ 3};:0!\1&;. AP veabaes see iwo tuled and ihe vigrfenoce ool
wan B!

RESVLTS
Search for the N2528 and A9V variations of per-
forin, In PRFY, the OT substilation in position 272
(redSB T 1220 of the cDNA Cnunerations are refereed oo the
GenBank eDNA clone MZ5202, ATG = <1) and an AG
substilation in position 753 (re2805E3T5) cause an ASY
and a NZE2S amino ack ranalion at the protein level,
respectively, and have been associated with both HLH and
ALPS By sequencing the gepomic DNA, we initialdly as
zessed the frequency of thess substilations in 252 oy |
diab=tic patients ared 2108 control subjects, The NM23ZS
varation was found inonine type 1 disbetic patients and
two control subjects (all betercaygorss). Nz allelic fre
vency was Agnificantly higher in ope 1 disbetic (1.:3%)
than in contral (0. 1%) subjects (P = Q0005 and corderred
an edds ratio (OR) of 10,55 (S6% C1 Z12-T0SZ) for type |
dinbetes development. The A91Y varintion was carried by
19 1ype 1 diabetic patients (15 heterozygoles and ape
homezzgons) and 72 control subjects (02 heterozygotes
ared three bomezygctes), and itz allelic frequency was mot
signtficantly diffevent in the two groups (e 1 dinbetic vs,
control subjects 28 va L0 (Tablke 1) The frequency of
bath variations in the conirol subjects was sitnilar to that
reported in other studies, and their nol‘ﬂ:i: distributions
dil not deviate significantly from Handy-Weinberg equilib-
rium in any group.

These data indicate thar NI5Z5, but pot ASLY, may be a
predispesng factor for type | dinbetes development. To
confirm this observation, we evaluated both variations ina
second cohort of type | diabetic patients (2 = 255) and
control subjects (m = 904 using the TagMan &' alleli
diserimination assay. N25Z5 was found in 12 type ]
diabetic patients and 12 contral subjects (all heterozy-
gotes). Is allelic frequency was higher in ope 1 dinbet
patients (15%) than in the contral subjects (0.7 (P =
Q0179 and corderred an OR of 267 (95%.C1 L16-5.15) for
trpe 1 dinbetes development. A91Y was camied by 25 e
1 dinbetic patients (25 heterozzgotes and ore homozy-
gotes) and 115 control subjects (115 betercaygotes and
three  homozygoles), and s allelic frequency was ot
significantly different in the two groups (ope 1 dinketic vs.
control subjects 5 vs, 6.3%, pespectively) (Table Ly The
g-_rncl?pic distributions of these variations did pot deviate
significantly from Harde-Weinberg equilibrium in either
group, Mo difference was found between the N25258 cam-
ers and the ather patients with regurd o sex distnbuation,
age at disgnasis of type 1 diabetes, o presence of a second
concomitant natoimmure disense (Table 20
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11



PERFOAN AND ODASETES

TABLE 1
Prequancy distibution of the N2525 and ASLV vantatiore of FREY in two independant coborts of opss | diabetic pattents and heakhsy
control mbgecls

Papulation 1 Populaion 2 Total populatcn
Parienis* Cantrol subjocts Patiene* Control smibjocts FPatiene* Control mbjgeacts
ANV
Allalest
A LAST 4y GO 08 1507 157 1277 () 20654 (04 4
v 2042, Thidd) EA 120155 BT 196 (8.5)
Srallstiest NS MS. NS
ek pest
AA TH 0.2 A0 S46 =TT
AV K | 0188 A0 INENR IR
W | LR Ay 1102y RN (RN
N2523
Allclest
N 240G 1,630 Wy TITEL 105 ey 1LALE 8 '4_.1')‘1!-.
] 0L RN 12008 1207 2218 [T
Sralisticest 160088 (2 13-T0 82) LT (L1618 368137 48)
ety pest
NM 243 (074 S14 (005 R R 051 98Ty GO (R0 1,765 (0.2
NS (260 20z 1228) 12112 22421) 1508
a8 1 1] 1] 0 0 1]

Daga are it % or QR O®CL *Type Ldlabetic pallents. Dam shown are numbsr of “chromeeomis of Ssubieets, Cencyple dismbution did
ol e mhdylldcmlly from Hardy-#einbern ag.:llll:rlum In any Zroup (dnin not shown', 2y, * fest caloulaied on dllelic froquencies: # valiues
are two talkd: population 1. P = 00006: populalion 2, # = G617 populickon 2 P = 0062407,

Analysis of the PRFI gene. To assess whether type |
diab=tiz patients carry other vanations of FRF{, the enlire
coding ssquence plus inlron-excn bourdarnies were se.
quenced in 290 o= | disbetic patients and 200 coptrol
subjects, Besdes ASLY and N2EZS, four otber known
nuclectide variations were detecied but were not further
evaluated hecause they did not charge the amins ackl or
influence the splicing sites, Twa, CRZZT (reS538210 and
TS (peSRE522), hod been previously reported s come
mon polymorphismes nol ssscciated with HLH. Their fre-
quency was similar in the patients and the control subjects
ICS2IT, 16 va 12% TOMWE, 82 vs. 4006, The olber two
1G425A and A2G) are known 1o be in perfect linloge
disequilibrium with N25Z2 and were in fact only detecied
in all subjects carryng lhb vanalion |25 Mr-r-w L, We
detected a rovel variatic ctie txpe | disketic patient, a
/G substitution in position 1 A9 (CL429G) cousng a
PATTA amine hange at the protein kvel. This vana-
tien was not any other subject.

Analysis of NEK fl.u-n tion and HLA-TH} cyping. We had
previously fourd, like other workers, that BK netivily is
not decreased in subjecls carying N2SZ5 However, we
alse described an ALPS patient hetercay oS for N2525
whese NE activity was normal ot age |2 years bur had
been .:im--ft uredetectable at age 2 years and extremmely low
at the oge 5 years (26). We suggested thal, in this patient,
N2525 was associaled with factors decreamng NK function

TARLE 2

in =arly childhood, followed by normalization on the part
of unknown compensatory wechanisms, Becawse in this
siudy we detected thres N232S beterozypgous "llhlr-LIr the
eady childhood, we assessed whether their N2525 was
associated with defective NE function by evaluating NK
cell count, NE activity, and perforin expresgon in their
PEMCs (Tahle 2% Twao (patients 1 and 2) had type ]
diabetes, whereas the thirl was the bealthy sisler of
patient 1.

Moreover, we performed the sawe analyses in patient
I's healthy father, who was homozygous for NZSZ5 in his
wik-type mother; and in the type 1 dinbetic patient
hetercaygous for the povel PATTA mutation (patient 23,
Reaults showed that NE activity was defective in patient 1,
his aster, and father, whereos it was low bat in the noemal

e in the mother noe camying the mutation; all thess
.-lltjm_t..- displayed rommal perfonn expression. In patient
2, NK activity wae borderine and perforin expression was
decrensed In patient 2 (PA77A), both NE actimaty and
perfonn expression were defective. NE cell counts weps
normal in all subjects, Specificity of the NE function defect
wis pssessed by evalualing NE function in 10 children in

early childhe -o‘l fage <53 years) and lacking PRFY vanas
tions; & were healthy, wherens & hod type 1 diabetes.
Remults showed that NI activity of these children was
similar to that « qu_vl,;.-‘-] by cur random control subjects
ireported in Table 25 and significantly higher (P = 001

Demegraphic and cloical pauramstars of opse 1 diabetic patients with and withour N2AZS

Ago at dishetes Second autoimmunity
~ diagnosts Caline Multiple
PRF? N2W2s n* Made Jemalet Age (yoars i (vears) Thyroid deeans aclorcma
N [ 3T 270(17-35) L5521 7 7 1
] 2 17 201 20-39) 12(6-21) 2 o o

Droga are % o medan ntsoguartile range « *Subjects “Malefemak radlo of control @ibgects was 10287 L2, 2Medion pge of control mibjects

was 92 years (2736,

LEED

TAAEETES WL 7, APEIL 2023

12



TARLE 2
NE actiaty, perforn expression, and proportion of NE calls o FEMC of type 1 diabstic patients carmvng the N2028 and PATTA
perforin varal s

NE activty Pentphearal blod
PREG (efector-lotanget meio)* Parforin cxpraesiont NE cdlla %)
varatin Subject Ageiyears) 100 £ 10:1 Porcent MFLR CTe CDa~ CLE- CDLGT
N2ZSE Patient | 2 73 % 2 12 1" & ]
28258 Panient 19 seter k] L T4 2 & 0 & 1
N2LZH] Pacient 1's facher £ 1] i # 2 -} 7 7 ]
Patient 1°s mother = 2 10 2 20, 5 21 20
N2 Parient 2 1 1 10 2 7 ang 4 3
P4TT. Parient 3 3 % ] 2 o 2 15 4
Corerol subjocisy — 001520 2603500 22 2001725 s 118231 171427y

Dioga are = or medion  5th-061h pereentile) unkss olherwise indeatesd. *NE acavily i expressed as specific ocll Iyss pereent. and it is the
mean of riplente assays, whose 5D owas Always < L06% of the mean. Spontaneous ol vt wirs Always < 105 of madmal cell ysis. - Perforin
SXpremsbon Is shown us propertion of pesiye cells (%, and mean fuorszeenss Inlensky rado (MFI-RL :Heterozypous, §Represents <5ih

pereentile of control subjects. Homogzygous. §5 = L2 controls.

than thar displayed by patients 1, 2, and 2 and by patient
I's sister (Fig, 1)

Finally, we evaluated the frequencies of DQap diabere-
genie helercdimers in type 1 diabetic patienls carrying or
not carryirg the N25Z8 or PATTA vanalions and in 677
healthy contral subjects Inthis analysis, asceptible bet-
erodimers were those comprang o Dige chain with an
arginine ol position 52 and o DQE chain with o nonaspartic
acid ar podtion 37, a subject con have one, two, o four
susceptible heterodimers, the higher the oumber, b
higher the risk for nype 1 diabetes (290 Table 4 shows thar
the distibution of subjects carnang zero, ore, two, or four
susceplible hetercdimers was signficantly different in the
two patient groups (overall P = 0.025), The proportion of
cuviers of four pre -EFS\'“M heterodiners was signifi
cantly lower in the NZEZEPITTA group than in the wild-
Iype group (248 va &A%, P = 0013), but it was higher in

= - . "
x = -
- 1 c
- . _3_. )
e . | a
L " B * '
o
e (. Lo |
il - ‘ : J
. wein spe | dubas Irpe | dusacmes
sl tracAd e tad-aypatl i MNaS2AY IR S

FIG. L NK activiy s PHMC of iype | diabetic patwnts cunying the
NIBIS and PATTA perforin varmisoss and in 7{-llllfhd sulbpecta
cnmymg wik-iype P’ﬂf“ with or without type | duabetes. Al subpecra
were d <8 years. NK activity was asscased at the 100:1 301, and
10:1 :ﬁelor-touryt ratios; chch mbjecr i marked with the wume

wbol w the diffcrent efectorto-tange | e Gy bozes indicate
Ec Bib- 03tk percentibe rral of NK artivity meecsaed in normml
random conirel wuljectn (those of Table 7). Honzontal lines indicate
the medmme. Statmtical smlysis was 2 rlormed »ith the Mano-Whit-
pey temt (iype 1 dishetic patenisx NIIZSPITTA w. wik-iype. P =
Q0% NZZSPUTIA v, contrel vibjects. P = 00009,

TAABETES, VOL b5, AFRIL )¢

bath patient groups than in the contral subjeets (1,006, P <
0.000] v both patient groups)

DISCUSSION

This paper slems from our finding that vanatioos of FRFY
may be o predisposing Betor for development of ALF2, o
rare inbented autcimmure disease (200 11 shows that
FRF{ vanators may also predispose lo development of
Ipe | dinbetes

Of the two PRFI variations assccinled with ALP2, Le
N252S and ARV, only N252S was associaled with ope |
dinbeles, since its frequency was agnificantly higher in
two indeperdent groups of type | diabetic palients than in
the regpective contral subjects. The OR caleulated in the
combined cchorts (71T patients and 1,750 control sub-
jects) was 268 (06K CI 1.82-7.45; P = 00007 PRFY is
cscate d on chromosome 1022, far from the bancwn type |
diabetes susceptibility loa located on this chromeosome,
Le, IDDMLO (10pllglly and IDDMLT (10925). Howesver,
other genes involved in cell death (PPLF) or cellanediated
cytotoxicity (FRGL) am koated nearby FRFI, and we
cannot rule out linkage dissquilibrium between the FRFY

TAPLE 4

Distetbution -:-Isub'l:o:uu th differcrt rumbersof ope 1diabetes-
prdipoaing HLALwJag hetemdimers in aps | diabotic patients
carrying or nol carving the N232S or PATTA variations and in
control mbgets

Prodispomang HLA.  NIWZSP4TTA Wll%v‘yn Contral

DG heterodimers PR P subjocts®
n 2 §1 e
0 5(2L.T TIS4 0 (N2 0
1 1043 LINE ]
2 9(301) LS d]
i S{M5 S5 4)
Statets ot
Crwarall P 0028
dcarners an1s

Susceplibke heterodimers are HLADQahZAT and D@ ITnonjep.
*Healthy tabies recruited @om the ooed Blood bank of the trurefu-
slon cenler. *Fisher's cxnct lest caloulated on overall frequendes of
mﬂgmg the froquency of subjocts carryimg 4 g hit-
crodimers (d-carders). INIGIEPITIA mutaed padents v3. ncamu-
Iated (wild-type) patients. jContral subjects vs. dlabelle pationts (the
sume sgnifimnce was cbtuned with cach patient group).

1L
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vinations and these that may fay o ok in the effector
phase of pacell destraction.

Several workes have shown that AS1Y decreases perfonn
function by altering ils conformation, decrensing its clear-
age lo the active form, and increasing ils degradation
12023, ?commt. the funclional sign tficance of N2325
haes been debaled because il occurs within the membrare-
attack complex, a region cntically invelved in the pores
forming activity of perforin, bul several worles have
aszocialed it with nommal NE function and perforin expres
sion (19,2122, Howerver, these studies were performed
on cells from N25Z25 helercaygoles or arlifical syslems
where mutated forme of perfonn were transfected in
reporler cell lines to pssess their expression. We hawe
recently described an ALFE patient heterozygous for
N2328 who disploged o slrikir%jdeﬂcienc; of NE activity
when be was sged 35 years ollowed by normnl mstion
when he was aged 12 years (261 Therefore, we suggested
that NI52S helercaygosis per se or other faclors assod-
ated with it may decrease NE function in early childhocd.

Our present Andings sibstantiale this pasabilitg, sinoes
it deseribes three new children heterozygous for N2525
with low NE function in their early childbood A follow.up
will show whether compensatory mechaniams eventual by
narmalize their NE function. & second point is that we also
detected b NE function in an adull homosygous for
N25ZS. In the presence of homozpgosity, therefove, these
mwechaniams may not be suficient. Howerver, N25325 hoe
weaygosity is nol sufficient o induee development of o
1 diabetes, ALPS, or HLH. It is noteworthy thal variations
altering NE function ineary childhood mear be partieulachy
significant for type | diabeles since 11 s the outcome of a
trargent auloimmune aggresson that destroys paells,
gererally in chibhood,

Intriguingly, one type L diabetic patient displaged o
novel PERI mutation causirg the PATVA substiation. This
mutation was anly found in this subject and has never
been detected in HIH patients. Tis location within the
cuboap-lerminal C2 domnin of perfonn miggests thal it
may have funcicnal significance, Ance this domain ploys
a key rok in Ca” “dependent binding of perforin 1o
mwembranes, the firs step of pedoringmediated IFtic actr.
ity (240 In live with this pessibilily, cur aralysis of PEMC
from this patient detected defective NK activity and nor-
mal perfonn expresson In addition 1o the recurrent
M?C..E mutation, therefore, cther sporndie perforin muta-
tions might faver type | diakeles developrient, and the

lobal predispasirg effect of perforin variation in type 1
5ial:¢leg dﬂ':-FI:;nl:Ent ey bep:@rr than that c:nlc-ljll:lee-:l
for NIEZ2

Nevertheless, perforin vanations are a rure predispasing
factor NISZ5 was camied by 1L3% patients and PATTA by
05% M2EEmediated predisposition seems 1o require
conpcurrence of HLA-predisposing alkeles, ance about 306
of patients curyirg N2552 also camed HLA-DG bel-
erodimers invelved in type 1 dinbetes susceplibilig. How-
ever, susceplibility dependent on HLADQ seems 1o be
lower in patients carnyng the PRFI vanations than in
these carrying wikl-lype i, which suggests thar FRFY
contribules to the onset of o | diabetes additionally and
irdeperdently from HLA PRFI variations may thus be a
predsposing Bactor for type 1 diabetes, Perforinrnediated
cytotongicity is the main effeclor system in clearance of
wrusinfected cells bul may also be invalved in downirega.
lation of the immune response due 1o s involvement n
fratncde of effector lymphocyles and anligen-presenting

Lo

cells (15122520, Defects of bath of these funclions may
predispese 1o autoimmunity by prolonging the immure
resporee and incressing the nsk of crossreactions beo
tween viral and self antigens by molecular mimicry.
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CORSI FREQUENTATI:
1° anno:

Corso di lingua inglese tenuto dal Prof. Irving Bell.

SEMINARI INTERNI AL DIPARTIMENTO DI SCIENZE MEDICHE

Anno Accademico 2005/06

18 Novembre 2005 Dr.Diego Cotella “Cardiac Potassium channel
regulation by accessori subunits”

23 Novembre 2005 Prof. Luigi Elio Adinolfi “HCV-related steatosis:pathogenic
mechanism and clinical implications”

25 novembre 2005 Prof. Robert Tjian “Mechanism of
transcriptional regulation and disease”

19 Gennaio 2006 Prof.Maria Grano “Mechanism of osteolytic lesions in multiple mieloma:
uncouplin between bone resorption and formation”

13 Febbraio 2006 Prof. Ferdinando Nicoletti “New perspectives in
metabotropic glutamate receptors”

15 Febbraio 2006 Prof. DAniele Sblattero “Anticorpi ricombinanti:
un potente tool biotecnologico”

13 Marzo 2006 Dr.Antonia Follenzi “Il trapianto di cellule endoteliali (les)
nel fegato di topo ha implicazioni per la terapia cellulare e genica
dell’emofilia”

20 Marzo 2006 Dr Mikael Knip “The Natural course of
preclinical type | Diabetes

6 Aprile 2006 Dott. Francesco Forconi Aspetti immunogenetici e terapeutici
della “hairy cell leukemia”
20 Aprile 2006
Dott.ssa Daniela Cilloni
“Terapie molecolari nelle malattie mieloproliferative”

4 maggio 2006
Dott. Luciano Multti
“l mesotelioma:un modello di terapia traslazionale”
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18 Maggio 2006
Prof. Marco Lenzi
“L’epatite autoimmune”

30 Maggio 2006
Prof. MariaLuisa Lavitrano
“Sperm mediated Gene Transfer:storia e applicazioni”

15 Giugno 2006
Prof. Guido Tarone
Melusin: a stretch sensor molecule controllino adaptive cardiac remodeling to pressure overload.

27 Giugno 2006
Prof.Lia Remondini
“Osteointegrazione e superfici implantari”

5 luglio 2006.
Dott.ssa Renata Grifantini
DNA and protein arrays in infection diseases: from basic research to vaccine design.

11 settembre 2006
Dr Prof. Dieter BrOdmme
“The role of cathepsin K in arthritis and atherosclerosis”

Anno Accademico 2006/07

GENE SILENCING BY RNA INTERFERENCE (RNAI) 10
GENNAIO 2007
Prof.ssa P. DeFilippi

DETECTION OF miRNA TARGET GENES THROUGH STATISTICAL
ANALYSIS OF DNA MOTIFS IN HUMAN-MOUSE 3'-UTR REGIONS 17

GENNAIO 2007
Prof. M. Caselle

PATOGENESI DEL DIABETE MELLITO DI TIPO 1: stiamo vincendo o stiamo perdendo? 18
GENNAIO 2007
Prof. G.F. Bottazzo

GENE THERAPY STRATEGIES FOR PHENYLKETONURIA 1
FEBBRAIO 2007
Prof. B. Thony
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FRAGILE X SYNDROME FROM RNA METABOLISM IMPAIRMENT TO SPINE

DYSMORPHOGENESIS 22 FEBBRAIO 2007
Prof. C. Bagni

VITA, OPERE E MIRACOLI DELL’EPATOCITA 9 FEBBRAIO 2007
Prof. M Tripodi

PROTEIN MICROARRAYS DEVELOPMENT OF NEW SUPPORTS FOR IMPROVED
SENSITIVITY 14 MARZO 2007
Dr. M. Cretich

COLANGIOPATIE AUTOIMMUNI 15 MARZO 2007
Prof. M. Podda

MICROARRAYS DI TESSUTI: UNA STRATEGIA PER IDENTIFICARE NUOVI
BIOMARCATORI TUMORALI 16 MARZO 207
Dott.ssa M. Capra

DROSOPHILA AS A MODEL FOE AGING AND CANCER 16 MARZO 2007
Dott: Bohmann

MARCATORI FARMACOGENETICI NEL CARCINOMA COLORETTALE: QUALI
PROSPETTIVE PER UNA TERAPIA PERSONALIZZATA?
29 MARZO 2007

Prof. E. Mini

RELAZIONE TRA STRUTTURA EFUNZIONE DELLE PROTEINE MEDIANTE ANALISI DEL
PREOTEIN DATA BASE 12 APRILE 2007
Prof. Milanesio

DIFETTI GENETICI DEL PRE-B CELL RECEPTOR 16 MAGGIO 2007
Prof. Ferrari

THE REGULATION OF HEMATOPOIETIC STEM CELLS BY SMAD SIGNALING 25 MAGGIO
2007
Dott. Karlsson

TRANSLATING BASIC SCIENCE INTO THERAPEUTIC STRATEGIES FOR SHWACHMANN
DIAMOND SYNDROME 28 MAGGIO 2007
Dott. Ellis

SINDROMI AUTINFIAMMATORIE 4 GIUGNO 2007
Prof. A Martini

BIOINFORMATICS TOOLS FOR THE ANALYSES OF UTRs AND FOR THE
PRODICTION OF ALTERNATIVE SPLICE SITE 21 GIUGNO 2007
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Prof. E Mignone

Anno Accademico 2007/08

Human Papilloma Viruses loads and its association with non melanoma skin cancer Dott. S.
Weissenbrau 19-12-2007

Biologia molecolare e genetica in ambito forense, principali applicazioni e sviluppo delle nuove
tecniche Dott. G. Portera 14/1/2008

K+ channels in the heart: in and out of control Dr. R. Radicke 21-1-2008
Integrin traffickng and tumor cells invasiveness Dott. J. Norman 23/1/2008

La microscopia a forza atomica nella ricerca biomedica: dalle immagini alle interazioni Prof. M.
Ruspanti 24-1-2008

Metodi e applicazioni delle nuove tecnologie di sequenziamento ultramassivo Dott. G. De Bellis
6/2/2008

La proteina HMGBL e un segnale di danno tissutale Prof. ME. Bianchi 7/2/2008
New treatment strategies for multiple mieloma Prof. A. Palumbo 21/2/2008
Caratterizzazione molecolare della leukemia linfatica cronica Prof. V. Gattei 28/2/2008

Analytic vaccinalogy and human citomegalovirus human monoclonal antibodies as tool to identify
novel antigens for protective vaccination Dott. A. Maccagno 5/3/2008

Applications of gene expression profile to cancer research Prof. E. Medico 6/3/2008
Fatty liver preservation against ischemia reperfusion injury Dott. JR. Catafau 7/3/2008
Il sistema Ghrelin aspetti endocrini e metabolici Prof. F. Broglio e Prof. C. Gauna 13/3/2008

To repress gene expression just take out vinegar role of the class 2 histone deacetylase HDAC4 Prof. C.
Brancolini 13/3/2008

Immunologia della psoriasi Prof. G. Girolomoni 20/3/2008

Mutazioni del gene dell’insulina come causa di diabete neonatale/infantile un nuovo esempio da
malattia da misfoding Prof. F. Barbetti 3/4/2008

Modificazioni del metabolismo del ferro nella risposta infiammatoria Prof. G. Cairo 9/4/2008
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Interazione tra tumori e sistema immunitario nella leucemia linfatica cronica il ruolo della via
metabolica del mevalonato Prof. M. Massaia 14/4/2008

The hespesvirus DNA polymerases a model for new antiviral drug discovery Prof. G. Palu 16/4/2008

Epidemiologia dell’infezione HPV e del cancro della cervice uterina un modello dinamico Dr. J.
Baussano 17/4/2008

Ghrelin e pancreas endocrine Prof. R. Granata 24/4/2008

The mechanisms of cell infection with hepatitis C virus-novel potential targets for therapeutic
interventations Prof. A. Budkowska 15/5/2008

La ricerca farmacologica, dal laboratorio alla clinica Dott. D. Valle 22/5/2008

Sistema degli endocannabinoidi nuovo target terapeutico per I’ obesita’ e le sue complicanze cardio-
metaboliche Prof. U. Pagotto 23/5/2008

Copy number variations non solo ritardo mentale Prof. O. Zuffardi 26/5/2008

Cap Analyses Gene Expression Analyses of trascriptional complexity and regulation Dr. P. Carninci
5/6/2008

Mechanical ventilation and multiple organ failure Dr. Fraus B Plotz 12/6/2008
Problem solving in epatologia epatica Prof. G. Faa 13/6/2008
Tecniche FISH nello studio di linfomi non-Hodgkin Drssa. MG. Tibiletti 26/6/2008

From mekacaryocytes to platelets regulation, microenvironment and patholssa. ogy Drssa. A. Balduini
30/6/2008

Recenti aspetti in tema di malattie uromodulina associate Prof. F. Scolari 3/7/2008
Recombinant protein expression 1/7/2008 Recombinant antibodies and other affinity reagents 2/7/2008

Display technologies phage,yeast,bacteria and ribosoma 16/7/2008 Fluorescent protein 18/7/2008 Prof.
A. Bradbury
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CONGRESSI FREQUENTATI:

1° anno: XXVIII Congresso Nazionale della Societa italiana di Patologia, Universita degli
studi di Pavia, 19-22 Settembre, 2006.

11° anno: XIV Telethon Convention, Palazzo dei Congressi, Salsomaggiore Terme, 12-14
Marzo, 2007.

I11° anno: EUROPEAN BIOLPINE CONVENTION. Inflammation and autoimmunity:bridging
pubblic and private research. Collereto Giacosa (TO), 6-7 Novembre, 2007.

COMUNICAZIONE A CONGRESSI:
I° anno:

“Variazioni nel gene di perforina in pazienti con sclerosi multipla” Orilieri E.,
Cappellano G., Comi C., Chiocchetti A., Cerutti E., Castelli L., Monaco F., Dianzani U. (XXVIII
Congresso Nazionale della Societa italiana di Patologia, Universita degli studi di Pavia, 19-22
Settembre, 2006). (PRESENTAZIONE POSTER).

“Variazioni nel gene di perforina nei pazienti con autoimmunita/linfoproliferazione e
difettiva funzionalita di Fas” Cerutti E., Cappellano G., Chiocchetti A., Clementi R., Ferretti M.,
Orilieri E, Dianzani I., Ferrarini M., Bregni M., Danesino C, Bozzi V., Putti M.C., Cometa A.,
Locatelli F., Maccario R., Ramenghi U., Dianzani U. (XXVIII Congresso Nazionale della Societa
italiana di Patologia, Universita degli studi di Pavia, 19-22 Settembre, 2006). (POSTER).

“Variations of the perforin gene in patients with autoimmunity/lymphoproliferation
and defective Fas function” Cappellano G., Chiocchetti A., Cerutti E., Ferretti M., Orilieri E.,
Dianzani I., Ramenghi U., Dianzani U. (16‘“European Congress of Immunology; PARIS, 6-9-
September, 2006). (POSTER).
11° anno:

“Search  for  genetic  alterations of  the Fas  system in  the

autoimmune/lymphoproliferative syndrome (ALPS)”. Dianzani U., Chiocchetti A., Cappellano



G., Orilieri E., Cerutti E., Ferretti M., Clementi R., Notarangelo L., Ramenghi U. (XIV Telethon
Convention, Palazzo dei Congressi, Salsomaggiore Terme, 12-14 Marzo, 2007).
(PRESENTAZIONE POSTER).

111° anno:

EUROPEAN BIOLPINE CONVENTION. INFLAMMATION AND
AUTOIMMUNITY:BRIDGING PUBBLIC AND PRIVATE RESEARCH. COLLERETTO
GIOCOSA (TO) 6-7 NOVEMBRE 2007.

“Variations of the perforin gene in patients with multiple sclerosis” Giuseppe

Cappellano, Cristoforo Comi, Elisabetta Orilieri, Annalisa Chiocchetti, Sara Bocca, Elena

Boggio, llaria Seren Bernardone, Sandra Dalfonso, Mara Giordano, Franco Perla, Maurizio
Leone, Francesco Monaco, and Umberto Dianzani. (PRESENTAZIONE POSTER)

“Variations of the perforin gene in patients with type 1 diabetes™ Elisabetta Orilieri,

Giuseppe Cappellano, Massimo Ferretti, Elisa Cerutti, Francesco Cadario, Franco Cerultti,
Graziella Bruno, Annalisa Chiocchetti, and Umberto Dianzani. (PRESENTAZIONE POSTER).

VI SIICA NATIONAL CONFERENCE, UNIVERSITA LA SAPIENZA, ROMA, 1114
GIUGNO 2008.

“Variations of the perforin gene in patients with autoimmune diseases”. Elisabetta
Orilieri, Giuseppe Cappellano, Annalisa Chiocchetti and Umberto Dianzani (PRESENTAZIONE
POSTER).

“The 423gpolymorphism of the xiap gene influences macrophage function and is
associated with idiopatic periodic fever”. A. Chiocchetti , M. Gattorno, M. Ferretti, E.Orilieri,
G.Cappellano, A. Martini, U. Dianzani (PRESENTAZIONE POSTER).
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PUBBLICAZIONI:
Chiocchetti A, Miglio G, Mesturini R, Varsaldi F, Mocellin M, Orilieri E, Dianzani C,
Fantozzi R, Dianzani U, Lombardi G. Group | mGlu receptor stimulation inhibits activation-

induced cell death of human T lymphocytes. Br J Pharmacol. 148(6): 760-8, 2006.

Clementi R, Chiocchetti A, Cappellano G, Cerutti E, Ferretti M, Orilieri E, Dianzani I,
Ferrarini M, Bregni M, Danesino C, Bozzi V, Putti MC, Cerutti F, Cometa A, Locatelli F, Maccario
R, Ramenghi U, Dianzani U. Variations of the perforin gene in patients with

autoimmunity/lymphoproliferation and defective fas function. Blood.108(9): 3079-84, 2006.
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