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Introduzione

Apoptosi

L’apoptosi detta “morte cellulare programmata” gtee un ruolo critico nella regolazione
dell’equilibrio del sistema immunitario.

| progenitori dei linfociti B e T maturano rispetimente nel midollo osseo e nel timo; durante
guesta fase il riarrangiamento dei geni generarandg numero di recettori (Ig per i linfociti B e
TCR per i linfociti T) che non sono in grado diamoscere molecole MHC self (complesso
maggiore di istocompatibilita) o sono potenzialneestitoreattivi.

Il repertorio di linfociti che esprimono un recetoappropriato € ottenuto con un processo di
selezione clonale che porta alla morte per apoplgisinfociti con alta affinita per gli antigenelé

[1]. Tuttavia, la delezione dei cloni linfocitati@reattivi non interessa tutti i cloni poiché ratti gli
antigeni self sono rappresentati nel midollo osseel timo. L'immissione in periferia di questi
linfociti T non porta necessariamente allo svilughanalattie autoimmuni in quanto queste cellule
possono ancora essere controllate da meccanisaliedanza periferica.

L’attivazione del linfocita richiede due segnalstihti: -un primo segnale generato dall’interazione
del recettore con l'antigene presentato su MHC re secondo segnale proveniente da molecole
costimolatorie che interagiscono con i loro rispettigandi presenti sulle cellule presentanti
I'antigene (APC).

Il riconoscimento dell'antigene in assenza del séosegnale, conduce ad uno stato di quiescenza
(anergia) o apoptosi del linfocita. In questo madhitivazione dei linfociti avviene soltanto in un
contesto inflammatorio (danno cellulare) durante qliale le APC esprimono molecole
costimolatorie riducendo il rischio di aggressioontro il self.

L’apoptosi svolge un ruolo importante anche nelitotossicita cellulo-mediata. | linfociti
citotossici, infatti, si legano al bersaglio e kecilono innescando la morte cellulare attraveeso v
meccanismi:

- liberazione di perforina e granzimi, la prima ipwrizza sulla membrana del bersaglio
producendo dei pori in cui passano i granzimi gdgrdi attivare varie caspasi;

- espressione di FasL che lega il recettore Fasesp dalla cellula bersaglio;

- produzione di TNE e/o linfotossina che legano i rispettivi recetianescando la morte cellulare.

Il processo apoptotico, inoltre, € fondamentaldéongbegnimento della risposta immunitaria al fine
di mantenere l'omeostasi numerica dei linfodiel caso dei linfociti, esistono due
meccanismi di controllo. Il primo meccanismsisiema passivo) conduce alla morte dei
linfociti che hanno risposto all’antigene. Laesimento dell’antigene determina una riduzione

della secrezione di citochine importanti perdaravvivenza cellulare e dell'espressione dei loro
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recettori da parte dei linfociti. Il calo degétimoli di sopravvivenza causa una diminugion
dei livelli cellulari delle molecole antiapopidite e il conseguente innesco della via apoptotica
intrinseca (ACAD, activation cell-autonomous ded#13].

Il secondo meccanismo (sistema attivo), invealenina i linfociti alcuni giorni dopo laoto
attivazione. Questa morte € favorita da una viatione del linfocita da parte dell’antigene (AICD,
activation-induced cell death) ed e legataaane di alcuni recettori appartenenti alla
famiglia del TNF-receptor (TNFR ) nella via estieca dell’apoptosi [2-3].

Le vie dell’apoptosi

Nel sistema immunitario, un’ampia varieta di stimpbssono attivare tre differenti vie di morte
cellulare.

- La “via estrinseca” stimolata dall'interaziongdndo-recettore che conduce alla formazione di un
complesso in grado di attivare la cascata dellpasas

- La “via intrinseca” stimolata da condizioni dress cellulare (mancanza di fattori di crescitggra
UV, stimolazione con etoposide) che porta alla fmiane di un complesso detto apoptosoma.

- La “via di salvataggio” (autofagia) meccanisma penantenimento del’omeostasi cellulare che

in alcune circostanze puod condurre alla morte zhu

Nella via estrinseca, i recettori (death recepappartenenti alla famiglia dei recettori del fattaoli
necrosi tumorale (TNF-R: TNF-R1, TNF-R2, Fas/CD®R3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR6)
interagiscono con i rispettivi ligandi extracelluldappartenenti alla famiglia del TNF [4-5]) e
inducono il pathway apoptotico. Un esempio e iatigo extracellulare (FasL) che interagisce e
induce trimerizzazione del recettore transmembFasaCD95/Apol conducendo al reclutamento di
una molecola citosolica adattatrice FADD (Fas-Agged Death Domain) e della procaspasi-8 che
formano, in questo modo, un complesso detto DIB€ath-Inducing Signaling Complex) [6].

FAS e FADD interagiscono con i loro domini DD (deatomain) mentre FADD e caspasi-8
interagiscono attraverso un dominio DED (deathetfiedomain).

L’attivazione di caspasi-8, mediante taglio protém, innesca una cascata attivatoria che
coinvolge la caspasi-10 e le caspasi -3,-7,-6 obla loro forma attiva, sono in grado di agire su
specifici substrati cellulari. Caspasi-8, inoltéelegata alla via intrinseca apoptotica (generatenen
indotta da stress e attivata da caspasi-9) atsawdue meccanismi diversi: la scissione protealitic
della molecola Bid e la sintesi di ceramide indal#dl’attivazione di sfingomielinasi acide/neutre
[7]. | frammenti di Bid e ceramide, traslocando Isumembrana esterna del mitocondrio,

interagiscono con BAX (BCL-2 associated protein X) BAK (BCL-2 antagonist/killer)
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permettendo a quest'ultimi di oligomerizzare. Quaestimola il rilascio di citocromo-c nel
citoplasma che, legandosi ad Apaf-1 (Apoptosisdis Activating Factor-1) e procaspasi-9, porta
alla formazione di un complesso noto come apoptasf8h In seguito a clivaggio, la caspasi-9
assume una conformazione attiva in grado di pracesasltre caspasi poste nelle vicinanze; cio
permette di innescare una cascata di trasduzioheegeale apoptotico che coinvolge le diverse

caspasi effettrici e termina nell’idrolisi di sutat citosolici e nucleari.

Comunqgue, in condizioni di stress moderato (careattori trofici) le cellule ricorrono a risorse
alternative per mantenere la sopravvivenza celu(autofagia); le cellule sequestrano proteine e
organelli invecchiati per riciclarne le diverse tpa&r assicurarsi la sintesi di enzimi e componenti
necessari alla sopravvivenza. Una prolungata carkzdi stress o un mancato controllo della
regolazione dell’autofagia possono condurre allarten cellulare autofagica’™indipendente dalle
caspasi. Questa mostra peculiarita morfologichelisaliapoptosi e sembra essere un passaggio
indispensabile per ['inizio del processo apoptotito quanto si € osservato che inibitori

dell'autofagia eliminano I'apoptosi mentre inibitdelle caspasi non inibiscono I'autofagia [9].

Autoimmunita

L’'immunita, ovvero lo stato di protezione dalle ai#ie infettive, ha componenti sia non specifiche
sia specifiche. La componente non specifica, imtaunnata, comprende un gruppo di meccanismi
di resistenza alle malattie che non sono specpi@i un particolare patogeno. Viceversa la
componente specifica, immunita acquisita, € carati#a da una risposta specifica verso un
componente estraneo all’organismo (non-self). Epasta immunitaria specifica coinvolge linfociti
T e B attivati da antigeni non-self [1].

L’attivazione stimola I'espressione di specifich@latole coinvolte nel processo di spegnimento
del sistema immunitario che induce apoptosi ddotiii effettori. Tuttavia, una piccola parte
sopravvive andando a costituire un gruppo di linffomemoria necessari per una risposta
immunitaria piu rapida e vigorosa ad una nuova siggme dello stesso antigene [4].

Lo spegnimento della risposta immunitaria e fondatade per il controllo del numero dei linfociti
periferici e per ridurre il rischio di cross-resita tra antigeni self e non-self [4].

Infatti il modello del “mimetismo molecolare” assanthe la cross-reattivita, dovuta a proteine
virali dotate di sequenze peptidiche simili a geialklle proteine self, sia coinvolta nella genesi
delle malattie autoimmuni. In seguito all’eliminaae del patogeno, il sistema immunitario puo

continuare ad agire contro queste molecole s@lflerre uno stato di autoimmunita.
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Le malattie autoimmuni

Le malattie autoimmuni possono essere classificatdue gruppi: malattie organo-specifiche e
sistemiche [1]. Le prime sono caratterizzate dphesenza di autoanticorpi o linfociti-T-effettori
diretti contro antigeni bersagli espressi da urtocergano o ghiandola, le manifestazioni della
malattia sono in gran parte a carico di quel paldi@ organo. Le malattie autoimmuni sistemiche,
invece, presentano autoanticorpi diretti contro ampio spettro di antigeni e per tale ragione
coinvolgono vari organi e tessuti.

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogeoetie malattie autoimmuni possono essere
mediate da anticorpi (emocitopenie autoimmuni, fuguitematoso sistemico) oppure da cellule
(diabete mellito di tipo 1, sclerosi multipla).

Controllo e cause dell’autoimmunita

Nell’'organismo, il mantenimento della tolleranzdi ayitoantigeni € garantito da tre meccanismi
diversi: -limitazione della reattivita da parterdeccanismi regolatori, -sequestro degli antigehi se
che li rende inaccessibili al sistema immunitasiolleranza dei linfociti T e B agli antiggd].
L’alterazioni di questi processi fisiologici puo rnpare, quindi, all’attivazione di cloni di linfo¢it
autoreattivi e allo sviluppo di reazioni umoralcellulari contro antigeni self dell’organismo.

In generale, queste risposte sono secondarie tatt@lazione da parte di agenti infettivi (batteri,
virus) o alterazioni intrinseche delle cellule distema immunitario.

Le infezioni possono scatenare la malattia attsvareccanismi diversi:

-danneggiamento di un tessuto con liberazione tityjem che non sono mai venuti in contatto con |l
sistema immunitario (antigenti sequestrati) e alnadj vengono riconosciuto come non-self;
-presenza in virus e batteri di antigeni identicsimili a normali componenti self (mimetismo
molecolare) che possono determinare cross-reaeimmteo il self dopo che I'agente infettivo é stato
eliminato;

-innesco di una risposta inflammatoria localizzatan un conseguente aumento della
concentrazione di citochine. Queste determinargpiEssione di molecole MHC di classe Il nelle
APC che possono indurre un’attivazione inapprogrehtinfociti T autoreattivi;

-attivazione policlonale non specifica di numerdsini di linfociti B con conseguente produzione
di autoanticorpi.

| meccanismi non sono mutualmente esclusivi ma gaspresentarsi insieme, determinando il
fenomeno conosciuto come “epitope spreading”, mioéquente nelle malattie autoimmuni. Infatti

nel corso della malattia, si passa da una fas@lejzdove la risposta immune e diretta verso un
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singolo epitopo di una proteina self, ad una risp@toimmune piu vasta indirizzata sia verso
epitopi diversi della stessa proteina sia versoepme diverse (“espansione epitopica”).

Molte malattie autoimmuni presentano un certo gmidamiliarita e questo ha indotto molti studi a
definire i fattori genetici coinvolti nel loro suppo. Nel complesso i dati ottenuti disegnano il
guadro tipico delle malattie multifattoriali.

Un insieme di geni diversi possono influire nellseettibilita genetica allo sviluppo della malattia
che richiede, comunque, 'induzione da parte dbfascatenanti (eta, sesso, background genetico,
esposizione a fattori infettivi e ambientali) [1].

Le malattie autoimmuni sono piu frequenti nei pmniadi un determinato allele di un gene.
Tuttavia, non e chiaro se questi geni sono coinwtettamente nello sviluppo della malattia
oppure se l'associazione statistica € legata anfenodi “linkage disequilibium”, ovvero al fatto
che quell'allele si associa frequentemente ad uticptare allele di un altro gene non noto, posto

per lo piu in vicinanza al primo e coinvolto nejjanesi della malattia.

Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS)

Il processo di spegnimento del sistema immunitagiofondamentale per il mantenimento
dell’omeostasi numerica dei linfociti e della todaza periferica [2-3]. Il difetto di questo sis@m
pud causare malattie caratterizzate dall’accumuliintbciti negli organi linfatici secondari e da
autoimmunita.

Alcuni modelli animali sono rappresentativi di gieegquadro. | toplpr (lymphoproliferation) egld
(generalized lymphoproliferation disease) sonogiort di mutazioni recessive a carico del gene
che codifica Fas e del gene che codifica FasL.pl bor/lpr mostrano linfoproliferazione con
linfoadenopatia, splenomegalia, espansione pokd®mi linfociti T doppi negativi CDED8
(DNT) e manifestazioni autoimmuni; i togid/gld sono caratterizzati da linfoproliferazione (in
assenza di DNT e splenomegalia) e Lupus Eritemdtdss) [10-11].

Questi modelli evidenziano il coinvolgimento di Faslla genesi del quadro autoimmune e nella
iperproliferazione per un difettoso spegnimentdadesposta immunitaria.

Nelluomo e stata descritta una malattia simileuallg dei topilpr o gld denominata “Sindrome
Autoimmune Linfoproliferativa” (ALPS-OMIM#601859)1[L-12-13]. La malattia si sviluppa in eta
pediatrica ed € caratterizzata da linfoadenop&iagenomegalia, espansione periferica di linfocit
DNT, ridotta funzionalita del sistema Fas, mandegini autoimmuni (glomerulonefrite, sindrome
di Guillian-Barré, epatite, artrite, vasculite, LESitopenie e ipergammaglobulinemie. | pazienti in

eta adulta sono predisposti allo sviluppo di linf¢id].
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La maggior parte dei pazienti ALPS presentano untanione eterozigote nel gene di Fas [10-13-
14]; tuttavia in alcuni pazienti sono state ritrt®/enutazioni a carico di altri geni.

Il gene umano TNFRSF6 € presente sul tratto crommsn10g24.1, consiste di 9 esoni e 8 introni
[13] e codifica per la proteina transmembrana FasiACD95. La proteina forma un omotrimero
sulla membrana cellulare dopo il legame con lagiat FasL/CD95L codificata dal gene TNFSF6.
L’interazione Fas/FasL e coinvolta nel processospiégnimento della risposta immunitaria e
nell'attivita citotossica dei linfociti T (CTL) irseguito al legame di FasL, espresso dalle cellule
citotossiche, con il recettore Fas espresso sellele target [15].

Una caratteristica comune a tutte le mutazioni ditetto nell’apoptosi indotta da Fas [10-13-14].

In alcuni pazienti affetti da ALPS, pero, non sostate ritrovate mutazioni a carico del gene
TNFRSF6; questo ha condotto ad una classificazabella malattia basata sulle caratteristiche
molecolari riscontrate nei pazienti. E’ possibilstithguere differenti forme di ALPS [16-17]:
*ALPS-FAS caratterizzata da mutazioni in omozigasi eterozigosi nel gene di Fas che
determinano, rispettivamente, perdita completalozione della funzionalita del recettore Fas [17];
*ALPS-sFAS con mutazioni somatiche in eterozigosel gene di Fas. Durante lo sviluppo
embrionale, una mutazione somatica nel gene delttoge Fas conduce ad un difetto apoptotico
con conseguente accumulo di linfociti singoli pesitE’ ipotizzabile che i linfociti DNT abbiano
origine da questi linfociti che hanno ricevuto wgmsale di morte ma che non possono morire
perché portatori del difetto in Fas [18];

*ALPS-FASLG con mutazioni nel gene TNFSF6 codifiaper FasL/CD95L [10];

*ALPS-CASP10 con mutazioni nel gene di caspasi-14-19]; l'interazione Fas/FasL porta al
reclutamento della caspasi-8 insieme alla caspgagiet formare il complesso DISC. La caspasi-10
svolge un ruolo chiave nella cascata apoptoticaottadda Fas e la sua assenza conduce a
linfoproliferazione. Questo indica un effetto negatdi caspasi-10 che non pud essere superato da
caspasi-8;

*ALPS-U con fenotipo clinico e immunologico tipicdel’ALPS ma difetto genetico ancora
sconosciuto [13] a supporto del fatto che altridiatnon ancora noti sono coinvolti nello sviluppo
della malattia.

Recentemente, oltre alla classificazione molecolde’ ALPS, sono stati identificati alcuni
disordini correlati alla malattia; questi paziemiiesentano un particolare quadro clinico con
mutazioni a carico di altri geni.

E’ possibile distinguere pazienti con mutazioni mgne codificante caspasi-8 (ALPS-CEDS,

Caspasi-Eight Deficiency State) che mostrano lidévepatia-splenomegalia con aumento
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marginale di DNT [14-17-19]; mutazioni nel geneNRAS' con riduzione di fattori pro-apoptotici
(ALPS-RALD, RAS-associated autoimmune leukoproéfere disease) [20]. La mutazione di un
singolo nucleotide porta un cambiamento aminoagidiel codone 13 (G13D) che determina una
maggiore attivita della proteina; questo causa iiettd apoptotico nei linfociti che conduce a
manifestazioni cliniche simili allALPS [12]; e sggtti affetti dalla sindrome linfoproliferativa
legata all’X (X-linked lymphoproliferative diseas€t.P1) che costituiscono gli ALPS-XLP1 [21].

Nel nostro laboratorio e stato identificato un gropdi pazienti con un quadro clinico simile ai
pazienti ALPS ma privi dell’espansione di linfoddNT necessari per la diagnosi di ALPS.

Questa forma incompleta di ALPS é stata denomifMtdattia Autoimmune Linfoproliferativa di
Dianzani” (DALD/ALPS-III-OMIM#605233).

| linfociti T dei pazienti mostrano un difetto fuomale di Fas di indurre apoptosi (pur hon avendo
mutazioni a carico dei geni TNFRSF6, TNFSF6 o dipesi-10), insieme ad una riduzione della
risposta apoptotica stimolata da ceramide [4-10-22]

| genitori dei pazienti presentano una ridotta fanalita di Fas (in assenza di segni clinici) e cio
suggerisce una componente ereditaria alla base whallattia. E’ possibile ipotizzare I'esistenza di
mutazioni, a carico del pathway di Fas, che agiscem molecole a valle del recettore
determinando, cosi, una attivita dominante negatiNia funzione di Fas nella apoptosi.

L’ALPS sembra, quindi, presentare un quadro muttfaale; i pazienti sono eterozigoti per la
mutazione nel gene di Fas ma questo non e sufficiger sviluppare la malattia dato che i genitori
portatori della mutazione sono sani. Questo suggerche altri fattori genetici, associati anche a

fattori ambientali, siano necessari per lo svilugpta malattia.

Ulteriori disordini linfoproliferativi

La sindrome emofagocitica

La sindrome emofagocitica (HS) € una malattia temiazata da inflammazione multi-sistemica,
infiltrazione di linfociti CD8T e difetto nel processo di secrezione dei gratitdiossici.

La HS comprende tre differenti condizioni causaterditazioni su tre diversi geni.

La prima condizione é lasindrome di Griscelli(OMIM#667624), rara malattia autosomica
recessiva, causata da mutazioni nei geni codifigaet la proteina Rab27a (RAB27A) e per la
miosina-5a (MYO-VA) [23].

! Gene RAS (NRAS, KRAS, HRAS) codifica proteine di BDa che sono membri della superfamiglia delle:gine
che legano GTP, le quali hanno diverse funziomag#llulari nel controllo dei segnali di prolifeiane, crescita e
apoptosi.
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| geni RAB27A e MYO-VA mappano sulla regione crormosca 150921 e codificano per effettori
chiave del trasporto vescicolare intracellulare.sirrdrome e caratterizzata da ipopigmentazione
della cute e dei capelli e dallaccumulo di melaneois maturi nei melanociti. | pazienti con
mutazioni nel gene RAB27A associano all'albinisnaszpale un difetto dei linfociti CTL e la
sindrome linfoistiocitosi emofagocitica (HLH) contigazione incontrollata dei macrofagi e dei
linfociti CTL. Al contrario, pazienti con difettialla miosina-5a associano all'ipopigmentazione un
deterioramento neurologico primitivo, precoce evgraenza anomalie immunologiche.

Il difetto citotossico conseguente alle mutazionRdb27a e responsabile dello scatenamento della
fase accelerata, spesso fatale, che puo esséagatisilo con il trapianto di midollo osseo [23].

La seconda condizione ésamdrome di Chediak-Higasi®OMIM#214500), malattia genetica rara a
trasmissione autosomica recessiva caratterizzatallolaismo parziale, anomalie neurologiche
multiple e granuli citoplasmatici anomali nei nedili. La principale manifestazione clinica € la
suscettibilita alle infezioni batteriche dovutaeadinomalie dell'attivita microbicida dei neutrogli
dei monociti. La malattia € causata da una mutazaei gene LYST che codifica per una proteina
coinvolta nella regolazione del movimento lisosdmia funzione citotossica dei granulociti-
neutrofili. La sindrome é caratterizzata dalla cansp di una malattia linfoproliferativa che puo
portare al decesso durante la seconda o terzaeldcada. La terapia comprende antibiotici, fattor
di crescita, trapianto di midollo e chemioterapia.

L'ultima condizione é lasindrome linfoistiocitosi emofagocitiggdLH) che include un gruppo di
disordini di tipo familiare (linfoistiocitosi emofgcitica familiare FHL) e acquisito (SHLH).

Le forme familiari sono sindromi autosomiche reacessnentre le forme secondarie sono associate
a infezioni, malattie autoimmuni, neoplasie e palpice in tutte le eta compresa quella adulta.

La FHL (OMIM#267700) € una malattia genetica eteras che insorge nel primo anno di vita.

| geni coinvolti nello sviluppo della malattia soflogene PRF1 codificante la proteina perforina
[24] e il gene UNC13D codificante la proteina MuBel

Perforina € una componente essenziale nel processotossicita mediata da granuli; alcuni studi
hanno mostrato che difetti nel gene PRF1 conduedlacsindrome FHL di tipo2 (FLH2) sottotipo
della sindrome HLH. Le mutazioni, a carico del g&fF1, presenti nei pazienti affetti da FHL2
determinano un difetto nel ripiegamento della prateo nel processo di secrezione dei granuli
impedendo il normale processo di esocitosi.

Le mutazioni nel gene UNC13D, invece, possono causa deficit della proteina Muncl3-4
essenziale per I'attivazione e fusione dei graoaii la membrana [25]. Questo deficit porta ad una
minore secrezione di perforina e conduce alla FLHpd 3 (FLH3). In letteratura sono conosciuti
altri disordini genetici che possono condurre aflanifestazione della malattia (Sintaxina-11 per
FLH di tipo 4 e Munc18-2 per FLH di tipo 5) [26].
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La malattia e caratterizzata da febbre, epatosplegalia, citopenia e disordini del sistema nervoso
centrale. | pazienti mostrano un accumulo di magiok linfociti CTL a causa del deficit dei
meccanismi di innesco della apoptosi.

La sindrome conduce, anche, a bassi livelli diribgeno e alti livelli di ferritina, trigliceridi eella
o—catena dell'interleuchina-2 (CD25). La malattidagle in poche settimane e in molti casi un
trattamento con corticosteroidi, ciclosporina, ewige risulta in un controllo transiente della
malattia. Nei pazienti che non rispondono a questapia, oltre che in quelli affetti dalle forme

ereditarie, il trapianto di cellule staminali édlo trattamento potenzialmente guaritivo.

Sindrome Linfoproliferativa legata all’X (XLP)

La “Sindrome Linfoproliferativa legata allX” (OMIM#308240) e un disordine causato da
mutazioni sul cromosoma X del gene SH2D1Adifczante la proteina SARSignaling
lymphocyte activation molecole: SLAM-Associated tein) coinvolta nella regolazione della
funzione linfocitaria. | pazienti mostrano atif nella funzione dei linfociti T e delle celéul
Natural Killer (NK) con assenza di NKT (Natural keil-T) e sono caratterizzati da mononucleosi,
linfoproliferazione policlonale e/o linfomi delleeltule B, linfoistiocitosi, ipogammaglobulinemia
in seguito a infezione con Epstain-Barr virus-pB]. L’assenza di SAP conduce ad una mancata
risposta citotossica verso cellule infettate dalus che pud determinare, anche, linfomi per
proliferazione incontrollata dei linfociti B 12

Recentemente, XLP é stata associata a mutamenigene BIRC4 codificante XIAP (X-linked
inhibitor-of-apoptosis) con deficit nell’espresseodell’inibitore delle caspasi. | pazienti mostan
una maggiore suscettibilita agli stimoli apopto{icD95 o TRAIL-R ) e I'assenza di cellule NKT.
In risposta a infezione da Epstain-Barr, i linfoaittivati sono sottoposti, per il deficit in XIARd
apoptosi accelerata che non permette I'eliminazideiée cellule infettate dal virus che saranno,

cosi, in grado di proliferare [21].

Sinapsi Immunologica

| linfociti CTL e le cellule NK hanno la capacita eliminare le cellule infettate da virus o cellule
tumorali attraverso il rilascio del contenuto deid granuli citotossici. | linfociti naive CDS,
dopo aver riconosciuto I'antigene, richiedono 5-®rgj per differenziare in linfociti CTL,
proliferare e migrare verso le cellule target. Dieail differenziamento, granzimi e perforina sono
sintetizzati e accumulati all'interno dei granutiotossici. In seguito, i linfociti CTL riconoscoria

cellula target e in 20-30 minuti la uccidono.
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Il legame del linfocita CTL con la cellula targeinduce ad una riorganizzazione delle proteine di
superficie, proteine di segnale intracellulare etgine del citoscheletro; questo processo conduce
alla formazione di una struttura chiamata sinapsnunologica.

La sinapsi immunologica e caratterizzata da quditrerse fasi: riconoscimento della cellula target,
adesione e formazione di una sinapsi tra le dualegbrientamento del complesso del Golgi e del
centro di organizzazione microtubulare (MTOC) eapiakzazione dei granuli litici verso la cellula
bersaglio [26].

In seguito al riconoscimento della cellula bersaglilinfociti CTL formano una interazione tra il
TCR e MHCpeptide della cellula bersaglio al fine di creana giunzione stabile; questo legame
determina un riarrangiamento delle molecole di mamé che porta alla formazione di due aree
concentriche: cSMAC (central supramolecular adivatomplex) ricca di TCR, MH®eptide,
recettori accessori CD4/CD8/CD28 e pSMAC (periphemapramolecular activation complex
SMAC) costituito da un anello ricco di integrin€CAM) e proteine di membrana associate al
citoscheletro. 1 linfociti CTL orientano il MTOC vso il sito di contatto permettendo ai granuli
citotossici, ancorati ai microtubuli, di migrarerse la sinapsi immunologica. | granuli sono
organelli impiegati da molte cellule per mediareskcrezione di diverse sostanze. Esempio, i
linfociti CTL secernono granuli contenenti granzienperforina, le mastcellule rilasciano istamina e
serotonina mentre le cellule basofili utilizzangranuli per il rilascio di istamina e altre sostanz
[25-29-30-31-32].

| granuli presentano una struttura multi-vescieoleine ha origine dalla progressiva invaginazione
della membrana plasmatica di endosomi primari; tjugsmi, in seguito, maturano in endosomi
tardivi. La presenza di uno stimolo di attivaziocenduce alla maturazione dei granuli litici
mediante I'unione di lisosomi ed endosomi tardR6]

Il trasporto dei granuli citotossici alla sinapsaimunologica € dipendente dal complesso dei
microtubuli presenti nel citoscheletro. | granulggostano lungo i microtubuli del MTOC, orientato
verso il sito di contatto linfocita CTL-cellula tgt, fino al centro pSMAC. L’attivazione di
proteine segnale, in seguito alla stimolazionerdeéttore TCR, &€ fondamentale per I'attivazione
della fosfolipasi-@ (PLCy) che permette I'orientamento del MTOC e il movirteenei granuli
secretori verso la sinapsi immunologica [26]. Ladwuzione di Inositolo-1,4,5-trifosfato @Pda
parte della PLE conduce alla fuoriuscita di calcio (€pintracellulare verso il citoplasma. La
polarizzazione del MTOC & mediato dal diacilgliderdDAG) in maniera Cd-indipendente
mentre il movimento dei granuli &€ meditata daf'Ca

In seguito, i granuli dal centro pSMAC si spostareyso I'area cSMAC per secernere il loro

contenuto. Il rilascio di perforina, contenuta geanuli citotossici, induce la formazione di pori e
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'entrata di granzimi nel citoplasma della celltéaget; i granzimi agiscono su specifici substeati

iniziano la morte per apoptosi della cellula belisag

Proteine Rab

Negli ultimi anni, sono state identificate le maléx coinvolte nel processo di secrezione dei
granuli. Le proteine Rab GTPasi sono coinvolte aneigolazione della formazione, motilita e
fusione delle vescicole alla membrana plasmatica.

Le Rab GTPasi appartengono alla grande famiglidedpliccole GTPasi all'interno della
superfamiglia Ras. Le proteine Rab possono essgatd a GTP e alla membrana (stato attivo) o a
GDP e trovarsi nel citoplasma (stato inattivopdksaggio ciclico tra attivo/inattivo € controllata
enzimi regolatori GEF (nucleotide exchange facdoBAP (GTPase-activating protein) [31-33].

Il numero delle isoforme di Rab varia tra specipecie; nell'uomo e nel topo esistono 60 diverse
isoforme. Il numero elevato di isoforme ha causawti problemi nell’individuare le isoforme
specifiche coinvolte nelle fasi del trasporto vestre [34].

La proteina Rab3 é stata la prima isoforma di Rhlessere associata al processo di regolazione di
esocitosi dei granuli nelle cellule neuronali edi@rine [33]. Recentemente, studi di proteomica
hanno evidenziato sulle membrane delle vescicaeeg®ie la presenza di un’altra isoforma di Rab
(Rab27) coinvolta in questo processo [31-35].

Alcune forme di Rab sono presenti sulla membrarie descicole; tuttavia, la maggior parte di
esse appartengono a vescicole immature proverdafitapparato di Golgi o dagli endosomi e
quindi non sono coinvolte nel processo di esocif@d]. Ogni proteina Rab ha una precisa
distribuzione cellulare che permette di identifecfiorganizzazione di membrana e le caratteristiche
delle vescicole [34]. Per esempio, Rab4 e Rab5 Bmatizzate sugli endosomi primari, Rab7 sugli
endosomi tardivi [34].

Le proteine Rab26 e Rab37 sono espresse sullecetsdi cellule tessuto-specifiche (Rab26 nelle
cellule della parotide, Rab37 nelle cellule panticka e nei mastociti); le sottofamiglie Rab3 e
Rab27 sono espresse sulla membrana delle vescidele cellule neuronali, cellule
endocrine/esocrine e cellule del sistema immumwitgitinfociti CTL, cellule NK e cellule
mastocitarie) [32-33].

Le isoforme Rab3a e Rab27a sono coinvolte nel cbotdella fase di ancoraggio delle vescicole
alla membrana plasmatica piuttosto che nella fadesione [31]. Rab27a regola I'esocitosi dei
granuli basofili nei mastociti, dei granuli citotds nei linfociti CTL e dei granuli densi nelle

piastrine [35].
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Uno studio ha mostrato che il silenziamento detlatggha Rab3a (0 Rab27a) riduce il numero di
vescicole ancorate alla membrana plasmatica eraaf@ttiva Rab27a (o Rab3a), inoltre, non € in
grado di compensare la funzione della proteina ianatec Il silenziamento di entrambe le isoforme
conduce ad una maggiore riduzione di vescicoleetispal singolo silenziamento; questo risultato
suggerisce una co-operazione di Rab3a e Rab2aowasso di esocitosi [31-32].

Le proteine Rab3a e Rab27a possono essere cossmede membrane delle vescicole delle
cellule neuronali, cellul@ del pancreas, melanociti e svolgere una differamgione sul processo
di secrezione [30]. Alcuni studi hanno mostrato Ehenaggiore espressione di Rab3a e Rab27a in
varie linee cellulari inibisce il processo di sewome sebbene le proteine Rab siano promotori
positivi del trasporto vescicolare [32-36].

| legami tra le proteine Rab e le proteine SNARResnportanti per I'ancoraggio e la fusione delle
vescicole alla membrana plasmatica. Diversi stadinio identificato proteine effettrici che possono
legare direttamente o indirettamente le proteindABHE per formare un complesso proteico tra

vescicola e membrana plasmatica.

Proteine SNARE

L’azione delle proteine Rab e delle loro proteiffeterici € importante per il processo di fusione
delle vescicole alla membrana plasmatica. Questoesso richiede la presenza di altre proteine
appartenenti alla famiglia delle proteine SNARE gtidylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptors) [37].

L’interazione di una proteina SNARE espressa sulianbrana delle vescicole (v-SNARE) con una
proteina SNARE espressa sulla membrana plasmatBSARE, comprende una catena leggera e
due catene leggere) porta alla formazione di unptesso trans-SNARE. Il complesso é costituito
da un fascio di quattro eliche (una elica v-SNAREe t-SNARE) che interagiscono in modo
idrofobico [36]. In seguito alla fusione (mediatald proteine Rab e SNARE) delle vescicole con la
membrana plasmatica, il complesso trans-SNARE tiveis-SNARE con il distaccamento delle
proteine v-SNARE e t-SNARE. Questo distaccamenpooénosso dall'azione del fattore NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor) @ SNAP (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factoraehment
protein) [36].

Le proteine VAMP sono le principali proteine v-SNERoinvolte nel processo di fusione delle
vescicole. Esistono sette forme diverse, VAMP7 @gsga su endosomi tardivi e lisosomi) é

importante durante il processo di esocitosi dengjiditici [36].
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| membri della sottofamiglia SNAP (SNAP23, SNAP3HAP29: synaptosome-associated protein)
appartengono alle proteine con catena leggera tFEAa famiglia delle proteine Sintaxina
costituiscono le catene pesanti t-SNARE [31-36].

Proteine effettrici

Le proteine Rab3a e Rab27a regolano la fase diraggio delle vescicole alla membrana
plasmatica. La co-operazione delle proteine Raboenpssa dalla capacita delle proteine effettrici
di interagire sia con Rab3a che Rab27a.

Le proteine esofiline (exocytosis-associated rdb8igranuphilin-like proteins) e Noc-2,
individuate come molecole effettrici per Rab3a, qoo® legare Rab27a; Slp (synaptotagmin-like
proteins) e Slac2 (Slp homologue lacking C2-donmjaiaffettori per Rab27a, interagiscono con
Rab3a [38-39].

Tutte le molecole effettrici che legano Rab3/Rap#¥sentano, all’N-terminale, un dominio RBD
(Rab-binding domain) con ripetizioni di residuizinco e cisteine [39].

Al C-terminale, le proteine effettrici hanno duamoi C, chepermettono il legame con i fosfolipidi
di membrana durante le fasi del processo di semreZ39].

Le proteine effettrici legano contemporaneamentprtgeine Rab sulla vescicola secretoria e le

proteine della membrana plasmatica favorendo ldaancoraggio [31].

Slp4

La proteina effettrice Slp4 presenta due domiede espressa nelle cell@el pancreas.

Slp4 interagisce, mediante il dominio RBD, con R&b2 Rab3a [39]. Durante il processo di
esocitosi, Slp4 lega Rab27a presente sui granatetei e favorisce il legame alla membrana
plasmatica attraverso linterazione con sintaxingebmponente delle proteine SNARE di

membrana) e Munc18-1 in membrana [39].

Slac2, rabfilina3

Le proteine Slac2 e rabfilina3 prendono il nomentklanofiline in quanto proteine effettrici
espresse nei melanociti.

Le proteine presentano, all’N-terminale, il domi@D per Rab27a/Rab3a ma nessun dominio C
al C-teminale che, invece, presenta un dominid™gogrado di interagire con la miosina-Va [39].
Le melanofiline legano Rab27a sui melanosomi eitssima-Va sui filamenti di actina portando alla

formazione di un complesso proteico che sara trépoai cheratinociti adiacenti [39].
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Alcuni studi hanno mostrato che la maggiore espresdegli effettori di Rab3a o Rab27a puo
modulare il processo di esocitosi nelle cellulecamohe; 'aumento di espressione di Slp4 e Slac2
puo inibire I'esocitosi delle vescicole mentre iaftrembri della famiglia di Slp promuovono la
fuoriuscita del contenuto delle vescicole [40-41].

Recentemente, alcuni studi hanno identificato t@tgima Muncl13-4 come ulteriore effettore della
proteina Rab27a [25-32-35].

Proteine Muncl3

Le proteine Muncl3 sono una famiglia di tre proge(iMuncl3-1, Muncl3-2, Muncl3-3) con
omologia alla proteina Unc-13p @aenorhabditis elegans

Le proteine della famiglia Muncl3 contengono un dowon C1l (capace di legare l'estere del
forbolo), due domini C2 (capace di legare calcidosfolipidi) e due domini MHD (Muncl3-
homology-domains) [25].

L’isoforma Munc13-2 é espressa in modo ubiquitaédl’'organismo mentre le altre proteine della
famiglia Muncl3 sono espresse soltanto nel cervélloncl3-1 € presente in tutti i neuroni e
svolge un ruolo nell’attivazione dell’esocitosi ldevescicole sinaptiche, Munc13-3 € espresso nelle
regione del cervelletto e controlla il rilascio deiurotrasmettitori [42].

Le proteine della famiglia Muncl3 regolano, duraihfgrocesso di esocitosi, la formazione di un
complesso proteico (complesso trans-SNARE) tra éambrana delle vescicole secretorie e la
membrana plasmatica. Per molti anni sono statecate proteine, simili alle proteine Munc13,
coinvolte nella regolazione dei processi secretogellule di tipo non-neuronale. Uno studio [25]
ha identificato e caratterizzato una molecola (MiBd) appartenente alla sottofamiglia delle

molecole Munc13.

Muncl3-4

Il gene UNC13D presente sul tratto cromosomico 57@2lungo 17 kb (32 esoni) e codifica per la
proteina Munc13-4 costituita da 1088 aminoacidi.

La proteina e formata da due domini MHD e C2 mapr@senta il dominio C1.:
MHD (Munc13 Homology Domains,*F-1°"" per MHD1 e E®®-K®“ per MHD2) costituito dax-

eliche con lunghezze e ripetizioni aminoacidichevetie. Il dominio € essenziale per la

localizzazione specifica della proteina [25]
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C2 DOMAIN (P*°-H?** per C2A e A*-P'%" per C2B) contiene cinque residui di acido asparti
che formano un sito per gli ioni €ache mediano il legame con i fosfolipidi di memtaan
dipendenti dal calcio. La presenza di unalica nel loop-3 del dominio C2A, invece, permette

legame con la membrana plasmatica senza la predehealcio [25]

1L [ & 1 NSO  PEEEREEN TUEET  jiwes Munct3-4

1O aming ackds

Figura 1
Diagramma della proteina effettrice Munc13-4
Il diagramma mostra i quattro domini della proteivhanc13-4: due domini MHD e due domini C2.

La proteina Muncl13-4 € espressa, soprattutto, cellale del tessuto bronchiale, nella milza, nelle
cellule dell’apparato riproduttore e nei linfoc@TL; in forma minore nel tessuto muscolare
cardiaco, fegato, rene, cervello e muscolo schetef25-32].

Tuttavia, I'espressione di Muncl3-4 non € limitaiainfociti CTL ma e presente anche in altre
cellule ematopoietiche come piastrine, mastcelkileellule NK. In particolare, nelle piastrine,
Muncl3-4 e distribuita tra citoplasma e membraresmplatica ma non & associata con i granuli
densi [29]; nelle mastcellule, Munc13-4 é espressla membrana dei lisosomi [43]. Nelle cellule
NK, la proteina & espressa sulla membrana dei fydéiil [36].

Munc13-4 conferisce alle vescicole ancorate allanbrana plasmatica uno stato competente alla
fusione necessario prima del processo di secreiigiie

La mutazione della forma Muncl13-4 causa una ped#tia funzione della proteina che impedisce
I'esocitosi dei granuli litici durante la fasi delsinapsi immunologica. Questo deficit conduce alla
sindrome FLH di tipo 3 [25].

Munc13-4 interagisce con la proteina Rab27a/GThémdo un complesso che agisce durante la
fase di fusione vescicola-membrana plasmatica [32]regione compresa tra gli aminoacidi'D
V>*3& necessaria per il legame con la proteina Rat®ja [

Pazienti affetti da FLH3 mostrano un normale anggi@adelle vescicole alla membrana plasmatica
ma un difetto nella fusione e nel rilascio del loomtenuto [32].

La proteina Muncl13-4 & importante nella regolazide#ia secrezione del contenuto dei granuli
citotossici ma non é coinvolta nei processi di sgicne citochinica da parte dei linfociti [32].

La proteina e coinvolta, anche, nella secreziondistessomi nelle mastcellule e dei granuli densi
nelle piastrine [25-32].

Uno studio ha descritto la capacita della protéhancl13-4 di favorire I'associazione di endosomi

di riciclo (che esprimono Rab11) con endosomi tar@he esprimono Rab7 e Rab27a) per formare
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vescicole dette esocitiche. Queste vescicole, gnisead uno stimolo di attivazione, si uniscono a
lisosomi e portano alla formazione di granuli litnaturi [26-44]. Questo modello € in contrasto
con uno studio che afferma l'associazione costiuti Rab27a e Muncl13-4 sulle membrana dei

lisosomi [44].

Il processo di secrezione

Il processo di secrezione del contenuto delle eeszié costituito da diverse fasi: reclutamento
delle vescicole secretorie verso la sinapsi immagiioh e ancoraggio alla membrana plasmatica,
attivazione e fusione delle vescicole, secrezi@iedntenuto delle vescicole.

Le Rab GTPasi sono i regolatori principali dellanfi@zione, motilita e fusione delle vescicole. In
seguito ad una stimolo di attivazione (esempi@gdlaime del TCR con MH@eptide), i lisosomi
uniti a endosomi tardivi portano alla formazionegdanuli litici maturi che polarizzano verso la
sinapsi immunologica [26]. Lo stimolo di attivazemermette il passaggio dalla forma inattiva
RabGDP alla forma attiva RabGTP promosso dal ®teEF [33-34]. RabGTP interagisce con
specifiche proteine effettrici che permettono ddene con le proteine della membrana plasmatica
(fase di ancoraggio). Per esempio, nei linfocitiLCla proteina Rab27aGTP lega la proteina
effettrice Slpl/2 che permette il legame con ldgine di membrana SNAP23 [26-34].

Dopo l'ancoraggio dei granuli alla membrana plascaatuna ulteriore fase (attivazione) e
necessaria per rendere le vescicole competenfiugilane con la membrana plasmatica.

La proteina Muncl3-4 € coinvolta in questa fase.nbAB-4 lega il complesso sintaxina-
11/Muncl18-2 sulla membrana plasmatica e ne promilopassaggio alla conformazione attiva.
Questo cambiamento promuove la formazione di unattgta a fascio composta da
RabGTP/SIp2_t-SNARE (SNAP23, sintaxina-11/Munc18v2$NARE (VAMP7) [26].

La mancanza di sintaxina-11 impedisce parzialmBesecitosi dei granuli delle cellule NK e dei
linfociti CTL e causa la FLH di tipo 4 [26]. Mutami nel gene codificante per Munc18-2 conduce
alla sindrome FLH di tipo 5 [26].

Il complesso sintaxina-11/Muncl18-2, probabilmentegola I'ancoraggio dei granuli e la
formazione iniziale del complesso SNARE prima daltio della fase di attivazione [26].

In seguito alla fusione dei granuli alla membratzsmatica, i granuli liberano il loro contenuto.

Un ruolo importante e svolto dall’acido sfingomielsi (ASMasi) che permette il movimento dei
lipidi di membrana e la conseguente esocitosi detenuto dei granuli.

Le proteine della famiglia Rab27, Muncl1l3, SNARE sa@oinvolte nel processo di esocitosi dei
granuli litici nei linfociti CTL; questo suggerisae modello applicabile al trasporto vescicolare in
altri tipi cellulari [29-32-35].
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Proteina SAP

Come descritto in precedenza, 1&indrome Linfoproliferativa legata allX” € un disordine
causato da mutazioni sul cromosoma X del g8RRD1A codificante la proteina SAP.

SAP e una proteina adattattrice intracitoplasmaticks kDa costituita da un singolo dominio SH2
(Src Homology 2) e da una corta coda di 28 amimbhadi'estremita C-terminale che presenta due
tirosine fosforilabili [45]. Il gene SH2D1A (Src Hwlogy 2 Domain 1A containing protein)
presente sul tratto cromosomico Xg25-g26 e lurigdh2ed € costituito da 4 esoni e 3 introni [27].
La famiglia di SAP comprende tre membri: SAP, EAE%ing’s sarcoma-associated trancript-2) e,
nei roditori, ERT (EAT2-related transducer); a eiffnza di SAP gli altri due membri sono
posizionati in tandem sul cromosoma 1.

SAP e espresso dai linfociti T, dalle cellule NINKT, eosinofili, piastrine e in alcune popolazioni
di linfociti B [46]. EAT2, invece, e espresso sullellule NK, sulle cellule dendritiche (DC) e sui
macrofagi.

SAP regola la funziona di molto recettori appartenalla famiglia SLAM: la proteina interagisce
con la coda citoplasmatica dei recettori e forniseesito di ancoraggio per le molecole di segnale.
La famiglia SLAM comprende sette recettori transrheanma appartenenti alla superfamiglia delle
immunoglobuline: SLAM (CD150); 2B4 (CD244), Ly-9 D229), NTBA (SLAMF6 o Ly-108),
CD84, CD48 e CRACC (CD2-like receptor activatingotgxic cells o CD319) [47-48-49]. Questi
recettori regolano la citotossicita delle cellul&,No sviluppo delle cellule NKT, la stimolazione
delle cellule T2, lo switch isotipico e il mantenimento delle ol secernenti anticorpi.

SLAM e una proteina transmembrana di 70 kDa carat@a da un dominio extracellulare
composto da due motivi Ig-simili (mediano le intomi omotipiche), un singolo dominio
transmembrana e una lunga regione citoplasmaticatteazzata da tre motivi consensus
denominati ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based 8witotif-TxYxxV/l) contenenti residui di
tirosina fosforilabili [50-51-52].

Il recettore SLAM ha una funzione di molecola cioastiatoria, il cui segnale modula la secrezione
di citochine di tipo ;1 o Ty2 [52-53]. SLAM partecipa alla sinapsi immunologinaguanto viene
reclutato in prossimita del TCR e fosforilato n@nmdni ITSM a seguito della stimolazione con
anticorpi agonisti del solo TCR [51].

SAP e caratterizzato da due domini funzionali: emphio SH2 in grado di legare fosfotirosine
presenti sulle code citoplasmatiche dei recettopiagtenenti alla famiglia SLAM; SAP lega questi
siti con alta affinita e impedisce I'interazionenctrosine fosfatasi SHP-2 [47-49-54]. Il secondo
dominio, invece, € in grado di legare la tirositanasi Fyn, che é richiesta per l'attivazione di

SLAM [55-56] (Figura 2). Nel linfocita quiescente mresente, quindi, un complesso stabile
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SLAM/SAP/FYN che in seguito alla stimolazione cantieorpi agonisti si modifica promuovendo
la fosforilazione delle ITSM ed il reclutamentoaltri molecole (effettore SHIP-1, adattatori Shc,
Dok1, Dok2 e scambiatori guaninici RasGAP) [50-8liesto complesso multiproteico promuove
la produzione di citochine in associazione coregrsle generato dal TCR: le vie di trasduzione del
segnale utilizzate dai membri della famiglia di A dal TCR si sovrappongono e si rinforzano

ampiamente per generare un’appropriata rispostaimem

a
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L'importanza della segnalazione generata da SLAMSARP nella regolazione della risposta
immunitaria & emersa con l'identificazione di naivai di SAP in circa il 60% di pazienti affetti
da XLP; il gene SAP presenta mutazioni che porthana completa perdita del gene o variazioni
missenso che causano un arresto prematuro det&sisproteica e/o una proteina non funzionale
[57]. Sebbene alcune caratteristiche della XLP gossessere ricondotte a un deficit della
citotossicita cellulo-mediata da parte di linfoditiotossici e NK, diversi studi “in vivo” e “in %io”
hanno mostrato difetti dei linfociti T, nella pri@iazione e sintesi di interleuchine. | linfociii d
pazienti XLP presentano, infatti, un deficit di |pierazione, di sintesi di IL-2, di espressione di
CD25 e di aggregazione omotipica in seguito a damone combinata del TCR e del CD28 [58].
Inoltre, i linfociti CD4" di pazienti XLP mostrano una minore espressiod€0iS e producono una
guantita ridotta di IL-10, suggerendo che questicdesiano la causa del mancato switch isotipico
dei linfociti B e dellipogammaglobulinemia ossativnegli stessi pazienti [59].

Mutazioni del gene sono state riscontrate, ancheazienti affetti da immunodeficienza comune
variabile (CVID) e da FLH.
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Background scientifico

| pazienti affetti da ALPS e da FHL hanno in comwmequadro linfoproliferativo ed una maggior
suscettibilita allo sviluppo di linfomi. InoltreJla base di entrambe le patologie, vi sono mutazion
in geni coinvolti nel processo di citotossicitalgkl-mediata, rispettivamente Fas e perforina.

Un lavoro svolto nel nostro laboratorio ha dimastrehe variazioni del gene di perforina (PRF1)
possono influenzare lo sviluppo del’ALPS [60]. féeina € presente nei granuli litici dei linfociti
CTL e delle cellule NK e svolge un ruolo importantdla citotossicita cellulo-mediata.

Negli ultimi anni, studi condotti su pazienti atieda FHL hanno identificato variazioni nel gene
UNC13D (Munc13-4) coinvolte nel deficit di secrezeéodi perforina [25].

Al fine di valutare un coinvolgimento della protaifMuncl13-4 nello sviluppo del ALPS/DALD,
sono state ricercate variazioni nucleotidiche reslegUNC13D. Gli esoni e le regioni introniche
adiacenti del gene UNC13D sono state sequenzia# ipazienti (22 ALPS e 20 DALD). In 9
pazienti, sono state identificate sette variazioneterozigosi in grado di determinare un cambio
aminoacidico a livello della proteina. Due variadierano state gia descritte in pazienti affetti da
FHL (p.A59T c.175G>A, p.R928C ¢.2782C>T) [61-62] mtre due variazioni in pazienti affetti
dalla Sindrome di Attivazione Macrofagica (MAS) I§8L c.2542A>C, p.A995P ¢.2983G>C)
[63]. Tre variazioni, invece, non erano mai stadentificate p.C112S (c.335G>C), p.V781l
(c.2342G>A) e p.S923C (c.2768C>G). Le variazioniA59T, p.R928C erano presenti,

rispettivamente, in cinque e otto controlli sani.

E’ possibile ipotizzare che I'ALPS possa esseréu@rfzato, anche, da geni coinvolti nella XLP
(caratterizzata da suscettibilita alle infezioniERV). Una forma di XLP e causata da mutazioni
nel gene SHD2D1A codificante per la proteina SAP.

Il ruolo di SAP nell’autoimmunita non € ancora ¢biatuttavia, alcuni studi hanno suggerito il suo
coinvolgimento in alcune malattie autoimmuni (aetrieumatoide, sclerosi multipla) [64].

Komori et al. hanno mostrato che una mutazionegesle SH2D1A pud causare la perdita di
espressione di SAP in topi MRit/Ipr che determina una parziale protezione dalla nializttiotta
dalpr [65]; questo dato ha suggerito una relazione djgatapposta tra i difetti del recettore Fas e
SAP.

Al fine di valutare un coinvolgimento della protairfSAP nello sviluppo del ALPS/DALD, il
promotore, gli esoni con le regioni introniche aeéiati e il 3 UTR del gene SH2D1A sono stati
sequenziati in 31 pazienti maschi (poiché le mialé&ate al cromosoma X hanno maggiore effetto
nei maschi). Sono stati ritrovati tre SNP localizzaella regione del promotore (-346C>T,

-494G>A, -631G>A); i risultati hanno mostrato cheazienti maschi mostravano una maggiore
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frequenza degli alleli -346T e -631A rispetto i tofli (-346T: 61% vs 36% p=0.01; -631A: 61%
vs 37% p=0.01). Nessuna differenza significatiaasservata per la variazione -494G>A.

La frequenza dei tre SNP nelle femmine (N=20), ceyera simile tra pazienti e controlli.

L’analisi con il software TESS (Transcription Eleméearch Systefhha permesso di osservare
che i tre SNP identificati non erano in grado didifioare il sito di legame per i fattori
trascrizionali. Tuttavia, l'allele -346C era ripatd come sito di metilazione, suggerendo che la
variazione -346C>T potesse influenzare I'espressaei gene.

Scopo del lavoro

Scopo del mio lavoro é stato quello di identificargeni coinvolti nella risposta citotossica dei
linfociti CTL e delle cellule NK in grado di influezare lo sviluppo del ALPS o DALD.

Il lavoro e stato focalizzato sui geni UNC13D e SHIIDA che sono coinvolti nello sviluppo di
malattie correlate alla FHL.

La prima parte del lavoro & stata quella di canattare una mutazione identificata nel gene di
Muncl13-4 e valutarne gli effetti a livello cellubare molecolare. Muncl13-4 svolge un ruolo
importante nel controllo della fusione delle vestgccon la membrana plasmatica; per questo
motivo si € cercato di individuare alterazioni fespressione, nell'attivita della proteina e nei
meccanismi di migrazione-fusione delle vescicole lkomembrana plasmatica.

La seconda parte, invece, & stata quella di vautanfluenza della variazione -346C>T
sull’espressione di SAP e il coinvolgimento deltatpina nel favorire lo sviluppo del ALPS/DALD

nell'uomo, al fine di confermare i dati ottenutii hepi MRLIpr/Ipr [65].

2 http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess
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Pazienti
Sono stati analizzati 42 pazienti (22 ALPS, 20 DAID61 controlli sani. La diagnosi della malattia
e stata effettuata secondo i criteri indicati neP& NIH International Workshop [17].

Plasmidi e clonaggio della forma wild-type e mutadaMunc13-4

Il cDNA wild type di Muncl13-4, contenuto nel plasieipOTB7 (ImaGenes, Berlino, Germania), e
stato clonato nel plasmide di espressione pcDNABtitrogen, San Diego, CA). Il tag Svb

(Simian-Virus 5) e stato inserito, mediante PCRestkremita 5’ del cDNA della forma wild-type e

della forma mutata.

La mutagenesi sito specifica della forma wild-tyge stata ottenuta, tramite PCR, con
oligonucleotidi contenenti le mutazioni specifiche.clonaggi sono stati confermati con |l

sequenziamento del cDNA di Munc13-4 inserito naspiidi.

MuncSV5' 5 CGCG ATA TCA ATG G‘GC AAA CCA ATC CCA AAC CCA CTG
TGG GCC TGG A*TG CGACACTCCTCT CCC 3

MuncRev 5" CCA GGGGGT ACC ACT GGTC 3’

Trasfezione in cellule 293T e HMC-1
Cellule HMC-T sono state coltivate in terreno RPMI 1640 (Giliéew York, Usa) addizionato di

10 mM Hepes, 1% L-Glutammina, 1X Antibioticigffcillina, Streptomicina, Gentamicina),
10% FBS e incubate a 37°C in atmosfera umidificata

Le cellule HMC-1 sono state trasfettate utilizzantit Lipofectamina-2000 (Invitrogen). Le
trasfezioni sono state effettuate con il plasmidecDMWA3.1/Muncl3-4  wild-type,
pcDNA3.1/Muncl13-4 ¢.2768G. L’avvenuta trasfeziotepo 48 ore, e stata valutata al microscopio
a fluorescenza con un plasmide di controllo comtenda proteina GFP (Green Fluorescent

Protein).

Saggio di degranulazione

Cellule HMC-1 trasfettate (1x20nl) sono state centrifugate e il pellet & stasmspeso in Tyrod
Buffer (Hepes 10mM pH=7.4, NaCl 173mM, KCI| 2.9mMalICG; 12mM con CaGl1.6mM e
Glucosio 5mM). Dopo una incubazione per 5 mini7aC, le cellule sono state stimolate coff 10
M fMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine, SigivAldrich, St. Louis, MO) a 37°C per 10

% In grassetto sono evidenziati i siti di restriziote barre delimitano gli epitopi mentre I'ATG @ttslineato
* Linea cellulare umana di mastcellule immature [66]
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minuti o incubate in assenza di stimolo. L'inculoen é stata bloccata centrifugando la sospensione
per 1 minuto a 4°C. L'esocitosi dei granuli & sta#dutata, in citofluorimetria, con I'analisi del
marcatore CD63 (intensita media di fluorescenzadhale stimolate e non-stimolate) [67].
L’'immunofluorescenza é stata visualizzata con urcarpoa-CD63 coniugato FITC (isotiocianato

di fluoresceina) (Biolegend, San Diego, CA) dope&Rerm (Invitrogen).

Western Blotting

Cellule HMC-1, dopo trasfezione, sono state lisaten buffer di lisi (Tris-HCI 20 mM pH=7.4,
Triton 1%, NaCl 150mM, EDTA 5mM, Glicerolo 10%) [ptontenente inibitori di proteasi
(Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina, PMSF). Le @re sono state analizzate con médsv5,
mADb a-actina (Sigma) e mAh-Rab27a (Santa Cruz). La rivelazione degli anticprignari € stato
effettuata con un IgG mAh-mouse coniugato-HRP (GE, Healthcare,Usa). Le baothe state
guantificate mediante GelDoc EQ system (BioRadgcHles, CA).

Immunoprecipitazione

Cellule HMC-1 trasfettate e attivate sono statatéisn un buffer di lisi (Tris-HCI 20 mM pH=7.4,
Triton 1%, NaCl 150mM, EDTA 5mM, Glicerolo 10%). Lproteina Rab27a & stata
immunoprecipitata con mAl-Rab27a (Santa Cruz); la membrana & SiGIGIIE coatain mAbo-

Sv5 (per rilevare Muncl3-4) o mAk-Rab27a. La rivelazione degli anticorpi primari @ats

effettuata con un IgG mA&@-mouse coniugato-HRP (GE).

Analisi statistica

| valori p value sono stati ottenuti impiegandtest U di Mann-Whitney (p=<0.05).
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Caratterizzazione della variazione ¢.2768G presanten paziente ALPS: la mutazione non ha effetto

sull’espressione della proteina Munc13-4

La variazione p.S923C, riscontrata in un pazieffigtta da ALPS-FAS, e stata identificata in posigo
c.2768C>G nell'esone-29 del gene UNC13D. Il pa=mergresentava tre variazioni missense
monoalleliche, una nel gene UNC13D, una nel geCBI (XIAP) e l'altra nel gene TNFRSF6 (FAS). Il
guadro clinico mostrava splenomegalia, linfoadetiapanalattie autoimmuni, anemia e trombocitopenia.
La funzione di Fas era difettiva mentre i linfoddNT erano leggermente superiori ai valori di cfft-o
Tutte le variazioni sono state ereditate dalla mddterozigote per ognuna delle mutazioni) cheéavid,
presentava una funzione normale di Fas. Il padue,non avendo nessuna variazione, presentava un
difetto nella funzione di Fas.

La complessita del quadro genetico della famigéisgsiggerito la caratterizzazione delle diverseazaésni

riscontrate nel paziente; in particolare sara dsdieffetto della variazione ¢.2768G nel gene ON8D.

La proteina Muncl13-4 € espressa in diversi tipaliule soprattutto nelle cellule ematopoietichg-g2].
Uno studio ha mostrato che Munc13-4 e coinvoltéarrelgolazione della secrezione dei lisosomi B2
confermare gli effetti della mutazione in un modelitile, & stata scelta la linea di mastcellule HMC
Abbiamo clonato il cDNA codificante per la formalaviype e per la forma mutata c.2768G (materiali e
metodi). | costrutti sono stati trasfettati tramsemente nelle cellule HMC-1 e, dopo 48 ore, eastat
valutata I'espressione delle diverse forme in washdotting. L'anticorpoa-Sv5 riconosceva una banda
specifica a 120kDa che corrispondeva all'espresgsttaila proteina Munc13-4.

Come mostrato dall’analisi in western blotting,clellule trasfettate con i diversi costrutti espriaigo
livelli simili di proteina. (Figura 3). Questo dasaggerisce che il polimorfismo ¢.2768G non & adgrdi

influenzare I'espressione della proteina.

La forma mutata di Munc13-4 non influenza I'espresse intracellulare della proteina Rab27a

Le proteine RabGTPasi sono proteine coinvolte nedigolazione della formazione, motilita e fusione
delle vescicole alla membrana plasmatica. Recemtné&isoforma Rab27a é stata identificata sulle
membrane delle vescicole secretorie [31-35]. Al@indi, hanno dimostrato la co-presenza della prate
Munc13-4 con Rab27a sulle membrane delle vesc{pidstrine, linfociti T, NK, mastcellule) [29-32-36
44]. Al fine di valutare i livelli di espressioneelth proteina Rab27a, € stato compiuto un saggio di
western blotting su lisati totali di cellule HMCtdasfettate con i diversi costrutti. L'anticorpeRab27a

riconosceva una banda specifica a 25kDa che coniigva all’espressione della proteina Rab27a.
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Come mostrato in figura 4, le cellule trasfettada ta forma wild-type di Munc13-4 esprimevano livdl
Rab27a comparabili a quelli delle cellule trastetteon la forma ¢.2768G. Questi risultati suggemnsc
che la forma mutata di Munc13-4 non € in gradmfiiienzare I'espressione della proteina Rab27k sul
membrane delle vescicole [32-44].

In seguito, al fine di valutare I'espressione @768G e della proteina Rab27a in cellule attivatstato
condotto un saggio di western blotting su lisataliadi cellule HMC-1 stimolate. Come mostrato igura

5, I'espressione della forma mutata di Muncl3-4senaapponibile a quella ottenuta nelle cellule HUC
in assenza di stimolo (Figura 3). Inoltre, la prodeRab27a mostrava livelli di espressione comphuiab

tutte le condizioni di trasfezione come gia osskrvua cellule HMC-1 non-attivate (Figura 4).

Muncl3-4 & un regolatore positivo della degranulage in cellule HMC-1

L’associazione tra la proteina Muncl3-4 e Rab27deae in seguito ad uno stimolo attivatorio. La
stimolazione porta la forma attiva di Rab27a (R&bPFP) a interagire con Muncl13-4; tale associazione e
importante nella regolazione del processo di semmeZ25-32-36].

La funzione della proteina Muncl13-4 é stata ddscriei linfociti CTL e nelle altre cellule del tess
ematopoietico [32-34-44]. In particolare, nelle toaBule, la proteina Muncl3-4 e coinvolta nella
regolazione della fusione delle vescicole con lanim@ana plasmatica e la successiva secrezione el lo
contenuto [43]. Uno studio ha dimostrato che Muré18 localizzata sulla membrana delle vescicole
secretorie in prossimita di CD63, uno specifico catore per le membrane dei lisosomi ed endosomi
tardivi [32]. La stimolazione delle mastcellule doice alla migrazione delle vescicole verso la memdor
plasmatica e all'esocitosi del loro contenuto. Leynawione delle vescicole determina una diminuzione
dell'espressione citoplasmatica di CD63 con un animdel marcatore sulla superficie delle celluld][4
Muncl3-4 sembra, quindi, svolgere un ruolo impddanel controllo della degranulazione nelle
mastcellule [32].

Al fine di definire I'effetto della mutazione sullaecrezione dei granuli, cellule HMC-1 sono state
stimolate (48 ore dopo la trasfezione) con un pepdii origine batterica (fMLP) in grado di intenagcon

il suo recettore specifico (FPR1) sulla superfazdle cellule.

L’espressione del marcatore CD63 sulla membraria decicole € stata valutata, dopo marcatura oon u
anticorpoa-CD63, mediante analisi citofluorimetrica. L'essiesmie di CD63 nelle cellule di controllo
non trasfettate e stata posta pari a 100. Comerabosh figura 6A, I'espressione del marcatore CR63
simile tra le cellule di controllo e le cellule ¢fattate con la forma wild-type.

Le cellule trasfettate con il costrutto ¢.2768Gyeice, hanno presentato una espressione leggermente
inferiore rispetto a quella ottenuta nelle celltlasfettate con il costrutto wild-type (Figura 6R)6

Questi dati suggeriscono che la presenza dellaziomta possa diminuire I'attivita della proteina Md3-
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4 portando ad una minore fusione delle vescicol#i epnseguenza, 'aumento del loro numero a lovell
citoplasmatico. Questo esperimento conferma ilawhlMunc13-4 nel controllo del processo di fusione
[32-43-44].

La variazione ¢.2768G determina una minore asso@age tra la proteina Muncl3-4 e Rab27a

Come descritto in precedenza, I'associazione di &8r4 con la proteina Rab27a e importante nel
processo di fusione dei granuli secretori con &amforana plasmatica [24-25-32]. Al fine di valutgte
effetti della mutazione sull'interazione tra le @wine Muncl3-4/Rab27a, e stato condotto un saggio d
immunoprecipitazione su lisati totali di cellule HML trasfettate. La proteina Rab27a e stata
immunoprecipitata con un mAt-Rab27a; I'associazione di Muncl3-4 é stata vautain un mAbo-
Sv5. Come mostrato nella figura 7, la forma wilgeydi Munc13-4 co-precipitava una quantita maggiore
di Rab27a rispetto alla forma mutata ¢.2768G. Idagxzione tra la proteina Rab27a e Muncl13-4 wild-
type dava origine ad un segnale piu intenso rispetjuello osservato con la forma ¢.2768G (Figéya 7
7B). Questo risultato suggerisce che la forma raute2768G puo essere in grado di influenzare, idano
negativo, I'associazione tra le proteine Muncl3Rap27a.

La variazione e presente nel dominio MHD coinvoitdla localizzazione di Muncl3-4 sulla membrana
delle vescicole [32-44]; e possibile ipotizzare théorma mutata possa influenzare il processasiohe

delle vescicole secretorie con la membrana plasmati
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Figura 3

Western Blotting di lisati cellulari ottenuti da cdlule HMC-1 trasfettate

Cellule HMC-1 non trasfettate (Controllo); costautiontenente il cDNA della forma wild-type Munc13-4
(WT); costrutto contenente il cDNA della forma nmata.2768G. L'analisi € compiuta 48 ore dopo la
trasfezione. La rilevazione é effettuata con mABv5 (120kDa); la normalizzazione é verificata titem
mADb a-actina (43kDa).

WT c.2768G Controllo

wrav27a | o a— «m» | 4 50
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Figura 4

Espressione intracellulare della proteina Rab27a iellule HMC-1 trasfettate

(A) Cellule HMC-1 sono trasfettate con i diversi cot contenenti il cDNA della forma wild-type e
della forma mutata ¢.2768G. L'analisi € compiuteod® dopo la trasfezione.

La rilevazione é effettuata con mAbRab27a (25kDa). La normalizzazione € verificatanite mAb

a-actina (43kDa).
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Figura 5

Espressione di Muncl13-4 e Rab27a in lisati cellulaottenuti da cellule HMC-1 attivate con fMLP
Cellule HMC-1 sono trasfettate, per 48 ore, coivexsi costrutti contenenti il cDNA della forma
type e della forma mutata di Munc13-4. Le celliteseguito, sono stimolate con ™ fMLP per 10
minuti; la reazione e bloccata centrifugando Igpeasione per 1 minuto a 4°C.

La rilevazione e effettuata con mAd-Sv5 (120kDa) ea-Rab27a (25kDa). La normalizzazione é
verificata tramite mAku-actina (43kDa).

A) . B)
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i CD63 |
w1l 1 wd 110 1
CDEZ
= = 100
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ég' :g égé 80,
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w' ot e w® o a? w' ot wd o opd WT c.2768G
CDEZ chi3

WT €.2768G

Figura 6

Valutazione dell'espressione di CD63 in cellule HM& attivate con fMLP

Cellule HMC-1 sono trasfettate, per 48 ore, coivexsi costrutti contenenti il cDNA della forma
type e della forma mutata di Muncl13-4. Le celluma stimolate con fMLP (ItM). (A) Cellule di
controllo non-stimolate (linea sottile); cellulasfettate e stimolate (linea spessa). L'espresslo®63
sulle membrane delle vescicole € valutata con ub m&D63 coniugato FITC R) Espressione di CD63
in cellule trasfettate con i diversi costrutti (o8& non-trasfettate sono poste uguale a 10Q%)linea
orizzontale indica il valore medio, il box-plot dtervallo di interquartile, la linea verticale iloda
massimo/minimo.
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Figura 7

Associazione di Munc13-4 con la proteina Rab27a

(A) Immunoprecipitazione di Muncl3-4 con la formaivattdi Rab27a in lisati di cellule HMC-1
trasfettate con i diversi costrutti. La proteinabRaa € immunoprecipitata da lisati cellulari conmAb
a-Rab27a. L'immunoprecipitato € analizzato in waestdslotting mediante un mAba-Sv5; la
normalizzazione e verificata tramite un médiRab27a.

(B) L'istogramma mostra I'analisi densitometrica €gsa come rapporto tra le bande Sv5 e Rab27a

33



DISCUSSIONE




Discussione

| pazienti affetti dalla Sindrome Autoimmune Linfofiferativa sono portatori di difetti funzionali a
carico del sistema Fas/FasL e sviluppano malattieirmmuni e linfoproliferazione [17]. Diverse
evidenze suggeriscono che I'ALPS sia geneticametdeogenea: in differenti famiglie possono
essere coinvolti geni diversi. | pazienti con ALRSquelli con linfoistiocitosi emofagocitica
familiare hanno in comune un quadro linfoproliferated una maggior suscettibilita allo sviluppo
di linfoma. Alla base di entrambe le patologieseno mutazioni in geni coinvolti nel processo di
citotossicita cellulo-mediata, rispettivamente Egeerforina.

Un lavoro svolto nel nostro laboratorio ha dimastrehe variazioni del gene di perforina possono
influenzare lo sviluppo dell’ALPS [60]. Inoltre, gk ultimi anni, studi condotti su pazienti affetti
da FHL hanno identificato variazioni nel gene UNO18oinvolte nel deficit di secrezione di
perforina [25]. Questo ha suggerito che la protévancl3-4 potesse concorrere allo sviluppo
dell’ALPS.

Al fine di indagare questa ipotesi, sono staterc&i variazioni nucleotidiche nel gene UNC13D in
pazienti affetti da ALPS/DALD. Il sequenziamentd dene UNC13D ha portato all'identificazione
di sette variazioni missenso in eterozigosi. Quatariazioni sono state gia descritte in pazienti
affetti da FHL (p.A59T, p.R928C) [61-62] e in padieaffetti da MAS (p.1848L, p.A995P) [63].
Tre variazioni, invece, non sono mai state idegdii: p.C112S, p.V781l e p.S923C. Quest’ultima
mutazione e stata identificata in eterozigosi in paziente affetto da ALPS-FAS; il paziente
presentava, anche, due variazioni missenso moholadlenel gene BIRC4 e nel gene TNFRSF6.
L’analisi del quadro genetico della famiglia ha tna® che le mutazioni erano state ereditate tutte
dalla madre; il padre era sano ma presentava @ttalihella funzione di Fas. La complessita di
guesto quadro ha condotto alla caratterizzaziofia dariazione p.S923C del gene UNC13D. La
variazione in posizione c¢.2768C>G, nell'esone-28tednina un cambio aminoacidico con una
sostituzione del codone CTG (codificante per unaagcon il codone TGT (codificante per una
cisteina). La mutazione e presente nella regionddMHinvolta nella localizzazione della proteina
sulle membrane delle vescicole.

Abbiamo voluto valutare gli effetti della mutazioadivello cellulare e molecolare. Il primo dato
ottenuto dai nostri esperimenti € stato che laav@ane non altera I'espressione della proteina
Muncl3-4. Questo e stato dimostrato con la trasfezi nella linea mastocitaria HMC-1, dei
plasmidi contenenti il cDNA per la forma wild-tygemutata della proteina. L'analisi in western
blotting ha mostrato che i costrutti sono espraBieistesso livello; il polimorfismo non ha effetto
sull'espressione di Munc13-4.

Molti studi hanno cercato di identificare i fattawinvolti nel processo di secrezione dei granuli

[29-30-32-43-44]. Una classe di proteine coinvaitdla coordinazione di tale processo sono le
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proteine RabGTPasi. Recenti studi hanno mostrago urth membro di questa famiglia, Rab27a,
regola il trasporto e la fusione delle vescicola ahembrana plasmatica in molti tipi di cellule
(linfociti CTL, piastrine, cellule NK, mastcellule)Rab27a e distribuito sulle membrane delle
vescicole secretorie e agisce insieme alla proteifedtrice Muncl13-4 [29-32-44]. Pertanto, al fine
di verificare gli effetti della mutazione di Munc#3sui livelli di espressione della proteina Rah27a
e stato compiuto un saggio di western blottingsatiltotali di cellule HMC-1.

| risultati ottenuti hanno mostrato una espressisoerapponibile della proteina Rab27a tra le
cellule trasfettate con i diversi costrutti di Md3e4. L'insieme di questi dati suggerisce
incapacita di Munc13-4 nel modulare I'espressioin®ab27a sulla membrana delle vescicole.
Uno studio ha descritto un modello nel quale ilgesso di maturazione dei granuli citotossici, nei
linfociti CTL, richiede la co-operazione di endosam@rdivi (che esprimono Rab27a e Rab7) con
endosomi di riciclo (che esprimono Rabll e Munclpet formare vescicole esocitiche. Queste,
in presenza di uno stimolo di attivazione, si uorsx con i granuli citotossici per formare granuli
maturi [44]. In contrasto con questo modello, uthad® ha suggerito la presenza costitutiva di
Rab27a e Muncl13-4 sulla membrana delle vescicdle oellule ematopoietiche [32]. Questi dati
suggeriscono una reciproca dipendenza tra Rab2Vianel3-4.

La mutazione ¢.2768G e presente nel dominio MHDoairtgnte per la localizzazione della proteina
sui lisosomi. Questo permette di ipotizzare ch#oiininio possa essere coinvolto nel reclutamento
di Rab27a, da parte di Munc13-4, durante il prozces®socitosi.

Molti lavori hanno mostrato I'associazione dellateina Muncl13-4 con Rab27a in seguito ad uno
stimolo attivatorio [24-25-32]. La stimolazione kelcellule porta la forma attiva di Rab27a
(Rab27GTP) a legare la proteina Muncl3-4; tale @asimne € importante nella regolazione del
processo di secrezione. Pertanto, per valutarpréssione della forma mutata di Muncl13-4 e della
proteina Rab27a in cellule attivate, le cellule HMGono state trasfettate e, in seguito, stimolate
con il peptide fMLP. I risultati hanno mostrato drespressione delle forma mutata di Munc13-4
era sovrapponibile a quella ottenuta nelle celliMC-1 in assenza di stimolo. Inoltre, la proteina
Rab27a mostrava livelli di espressione comparabiltutte le condizioni di trasfezione come
osservato, precedentemente, nelle cellule nonasdtiv

Il processo di fusione delle vescicole con la menharplasmatica e la secrezione del loro contenuto
e stato descritto in diversi lavori [26-29-44]. Memastcellule, Munc13-4 svolge un ruolo molto
importante nella fase di fusione. Uno studio hadditrato che la proteina Muncl13-4 €& localizzata
sulla membrana delle vescicole secretorie in pnussidi CD63 ed & coinvolta nel controllo della
degranulazione [32]. La stimolazione delle mastbellconduce alla migrazione delle vescicole

verso la membrana plasmatica e determina un aundehtmarcatore CD63 sulla superficie delle
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cellule [43]. Pertanto, per definire I'effetto delmutazione sulla secrezione dei granuli, cellule
HMC-1 sono state stimolate con il peptide fMLP.nadisi & stata compiuta valutando I'espressione
di CD63 sulla membrana delle vescicole; le cellibesfettate con il costrutto ¢.2768G hanno
presentato una espressione leggermente inferigpetto a quella ottenuta nelle cellule trasfettate
con il costrutto wild-type. Questi dati suggerisasonhe la presenza della mutazione possa
influenzare I'attivita della proteina Munc13-4 mamnsia in grado di alterare il processo di fusione.
E’ possibile ipotizzare una capacita della proteihancl13-4 endogena di compensare I'attivita
della forma mutata e di ripristinare la normalec#ssi.

Come descritto in precedenza, il coinvolgimentddinc13-4 nel processo di fusione dei granuli
secretori € mediato dalla sua interazione con RabR&rtanto, per valutare se la variazione possa
influenzare tale associazione, é stato effettuateaggio di immunoprecipitazione. | risultati hanno
mostrato che il legame tra Rab27a e la forma muatduncl3-4 era inferiore rispetto a quello
ottenuto con la forma wild-type. Questo dato suiggerche la variazione ¢.2768G e in grado di
influenzare negativamente il legame tra le duegimet Tuttavia, questa minor associazione non e
sufficiente per impedire il processo di fusione giginuli, come mostrato dall’analisi del marcatore
CD63.

Nel complesso, i risultati ottenuti dimostrano ¢aenutazione riscontrata sul gene UNC13D non
conduce ad un cambiamento dell’espressione detiteipp Muncl3-4. La variazione identificata
nel dominio MHD non sembra in grado di alterarradtivita; infatti la forma mutata ¢.2768G non
influenza I'espressione della proteina Rab27a sulkenbrane delle vescicole esocitiche. | risultati
confermano il coinvolgimento della proteina Muncl3iel controllo della fase di fusione delle
vescicole alla membrana plasmatica. L'associaziomda forma mutata di Muncl3-4 e Rab27a
mostra un legame inferiore rispetto alla forma vijide; tuttavia, questa minor associazione non e
sufficiente ad impedire il processo di fusione denuli. La proteina Muncl3-4 sembra essere,
quindi, una chiave del meccanismo di regolazioria desione; una alterazione della sua struttura

potrebbe condurre ad una diminuzione della suassjune proteica e funzione effettrice.
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Pazienti

Sono stati analizzati 27 pazienti affetti da ALAS (nhaschi, 12 femmine) e 24 pazienti con DALD
(16 maschi, 8 femmine). La diagnosi della maladtiatata effettuata secondo i criteri indicati nel
ALPS NIH International Workshop [17].

Cellule

Cellule mononucleate del sangue periferico (PBMGhos state isolate da sangue mediante
separazione su gradiente di Ficoll (Limpholyte-Hed@rlane Laboratories, Olanda). Per valutare
'espressione di SAP e la metilazione di -346C, RBBbno stati stimolati conp@y/ml di PHA
(Sigma-Aldrich) in terreno RPMI addizionato di XM Hepes, 1% L-Glutammina, 1X
Antibiotici e 10% FBS in presenza di 10U/ml IL-2ig&a-Aldrich). Dopo 3-5 giorni di coltura,
cellule CD16, CDS e CD4 sono state purificate positivamente con biglie netighe (Miltenyi
Biotec, GmbH, Germania) e analizzate per I'espoessidi SAP. In alcuni esperimenti, linfociti T
CDS8" e cellule NK CD56 sono stati purificati da PBMC mediante il kit Rtie8eff Human
CDS8'T/NK Cell Enrichment Cocktail (Stem Cell technolegj Vancouver, Canada). In entrambe le

purificazioni, le cellule sono state messe in galttome descritto sopra.

Analisi della metilazione

| campioni di Dna sono stati inviati a Roma pendési dei livelli di metilazione. | campioni sono
stati modificati con bisolfito di sodio mediante kit Bisulphite CT Conversion (EZ DNA
Methylation-Gold kit-Zymo Research, Irvine, CA) segdo le indicazioni del produttore.

La regione contenente lo SNP di interesse e stafdificata mediante PCR con specifici primer,
uno dei quali biotinilato. L’'amplicone & stato segmiato con il sistema Pyrosequencer PyroMark
ID (Biotage AB-Biosystems, Uppsala, Svezia). Unnpai specifico € stato utilizzato per il

sequenziamento con Real Time.

Real-Time RT-PCR
L'Rna totale di PBMC e stato isolato mediante Trifmvitrogen). 500ng di Rna sono stati

retrotrascritti con ThermoScript RT PCR System i(hogen). L'espressione di SAP e stata valutata
con un saggio di espressione genica (SAP: saggid990158978 m1; Applied Biosystem, Foster
City, CA). Il gene housekeeping GAPDH (saggio N°9B@99905 m1l) €& stato usato per
normalizzare la quantita di cDNA. La Real Time P@Rduplicato per ciascun campione, € stata
effettuata mediante il 7000 Sequence DetectioneBygpplied Biosystem). | risultati sono stati

analizzati con il metodo Delta-Delta CT.
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Western Blotting
Le cellule sono state lisate in un buffer di lisris-HCI 20 mM pH=8.0, Triton 1%, NaCl 150mM,
EDTA 5mM, NP-40 0.5%) contenente inibitori di prase (Aprotinina, Leupeptina, Pepstatina,

PMSF). Le proteine sono state analizzate con mAAP (Upstate, Lake Placid, NY) e un méAb
actina (Sigma). La rivelazione degli anticorpi painé stato effettuata con un IgG m&kbmouse
coniugato-HRP (GE). Le bande sono state quanticatdiante GelDoc EQ system (BioRad,
Hercules, CA).

Analisi statistica

L’analisi statistica della distribuzione allelicagenotipica é stata effettuata con il test Chi-gqoad
applicando la correzione di Yates. | dati funziorsno stati analizzati con il test U di Mann-
Whitney (p=<0.05).

40



RISULTATI

Sezione?2

41



Risultati, sezione 2

Lo SNP -346C nel promotore del gene SH2D1A & métildel 30% in tutti i soggetti

L’analisi con il software TESS ha mostrato cheel 8NP identificati nel gene SH2D1A non erano in
grado di modificare i siti di legame per i fatttnascrizionali. Tuttavia, lo SNP -346C era ripastabme
sito di metilazione; questo dato ha suggerito éhedriazione -346C>T fosse in grado di influenzare
'espressione del gene. Alcuni studi hanno diméstiche la differente metilazione di SH2D1A puo
correlare con il suo livello di trascrizione in drgi tipi cellulari [68]. Per valutare il coinvolgento
dell'allele -346C nella metilazione del gene di SABbiamo valutato lo stato di metilazione delloPSN
PBMC di soggetti sani mediante una PCR metilazgpezifica. L'allele -346C era metilato di circa il
30% in tutti i soggetti (dato non mostrato); quedaio suggerisce un coinvolgimento dell’allele aell

regolazione dell’'espressione di SAP.

| portatori dell’allele -346T mostrano alti livelldi Rna messaggero

Il software TESS e la PCR metilazione-specificarnttamostrato la metilazione dell’allele -346C.

In seguito, al fine di valutare l'influenza dellaanazione -346C>T sull’espressione della proteina,
abbiamo analizzato i livelli di Rna messaggero (i@Rh SAP.

PBMC di soggetti maschi sani sono stati sottopasRCR quantitativa dopo 3 giorni di coltura con
PHA+IL-2 (in condizioni basali I'espressione di SAPscarsa). Come mostrato in figura 8, i soggetti
portatori dell’allele -346T producevano piu altveili di mRna rispetto ai soggetti portatori delléde
-346C. Inoltre, per verificare gli effetti dellanazione nucleotidica nelle singole popolazionildeti, &
stata effettuata una purificazione positiva coridimagnetiche di cellule NK (CD1J linfociti T helper
(CD4Y), T citotossici (CD8) da PBMC in coltura. | risultati hanno mostratoecta variante -346T
conduceva ad un maggiore livello di mRna nelleubelCD16, CDS come osservato nei PBMC. Nelle
cellule CDA4 la differenza non era significativa (Figura 8).

Il processo di purificazione condotto su PBMC hamesso di ottenere le diverse popolazioni cellulari
Tuttavia, i risultati ottenuti impediscono di stalei se 'aumento di mRna sia influenzato dai dleliso

dal metodo di purificazione utilizzato.

Al fine di verificare e confermare i dati ottenug, cellule NK e linfociti T CD8 di soggetti maschi sani
sono stati purificati negativamente mediante lanitsc delle Rosette (materiali e metodi). L'anatisn
PCR quantitativa ha confermato un alto livello dkma nei soggetti portatori dell’allele -346T ridpedi
soggetti portatori dell’allele -346C in PBMC, cd#uNK e linfociti T CD8 (Figura 9). L’analisi con una
PCR metilazione-specifica ha mostrato che l'alkd46C era piu metilato dell’allele -346T (come gia

osservato in precedenza). | PBMC mostravano undaxiehe piu alta rispetto alle cellule NK e linfoc

42



Risultati, sezione 2

T CDS§" (Figura 10). Questi dati suggeriscono la capatégli alleli di correlare con livelli differenti di
trascrizione a seconda del loro grado di metilazion

| pazienti ALPS/DALD portatori dell’allele -346T nm&trano maggiori livelli di mRNA di SAP

Al fine di confermare i dati ottenuti, abbiamo éfifato un’analisi quantitativa del’'mRna di SAPesttito
da PBMC attivati di pazienti ALPS/DALD. I risultatianno mostrato che i pazienti portatori dell'alel
-346T (N=3) mostravano piu alti livelli di mRna petto ai pazienti con lallele -346C (N=3),
confermando i dati ottenuti nei controlli maschat@ non mostrato). L'analisi della metilazione, lire
ha mostrato che l'allele -346C era metilato (24%ij) pazienti portatori della variante -346C (data no
mostrato). L'insieme di questi risultati rafforzahipotesi di una correlazione tra livelli di traszione e i

due alleli; in particolare I'allele -346T conducd @n maggiore quantita di mRna di SAP.

| portatori dell’allele -346T mostrano una maggiorespressione della proteina SAP

| soggetti portatori dell’allele -346T hanno mastr un incremento del livello di mRna rispetto @ygetti
con l'allele -346C. Al fine di valutare se quesiHiellenza era rilevabile a livello proteico, e stabndotto
un saggio di western blotting su lisati totali @N?C di soggetti maschi sani. | PBMC sono stati mess
coltura con PHA+IL-2. L’anticorpax-SAP riconosceva la proteina con una banda spac#id 7kDa.
Come mostrato in figura 11A-B, i soggetti portatdeil’allele -346T esprimevano una maggiore quantit
della proteina SAP rispetto alle cellule di soggetin -346C. Questi risultati suggeriscono che 1346
associato ad un aumento dell’'espressione proteiG@AR; tale aumento potrebbe favorire lo sviluppo
della linfoproliferazione nei pazienti ALPS/DALD gatori dell’allele.
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Figura 8

Espressione del’'mRna di SAP
Analisi dell'espressione di SAP a livello del’'mRiraPBMC, cellule NK (CD18), linfociti T citotossici
(CD8") e linfociti T Helper (CD2) derivate da soggetti sani portatori degli aH8#6C o -346T.

Le cellule sono purificate positivamente da PBMtvati (-346C: N=6, -346T: N=6).

La quantificazione del’mRna di SAP e valutata titenReal time PCR.

Il livello medio di espressione dei campioni -34&@osto come 100%; la linea orizzontale indicalbre
medio, il box-plot I'intervallo di interquartile. Aalisi statistica con test U di Mann-Whitney.
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Figura 9

Espresseodel’mRna di SAP

PBMC, fliiti T citotossici (CD8), cellule
NK (CD56') di soggetti maschi sani portatori
degli alleli -346C (N=5) 0 -346T (N=5).
Quantificazione del’lRna messaggero di SAP
mediante Real time PCR come in figura 8. La
linea orizzontale indica il valore medio, il box-
plot I'intervallo di interquatrtile.
Analisi statistica con test U di Mann-Whitney.

Figura 10

Analisugntitativa della metilazione
Metilazione del Dna a livello della variazione
-346C>T. Il livello di metilazione €& espresso
come percentuale relativa delle C metilate non-
convertite (C%) rispetto alle C metilate
convertite (T%).
La linea orizzontale indica il valore medio, il
box-plot I'intervallo di interquartile.
Analisi statistica con test U di Mann-Whitney.
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Figura 11

Espressione della proteina SAP

(A) Espressione proteica di SAP in PBMC derivati dggetti maschi sani portatori degli alleli -346C
(N=2) o -346T (N=2). La rilevazione e effettuatancomAb o-SAP (17kDa). La normalizzazione e
verificata tramite mAkx-actina (43kDa).B) Analisi densitometrica della espressione proteic&8AP in
PBMC da soggetti maschi sani portatori degli aH&@#i6C (N=10) o -346T (N=10)

Il valore 100% indica l'espressione della medianasoggetti portatori della variazione -346C; lael
orizzontale indica il valore medio, il box-plotdtervallo di interquartile.

Analisi statistica con test U di Mann-Whitney.
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| pazienti affetti dalla Sindrome Autoimmune Linfofiferativa sono portatori di difetti funzionali a
carico del sistema Fas/FasL e sviluppano malattieirmmuni e linfoproliferazione [17]. Diverse
evidenze suggeriscono che I'ALPS sia geneticametdeogenea: in differenti famiglie possono
essere coinvolti geni diversi e in alcune di esgeni mutati sono sconosciuti. L’associazione tra
autoimmunita e Fas e stata individuata nei modelirini MRL lpr/lpr e gld/gld, caratterizzati,
rispettivamente, da mutazioni a carico del genéadi e FasL [10-11]. Nel nostro laboratorio e stata
descritta una forma incompleta di ALPS denominatalLD. Questi pazienti non presentano
mutazioni in Fas, FasL o caspasi-10; i genitorios@ani anche se mostrano un difetto nella
funzione di Fas. L'espressione della malattia gitee dipendere dal tipo e dalla gravita delle
mutazioni e/o co-presenza di piu mutazioni o potlifismi a carico della via di trasduzione del
segnale di Fas. In precedenti lavori & stato sitggehe variazioni nei geni di osteopontina e
perforina possono essere associate con ALPS e DSIOR Uno studio ha mostrato che una
mutazione nel gene SH2D1A puo causare la perditesgiessione di SAP in topi MRit/Ipr
determinando una parziale protezione dalla malattiatta dalpr [65]; questo dato ha suggerito
una relazione epistatica opposta tra i difettirdekttore Fas e SAP.

Al fine di valutare un coinvolgimento della protairfSAP nello sviluppo dellALPS/DALD, il
promotore, gli esoni con le regioni introniche aeiati e il 3 UTR del gene SH2D1A sono stati
sequenziati in soggetti maschi, dato che le mal#&tiate al cromosoma X hanno maggiore effetto
nel sesso maschile. Sono stati identificati tre $INf localizzati nel promotore del gene SH2D1A.
L’analisi mediante il software TESS ha mostrato thére variazioni non modificavano i siti di
legame per fattori trascrizionali; lo SNP -346Cydoe, era riportato come sito di metilazione
suggerendo una capacita della variazione -346Cxiffldienzare I'espressione del gene SH2D1A.
Il nostro lavoro é stato focalizzato su quest’utiwariazione.

Il primo dato ottenuto dai nostri esprimenti € atelhe I'allele -346C € metilato di circa il 30% in
tutti i soggetti portatori. Questo é stato dimastraediante una PCR metilazione-specifica.

Il secondo dato e emerso dall’analisi quantitatied’'mRna di SAP in cellule NK e linfociti T
CDS8'. | soggetti portatori dell’allele -346T esprimoradti livelli di mRna rispetto ai soggetti
emizigoti per -346C. Questi dati hanno permessipatizzare una capacita degli alleli di correlare
con livelli differenti di trascrizione a secondd teo grado di metilazione come gia osservatorin u
altro studio [68].

| soggetti portatori dell’allele -346T mostrano imeremento del livello di mRna rispetto ai soggetti
con l'allele -346C. Al fine di valutare se quesiffadlenza era rilevabile a livello proteico, é stat
condotto un saggio di western blotting su lisataliodi PBMC. | risultati ottenuti nei soggetti

maschi portatori della variante -346T hanno mogttata maggiore quantita della proteina di SAP
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rispetto ai soggetti con l'allele -346C e i soggeitcontrollo. L'insieme di questi dati suggerismo

un coinvolgimento dell’allele -346T nello svilupmel’ALPS/DALD; I'aumento di espressione
della proteina puod essere un fattore predisporaigemalattia. La maggiore frequenza dell’allele
-346T nei maschi rispetto alle femmine ha permekdpotizzare una associazione della malattia
con il sesso maschile, come gia ha mostrato instundio sul’ALPS [69].

| pazienti affetti da ALPS e DALD mostrano entramoii difetto nella funzione di Fas ma soltanto
nel’lALPS e presente I'espansione dei linfociti DNNonostante questa differenza, questo lavoro
mostra un background genetico molto simile traue dhalattie; variazioni nel gene di SAP, e come
gia suggerito perforina e osteopontina [60], infizeno I'ALPS e DALD.

Lavori precedenti hanno mostrato che variazionigesii di osteopontina e perforina sono in grado
di inibire e influenzare, rispettivamente, I’AICDl'attivita citotossica dei linfociti [60]. Tuttagi,
guesti meccanismi non sono coinvolti nell’effettregisponente dell’allele -346T poiché questa
variazione € associata allaumento dell’espressthr®AP che, invece, e importante nella funzione
citotossica e nell’AICD [70].

| livelli di espressione di SAP non influenzanoflmzione di Fas; I'AICD e I'apoptosi indotta da
Fas é paragonabile nei soggetti maschi sani partbddue alleli (dato non mostrato).

L’aumento della proteina SAP favorisce la co-stimadne linfocitaria che determina un
incremento della linfoproliferazione; questo inseeal difetto della funzione di Fas compromette la
capacita di eliminare le cellule attivate. L'eftefpud essere mediato, soprattutto, dal recettode 2B
(recettore di attivazione per NK e CD&he favorisce I'attivazione delle cellule citaahe e la
secrezione di IFNdato che I'effetto dello SNP -346C>T, sull'espress di SAP, & osservato nelle
cellule NK e nei linfociti T CD8. Tuttavia, questi dati non possono escludereifivadgimento di

altri membri della famiglia SLAM che sono stati gi@scritti in altre malattie autoimmuni [49].

In conclusione, questo lavoro mostra che pazidfdaitada ALPS e DALD presentano una elevata
frequenza dell’allele -346T, identificato nel praim@ del gene SH2D1A, che causa la perdita del
sito di metilazione -346C. Questo determina un aumdell’espressione di SAP nelle cellule NK e
nei linfociti T CD8 che pud favorire lo sviluppo di linfoproliferazienE’ possibile ipotizzare, in
futuro, l'utilizzo di farmaci in grado di inibire A& al fine di controllare I'evoluzione di queste

malattie.
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Lo scopo della prima parte di questo lavoro erdlgub caratterizzare una mutazione individuata
nel gene UNC13D in un paziente affetto da ALPS-FA&lutare il coinvolgimento di Muncl13-4
nello sviluppo della malattia. Lo studio ha pernoedsdimostrare che la variazione riscontrata non
determina un cambiamento dell’espressione delleejm@ Munc13-4. Tale mutazione non sembra
in grado di alterare l'attivita della proteina chegrmalmente, agisce durante il processo di
secrezione; I'associazione tra la forma mutata dndl3-4 e Rab27a mostra un legame inferiore
rispetto alla forma wild-type. Tuttavia, questa orirassociazione non é sufficiente ad impedire il
processo di fusione dei granuli.

Studi futuri permetteranno di indagare, ulteriorteenmeccanismi del processo di secrezione.

Un obiettivo sara quello di caratterizzare le aftretazioni riscontrate nei pazienti ALPS/DALD e
valutarne gli effetti nel processo di secrezioneel'attivita citotossica delle cellule NK e linfiic
CTL. Questo potrebbe chiarire il ruolo della proteMunc13-4 nella secrezione dei granuli litici e

il suo coinvolgimento nello sviluppo dellALPS.

La seconda parte del lavoro aveva lo scopo di amdutinfluenza della variazione -346C>T,
individuata nel gene SH2D1A, sull'espressione diPS& sullo sviluppo dellALPS/DALD
nelluomo, al fine di confermare i dati ottenutiirtepi MRLIpr/lpr. Lo studio ha permesso di
dimostrare che pazienti affetti da ALPS/DALD pres@o una elevata frequenza dell’allele -346T
che causa la perdita del sito di metilazione -348@esto determina un aumento dell’espressione di
SAP nelle cellule NK e nei linfociti T CD&he pu favorire lo sviluppo di linfoproliferazien
Obiettivo futuro sara quello di valutare gli effetkella variazione -346C>T sulla proliferazione
linfocitaria e sulla secrezione citochinica. Quegtidrebbe chiarire gli effetti della proteina SAP

nello sviluppo della malattia.
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Seminari interni al Dipartimento di Scienze MedicheAA 2008-2009

Production of biopharmaceuticals in plants
Prof. L. Santi
5/12/08

Utilizzo delle cellule staminali mesenchimali nelipalattie neurologiche
Prof. A. Uccelli
12/12/08

La malattia celiaca
Prof. R. Troncone
9/01/09

Porpora trombocitopenia autoimmune: nuovi orientami fisiopatologici e terapeutici
Prof. F. Zaja
13/01/09

Interazioni geni-ambiente nell’eziologia della setesi multipla: studi su gemelli
Prof. M. Salvetti
27/01/09

Non _solo_motoneuroni: il _contributo _del muscolo seletrico _alla patogenesi della sclerosi
laterale amiotrofica

Prof. A. Musaro

10/2/09

Ruolo dei polimorfismi dei geni della pigmentaziomell'induzione di mutazioni somatiche nei
melanomi

Prof.ssa. G. Bianchi Scarra

12/2/09

The use of the cytomegalovirusas a novel vaccingaefor Simian immunodeficiency virus
Prof. Jay A. Nelson
19/2/09

When a fine tuner of signaling pathway becames andarous amplifier: the case of the
prolilisomerasePinl in cancer

Prof. G. Del Sal

20/2/09

Il metabolismo degli endocannabinoidi e la sua nnza terapeutica
Prof. M Maccarone
26/2/09

La proteomica un nuovo modo di guardare al monddlderoteine
Prof. P Pucci
18/3/09
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Cellule staminali tumorali implicazioni terapeutioh
Prof. G. Stassi
18/3/09

Le nanotecnologie applicate alla medicina
Prof. Peluso
19/3/09

Requlation of integrin functions in vascular system
Prof. F. Bussolino
26/3/09

Carcinoma differenziato della tiroide: novita nebflow-up e nella terapia
Prof.ssa B. Biondi
2/4/09

| bioreattori nella medicina rigenerativa: dalla gerca alla realta di una start-up
Dott.ssa S. Mantero
9/4/09

Patologie dei tumori neuro-cerebrali: recenti acaizioni in tema di diagnosi e prognosi
Dott. D. Schiffer
22/4/09

Polycystin-1 , the product of the PDK1 gene mutaiadAutosomal Dominant Polycistic Disease
(ADPKD) is an orphan receptor requlating cell migtian and polarity

Dott.ssa A. Boletta

28/4/09

Polarized inflammation in tumor development
Prof. A. Sica
30/4/09

Effetti anti-steatogeni ed anti-tumorali deqgli agasti del recettore dell’ormone tiroideo
Prof. A. Columbo
5/5/09

Integrated nanoparticle-biomolecule hybrid systemesign of stimuli-responsive_nanomaterials
for cancer diagnosis and therapy

Dott.ssa B. Palazzo

6/5/09

Ipercolesterolemia e progressione di malattia intplgia umana
Prof. G. Poli
12/5/09

Neutotossicita delle proteine misfolded nelle makatdel motoneurone
Prof. A. Poletti
12/5/09
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Functional genomics of brain
Prof. S. Gustincich
13/5/09

Marcatori molecolari nel carcinoma colorettale: dial terapia alla pratica clinica
Prof. M. Frattini
10/6/09

Il lupus eritematoso cutaneo: quadro clinico e immapatologico
Prof. E. Berti
6/7/09

ATTIVITA' FORMATIVA SVOLTA:

» Journal Club interni al dipartimento

PARTECIPAZIONE CONGRESSI:

* Workshops Societa Italiana Immunologia, Immunoldgiimica e Allergologia (SIICA)
How advanced immunology can contribute to new vecgenerations
Certosa di Pontignano (Siena)-October 16-18, 2009
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Seminari interni al Dipartimento di Scienze MedicheAA 2009-2010

Regolazione del metabolismo del ferro: nuove acigii
Prof.ssa C. Camaschella
10/10/2009

Naproxcinod, un nuovo anti-infiammatorio con elevatollerabilita cardiovascolare
Dr.E. Ongini
4/11/09

ALK e tumorigenesi
Prof. G. Inghirami
17/11/09

Use of MAR epigenetic requlators for therapeuticpggrssion
Prof. N. Mermod
30/11/09

Controllo funzionale dei linfociti T da parte di ashosina trifosfato (ATP) extracellulare
Prof. F. Grassi
14/12/09

LSD1, Lysine Specific Demethylasel: insight intcnaw epigenetic regulator involved in neuronal
gene regulation

Dr. E. Battaglioli

20/01/10

Dal difetto genetico all'infiammazione
Prof. L. Maiuri
28/01/10

R & D of magnetic-nanoparticles and carriers for dgs
Dr. G. Baldi
9/02/10

Prediction of RNA-RNA interaction
Prof. H.Tafer
26/05/10

Combating Bioterrorism: New Antidotes for an Old Bon
Dr. S.R. Ellis
10/06/10

Fenotipo e cellule staminali tumorali nei glomi
Prof. D. Schiffer
14/06/10

MicroRna nell terapia tumorale
Prof.ssa C. Ponzetto
15/06/10
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Identificazione di antigeni per la diagnosi e larapia del carcinoma pancreatico mediante

I'analisi sierologica del proteoma
Prof. F. Novelli
30/06/10

Role of membrane lipids in neuronal synapses orgeation
Prof.ssa P. Camoletto
5/07/10

Ruolo delle microvescicole nella comunicazione tralule
Prof. G. Camusi
6/09/10

Prevention and cure of autochthonous mammary car@mas in her2 transgenic mice?
Prof.ssa F. Cavallo
17/09/10

Le cellule staminali tumorali: dalla biologia allalinica
Prof. R. De Maria
22/09/10

Preventing Persisters: Targeting Epigenetic Change<Cancer Chemotherapy
Dr. S.R. Ellis
23/09/10

ATTIVITA’ FORMATIVA SVOLTA:

» Lezioni frontali di oncologia (Prof. Albano) interal dipartimento
* Journal Club interni al dipartimento

PARTECIPAZIONE CONGRESSI:

* Riunione scientifica “Scuola Dianzani”
Nuove acquisizioni in patologia molecolare
Dipartimento di Scienze Mediche-Novara, 11/12/2009

 Convegno IRCAD
Dal laboratorio al paziente
Novara, 26/02/2010

» 7th International Congress on Autoimmunity
Autoimmunity
Lubiana-Slovenia, 5-9/05/2010

> Poster 1:

High levels of TIMP-1 play a role in developmentaaftoimmunity/lymphoproliferation

> Poster 2:

High levels of SAP associated with the 346T polyomsm of its gene is a risk factor

for the development of autoimmunity/lymphoprolifeoa
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PUBBLICAZIONI:

* “Serum cytokine profile duriniylycobacterium ulceransfection (Buruli ulcer)”
Elisa Zavattaro, Riccardo Mesturini, Ange Dossddatteo Melensi, Roch Christian
Johnson, Ghislain Sopoh, Umberto Dianzani, Giotgigheb
International Journal of Dermatolog§{2010), Vol. 49, Issue 11, 1297-1302
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Seminari interni al Dipartimento di Scienze MedicheAA 2010-2011

Biomineralization and preparation of biomimetic naapatites
Dr. J.G. Morales
11/11/10

Le cellule NK: dalla biologia alla terapia di leueeie ad alto rischio
Prof. L. Moretta
29/11/10

Linfomi cutanei primitivi
Prof. E. Berti
02/03/11

Ferritins: ancient proteins with novel unexpecteddtures
Dr.ssa S. Levi
12/04/11

Metabolic syndrome: the gastroenterologist pointvaéw
Prof.ssa E. Bugianesi
13/04/11

Liver fibrosis in children affected by NASH: how timvestigate that
Prof. V. Nobili
29/04/11

Reverse vaccination in autoimmune diseases
Prof. G. Filaci
03/05/11

Innate immunity and the pathogenicity of inhaled eriobial particles
Prof. H. Wolff
09/05/11

Farmacologia dell’aterosclerosi
Prof. A. Corsini
13/05/11

lon torrent technoloqgy for massive parallel sequeng
Dott. A. Di Nicola
23/05/11

Iron management in the hepcidin Era
Dr. S.R. Ellis
25/05/11

Molecular pathogenesis and biomarkers of Parkinserdisease
Prof. M. Fasano
17/06/11
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Importance of pathobiology in rheumatoid arthritis
Prof. Pitzalis
24/06/11

Genetics and clinical phenotypes of Frontotempolabar degeneration
Dr. J. Rohrer
24/06/11

Role of PET imagqing in early drug development
Dr.ssa R. Sharma
29/06/11

Management of high risk chronic lymphocytic leukemi
Prof. T. Zenz
30/06/11

Hypoxia, angiogenesis and liver fibrogenesis
Prof. M. Parola
01/07/11

ATTIVITA' FORMATIVA SVOLTA:

» Lezioni frontali (Prof. Albano, Dott.ssa Corrada, @omi) interne al dipartimento
» Journal Club interni al dipartimento

PARTECIPAZIONE CONGRESSI:

e 2° Giornata IRCAD
Celiachia-vecchie conoscenze e novita dalla ricerca
Novara, 21/05/2011

* |l Congresso Nazionale IFIACI
Federazione delle societa italiane di immunologidergologia ed immunologia clinica
Roma, 25-28/05/2011

> Poster:

Il polimorfismo -346T del gen&H2D1Ae associato allo sviluppo di autoimmunita e
linfoproliferazione in soggetti maschi con ridofimzione del recettore Fas
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