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RIASSUNTO

Le malattie autoimmuni sono dovute ad un’aggressidntessutiself da parte del sistema
immunitario specifico. Sono malattie multifattorialovute a fattori scatenanti ambientali,
quali le infezioni, che agiscono su un substrateudicettibilita genetica. Questa suscettibilita
include geni codificanti molecole coinvolte neltimazione della risposta immunitaria (come
le molecole MHC) o nel suo controllo (come geni chdificano per citochine o per molecole
costimolatorie) e molecole coinvolte nelle risposfteettrici. Ulteriori geni possono essere
quelli coinvolti nello spegnimento della rispostamunitaria, importanti per ricomprimere la
popolazione di linfociti espansi nel corso dellspasta immunitaria stessa, riducendo cosi il
rischio di autoimmunita dovutaaossreazione tra antigeselfe nonself

La maggiore evidenza del coinvolgimento di quedtimi geni € data dalla Sindrome
Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), dovuta ad exhzioni ereditarie a carico della
funzione del recettore di morte Fas, coinvolto melbegnimento della risposta immunitaria.
La malattia e caratterizzata da autoimmunita erogtohe, linfoadenopatia e/o splenomegalia
ed espansione di linfociti T doppi negativi (DNY @&D4 e CD8; questa espansione € assente
in una variante della malattia detta Malattia Aotoiune Linfoproliferativa di Dianzani
(DALD). L’ALPS é generalmente causata da mutazianicarico del gene di Fas, ma
mutazioni in altri geni sono state identificateaiouni pazienti. La penetranza delle mutazioni
causali del’lALPS e spesso incompleta e lo svilupptia malattia &€ favorito dal substrato
genetico complessivo. Ad esempio, lo sviluppo dedtdattia € favorita da particolari varianti
del gene di osteopontina (varia®PN"?"), che determinano la produzione di elevati liveili
guesta citochina che é coinvolta nella rispostarnfatoria, ma che & anche capace di inibire
la Activation-Induced Cell DeatfAICD) dei linfociti, che rappresenta un meccaruosohe

affianca Fas nello spegnimento della riposta imiauiai.



Le alterazioni che causano o favoriscono lo svilugel’ALPS possono anche essere
coinvolte nello sviluppo di malattie autoimmuni comn Infatti, difetti funzionali di Fas sono
stati osservati anche in una frazione di paziesmi $clerosi Multipla (SM), Diabete Mellito di
Tipo 1 (T1DM), malattie autoimmuni tiroidee e Pdimopatia Demielinizzante
Infiammatoria Cronica (CIDP). Inoltre, le vara@PN"" favoriscono anche lo sviluppo di
SM, T1DM e Lupus Eritematoso Sistemico (LES).

Scopo di questa tesi era I'identificazioni di ulber fattori genetici predisponenti per ALPS e
di valutare il ruolo di questi fattori nello svilpp di TLIDM. | risultati hanno permesso di
identificare in variazioni del gene di perforinBRF1) un nuovo fattore predisponente per
ALPS e di osservare che variazioni del gene diguerd e le variantOPN"" del gene di
osteopontina sono anche coinvolte nello sviluppdldM.

i) Ruolo di PRF1 in ALPS.Perforina & una proteina coinvolta nella citotassicellulo-
mediata, che rappresenta un meccanismo fondamepéald’eliminazione delle cellule
infettate da virus, ma €& anche coinvolta nello spegnto della risposta immunitaria
attraverso l'uccisione di cellule immuni attivatdutazioni bi-alleliche diPRF1 causano la
Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (FHL), unmalattia ereditaria caratterizzata da
aspetti linfoproliferativi. PRF1 é stato sequenziato in 14 pazienti ALPS, 28 DALB16&
controlli; sono state identificate due variazioniaoacidiche: la sostituzione N252S é stata
individuata in 2 pazienti ALPS e la sostituzionelAQin 6 pazienti DALD. La variazione
N252S e risultata significativamente piu frequen& pazienti ALPS rispetto ai controlli
(7.1% vs 0.1%; p=0.0016) conferendo un OR=62.7 (€996-654.9); la variazione A91V é
risultata significativamente piu frequente nei pati DALD rispetto ai controlli (12.5 % vs
4.6%; p=0.016) conferendo un OR=3 (95% CI: 1.2-715 co-presenza della variazione
A91V e di variazionlOPN"9" conferiscono un OR=17 (p=0.0007) allo sviluppdal&IALD.

In un paziente portatore della sostituzione N2528&o individuato un deficit di attivita NK



durante [linfanzia, deficit successivamente supergrazie all’attivazione di qualche
meccanismo compensatorio. | pazienti portatoriad@®1V mostrano un’attivita NK ridotta
rispetto ai controlli.

i) Ruolo di PRF1 in TIDM.Abbiamo tipizzato le variazioni N252S e A91VRIRF1in una
prima popolazione di 352 pazienti TIDM e 816 cdlitre in una successiva seconda
popolazione di 365 pazienti e 964 controlli. La giienza di N252S e risultata
significativamente piu elevata nei pazienti rispedt controlli (popolazione 1: 1.3 vs 0.1%;
OR=10.55, 95% CI=2.13-70.82; popolazione 2: 1.8v%06, OR=2.67, 95% CI=1.16-6.15),
mentre le frequenze di A91V erano simili nei patiencontrolli. Per valutare il possibile
coinvolgimento di altre variazioni, abbiamo poi seqgziato I'intera porzione codificante di
PRF1in 200 pazienti e 300 controlli. Questa analisigemesso l'identificazione di una
nuova sostituzione aminoacidica, P477A, presentairinsingolo paziente e assente nei
controlli. Le due variazioni presenti nei paziesgimbrano causare una riduzione dell’attivita
NK, in quanto questa e risultata difettiva in tr@rbini eterozigoti per la N252S analizzati
nella prima infanzia, in un soggetto adulto omoiegoer N252S e nel paziente portatore della
nuova mutazione P477A.

iii) Ruolo delle varianti OPN'S" in TLDM. Abbiamo tipizzato la variazione +1239 A/C del
gene diOPN, in grado di distinguere le varian®PN"" (+1239C) da quelleOPN®"
(+1239A) in una prima popolazione di 184 paziertDM e 361 controlli e una successiva
seconda popolazione di 513 pazienti e 857 contiallentrambe le popolazioni la frequenza
di soggetti portatori dell’allele +1239C (eterozige omozigoti) € risultata significativamente
piu elevata nei pazienti rispetto ai controlli (ptazione 1: 39 vs 29%; OR=1.90, 95%
Cl=1.30-2.78; popolazione 2: 34 vs 28%; OR=1.54/351=1.23-1.94). L’analisi clinica non
ha individuato nessuna differenza tra i pazienttgiori o non portatori dell’allele +1239 C in

termini di sesso ed eta d’insorgenza della malattia



Nel complesso questi risultati dimostrano che zaoia nei geni diPRF1 e OPN agiscono

come fattori di predisposizione allo sviluppo sel'dLPS sia del TIDM.
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INTRODUZIONE

1. AUTOIMMUNITA’

1.1. Eziologia e patogenesi delle malattie autoimmu

Agli inizi del ‘900 Paul Ehrich propose che il €ista immunitario poteva reagire in modo
errato dirigendo il proprio attacco contro antigantologhi éelf) invece che contro antigeni
estranei, producendo cosi danni tissutadir{or autotoxicu}.

Negli anni '60 si riteneva che tutti i linfociti @weattivi fossero eliminati durante la
maturazione linfocitaria e che le malattie autoimmiossero l'inevitabile conseguenza di
errori nel processo di delezione delle cellule erdtiive negli organi linfatici primari. A
partire dalla fine degli anni '70 sono state ottenoumerose evidenze sperimentali in
contrasto con questo modello. Infatti, linfocititaneattivi maturi circolanti sono normalmente
presenti anche nei soggetti sani. Poiché la preséngueste cellule non porta in genere allo
sviluppo di manifestazioni autoimmuni, la loro wth deve essere regolata attraverso
meccanismi di controllo attivi in periferia (tollmza periferica). L’alterazione di questi
meccanismi di tolleranza puo portare all'attivaeiahi cloni di linfociti autoreattivi e al
conseguente sviluppo di reazioni umorali o celiuntro antigeniself che causano lo

sviluppo della malattia autoimmune.

Numerosi dati indicano che le malattie autoimmuona malattie multifattoriali che si
sviluppano in soggetti geneticamente predispossieiguito all'azione di fattori scatenanti di

tipo ambientale.
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1.2. Fattori ambientali

In molti casi i fattori scatenanti che determinangassaggio da una potenziale autoreattivita
alla malattia autoimmune sono gli agenti infettspesso di tipo virale. Le infezioni possono

scatenare la malattia attraverso vari meccanismi:

i) La presenza negli agenti infettivi di antigeni girad antigeniself (fenomeno del
“mimetismo molecolare”) puo determinare ucssreazione contro ikelf da parte
della risposta anti-agente infettivo dopo che duksho é stato eliminato.
i) Linfezione pud danneggiare i tessuti causando liteerazione di antigeni
normalmente sequestrati, che non sono mai stéti das sistema immunitario e che
vengono erroneamente riconosciuti come s@lh
iii) 1l processo inflammatorio cronico locale innescatall’infezione nel tessuto
determina la produzione di citochine e l'attivazattelle cellule presentanti I'antigene
(APC) aumentandone la capacita di presentare tiiean (selfe non self e le capacita
costimolatorie; la presenza di questo ambienteegiivo pud permettere 'attivazione
di linfociti T autoreattivi che non si sarebbero imattivati in un contesto
immunologicamente a riposo.
| meccanismi appena descritti non sono mutualmesédusivi, ma intervengono insieme e
probabilmente cid determina il fenomeno conosciatime epitope spreading molto
frequente nelle malattie autoimmuni, per il quaddlenfasi inizali della malattia la risposta
autoimmune e diretta verso singoli epitopi di unatginaself, mentre in fasi piu avanzate la
risposta riconosce una molteplicita di epitopi idi proteine diverse.
Dal punto di vista clinico le malattie autoimmurengono classificate in sistemiche, come il

Lupus Eritematoso Sistemico (LES) e la Sindromeo#uotnune Linfoproliferativa (ALPS), e
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organo specifiche, come la Sclerosi Multipla (SMPiabete Mellito di Tipo 1 (T1DM) e la

tiroidine di Hashimoto.

Nella malattie autoimmuni organo-specifiche la osa immunitaria e diretta contro un
antigene bersaglio espresso selettivamente dartmagano, per cui le manifestazioni della
malattia sono in gran parte limitate ad esso. Nebdattie autoimmuni sistemiche la risposta
e diretta contro antigeni bersaglio espressi inerasi tessuti e coinvolge quindi piu organi e

tessuti.

Dal punto di vista del meccanismo immuno-patogenetie malattie autoimmuni possono
essere mediate da anticorpi oppure da cellule. dimepcomprendono malattie come le
emocitopenie autoimmuni, causate da autoanticaspirc vari tipi di cellule del sangue,
oppure il LES, causato dalla deposizione in vasswé di immunocomplessi formati
principalmente da anticorpi contro complessi DN#ois o RNA-ribonucleoproteine e |
rispettivi autoantigeni. Fanno parte di questa g@tie anche alcune malattie autoimmuni
organo-specifiche causate da autoanticorpi capacesgrcitare un’attivita agonista o
antagonista sull'organo bersaglio; ad esempiomebo di Graves-Basedow anticorpi anti-
recettore del TSH causano un’iperfunzione tiroideantre nella miastenia grave anticorpi
contro il recettore dell’acetilcolina inibiscono teasmissione dell'impulso neuromuscolare.
Le malattie autoimmuni cellulo-mediate sono unaegatia in continua crescita e sono
mediate principalmente da linfociti Aelperdi tipo 1 (Thl), caratterizzati dalla produzione
delle citochine proinfiammatorie IL-2, IFNe Linfotossina, e da linfociti T citotossici (CTL)
Esempi di questo tipo di malattie autoimmuni sdn®1liDM oppure la SM in cui i linfociti
Thl e CTL aggrediscono rispettivamente le celluldel pancreas e la mielina del sistema
nervoso centrale. In queste malattie si osservasspanche la produzione di autoanticorpi,

che sono considerati utili marcatori dello svilupdella malattia, ma questi sarebbero
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conseguenza del fenomeno dglitope spreadinge avrebbero un modesto ruolo

patogenetico.

1.3. Predisposizione genetica

Molte malattie autoimmuni presentano un certo grdddamiliaritd. Questo ha indotto lo
svolgimento di numerosi studi volti a definire ttéai genetici coinvolti nel loro sviluppo. Nel
loro complesso i dati ottenuti disegnano il quaiptco delle malattie multifattoriali in cui un
insieme di geni diversi possono influire nella isbilita genetica allo sviluppo della
malattia, che richiede comunque l'induzione daeodrtfattori scatenanti.

Molti studi genetici hanno evidenzato I'associaeicstatistica di malattie autoimmuni con
particolari polimorfismi di specifici geni, ovvere stato dimostrato che una certa malattia
autoimmune € piu frequente nei portatori di un heteato allele di un certo gene. Tuttavia,
spesso non e chiaro se questi geni siano coindiodtitamente nello sviluppo della malattia
oppure se l'associazione statistica sia legatananfieni dilinkage disequilibiumovvero al
fatto che quell’allele si associa frequentementeuagarticolare allele di un altro gene non
noto, posto per lo piu in vicinanza al primo e ewito direttamente nella genesi della
malattia.

Nel complesso, i fattori genetici che sono statisoasti con maggiore certezza
all'autoimmunita e la cui base biologica sia stdit@ostrata in modo soddisfacente sono il
sesso e l'aplotipo HLA (antigeni leucocitari umardy questi si sono piu recentemente

affiancati fattori genetici in grado di controlldespegnimento della risposta immunitaria.
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1.3.1. Associazione col sesso

Numerose malattie autoimmuni hanno una diversauéeza nel sesso femminile e in quello
maschile. Molte di esse, come il LES, la miastagrave, la SM e la sindrome di Sjogren,
sono piu frequenti nelle donne. Viceversa la sdaadanchilosante e piu frequente nei
maschi. | motivi di questa diversa suscettibilitrsono noti con certezza, ma é probabile che
un ruolo centrale sia giocato dagli ormoni sessudtin € chiaro se gli ormoni sessuali
steroidei abbiano un’azione diretta sui linfoditittavia questa possibilita € suggerita dal fatto
che alcuni steroidi, tra cui il cortisone, hannoaifetto molto potente. Inoltre, alcuni ormoni
espressi differentemente nel maschio e nella femnhianno un effetto sui linfociti. Ad
esempio il recettore per la prolattina € espregsda linfociti T sia dai B e la loro risposta a
stimoli di attivazione & modulata vitro da questo ormone.

E’ noto che gli ormoni sessuali modulano notevolteda risposta immunitaria durante la
gravidanza indirizzando prevalentemente la rispastamune verso risposte di tipo Th2.
Questo presenta due vantagpi:favorisce le risposte anticorpali di tipo 1gG,eclsono
protettive per il feto dal momento che le IgG saper la barriera placentare) riduce le
risposte cellulo-mediate che potrebbero inveceetjgr la placenta, che € un orgarum self
Infatti, alcune forme di aborto precoce ricorrest@o state attribuite ad un’eccessiva risposta
Th1l o citotossica contro la placenta.

In linea con queste osservazioni la gravidanzaegbacalcune malattie autoimmuni mediate
da anticorpi (e quindi favorite dai Th2), come E&, mentre attenua malattie autoimmuni
mediate da cellule inflammatorie (e quindi Thl)meola SM e l'artrite reumatoide (AR). E’
quindi possibile che la diversa reattivita immunéacondizionata dai diversi livelli di ormoni
sessuali possa essere un fattore in grado di mfhre I'innesco e I'evoluzione della risposta

autoimmune nei maschi e nelle femmine.

14



1.3.2. Associazione con alleli HLA

Il piu noto fattore genetico di predisposizionesathalattie autoimmuni e rappresentato dagli
alleli HLA. L’associazione € in genere con alldaliHLA di classe Il, anche se in alcuni casi €
stata descritta 'associazione con alleli HLA disgde |. Ad esempio, il rischio di sviluppo di
T1DM e circa 20 volte maggiore in soggetti che #spno HLA-DR3 e DRA4, rispetto a
soggetti che esprimono altri alleli; la probabilda sviluppare SM € 5 volte maggiore nei
portatori di HLA-DR2; quella di sviluppare miastargrave e 5 volte maggiore nei portatori
di HLA-DR3. L’associazione piu stretta & pero stagaervata nella spondilite anchilosante, il
cui rischio di sviluppo e 90 volte superiore in getii portatori dell’allele di classe | HLA-
B27.

In molti casi é stato dimostrato che questa asziotia pud essere dovuta all’efficienza con
cui le molecole predisponenti “presentano” i papself responsabili di quella malattia
autoimmune. E’ intuitivo, infatti, che gli individiche esprimono molecole HLA capaci di
presentare efficientemente i peptsglf verso cui si sviluppa una certa risposta autoimmune
siano piu predisposti allo sviluppo della malatt&petto a soggetti che esprimono molecole

HLA poco efficienti nella presentazione degli stess
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2. LA SINDROME AUTOIMMUNE LINFOPROLIFERATIVA

2.1. Autoimmunita e difetti genetici ereditari dellnzione di Fas

Un fattore genetico ereditario che é stato receatéenchiamato in causa nello sviluppo
dell'autoimmunita e il difetto funzionale del sista Fas/FasL. Fas & un recettore espresso dai
linfociti attivati ed e coinvolto nello spegnimentdella risposta immunitaria e nella
eliminazione di gran parte dei linfociti effettarthe si sono espansi nel corso della risposta

stessa.

In questo modo si evita 'accumulo dei linfociti li@ganismo in conseguenza delle
successive risposte immunitarie cui va incontmadividuo nel corso della sua vita, e si riduce
il rischio che, una volta eliminato I'antigene,infbciti attivati si indirizzino contro antigeni
selfche presentino somiglianze con gli antigeomn self eliminati. E’ pertanto intuitivo che se
questo sistema non funziona in modo corretto siymrdicare un accumulo di linfociti negli

organi linfatici secondari e un aumentato rischiswdluppare malattie autoimmuni.

2.2. 1l modello dei topi MRL Ipr e gld

La prima associazione tra autoimmunita e Fas @ stalividuata nel modello dei topi di
ceppo MRL omozigoti per i caratteripr (lymphoproliferation e gld (generalized
lymphoproliferative disea$gecorrispondenti a mutazioni recessive rispettigata a carico

del gene di Fas (cromosoma 19) e di FasL (cromod91i3.
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Topi omozigoti per queste mutaziompr{lpr o gld/gld) sviluppano un quadro caratterizzato

da:
i) linfoadenopatia, splenomegalia;

i) autoimmunita con ipergammaglobulinemia, produziork autoanticorpi,

glomerulonefrite, artrite, vasculite;

iii)y espansione policlonale in periferia di linfocitiTCRaf" privi di CD4 e CD8 (propri
dei T helper e dei T citotossici, rispettivamente) e per questtti “doppi negativi’
(DN). Essi sono bloccati allo stadiayG; del ciclo cellulare e probabilmente derivano

da linfociti T maturi singoli positivi per CD4 o GD

Nei topi lpr sono state identificate due possibili alteraziganetiche: una € causata da un
difetto displicinge impedisce I'espressione in superficie di Fastémanelpr), I'altra € una
mutazione puntiforme che colpisce la porzione titoplasmatica della molecola (@eath
Domain) che porta all’espressione di una molecola diiReapace di trasmettere il segnale
apoptotico alla cellula (mutazionpr®). | topi gld sono invece caratterizzati da una
mutazione puntiforme a livello della porzione egttaplasmatica di FasL con conseguente
alterazione del sito di legame con F2ls

Il nesso causale tra l'alterata funzione del sistéras/FasL e la malattia e stato confermato
dall'osservazione che tognock-outper Fas sviluppano un quadro simile a quello ajailpr

e gld; inoltre, & possibile correggere il difetto nepitgpr mediante I'espressione della forma

wild typedi Fas[3].
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2.3. La sindrome autoimmune linfoproliferativa

Nelluomo e stata descritta una malattia simile wellg dei topilpr o gld denominata
Sindrome AutoimmunelLinfoproliferativa (ALP$3-9], originariamente nota come Sindrome
di Canale-Smith. La malattia si sviluppa in genereta pediatrica e, come nei topi e gld,
e caratterizzata da:
i) ridotta funzionalita di Fas;
i) sviluppo di manifestazioni autoimmuni con assdoiaiz variabili di anemia,
trombocitopenia, neutropenia, glomerulonefrite scwdite;
iii) accumulo di linfociti negli organi linfatici secdari, con linfoadenopatie e/o
splenomegalia;
iv) espansione di linfociti T DN nel sangue perifelfiép8-10}]
Spesso, in aggiunta, sono riscontrabili altre mialautoimmuni, una storia familiare positiva
per 'ALPS e lo sviluppo di linfomi in eta adulfal, 12}
L’unico trattamento farmacologico per 'ALPS e ansministrazione di corticosteroidi o altri
immunosoppressori anche se, a lungo termine, safteptici gli effetti collaterali.
Come nel modello murino, anche nei pazienti con 8UR funzionalita di Fas é ridotta a

causa di mutazioni ereditarie deleterie che cofpieayeni coinvolti in questo sistema.

Fino ad oggi sono state identificate varianti ddlPS classificate in base al difetto genetico:
ALPS-0 caratterizzata da mutazioni in omozigosi gehe di Fas, che determinano perdita
completa dell’espressione di Fas; ALPS-la con matazn eterozigosi nel gene di Fas;
ALPS-Ib con mutazioni a carico del gene di FasLP&LIl con mutazioni a carico del gene di
caspasi-1(08, 13-15] Tuttavia, resta un’ampia classe di pazienti iniladifetto genetico non

e noto (ALPS-IIl), a supporto del fatto che altittbri non ancora noti sono coinvolti nello

sviluppo della malattia. Inoltre, recentementeagastdentificata una forma della malattia con
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mutazioni a carico del gene di N-Ras, denominat@®®&dlV, la quale non presenta difetti
dell’'apoptosi mediata da Fas, ma di quella mediatanitocondrid16].

Sia nel topo sia nell'uomo il quadro ALPS non seandssere rigorosamente monogenico. Nel
topo le mutazionipr e gld causano la malattia in omozigosi, ma la loro egioes dipende
fortemente dal contesto genetico, tant’e che eamudiotta nei topi BALB/c rispetto ai topi
MRL [17]. Altri fattori complementari sembrano quindi egsechiesti per lo sviluppo della
malattia.

Anche nelluomo la situazione sembra essere sinmifatti, nel’ALPS esiste una grande
variabilita clinica, non solo tra pazienti con nuitai differenti, ma anche tra pazienti con la
stessa mutazione in Fas. Ad esempio nel’ALPS-tadggior parte dei pazienti € eterozigote
per la mutazione di Fas, ma questo non é suffieipat lo sviluppo della malattia in quanto il
genitore portatore della mutazione € in genere .shaopossibilita che questo “secondo
fattore” necessario per lo sviluppo del’ALPS abbisi genetiche e suggerita dal fatto che
spesso il secondo genitore (privo di mutazioni @s)Fpresenta anch’esso una ridotta
funzionalita di Fas. L'espressione della malattjaindi, potrebbe dipendere dal tipo e dalla
gravita delle mutazioni e/o dalla co-presenza dirputazioni o polimorfismi a carico della via
di trasduzione del segnale di H&8, 19]

Studi sulle caratteristiche immunologiche dei paizieon ALPS hanno poi osservato che essi
presentano una risposta preferenziale di tipo T?® redotta produzione di IL-2 e IFM-e
aumentati livelli di IL-4 e IL-5. A questo va aggito che in questi pazienti i livelli di IL-10
sono notevolmente aumentati rispetto a quelli dilA. IL-10 altera il bilancio Th1/Th2
svolgendo un ruolo da antagonista nello sviluppoTdd, favorendo indirettamente la linea

Th2 e la crescita di linfociti B con successivadumone di auto-anticorp20].

19



2.4. La Malattia Autoimmune Linfoproliferativa diidhzani (DALD), una variante di

ALPS

Nel nostro laboratorio e stato identificato un groli pazienti con un quadro clinico simile a

quello degli ALPS con:

i) ridotta funzionalita di Fas;

i) autoimmunita prevalentemente ematologiche;

iii) accumulo di linfociti negli organi linfatici secdari, con linfoadenopatie e/o

splenomegalia, ma privi della classica espansiondintbciti T DN nel sangue

periferico, necessaria per la diagnosi di AJRS, 21, 22]
| linfociti T dei soggetti studiati sono resisteatla morte cellulare indotta da Fas, ma non
presentano mutazioni in Fas, FasL o caspasi-10tréna linfociti T della maggior parte di
questi pazienti sono anche resistenti alla morteilaee indotta da ceramide, che agisce
direttamente sulla via mitocondriale. La componeriditaria della malattia € suggerita dal
fatto che anche i genitori dei pazienti presentana ridotta funzionalita di Fas (pur in
assenza di malattia). Inoltre, la fusione somatieiainfociti T Fas-resistenti dei pazienti con
una linea linfocitaria tumorale Fas-sensibile deiaa la produzione di cellule ibride Fas-
resistenti. Questi dati suggeriscono il coinvolgmaeedi mutazioni che colpiscono la via di
Fas a valle del recettore e determinano la prodezii molecole che esercitano un’attivita

dominante negativa sulla funzione di Fas.

Questa forma di ALPS “incompleto” é stata denondan®ALD (Dianzani Autoimmune
Lymphoproliferative Diseaj3eda McKusick sul sito OMIM del NIH (riferimento OMI

#605233http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=CN).
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2.5. Coinvolgimento dei difetti funzionali di Fasllo sviluppo di malattie autoimmuni

comuni.

L’analisi delle famiglie dei pazienti con ALPS/DALBa evidenziato un’aumentata incidenza
di malattie autoimmuni comuni, quali LES, SM, T1DM AR in assenza di segni di
“linfoproliferazione”. Quest’osservazione suggeeische le alterazioni genetiche alla base
della ALPS/DALD possano anche favorire lo svilugbanalattie autoimmuni comuni. Tale
possibilita & stata poi confermata dall'osservagiohe una ridotta funzionalita di Fas su base
ereditaria & presente anche in circa il 50% deigpéizcon sindrome autoimmune multipla
(MAS) (ovvero appartenenti a famiglie con piu di ceso di malattia autoimmune entro |l
secondo grado di parentela) e in sottogruppi diigmdiz sporadici con T1DM, SM o
autoimmunita tiroidee. In particolare il difettoagparticolarmente frequente nei pazienti che

presentavano quadri aggressivi di queste autoimtaf28-25].
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3. DIABETE MELLITO DITIPO 1

I TADM e una malattia multifattoriale caratteritaadalla distruzione delle cellulg nelle
insule pancreatiche del Langerhans.

A tutt'oggi il TIDM é distinto in due forme: diabetdi tipo 1A (0o immunomediato), che
origina a seguito della distruzione delle cellf@ee chepuo essere a insorgenza rapida
(giovanile) o ad esordio lentd.gtent Autoimmune DiabetéADA, in soggetti adulti)[26-

28] e di tipo 1B (o idiopatico), meno frequente, le cause non sono ancora note e presente
soprattutto in individui con discendenti asiati@foicani[29].

L’eziologia della malattia resta ancora in grant@asconosciuta, ma i dati epidemiologici
sostengono il ruolo determinante sia di fattori &ntali che di fattori geneti¢B0-32].

La componente genetica, benché fondamentale néllgppo del T1DM, non € sufficiente
nel determinare l'insorgenza della malattia. E'ngliisempre piu verosimile lipotesi che
'ambiente possa svolgere un ruolo importante, abmenodulando in senso positivo o
negativo I'espressione di fattori genetici predrspati.

| fattori ambientali di cui e stato proposto unlaell'innesco della risposta autoimmune
contro le cellule comprendono virus (enterovirus, rosolia congerstasackie), tossine

(nitrosamine) e alimenti (proteine del latte, céregutine) [33-40].

3.1. Fattori genetici

La predisposizione genetica riveste un ruolo imgug nell’eziologia del T1DM, tuttavia la

ricerca dei geni di suscettibilita a questa patialdg dato risultati in parte elusivi.
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Sono stati identificati numerogoci associati ad un aumentato rischio di sviluppo della
malattia[41-44] ed un ruolo chiave é stato assegnato al’HLA, caescritto in precedenza
[41-43]

Altri loci di suscettibilita noti coinvolgono il gene delldulina, di CTLA-4 ¢ytotoxic T-
Lymphocyte Antiged) e di PTPN22tyrosine phosphatase non-receptor typé A4, 42]
Inoltre, un recente studio di associaziggemome wideondotto su circa 2000 soggetti con
T1DM ha suggerito nuovi possibili geni di suscaelitid, tra cui ERBB3 feceptor tyrosine
kinase ErbBR SH2B3/LNK SH2B adaptor protein )3 TRAFD1 (TRAF-type zinc finger
domain containing Jle PTPNL11 tyrosine phosphatase non-receptor typg B, 44} La
maggior parte di questi geni sono correlati confuazione immunitaria e loro varianti
potrebbero favorire lo sviluppo di risposte infiaamorie e immunitarie eccessive,
aumentando cosi il rischio di autoimmunita.

| polimorfismi di suscettibilita del gene dell'ingwa cadono in una regione denominata
VNTR (variable number of tandem repegptfocalizzata all’estremita 5’ del gene e
riconosciuta come il reallocus di suscettibilita (IDDM2)[42]. Il numero delle ripetizioni
VNTRSs (da 30 a 170) hanno un effetto sul livelleedpressione del gene dell'insulina; infatti,
un basso numero di VNTRs (da 30 a 60 ripetiziortpdmninano un’alta espressione del gene
nel pancreas ed una bassa espressione nel timoadsa espressione dell'insulina nel timo
pud portare ad un’inefficace distruzione dei tinio@utoreattivi durante il processo di
selezione timica negatija2].

PTPN22 e CTLA-4, codificano per regolatori negatdell'attivita linfocitaria. Il gene
PTPN22 codifica per una tirosina fosfatasi cheigtib I'attivazione dei linfociti T antigene
specifici, attraverso la defosforilazione di comeot essenziali della cascata del segnale del

TCR[42].
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CTLA-4, recettore dei linfociti T, interagendo cibrsuo ligando espresso sulla superficie dei
linfociti B e delle cellule dendritiche, determitiaibizione dell’attivazione dei linfociti T
[42]. 1l ruolo di questi segnali negativi € ampiamedteEumentato nei topi deficienti per
CTLA-4, che tendono a sviluppare linfoproliferazgoe infiltrazioni linfoidi in molteplici
organi[45]. L’associazione tra polimorfismi nel gene di CTUAe una diminuzione della
funzione del recettore ha suggerito un ruolo delegeello sviluppo del T1DM46-48]. |
polimorfismi di questiloci associati al TLIDM sono caratterizzati da una perdi funzione
che porta all'iperattivita delle cellule T.

La predisposizione genetica al TIDM determinata Idals HLA € legata a specifici
polimorfismi delle forme DQ e DR delle molecole MHL classe 11[41, 42, 49] Alcune
combinazioni alleliche per i geni DQAl1 e DQB1, aéfi DQA1*0501-DQB1*0201,
DQA1*0301-DQB1*0302 e gli alleli per il gene DRBhpminati DRB1*03 e DRB1*04,
aumentano in modo significativo il rischio di s\pfjare il TIDM. L'omozigosi per uno di
questi aplotipi si identifica in circa il 30% deazenti con T1DM, ma solo nel 3% della
popolazione san@?2]; I'aplotipo DQA1*0102-DQB1*0602 risulta, invecessere protettivo.
L’effetto dellocusHLA come fattore di rischio per la malattia & dtwvprobabilmente a una
presentazione non ottimale degli antigesalf ai linfociti naive durante il processo di
maturazione nel timo, situazione che condurrebben’mefficace delezione dei linfociti
autoreattivi. L’espressione transgenica nel topglidelleli MHC di classe Il di rischio
sensibilizza il sistema immunitario nei confronegli autoantigenif—cellulari, come ad

esempio I'acido glutammico decarbossilasi (GADFR).
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3.2. Mediatori della distruzione delle celly&nel TADM

| sintomi clinici del diabete compaiono quando gdil 70% delle cellul§d € ormai distrutta
[51]. La forma principale di morte delle cellyeosservato sia nei modelli animali di TIDM
sia nelle insule di pazienti con T1DM e l'apoptfsl, 52] Non sono ancora completamente
chiari i meccanismi di apoptosi delle cellufg ma probabilmente sono coinvolt)
I'espressione di FasL e del suo recettore Fas ssiprispettivamente sulla superficie dei
linfociti T CD8" attivati e delle3 cellule pancreatichey) il rilascio di perforina e granzimi da
parte dei linfociti T CDS8 attivati; i) la secrezione, da parte di diverse cellule immnauis
infiltranti le insule, di citochine quali IL{3, TNF-a e IFNy; iv) la produzione di NO da parte
di macrofagi, cellule dendritiche e dalle cellBlstess¢51-53].

Fas e FasL sono espressi rispettivamente sullafsupalelle cellulel e sulle cellule T che
infiltrano le insule[54]. Inoltre, e stato dimostrato che I'espressioné&ab e indotta nelle
cellule 3 dei roditori dopo stimolazione con IFNe IL-1B [54]. L’interazione di Fas con il
suo ligando induce l'attivazione della procaspasih@ una volta matura attiva la caspasi
effettice 3 e/o la via di morte mitocondriale ateeso Bid.

Perforina e i granzimi sono contenuti nei grandi €TL [55]. Queste molecole vengono
rilasciate nellambiente extracellulare attraveesocitosi, dopo il riconoscimento da parte del
TCR di antigenselfpresentati dalle molecole MHC di classe | sullpesticie delle cellul€.
Perforina € in grado formare pori attraverso la fm@ma plasmatica con un meccanismo
Cd*-dipendente. Questi pori permettono 'ingressogtanzimi all'interno della cellula che
attivano caspasi effettrici e Bid. Diversi studirnpettono di considerare il sistema
perforina/granzimi come importante mediatore deltate delle celluld indotta dai linfociti

T. | topi RIP-LCMV (virus che induce diabete nel detlo murino), deficienti per perforina,

non sviluppano la malattia dopo infezione con LCMYentre i topi NOD Non Obese
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Diabetig, deprivati del gene di perforina, sviluppano ugrave insulite, ma raramente
diventano diabetidb3, 55}

Numerosi dati sperimentali indicano che le citoehgecrete dalle cellule infiltranti I'insula
diabetica (linfociti Th1l e macrofagi) e, in parti@omodo, le citochine proinfiammatorie IL-
18, TNF-a e INFy sono distruttive e possono indurre I'apoptosi alglcellula. In
particolare, IL-B da sola o in combinazione con ThFe INFy induce apoptosin vitro, di
B-cellule di topo e di ratto. Esperimenti effettuati insule pancreatiche umane utilizzando
una combinazione di citochine (ILBX TNF-a + INF-Yy), in vitro, hanno evidenziato che sia
le insule sia leB-cellule purificate presentavano, dopo incubazidn&-6 giorni, tutte le
caratteristiche dell’apoptosi. Le citochine dannagg la cellulaf3 attivando probabilmente
diversi meccanismi cellulafi56]. Questi mediatori, e in particolar modo IB;linducono
I'espressione dell’'ossido nitrico sintetasi (INO&)la conseguente sintesi di NO e di altri
radicali liberi che danneggiano il DNA e quindidallula. L’'NO, inibendo la sintesi di ATP,
sembra essere responsabile della morte per nedetlsi 3-cellula. Studiin vitro hanno
evidenziato che sia i macrofagi siafecellule possono essere indotti a sintetizzare N c
conseguente distruzione delfacellula. Insule di topi privi di INOS sono piu istenti
all'apoptosi di isole di controllo, anche se to@N privi di INOS sviluppano normalmente il
diabete. Esperimentn vitro effettuati su isole umane suggeriscono un ruologmate del
NO nel danno citochino-indotto, anche se questeeoath potrebbe indurre I'espressione di
Fas sull’ insula diabetica rendendola suscettiifattacco T-cellulare. A tale proposito uno
studio su insule di ratto mostra che I'espressitinéas € indotta da ILBLe non da INFR¢e
che fattori di trascrizione quali NF-kB e C/EBP harun ruolo chiave nella regolazione, da
parte delle citochine, del gene di Fas nelle cellptoducenti insulina. E tuttora quindi

dibattuto il ruolo del NO nella morte delkacellula.
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Bcl-2 € una molecola anti-apoptotica appartenedteirea famiglia di geni che ha un ruolo
fondamentale nel controllo della morte cellulareggammatgd57-59]. Esperimenti effettuati
su una linea cellulare pancreatica murina (b-TGijnlo evidenziato che le citochine 1531
TNF-a e INFy inducono apoptosi accompagnata da una diminuzibrespressione della
molecola Bcl-2. Inoltre, I'induzione di un’iperegssione di Bcl-2 in b-TC1 proteggeva le
stesse dalla morte indotta da citochine. Similmdaté&rasfezione di Bcl-2 i-cellule umane
protegge le stesse dal danno indotto da citochite¢ossiche. Bcl-2 svolge la sua azione
inibendo il rilascio del citocromo-c dal mitocomalria successiva attivazione della caspasi-9
e il reclutamento di APAF-1, bloccando la formazonell’apoptosoma, responsabile
dell’attivazione della cascata di caspasi e nuclgas portano alla frammentazione del DNA

e alla morte cellulare.

3.3. Autoantigen-cellulari

| principali auto-antigeni identificati nel diabet®no:i) GADG5, ii) IA-2 o IA-2, iii)
insulina. E' possibile che piu di un antigene posssere coinvolto nelle fasi precoci della
malattia[60].

GAD: L’enzima glutammico decarbossilasi (GAD) esiste due forme codificate
indipendentemente da 2 geni localizzati rispettieat@ sui cromosomi 10 e 2: il primo
codifica per GAD65 di 65 kDa e il secondo per GAD#767 kDa, che differiscono nella
sequenza aminoacidica all'estremita N-terminaleesfau proteina € importante nel sistema
nervoso centrale dove catalizza la trasformazioe’adido glutammico in acidoy-
aminobutirrico (GABA), neurotrasmettitore inibitof61]. E' un enzima citoplasmatico, si

trova soprattutto nei tessuti nervosi endocrinaaiha regione la cui sequenza aminoacidica é
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simile a quella della proteina P-2C del virus Caksa B. Quindi un'ipotesi sul suo ruolo
patogenico nel T1LDM potrebbe coinvolgere il fenomdel mimetismo molecolafé0].
IA-2/IA-23: Il gene per IA-2 si trova sul cromosoma 2035 e focaliper una proteina di 979
aminoacidi, quello per IA{2 é situato sul cromosoma 7q@R]. 1A-2 e IA-2B3, due proteine
appartenenti alla famiglia delle tirosinfosfataBiTP), rappresentano i maggiori autoantigeni
nel diabete. IA-B differisce da IA-2 per la mancanza di 388 amindiaail’estremita N-
terminale e di 65 aminoacidi a quella C-terminadengono espressi nei tessuti
neuroendocrini, incluse le insule pancreatiche.rdnbe le proteine sono formate da un
peptide segnale, una regione extracellulare di P@, kun dominio transmembrana, una
regione citosolica di 42 kDa che include all'esitart-terminale un dominio PTP di 18 kDa
[63]. Gli epitopi riconosciuti dagli autoanticorpi mapmw nella regione citosolica e si
distribuiscono tra il dominio PTP (79% di omolodia le due proteine) e il precedente
segmento giustapposto alla membrajuxtémembrane-JM(60% di omologia). Sembrano
esserci ampi cambiamenti nella specificita epitapdegli anticorpi durante la progressione
della malattia dalla fase pre-clinica a quella pmistica. || progressivo ampliamento
(spreading della risposta autoimmune ai diversi epitopi eldltosinfosfatasi, con massima
specificita per quello JM, si verifica nella magginza dei casi entro i primissimi anni di vita
e rappresenterebbe il miglior indicatore indiretédla distruzione autoimmune defiacellula.
Cio suggerisce che probabilmente la regione JMgoseatenere qualche epitopo criptico nei
confronti del quale & primariamente diretta l'ammmiunita anti-cellula pancreatica e la cui
identificazione potrebbe aiutare la prevenzionenpria della malatti§s4].

INSULINA: Il gene codificante l'insulina si trova sul cromos® 11pl15. La sequenza di
aminoacidi dell'ormone fu stabilita da Sanger @ Cio condusse alla sintesi completa
della proteina nel 1963 e alla determinazione daila struttura tridimensionale per opera di

Hodgking e collaboratori. Le cellul@ degli isolotti di Langerhans sintetizzano l'ingali
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partendo da un precursore, la pre-pro-insulina.ivellb della membrana del reticolo
endoplasmatico si origina la pro-insulina costiéuita 3 domini: una catena B N-terminale,
una catena A C-terminale e un peptide C di collegam Nella conversione della pro-
insulina in insulina, 4 aminoacidi basici e il @ peptide di connessione vengono asportati
per proteolisi. Questo distacco da origine alle dusene polipeptidiche A e B che
costituiscono la molecola di insulina. La catenaoktiene un ponte disolfuro al suo interno
(tra gli aminoacidi 6 e 11) e due ponti disolfurdacono le due subunita tra di loro. L'insulina
€ una proteina risultante dalla polimerizzaziongidiunita elementari costituite ciascuna da
51 radicali aminoacidici riuniti in due catene pelptidiche (A e B). Infatti, la catena A é
costituita di solito da 21 residui aminoacidiciseclatena B da 30. Le due catene dell'insulina
formano una struttura altamente ordinata con pgioré ad a-elica sia nella catena A sia
nella catena B. Le catene isolate dell'insulinaosaattive[65].
Sebbene la sequenza di aminoacidi dell'insulirgiasconservata in gran parte invariata nel
corso dell'evoluzione, essa presenta variazionionapti tra le specie che spiegano le
differenze sia nella potenza biologica sia nell'mmmgenicita. Nella maggior parte delle
specie esiste un unico gene per l'insulina e ucoymiodotto proteico. Fanno eccezione i ratti
e i topi che hanno due geni codificanti l'insulaaintetizzano due molecole che differiscono
tra loro per due residui aminoacidici nella catBr{&6]. L'insulina svolge essenzialmente due
importanti funzioni:

i) garantisce il trasporto del glucosio nei vari teisgell'organismo;

il) permette la trasformazione del glucosio in glicamé&licogenosintesi).
L'insulina in realta evoca un ampio spettro di o biologichei) promuove il deposito di
grasso e di glucosio, convertendololi in triglickri all'interno di cellule bersaglio

specializzateii) influenza la crescita cellulare e le funzioni nbetiiche di una grande varieta
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di tessuti (fegato, tessuto muscolare e tessufmoad);iii) interviene nella sintesi proteica e

nella sintesi di acidi nuclei¢67].

3.4. Autoanticorpi

| principali auto-anticorpi nelllambito del T1DM Bso: i) gli anticorpi anti-cellulap
pancreatica (ICA) contro aspecifici autoantigefi cellulari; ii) gli anticorpi anti-
glutammicodecarbossilasi (GADAI)j) gli anticorpi anti-tirosinfosfatasi (IA2A/IA3A) e iv)

gli anticorpi anti-insulina (1AA).

Dopo l'inizio della terapia insulinica tali autoteorpi a poco a poco diminuiscono e quelli
che perdurano piu a lungo sono gli anti-GAD cheasio dimostrati positivi, in alcuni casi,
perfino dopo 10 anni dalla comparsa del TIDM.

Il rilevamento di anticorpi anti-GAD, anti-IA2 e &insulina rappresenta un metodo usato di
routine per lo screening Essi costituiscono i marcatori principali delisé preclinica del
T1DM. In genere, infatti, la presenza degli angoprecede di anni lo sviluppo della
malattia. La contemporanea presenza di piu tigiudoanticorpi, perdurante nel tempo, ha un
alto valore predittivo della malattia. Il loro lamento combinato rappresenta il miglior test
predittivo nei parenti prediabetici di primo gradib pazienti affetti da T1DM. Infatti,
identifica il 90% degli individui a rischif68].

Gli autoanticorpi caratteristici del diabete preaaan alcune regioni geniche V uguali a quelle
impiegate per la formazione degli autoanticorpi-8MNA e del fattore reumatoide espressi
nei disordini autoimmuni sistemif69].

ICA: Gli anticorpi anti-insula pancreatica sono orgapeesfici di classe IgG, identificati per
la prima volta nel 1974. Si rilevano tramite tesingmunofluorescenza indiretta su sezioni di

tessuto pancreatico umano. Da dati riguardantircatari immunologici ottenuti nei parenti
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di primo grado di pazienti TLDM si € visto che l@genza di anticorpi ICA ad alto titolo (>20
JDF unita) configura un 40-60% di rischio di T1DMisuccessivi 5-7 anfirQ].

GADA: Gli anticorpi contro GAD65 sono diretti principalnte contro la porzione centrale
(245-449 aminoacidi) e C-terminale (450-585 amiidiadella proteingd65].

IA-2A/1A-2 BA: Gli anticorpi anti-IA2 rappresentano uno dei piuportanti marcatori

immunosierologici del TLDM. La presenza di autoampi verso queste proteine si rileva nel
70% di pazienti neodiagnosticati e nei loro pardnprimo grado.

L'anticorpo per la regione JM dell'antigene (IA-29Mtompare generalmente per primo nei
bambini e determinerebbe una piu rapida progresspan il diabete (diabete ad insorgenza
infantile rispetto a quello del giovane adulto) g@ando presente da solo, ma soprattutto
quando eventualmente si verifica il fenomeno ddfareading autoanticorpale con la
comparsa associata degli autoanticorpi anti-lIA-@nt-1A-2p3. E' stato anche ipotizzato che
I'autoanticorpo anti-IA-2JM possa influenzare laqassazione dell'antigene determinando
un’attivazione delle cellule T con inasprimentoutoperpetuazione della cascata autoimmune
anti-cellulap, i cui indicatori indiretti sarebbero proprio glutoanticorpi anti-IA-2 e anti-1A-
2[3. Essi reagiscono soprattutto con il dominio inethdare delle proteing71]. La maggior
parte dei sieri che riconoscono I8-2iconoscono anche IA-2 ma non viceversa. Perdio gl
autoanticorpi anti IA-B sembrano essere un sottogruppo di quelli anti-[622.

IAA: Gli anticorpi anti-insulina hanno un alto valoregittivo per uno sviluppo rapido della
malattia conclamata. Sono di classe IgG. La misonagz degli IAA & importante per la
diagnosi ma soprattutto per la predizione del T1DNKfatti, gli IAA sono tra i primi
autoanticorpi a comparire. Gli autoanticorpi sonioetti contro epitopi che mappano

soprattutto sulla catena B della protefina).
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4. PERFORINA

4.1. Struttura e funzione

| linfociti citotossici sono in grado di riconoseercellule infettate da virus o cellule
trasformate e di eliminarle attraverso meccanisrarfgrina-dipendenti e/o utilizzando
recettori di morte. Entrambi questi meccanismi rappntano sistemi fondamentali per
'immuno sorveglianza e 'immuno regolazione.

| granuli dei CTL contengono perforina e altre pmoé pro-apoptotiche (granzimi) che
vengono secrete insieme al fine di uccidere lailgebersaglio.

Perforina € una proteina di circa 67 kDa, in graildormare pori sulla membrana delle
cellule bersaglio. L'esocitosi dei granuli citotmssavviene in seguito alla formazione di
sinapsi immunologiche tra i CTL e le cellule betgggla fusione dei granuli con la
membrana plasmatica si risolve con il rilascio difprina e serino-proteasi pro-apoptotiche
(granzimi) insieme ad altre molecole quali granmase chemochine. | granuli inducono poi
la morte delle cellule bersaglio tramite meccanisoaispasi-dipendenti e/o caspasi-
indipendenti. Inoltre, la sua espressione e regalatante il differenziamento linfocitarj@3]

da segnali di recettori di attivazione (recettalle cellule T, NKG2D) e da citochine (IL-2,
IL-15, IL-21).

Il gene umano di perforina, localizzato sul crommacl0q22[74], &€ costituito da tre esoni,
due dei quali (esoni 2 e 3) codificanti la protei®55 aminoacidi.

La proteina presenta una sequenza segnale di 2ibaomli, seguita da un dominio centrale di
circa 300 aminoacidi con forte omologia con la eimd C9 del complemento. Tale regione
forma unt elica anfipatica permettendo alla proteina di limsenel doppio strato lipidico

della cellula bersaglio. Gli ultimi 200 aminoacii perforina vanno a costituire due domini
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gia descritti in altre famiglie di proteine: un dimmo EGF-like Epidermal Growth Factgrdi
circa 36 aminoacidi e una regione di circa 130 aadidi omologa al dominio C2 della
protein-chinasi @75, 76}

Il dominio C2 all’'estremita C-terminale di perfoairmostra una stretta omologia di sequenza
con il dominio C2 di altre proteine €adipendenti coinvolte nel traffico vescicolare dlae
trasduzione del segnalé7-79]. Recenti studi hanno dimostrato il ruolo crucialegdesto
dominio nella prima fase dell'attivita membranaekit di perforina, la fase di legame alla
membrana Ca-dipendentd80].

Diversamente dalle altre proteine contenenti unidmmC2, perforina sembra esercitare la
sua attivitd nel compartimento extracellulare, dieveoncentrazione di EHibero & alta (> 1
mM). Ne consegue che la proteina necessita almemoadconcentrazione 100uM di €aer
legare efficientemente la membrana della cellutadgdio. La bassa affinita di perforina per il
Cd" potrebbe essere necessaria per proteggere i CTlautelisi durante la sintesi di
perforina e il suo traffico all'interno della cdlu Inoltre, I'accumulo di perforina nei granuli,
all'interno dei quali il pH viene mantenuto basso §), si risolve nella protonazione dei
residui di aspartato all'interno del dominio C2 essari per legare il 3 non permettendo
quindi il legame alla membrana e impedendo l'aftivae di perforina prima della sua
esocitosi. La proteina contiene due siti di N-gitazione, viene sintetizzata come precursore
inattivo, una volta processato all’estremita C-teate rilascia circa 20 aminoacidi e si
trasforma nella sua forma atti{iz6].

In seguito alla sua sintesi nel reticolo endopldgmaugoso, perforina si sposta attraverso i
compartimenti del Golgi dove continua la modificam post-traduzionale e viene infine

impaccata nei granuli litici dei CTL e delle ceduNK.
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4.2. Deficit di perforina nella Linfoistiocitosi Esfagocitica Familiare

La linfoistiocitosi emofagocitica familiare (FHL) @na malattia autosomica recessiva che
colpisce circa 1/50.000 nati. E' caratterizzatauda sindrome da attivazione macrofagica
(definita anche linfoistiocitosi) che insorge dlisbdopo un periodo di buona salute, che puo
durare da alcuni mesi dopo la nascita a, meno cemante, alcuni anni. La sindrome € di
solito scatenata da un'infezione virale. Nella naggoarte dei casi i primi segni
comprendono febbre elevata senza causa appaneitédilita, malessere generale, edema e
epatosplenomegalia. Dal punto di vista biologicegomo comparire pancitopenia associata a
citolisi epatica, ipertrigliceridemia, fibrinopeniamodiluizione, alterazioni neurologiche,
mentre gli organi viscerali e linfatici sono infdti da linfociti e macrofagi attivati che
fagocitano globuli rossi. L’emofagocitosi € un etato caratteristico di questa malattia; il
midollo osseo e il sito piu comune dellemofagosito sebbene ne siano affetti
frequentemente anche milza, fegato e linfonodi. @oal’emofagocitosi € prominente nel

midollo osseo si ha una diminuizione di precursarmopoietici normali a cui si associa

pancitopenia.

Dal punto di vista immunologico, lattivita citotsisa dei CTL e delle cellule NK &
severamente ridotta. Si assiste a risposte immmaitancontrollate che comportano
infiltrazione e distruzione di tessuti ad opera haicrofagi attivati e dei CTL. L’attivazione
incontrollata dei macrofagi e dei linfociti T compo il rilascio di citochine pro-
inflammatorie che contribuiscono all’emofagocitoail’infiltrazione cellulare e al danno
d’organo. Il livello di caspasi spontaneamentevaté nei linfociti di pazienti FHL é ridotto e

qguesto puo contribuire a rendere elevato il nundetimfociti T attivati [81].
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La FHL é geneticamente eterogenea: circa il 10%séa@ata al cromosoma 9q21-22 (FHL1),
il 20-40% al cromosoma 10921 (FHL[B2, 83] Mentre il gene responsabile della FHL1 non
e ancora noto, mutazioni del gene di perforilRK]1) (localizzato in 10g21) sono
responsabili della forma FHLZ84]. Recentemente, nel 33% dei pazienti sono state
identificate mutazioni nel gene di MUNC13-4 (FHLE@5]. MUNC13-4, localizzato sul
cromosoma 17925, codifica per una proteina citatasscoinvolta nel meccanismo
dell'esocitosi di granuli. Infine, mutazioni nelnge di Sintaxina, che compromettono il
rilascio dei granuli citotossici, sono responsatila FHL4[86].

Pazienti con FHL2 sono omozigoti 0 eterozigoti costp per mutazioni dPRF1;, queste
mutazioni (per lo pit mutazioni puntiformi e delezi) comportano una marcata riduzione
della funzionalita e della stabilita della proteiclze non € piu in grado di legare e lisare le
cellule bersaglio[87, 88] La riduzione dell'attivita citotossica nei paziemon FHL2
determina un’attivazione e un’espansione incoratalldei linfociti T CD4 e CD8 ed una

eccessiva produzione di citochine infammat@sie].
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5. OSTEOPONTINA

5.1. Struttura

Osteopontina (OPN) é una glicoproteina acida copaso molecolare che varia tra 25 e 80
kDa a seguito di processi post-trascrizionali aéceottoposta (glicosilazione, fosforilazione e
taglio proteolitico ad opera della trombina). Eddaata da un gene multiallelico localizzato
nell'uomo sul cromosoma 4q21-25 formato da 7 ego@iintroni[90]. La sua espressione &
basale e costitutiva nel tessuto epiteliale e gsseatre nelle cellule della muscolatura liscia,
nei macrofagi e nelle cellule endoteliali € ipgpressa a seguito di eventi inflammatori. OPN
favorisce in vitro I'adesione di linfociti T e macrofagi attivati, m@e in vivo provoca
I'accumulo di macrofagi nei siti in cui viene irti@ta. Non e prodotta dai monociti, ma la sua
espressione é rapidamente indotta, quando i monecijono differenziati in macrofagi.

OPN possiede la sequenza tripeptidica “Argininai@é-Aspartato” (RGD), caratteristica
delle proteine della matrice extracellulare e dplieteine del siero (come la fibronectina, la
vitronectina, il collagene e il fibrinogendP1]. Tale dominio permette alla proteina di
interagire con vari recettori integrinici, com8f1, a8p1, avfl, avp3, avp5 [92-98], questo

legame € inoltre responsabile dei meccanismi dsiade di linfociti T e macrofagi.

Gli effetti di OPN sono mediati da diversi recettancluse le integrine sopracitate e isoforme
del CD446.7[99-104] che mediano la funzione chemotattica di OPN ecodo |'espressione
di IL-10 e IL-4; le integrine, invece, mediano lggione di cellule B, piastrine, osteoclasti,
cellule del muscolo liscio e incrementano I'espi@ss di IL-12 da parte dei macrofagi;
infine, sia le isoforme del CD44l; sia le integrine polarizzano comunque le celluleefso

una risposta Thl.
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OPN é espressa in diverse forme funzionali prodattgeguito displicing alternativo, di
fosforilazione e glicosilazione, o in seguito aigascissioni proteolitiche operate da trombina
o metalloproteasi della matrice (MMP), soprattutdVIMP-3 e la MMP-7. In particolare i
frammenti generati dalla trombina (trombin-OPN) a&lel MMP (MMP-OPN) sembrano
acquisire nuove funzioni rispetto alla proteinaerat[105-107]. Sono stati identificate tre
isoforme di OPN che si generano in seguitphcing alternativo: I'isoforma a (945bp) che
codifica per la proteina intera, I'isoforma b (9@p) che presenta una delezione di 14
aminoacidi nell’esone 5 e l'isoforma c (864bp) gresenta una delezione di 28 aminoacidi

nell'esone 4108, 109].

5.2. Funzioni

Sono molti i processi fisiologici e patologici imicOPN sembra coinvolta: i movimenti e la
migrazione delle cellule, il rimodellamento vaseelal riassorbimento osseo, la regolazione
della produzione di ossido nitrico (NO) e la formaeme di metastasi tumoralill0, 111]
Inoltre, OPN é coinvolta nell'infiltrazione macrgfi@a e linfocitaria in risposta a diversi
stimoli patologiciin vivo, & espressa da istiociti nei granulomi di variavpnienza (inclusa
tubercolosi e sarcoidosi)112] ed e direttamente coinvolta nella formazione elanel
calcificazione delle placche ateroscleroti¢h&3]. OPN si comporta da citochina favorendo

le risposte di tipo Thl e inibendo quelle di tipo2[114-116]

Nel topo OPN, in presenza di lipopolisaccarideuseda parte dei macrofagi la produzione
di IL-12 ed inibisce la produzione di IL-10. Tokmock-outper OPN presentano una ridoota
risposta di tipo Thl, legata ad una ridotta prodoeidi IL-12 e ad un’aumentata produzione

di IL-10 [100, 114, 117-122]

37



5.3. Ruolo nell’autoimmunita

I ruoli svolti da OPN nello sviluppo di autoimmuaiinel’'uomo sono molteplici: OPN
stimola, infatti, i linfociti T a differenziarsi,rpliferare e aumenta la loro espressione di iNF-
e CD40L con conseguente aumentata espressione-I da parte dei linfociti §114].
Recentemente e stato dimostrato che OPN induceawdpenza dei linfociti T attivati,
attraverso la regolazione dei fattori di trascmmoFoxo3a forkhead box OB e NFkB
(nuclear factor-kappa B123].

Lo studio svolto su topi transgenici che producadevati livelli di OPN (OPN™) ha
evidenziato un accumulo nella cavita peritonealdirdociti B1, ipergammaglobulinemia e

produzione di autoanticorpi anti-DNJA24].

Il possibile ruolo di OPN nelle malattie autoimmunisuggerito da varie osservazioni. Ad
esempio le lesioni di pazienti SM presentano eidivatli di OPN e topiknock-outper OPN
sviluppano una forma attenuata di EAE (encefaldteielutoimmune sperimentale), modello
sperimentale della SM, rispetto al topdd-type[123, 125, 126] Nel’AR I'espressione di
OPN ¢ elevata nei fibroblasti, nei macrofagi e fhquidi sinoviali, dove inibisce la
produzione di NO e prostaglandina; Enoltre il topo knock-outper OPN é relativamente

protetto dall’AR[127].
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SCOPO GENERALE DELLA TESI

Scopo di questa tesi era l'identificazioni di nuattori genetici predisponenti per ALPS e di
valutare il ruolo di questi fattori nello sviluppio TADM.

La ricerca di nuovi fattori genetici € partita dalhiziale osservazione di un paziente con
ALPS-la che era portatore di una mutazione eteoteigel gene di Fas e di una seconda
mutazione eterozigote nel gene di perforiha8]; il fatto che le due mutazioni erano state
ereditate da genitori distinti, entrambi sani, =g che la loro co-trasmissione al figlio
avesse avuto un ruolo nello sviluppo del’ALPS.nt&resse del dato era aumentato dal fatto
che mutazioni bialleliche nel gene di perforinasamo la FHL, che a sua volta presenta
aspetti di linfoproliferaziong129, 130] Questa osservazione ci ha spinto ad un’analisi
sistematica del gene di perforina nei pazienti 8aRPS/DALD per valutare se variazioni di
guesto gene possano avere un ruolo generale nelip® di tale malattigarticolo 1).
Poiché questo studio ha evidenziato che variazéinPRF1 possono essere un fattore
predisponente per lo sviluppo di ALPS/DALD, abbiapm valutato se esse possano anche
favorire lo sviluppo di altre malattie autoimmundngse T1DM (articolo 2). Infine, dal
momento che questo studio ha dimostrato che variadi PRF1 possono anche favorire lo
sviluppo di T1DM, abbiamo valutato se la stessetadfsi verifichi anche per opera delle
igh

variazioni OPN"" del gene di osteopontir@rticolo 3), che abbiamo in passato associato

allo sviluppo di ALPS/DALD. Quest'ultimo lavoro hguindi dimostrato che, anche in questo

caso, le viariantOPN"" predispongono anche allo sviluppo di T1IDM.

39



ARTICOLO 1

RIASSUNTO

Perforina € una proteina coinvolta nella citotassicellulo-mediata, che rappresenta un
meccanismo fondamentale per I'eliminazione dellBulee infettate da virus, ma é anche
coinvolto nello spegnimento della risposta immumataattraverso l'uccisione di cellule
Immuni attivate. Mutazioni bialleliche dPRF1 causano la FHL, una malattia ereditaria
caratterizzata da aspetti linfoproliferativi. Quektvoro parte dall’osservazione di un paziente
con ALPS-la che era portatore di una mutazioneoeigote nel gene di Fas e di una seconda
mutazione eterozigote nel gene di perforjhag]; il fatto che le due mutazioni erano state
ereditate da genitori distinti, entrambi sani, ®mg che la loro co-trasmissione al figlio
avesse avuto un ruolo nello sviluppo dellALPS. Ralutare se variazioni d#RF1possano
essere un generale fattore predisponente perligopa di ALPS/DALD, quando associate ad
un difetto funzionale di Fas, il gene é stato segiao in 14 pazienti con ALPS, 28 con
DALD e 816 controlli; sono state identificate duariazioni aminoacidiche: la sostituzione
N252S é stata individuata in 2 pazienti ALPS edstituzione A91V in 6 pazienti DALD. La
variazione N252S e risultata significativamente fspeguente nei pazienti ALPS rispetto ai
controlli (7.1% vs 0.1%; p=0.0016) conferendo un-BR.7 (95% CI: 6-654.9); la variazione
A91V é risultata significativamente piu frequentei pazienti DALD rispetto ai controlli
(12.5 % vs 4.6%, p=0.016) conferendo un OR=3 (95%1@-7.1). La co-presenza della
variazione A91V e di variazioODPN"®" conferiscono un OR=17 (p=0.0007) allo sviluppo

della DALD. In un paziente portatore della sosiibnz N252S é stato individuato un deficit

di attivita NK durante I'infanzia, deficit succegamente superato grazie all’attivazione di
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qualche meccanismo compensatorio. | pazienti mortdella A91V mostrano un’attivita NK

ridotta rispetto ai controlli.

41



ARTICOLO
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IMMLIMCEIDLOIEY

Variations of the perforin gene in patients with autoimmunity/lymphoproliferation

and defective Fas function

Rita Clament], Anraliza Chicochatt, Qusspps Cappellans, Elisa Carut, Massimo Famat, Elsabatta Srller], Irma Dlanzand,
Marina Femarin, Marca Bregni, Cesars Canesing, Valerla Boz, Marla Catering Pul, France Canitl, Angsla Cometa, Franco Locatslll,
Rita Maccano, Lgo Ramenghl, and LUimbsero Dlanzani

Mutations decreasing function of the Fas
death receptor cause the autolmmuns
lymphopreliterative syndrome (ALPS)
with autolmmune manifestations, eplesn
lymph node enlargement, and expansion
of COACDe-negative T calls. Dlanzanl Au-
tolmmune Lymphoprollferative Dlseass
{DALD) 1 a varlant lacking this expan-
glan. Perforin g Involved In cell-mediated
cylotoxlcity and e blallelle mutaions
cauge famlllal hemophagocytle ympho-
higtlocytoela (HLH). We previously de-
scribed an ALPS patlent carrying het-

erozygous mutations of the Fas and
perfordn genss and suggested that they
concurred In ALPS. This work extends
the analygle to 14 ALPS, 20 DALD, and
816 controls, and detects an N2525 aming
acld substitutlion In 2 ALPS, and an A1V
amine acld substitution In & DALD, N2525
conferred an OR =627 (P= .0016) Tor
ALPS and AS1V conferred an OR =3
(P = .01&) for DALD. Copresence of &A1V
and varlatlons of the osteopentin gene
previously assoclated with DALD con-
terred an OR = 1T (P = .0007) for DALD.

In one NZ5ZS patlent, NK activity was
strlkingly defectlve In =ady childhood,
bt became normal In late childhecsd.
A1V patlente digplayed lowsr NK actiity
than controle. Thess data suggest that
perferin varatlens are a suscaptiblity
facter for ALPS/DALD development In
sublects with defective Fas functien and
may Influence dizease expression. (Bloosd.
206061 08: 207T0-3004)

= 2006 by The American Sooisty of Hematology

Introduction

Fie ds 4 dealh receptor belonging to the mmes feciesls factor
receptor (THFR) superfamdly and daduces cell death upon tngger-
ing by Fasl.* In the fmmune response. it is highly expressed by
activated effector lymphocytes and 48 invwolved in switching off the
immune fesponse. Hmdting clonal expansion of Iymphocytes, and
faworing perdpheral tolerance. Momeover Fasl is expressed by
cybobomc T cells and WK celk and is dovolved in killing of target
cell expressing Fas. Fas induces cell apopleais by trigpering &
cascade of caspases through 2 partly interconnected pathways: the
extrirEc pathway involves caspase-E-mediated direct activation of
the cascade, whereas the intrimsic pathway proceeds through
mitcchondrial frelease of cylochrome ¢ and acivation of caspasa-9.
Both pattrwaye converge in the activation of effector caspases, such
as caspase-3, -6, and - 7.4

Defective Fas function leads to the pnwanted accumunlation of
Iymphocybes and favors suboimmualty possibly by impairing the
switching off of autoreactive lymphocytes. This has been shown in
thie autalmimne Iymphoprolifertive syndromes (ALPS), an inber-
ited diseass chamcterized by (1) defective function of Fas, (2)
autoimmune manifestations that predominandy iovolve blead
celle, (3) polyclonal accumulston of ymphocytes in the spleen and
Iymph nodes with lymphoadenomegaly andior splenomegaly, and
idy exparelon of TCRop + CD4ACDE double-negative (D) T

calke in the perpheral blood. Moreover, ALPS patients are prodis-
posed to develop lymphomss in adulthood -1 ALPS {8 generally
due o deleberious mutalions of the Fas gene (TWNFRSFS) and i8
classified a8 ALPS type-la. but rare mutations of other genes have
been detected, for instance. the FasL genes in ALPS-Ib, and the
caepase- 10 gene in ALPS type-1la, wheress the mutated gene is oot
koown dn other patients. Mutations of the Fae and the FasLl gene
detected in MLE Jpadpr and phafpid mice, respectively, give fse to
a disease that overlaps ALPS. We descrbed an ALPS variant that
fulfls the Orst 3 criteria but lacks expansion of DN T Ccells and
mutations of the Fas, FasL, of ciepase-10 genes ' Since iha
complete paracigm of ALFS could oot be demansizabed, this dissase s
been provisionally named Ddanzan Autolmmuee Lymphoproli fera-
five Dissse (DALDY by McoEusick (OBIM reference #605233,
Rt s achl nlm.adh. govien reziqueny. fegi A = ORIIM).
ALPS-like disonders Jdo not behave a8 classic monogenic
diseazses. ™ This i true dn ipedpr and gladgld mice and even more
evideat in ALPS and DALD. The lpr and gld mutalions cause the
disease in homezygosity, but its expression greatly depends on the
penetic background, since if iz much milder in BALBEC than in
MLE mice. bMost ALPS type-la patients afe hetarozygous for the
Fa= mutation, but the parent camrying the mutation i2 generally
healibyy, Other complementary factors may thus be requined in
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20 CLEMENTI atal

Tunction of the severdly of the mution.** The same observation is
n® in DALD patients, since both parents generally display
defective Fas funchon, bt are healibyy.'? We suggesied that a
concErent factor may be production of high kvels of oateopontin
(PR, & cytokdns lvolved Lo infammation Wat inbdbdes a oo vation-
doduced cell death  AICDH of Iymphocyles. We found that Dl Ty
patients display incréasesd frequency of polymorphdc vadaot of the
OPH gene (OPRPER pene varianis) that catse increassd producion
Al PN by stabdliziog = mB N A and incresss he o8k of DALD by
about &-fald. =

A seond concucrent foior may be inbertted alterntions of he
perfonin gene (PRFT) thal decreaze the fonction of this proben,
which iz stored in the Iylc grannks of cyiolonic cells and plays a
crucial role dn cell-mediated crioloricity by fonming pores in the
target-cell mambrane,'” Biallelc mutalions of PRFS canse about
30% of cames of fmdlial bemophagocytic Tymphobdstocyiosis
{HLH), & rare Nfe-hfeaterdng mmuane deficlency asciibed o
decréased capacity of CDE+ T cells and NE cells 1o Kl
virus-nfectad cells ™2 A fiuther 25% of patents display muts-
tovs of the MUNC L= gene tnvolved in pefodn siorags 4o the
Ivek: graonles aod excoyiosis ™ HLH s a recessive dsexse and subjects
carmying heteroaygmes PRF] mulaions ane genemily bealthy,

We have bealifed a heterczygous mutalion of PEFT ioan
ALPS palient who atso carrled a heferomygous mutation of the Fas
pend. Since thess muintons were fiherited from distinct parents
who were healiy, we suggestad (hal thelr colmnsmissAon was
TesporEible for the 20n°s ALFS.#

Systematic evaluation of e mle of FRFY in ALPS was pab
unckertaken oo hat cocsion. The present sy has (s been perfonmed
to eoctend the analysis of PRFI o a langer aumber of patients and
aviluabe 113 1ok 10 the development of ALFS and DAL

Patients, materials, and methods
Patlerts

We analvzad 14 ALPS and 28 DAL D lialisn pati=nis {some hove aleady
been presenizd in Dianzni =t al,* Ramenghi =t al, ' aod Campagnoli =
al®). Diagnosis of ALFS was bwed cn e presence of all the following
eriteria: (13 apoimmure manifestations; |2} dronic nonmalignant lymph-
adenapathy (2 or more lymph oedes enlarged over 2 cm in diameier) oodfar
splenome galy; {3 defective Fas-induced apopiosis in vito; and (4) mutions o
the Fas, Fusl., or caspase- 10 genes andior expansicn of DN T cells in the
peripheral blood. The Fm, Fasl, cospase-l0, and OFN genes wers
sequenced from geoomic DNA, as previoosly reported.'! Seven ALPS
patiznes { patienis 173 camied heternzygous mulatioos of the Fas geoe.

Dragreais of DALD wars bazed on the presznce of the first 3 criteria, ba
lack of the fourth ons. Two DALD patients (DALDL2 and -24) carnied o
heieraxegons variation of the caspase-10 gene, causing a ¥4 101 amino scid
substitotion, inicially associned with ALFS in homoxygosicg!? but then
recognized 43 2 polymerphiam, =%

Mo patiepts displaved the dimmcstic edteris for HLH. Coatrols
in = AL6) were sihoically matched, healehy individuals. ALl patients and
conirols were urelated, white and Tialian. Peripheral-blocd specimens aod
serum wers obiained from patienis and bealthy conrols with writien
informed consend, which was chiained in accordomce with the Declarnion
of Helsinki. The study was parformed according 1o the goidelices of the
Jocal #thics committes of the Ozpedale Maggiore of Nowvara (Mowvara, linlyy.

Flow cytometry

Armalyeis of lymphocyiz subpapulations in peripheral- bloed mononuclzar
cells (PEMCs) was performed by direct immuncflucesscence and Bow
g¥tomery. Perforin expression was evalmated in fred and permeabilized
celle (Cwinfie-Cyiopsrm; BD PharMingen, Zan Diego, CA) wming o
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phvcoerythrin (PEconjugared antiperforin antibody (BT PharMingen)
and Baow oyiometry.

Fas functien assay

Fas-induced cell dzath was evaluaied os previowsly repoded on T-zell lines
ablained by mcrivating PEMC: with phetohemagglatinin st days 0 (1
pp'mli and 15 (0.1 pe/mb) and cultured in BPMI 1640 + 10% fetal calf
serum (FCS + rll-2 (2 Wmbly (Bicgen, Geneva, Switzerlind). Fas
funiciion was ausssaed & dms afier the secand stimulation (day 21311
Cells were incubaied wiith conrol medium or ati-Fas MAk (CHLL, Tgh
isoiype) (1 ppimil) (UBI, Lakes Placid 1Y) in the pressnce of rll-Z (1
Ufml} 1o minimize spoctaneous czll death. Cell survival was evaluaied
after 18 howrs by coonting live cells in sach well by the Typan hlus
exclusion test and by Aow crromeiry of cells excluding propidiom iadids
and unstaired by aonexin V-FITC; the I methods gave overlipping resulo.
Assaps werz performed in duplicace. Cells fom 2 kealthy donan were
includedin each experiment s positive commls. Besules wers expressed o
specific cellsurvival parcent. cakulated os follows: {ioial live. cell count in
the assay wellftooal live-cell count inthe contral wel 13 5 [00

Fas funclicn was deficed a5 defactive when cell sxvival was lass than
26 (the 95th pzroentile of data abiained from 200 healthy comirols).

Ampification of PAFT and mutatksn detaction

Genomic DFA wa isolaled from FEMCs, and exon 2and 3 of the perfarin
coding region werne amplified in siandard polymerase chain readtion (PCR)
condilions. The primers mead for amplification hawe bsen previcoshy
described. PCR producis were purified with the EXO/S AP kit Sequenc-
ing was perfomed with the ABTPRISMR BigDye Terminacor kit | Applisd
Bioswsiems, Foster City, CAl oo an antomatic ssquencer (A pplied Biosys-
izms 3100 Cenetic Annlvzer] acoording 1o the manofacirss's instnactions
with the amplification primers plus 2 inlernal primers (forward 5°-
CAGCTCAACATAGGCATOCACG-}, rewerse  5-GAACAGCAG-
GTOGTTAATGGAG-2') for exon 3. OFfY pene variaois wene typsd m
previcusly reporisd.’?

Cytotoxiciy assays

WE nctivity of PBMCs was assessed by astandard 4 -bour "'Cr pelease assay
with K542 zells as the target. Resulis, are exprassed gz spacific lpsis parosnt
caleulaed as follows: (sample ¥'Cr releass spoctaneous release W maximal
release-sponiansos release) = 100

Statlstical analysls

Comparizons of NK activity, perforin expression, and NE-cell disiribution
were performed with the nooparametric Muno Whitney U test. Genotype
diztributions wers salyzed with the y? test or the Fisher exact test o
reponied. All P vabes ane Z-ailed. and the significance ost-off was P below 035,

Results

The wodk fnvolved 14 patients with ALPS and 28 with DALD.
Baodh groups displayed aptodmmnae mandfestations, Iymphadenopa-
iy acddor splenomegaly, and defective Fas fanction; ALPS
patients alone alse displayed mitaions of the Fas gene andfior
periphieral-flocd expansion of DM T cella. Figare 1 shows Fas
fupction of T celks fiom all patients and available parents. That of
ALPS-4 and -7 wees borderting, but they wers incloded i the ALPS
group becauss hey aleo carried o Fas gene mutaion and expansion
of DN T cells. Most parents, too, displayed defective Fas function.

The coding eglon of PRFT was saquenced from genomic DRA
in ol patients and & 15 random controls in the search fof varations
prevonsly associated with HLH. Only 2 HLH-associabed misseise
warlalions were detecied, o OFT subsinion in position 272 of he
CDMA (numerstions are feferred fo cDMA clone MIE39E,

43



From wwnw bloodjournal.org at Nuova Biblioteca Medica on January 15, 2008. For personal use only.

BLOCD, 1 MOWERMBER 200e - WILUME 108, NUMEER @

FERFORIN GEHE VaRIATICHS INALFS 3081

Flgre 1. Fasdnduced Toel death In patlents wih ALPS or

PATIENTS PARENTS

DALD ared several of thwlr parenis. Cals fom ALPS pabiends’
familas are matked wWih squars, Moz from DALD palienis ALPS
Farniles wih clroles; gray symbols mark pallents; black symbols,

[EEV R} ALPE WL

thi lathers; and while symbols, the modrer. Humbers oome-
spond iz hi oode aeskyned b eachpaant. Long-tam T-oalllines
wana rsalsd with and-Foz Mab, and surival was asssszed alier 120 B
18 howrs. Aesults are expressed oz rdaive collaury ival parcant.
Tha horzontal Ines indoale the uppsr imit ol the romal mngs,
caloulrlied as the 05t pacentile o dal cblained from 200
haatiy donom imedan ol aurvival of mnrch was 609% the
Eth-DEth parentie range was J6%-E2%). In e oontrd wels s,
In the absanca of spopholo s, sporianeous os loss was
always leas than 10% of the 2esded ooz and similar in oaulunes
from ihe pafiants and heathy donars. ALP S patiemis 1 o 7 camed
harlerozggous mubrions o the Fas gers.

e cedl survival

et
2

ol | 59923803
[177]

g
mfj @

ATG = +1)and an AAG aubstitution in position 755, which caused
an AS1Y and an M2528 amino acid subetitution at the profedn level,
respectively. The genotyplc distributions of thess vardations did not
deviate significanfly from the Hardy-Wednberg equilibrium in
elther group.

The W252S substitulion was foand in 2 ALPS patients (ALPS-5
and ALPS-11). 2 controls, and 0o DALD patients. The overall
genctype distributions (Table 15 were significantly differeat 1o
ALPS ard controls (P = .0016), The M252S allelic frequency was
algiifcantly higher 4o the ALPS patients (7.1% ve 0.l %, P = 0016)
and confemed an OF, = 62.7 (95% CL 6-654.9). This variation had
been previonsly reported by some of us 1o ALPS-5

The ARV wadation wa= carfed by & DALD patieats only: it
was heterezygoein 5 (DALD-3, -6, -9, - 14, -25) and homozygous
in one (DALD-10). Momeover, it was defectsd in 72 controls:
heterorygous in 69 and homorygous in 3. The overall genotype
distributions (Table 1) were significantly differeat in DALD and
contrals (P =01 The AS1V allelic frequency was sigaificantly

Table 1. Frequency distribution of the A81Vand M2525 PRF1 variations
and the 0PN gerotypes in 14 ALPS and 28 DALD patients

ALPE* DALDH Conirok
Genotypss aooording bo warlatken H = H L H T

PRF1 NZE23
HH 12 857 2B 10 B4 D08
HE 243 0B z o0z
23 no0 00 oo
PRF1 ARV

a4 410 = TS T4 M2
A 00 B iTH & BA
W oo 1 838 1 04
PRF1 und OFN susoepliblity genobypast

Hong 4 M5 8 214 51 364
FRFT alona 2 43 0 0 10 TS
OPNalone B &4 18 &2 T0 EIE
FAFT 0PN 0o 8 4 3 2=

The cweral geralypio disirbulon of N2535 was sigrificanty diferard fram
conirds [P = 001%, Fisher axacl sl

{The overdl genolyplo dtrbulon of AQ1Y was signfcantly dffarnt drom
contrds (F = 01, Chi sgquans tesl); Fequency ol PAFT+ 0PN susceplblily geno-
Iypas was signficanity highar 1han in conircls (P = 0000, Fehar ssact feath

wif the HZE23 (In ALPE}or AD1% (i DALDY PRF1 vaialons jakher

homoZygous of helerozygous) and/or e 3530 TE0T-10638- 12360 or 3830-TE0T-
10 BVE- 13300 0 PG hapl oypes.

higher dn the DALD palients (12.5% vs 46%, P = 018 and
confarred an OR = 3 (95% CI: 1.2-7.1%

Four other auclectide varalions wene detected, but wede not
further evaluabéd since they did oot change the amino sdd o
influence the splicing sites. Two (CEZ2T and TG, had been
previously reported as commen polymorphisms nof associated with
HLH. Their frequency was similar in the patients and the controls.
The other 2 (34354 and AS62G ) were dn perfect Hnkage disaquilib-
rium with the A5 substtution in poeition 755 (N2525) and were in
fact only detected in the 4 subjects carrying this varation.

W had previously found that DALD development i favored by
e 2E2C-TS0T- 108341230 C and 282C-T50T-1083G-1239C single
nucleotide polymorphism haplotypes of the OPN gane (CENA
gene varlants)." To determine whether PEFI and OFWY variations
hawve a coopertive effect on ALPSTALD development, we by ped
e OFN gene in all patients and 124 conlrols and evaluated the
frequency of copresence of the PRFT and 0PN genotypes confer-
ring susceptibility to ALPS/DALD (Table 1) Copresence was
displayed by 6 (21.4%) of 28 DALD patients, but only 3 (2.2%) of
134 controls, and dncressed the sk of DALD by 17-fold relat vely
o the absence of both factom (OR = 17, 95% CL 7-1Z2
P o= 0007y and by 9-fold felatively to the presence of oaly one
(OR = 8.8 95% CL 1L.7-50.50 P = 004). BY contrast, this coopars-
Won was not detectad in ALPS patients since none of them carred
baith factarz.

Wi had previously shown that ALPS-5 carried a heterorygous
mutsticn of the Fse gene® His PRF1 M2525 varabion was
inheritad from the mother wheress the Fas mutation also was
carried by the father and a brother, and cosegregated with defective
Fa= function (Figure 24). Since all 3 relatives were healthy, we
snggested that co-inberitance of the Fas and perforin gene varia-
ore played 4 role in ALPS development in this patient The
mutated geng was 0of Known in ALPS-11, and his dohedtance
pattern was determined by analyzing Fas function and sequencing
PRFI {0 hiz parents. N2528 was carded by his father only, whereas
Fa= function was defective in his mother only (Figure 2A). Once
again. therefome, Fag and perforin alterations weane inhedted from
different parents, who were both healthy, These data dndicate that
asmcclation of defectve Fas fMnction with the M2525 vadation
strongly favors ALPS development.

A family analysis alse was conducted for 3 DALD patients
carrying the A91Y varation (DalD-3 -6 -10, Fgure ZB5. In

44



From wwnw.bloodjournalorg at Nuowva Biblioteca Medica on January 15, 2008. For personal use only.

ez CLEMENTI atal

A
ALFPS-5 ALFE11
1hlmi'@ Q PR e (¥
TRFREFR
m"ﬁl "' e PRIES
B

[LEVE CE]

ﬂ l/-l‘.l:}, FRELS
lnn.'l:r_tlj PR

VI

DAL D
o] @ o]
il ) [ @)

DrALD-3"s family. Fas function was defective in both parents and
e sister, whereas AS1Y was carted by the mather and the sister
both parents were healthy, wheress the sister presented common
varlable immune deficiency (CVIDG. Intriguingly, DALD-3 also
developed hypogammaglobulinemia some years after dsesase on-
set, In DALD-S% family, Fas function wae defective in both
parents, whereas A1V was caried by the mother (homo Ty gous)
and the sister, all hese elatives wane bealthy. In DALD-10%:
Tamdly, Fas function was defective in both parents and the sister.
wheress A9 Y was carried by Both parents; all these relalives wane
healityy. Analy=is of the GPH gens showed that all subjects in thess
3 famdHes ako carred the OPNEEE pene varlants (data not shown).
Azsociation of defecive Fas functicn and the AS1%Y vadatbicn iz
thus act suffickent to induce DALD, even in the presence of the
OPN susceplibility alleles, since 4 of 8 subjects wilh this associa-
tion were healthy.

To assess whether N2525 and A1V comrelated with allered
Tuncton andior expreasion of perforia, ME activity was evaluated
by a standard *Cr-relesse agmy and perforin expression by fow
cytometry in 5 patients: ALPS-5 and -11 with M2525, and
DrALD-3, -6, and -10 with AS1V. Perforn expression was sightly
decreased in ALPS-5. DALD-6, and DALD-10, but normal io the

ELOCD, 1+ NOVEMBER 2006 - VOLUME 1 0a, HUMEER @

Flgurs 2. Pedgreea of palknis ALP3E and -11 and DALD-3,-6,
and 10, (&) Nhertoros of e NESES FAFI mutalon (FAF &) ond
defwcive Fas funclan [0 In ALFS-S and -11; Inherilanca of the Fas
mutalon [THFFEFET) | also shownlor ALPE-S. (B) nherilaros of ha
AW FAF1 variafion (PRF17) and dedective Fas funcion (O N the 3
DWLE paientz. Subjecls wih ALPSCALD ars marksd In gray; ha
sislor of DALD-3 dsplayed CVID. PRFA™ marks A% ¥ homezygotos.
Farz unclon was evalustad o reporsd In Flqura 1.

TALT-10

'rn-;l-m-
ﬂ PRFL

other subjects, wheneas the proporion of ME cells, detectad as
CDA-CD56* of COG-CO 6 cells, was in the formal fsngein 1
subjects. ME aclivity was significanlly lower in the patients with
ATV than in the controls (P = 015), but not decreased in hoss
with M2525 (Table 2. However, in ALPS-11, previous analyses
shiowed that NE activity was almost undetectable at the age of 3 (le,
at diagnoai=). extremely low buf detectable at the age of 5, and
normal at the age of 12 (Table 2). In ALPS-5. ME aclivity was
aesesaed at the age of 30, and 0o previols analyses were available.

Digcussion

This paper follows a description of an ALPS patient (ALPS-53 with
varlaiong of bolh the Fas gene and PRFI® It shows that his
M252% vardalion is dgnificantly mode frequent in ALPS patients
than in bealthy controls. Momover, the fequency of a second
HLH-aszaclated PRFL variation. A91W, 18 signiflcantly incressed in
DAL patients, who display an incomplets ALPS patern. M2525
was detected in 2 of 14 ALPS patients (ALPS-5 and -11). It
increasad susceptibility to ALPS by about 63-Told and was found
only in 2 of 216 ethaically matched controle, as in other shidies.

Table 2. MK activity, parforin expression, and proportion of MK cells in PEMCs of ALPSDALD potisnts carrying the M2525 and A81Y

perforin varistions

Subjects sconding Effector darget ralios tor NK actlvity

Perforin axprosslong Paripharal-blood MK oalls, %

o PRF1 wriatiorr 110021 a1 10:4 (3 HF1 COa-CDiEr CD3-COBE"
N2EZS

ALFEE =) 40 a8 - ] 11 i

ALFE-11 (12 ysan) 35 = 18 M =0 12 15

5 yyearm) H 45 34 nd rd nd ™

{3 year) 24 i§ [ nd rd nd ™
ATV

DALD-E 12 12 3 45 &z 2 a

DALDSE = iz ] 15§ Ell 12 i

DALDHD iE] 1i 4 8 17§ @ i

Madian 1 12 E] 8 Ell @ i
Conircia] 31 {13-58) B35 1z @) 23 (17-26) 47 (2874} 11231 17427

rd Indicaries not delemined

“all paiiznis wara hataroz yg oL o i ndioaled varialon woept for DALD-10, who was homezy pous.
THE acivily 15 suprassed as spedic oeldysis parcerd, and ks e mean of plicate assays, whose siandard deviation was abays - 10% of fa mean. Eportoneous oel

Iynls was olwarys = 10% of maimal ool lyss.

1Farorin spreasdon 13 shoan as percentoge of poskive oels and mean Mo rascercs imensily (MFT) In arbitanyunis,

e St perceniila ol ooniala.

1Mad an {Sth-2Sih parcanile rarga) rom 10 conircls. The MK acldily of thess DALD palents was signilcanily lowsr han that of ha contmols (F = 015, Morn-whiney

besky
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M252% occurs within Ihe membrane-atack-complex, a meglon
critically iovolved in the pore-forming actvity of perforn, bat itz
Tunctional s gnificance has been debated since it has been associ-
ated with normal ME aclivity'™ 2 s in both ALPS-5 and -11 at
e Wme of this study. The Aoding that ALPS-11 displiyed a
striking defect of ME activity when he was 3 and 5 years old
suggests that M2525 is here associabad with ofher factors decreas-
ing MK function in early chikheod, followed by normalization on
the part of unknown compensatory mechaniams,

ALY was defectsd in 6 of 28 DALD patlents. It dncreased
susceplibdlity to DALDY by 3-fold and was relatively frequent
(4.6%) in the controls, &2 dn other studies. ™" This varation
decreases perforin Tunclon by alterng its conformation, decreas-
ing it clesvage to the sclive Torm and dncressing ils deprada-
lon. 2 In Hoe with this view, our patients displayed lower ME
activity than the controls, especially atlow effector-to-tanget ratios.,

Thess data suggest that some PEFL vadations that cates HLH
Wwhen combined with a setond PRFL vadalion may favor ALPSS
DALD development i inheritsd defecis hiting Fas funclion also
are present. Fas Mnclion {8 normal in HLH and bence i= oot a
contribatory of this diseasa.?

The Farnily analyses ahowad that combination of A1 with the
Fae dafect was ol sufficient o induce DALD since several healthy
Tamdly members carried both altertions. This sk was s gnificantly
incressed by copresence of the OPN®# pene varants, but even
e combdnation with A51% and the Fas defect was 0ot suffcient
o induee DALD N 4 of 8 DALD famdly membears. Combination of
MZ528 with the Fas defect seems to have a stoonger effect than
ASLY, since we Tound i in patients ooly. However, even this
combination may oot be sufficient for ALPS development. since
FRieux-Lancat ef al*? have described an ALPS patient and his
healitry father canrying both M2525 and a Fas gene mutition. The
abeervalicn that BI2525 48 in perfect Hnkage dissquilibrum with
4354 and A4G20 mises e possibdlity that thése vadaticns or
athers dncluded in the ancesteal haplotype play & iole in ALPS
development. A second poasbdlty {8 that concurrent roles are
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played by olher fsctors, The fact that QPN HA oot cooperale with
MZ528 in ALPS development may be relabed to the strongar effect
displayed by M2Z528 in ALPS than by A% in DALD. and to the
po=sibility that the genelic hit of Fas funclon 48 mode severs dn
ALPE than 40 DAL

Faz and perforin altem o moy cooperabe in affecting both the
antiviral response and the switching off of the immune responss.
Baoth modecules are used by cyboboddc cells oo kil virus-dnfectad
cells. Moreover, Fas is hghly expressed by effector lymphocytes
that are switched off by several FasL= cell fypes, but a regulatory
sclivity alsa has been ascribed o perfor-mediated klog of
effector lymphocytes and anligen-presenting cells.”™* In this
connection, it i= noteworthy that OFM inbibits lymphocyte AICD,
another mechanism dovolved in swilching off the immune -
sporee. Lymphocyte accumulation and suboimmunity displayed by
ALPS and DALD patents may be favored by both defective
irnmune response switching off and decreassd virus clearanca that
woul prokong the immuee resporse. This possiblity opens e
way o the Wew that ALPS/DALD may overap both HLH and
cther inherited diseases chamcterized by lymphoproliferntion and
defective control of vifal infections, such as the X-loked Iympho-
proliferative syndrome (XLPj due to mutilions of he SAP gene
altering function of the 2B4 ME comcepton™ Intdguingly, both
ALPS and XLP are associated with high susceptibility to lymphodd
neopleeia, which also seems favored by inherited PRF1 varations 4!
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CONCLUSIONI

Il sequenziamento dPRF1in 14 pazienti con ALPS e 28 con DALD ci ha perstesli
identificare due variazioni, N252S e A91V, entrambeprecedenza associate a FHL. La
variazione N252S era piu frequente nei pazienti&bRS rispetto ai controlli (aumentando il
rischio di sviluppare la malattia di circa 63 v)jtmentre A91V era piu frequente nei pazienti
con DALD (aumentando il rischio di sviluppare lalatta di circa 3 volte).

N252S cade in una regione di perforina detta MMerhbrane-Attack Complexche sembra
essere critica per la formazione di pori nella memh della cellula bersaglio, ma la sua
rilevanza funzionale e dibattuta in quanto e sé&tsociata ad una normale attivita citotossica
delle cellule NK[84, 88, 131, 132]cosa da noi confermata nei due pazienti con ALPS
portatori di tale variazione. Tuttavia, osservaziprecedenti dimostravano che uno dei due
pazienti aveva presentato un pregresso marcateitdd@ll’attivita NK durante la prima
infanzia, poi normalizzatosi al momento della n@sisservazione. E’ pertanto possibile che
N252S, o qualche altra variazione genica non nbt@asaa associata, causi una riduzione della
funzione NK nella prima infanzia, ma che il difetéta successivamente superato grazie
all'intervento di un qualche meccanismo compengator

Riguardo alla variazione A91V, dati in letteratuifgortano un suo effetto funzionale legato
all'alterazione della conformazione della proteiohe ne riduce la stabilita e ne aumenta la
degradaziond73, 88, 131-133]In accordo con questa osservazione i nostri paze®n
DALD portatori della variazione presentavano umittia attivita NK.

Questi dati suggeriscono che variazioni nel genpedforina possono favorire lo sviluppo
del’lALPS/DALD quando si associano a una difettifeanzionalita di Fas (tutti i pazienti
avevano infatti questo difetto funzionale). Lo studi queste variazioni nelle famiglie dei

pazienti ha dimostrato che I'associazione tra A@lififettiva funzionalita di Fas non é pero
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sufficiente per favorire lo sviluppo della DALD, [daomento che alcuni familiari sani erano
portatori di entrambe le alterazioni. Questa ossgone € anche valida per la variazione
N252S in quanto Rieux-Laucat et al. hanno descutt@aziente con ALPS e il padre sano
entrambi portatori sia di una mutazione in Fagisi252S inPRF1[134].

La tipizzazione del gene dDPN nei nostri pazienti ha poi dimostrato che il risclali
sviluppare DALD viene incrementato di 17 volte datlo-presenza delle varianti geniche
OPN"" e di A91V, ma nuovamente la combinazione di queati&nti geniche con il difetto
di Fas non é sufficiente per indurre lo sviluppdladenalattia, poiché tale combinazione era
anche presente in alcuni familiari sani dei pazient

In conclusione questo lavoro suggerisce che vamaza carico diPRF1 possono agire da
fattore di predisposizione per lo sviluppo di ALBBLD. Questa azione potrebbe essere
legata al ruolo di perforina nello spegnimento aeiposta immunitaria mediato dall'attivita
citotossica delle cellule NK, CTL,y5 e NKT indirizzata contro cellule immuni attivate.
presenza di difetti funzionali di Fas, un difettmche modesto, dell'attivita di perforina
verrebbe a inficiare un importante meccanismo dnmenso del difetto di Fas. E’ degno di
nota che anche le variai®@PN"" del gene di osteopontina potrebbero favorire luppo di
ALPS/DALD con un meccanismo analogo, in quanto edsgerminano la produzione di
elevati livelli di osteopontina che e in grado dibire la activation-induced cell death

(AICD), che rappresenta un ulteriore meccanismspgignimento della risposta immunitaria

che puo compensare il difetto di Fas.
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ARTICOLO 2

RIASSUNTO

In passato il nostro laboratorio ha dimostrato difietti ereditari della funzionalita di Fas non
sono solo la causa dellALPS/DALD, ma sono anchenawti nello sviluppo di malattie
autoimmuni comuni, tra cui il TIDM18, 21, 23-25, 127]Nel T1DM circa il 20% dei
pazienti manifesta una ridotta funzionalita di Fas tale percentuale cresce al 70% nei
pazienti che presentano T1DM associato a una sacmathttia autoimmunig5, 128, 129]
L’osservazione che anche i genitori di questi pazipresentano una ridotta funzionalita di
Fas suggerisce che il difetto abbia basi eredit®mché questi pazienti non presentano
mutazioni a carico dei geni di Fas, FasL e caspasé possibile che il loro difetto genetico
sia simile a quello dei pazienti con ALPS-III.

Questa analogia con ALPS ci ha quindi indotto aiteae se anche variazioniIRF1

possano predisporre al TLDM oltre che allALPS. bAmo tipizzato le variazioni N252S e
A91V di PRF1in una prima popolazione di 352 pazienti TADM & 8bntrolli e in una
successiva seconda popolazione di 365 paziend e€@étrolli. La frequenza di N252S e
risultata significativamente piu elevata nei patiieéapetto ai controlli (popolazione 1: 1.3 vs
0.1%; OR=10.55 95% CI1=2.13-70.82; popolazione :%.0.7%; OR=2.67, 95% CI=1.16-
6.15), mentre le frequenze di A91V erano simili pa&zienti e controlli. Per valutare il
possibile coinvolgimento di altre variazioni, albdbh@ poi sequenziato I'intera porzione
codificante diPRF1in 200 pazienti e 300 controlli. Questa analisidentificato una nuova
sostituzione aminoacidica, P477A, presente in ngao paziente e assente nei controlli. Le
due variazioni presenti nei pazienti sembrano causaa riduzione dell’attivita NK, in

quanto questa é risultata difettiva in tre bambterozigoti per la N252S analizzati nella
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prima infanzia, in un soggetto adulto omozigoted252S e nel paziente portatore della

nuova mutazione P477A.
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Variations of the Perforin Gene in Patients With Type 1

Diabetes

Elisabetia Oriliers.”

Cerutti, Francesco Cadarie,' Mirvam Martinetti,*

"Annnnzio,” RBenata Lorini.” Franeo Cerntti,”
Umberic Dianzani’

ORIJECTIVE—Perforn plars a key role in cell-mediated cyto-
toaelelty. Mutations of its gene, PRFY, canse familial hemophago-
crtle hauphohistocytosts but have alse been assoclated with
Ismphomas and the autobromune/ lsmphoproliferative svndrome.
The alm of this work was o Investgate the role of PREY
varatiore in type | dibetes.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—We pyped for the
N2528 and ARV vadations noan intbal population of 262 type 1
diabetie patlents and 8218 control subjects and a second popula-
topn of 365 patlents and 964 contral subjects. Moreover, we
sequenced the coding sequence and Intron-exons boundartas In
200 pattents and 300 control sabjects.

RESULTS—In both cohorts, allalle frequeney of N2E2ZE was
slgnificantly higher n patlents than i control subjects {com-
bined eohorts: 1.5 ve. 04%: odds ratlo 665 [98E C1 LEA-TAR].
Sequencing of the entre coding reglon detected one novel
mutation in ane patlent, cansing a PATTA amino acld change not
detectad In 199 patlents and 300 control subjects, Typing for
HLA-DGAT and TgB1 alleles showed that type 1 diabetas—
predisposing DO heterodimers ware less frequent In pa-
Hents eanyng N2525 ar PATTA than In those carrying wild-type
PRFI, We prevtously found that nahal killer (NE) activity Is not
decreased In most N2525 hete tes, bt we detected one
whose NK activity was nonmal at the age of 12 bt sirikingly low
In ezrly childhood. Here, we discoversd that NK functon was
low i three hetercaypotes i early childhood, one homogygous
adult, and in the subject canying P4TTA

CONCLUSIONS—These data suggest that M25Z5 and possibly
other PRFY varlatlons are a1s-:~elaﬂh'|lm.r factors for type 1 diabe-
tes development. IMabetes 5T1078-1083, 2008
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niype 1 diabetea, antoimrmune damage is mainly due

to Proell destruction by auboreactive cytotoxic T-

cells by -an inflammatory response organized by

autoreactive THI cells (1,2} Ethnic variations in itz
incidence point to involvement of genetic and environmen-
tal factors (34). Susceptibility genes may inchide genes
coding for molecules involved in immune response control
and immune effector functions. Further genes may be
those invohlred in switching off the immune response and
leading to homeostatic control of the gize of the peripheral
Imphocyte pool and reducing the risk of autcimmunity
due to cross-reactions between nonself and self antigens
(3-5).

Involvement of genes participating in this switching off
has been initially suggested for CTLAA4, a receptor ex-
pressed by activated T-cells that delivers negative signals
upzn ligation by BT.1 and BT.2. The role of these negative
gignals is well documented by CTLAA —deficient mice
developing severe lymphoproliferation and ymphoid infil-
tration of multiple orgams (). A link with type 1 diabetes
hazs been suggested by its association with CTLA-4 gene
polymorphisma associated with decreased receptor func-
bon (7-3).

A second link with defective switching off of the im-
mine response came from our observation that a substan-
tial proportion of type 1 diabetic patients display defective
function of Fas, a death receptor triggering apoptosis of
activated lymphocytes (10). The role of Fas in the immune
regponse is showmn by the finding that inherited defects of
Fas function eanse the autoimmune lymphoproliferative
syndrome (ALPS), a rare autcimmune disease character-
ized by heterogensous autoimmune manifestations, and
brmphocyte acommulation in the spleen and Ipoph nodes
(11-143

A third mechanism itwolved in downmodulation of the
immune response is perforin-mediated cytotoodeity (15).
Cytolytic gramiles of CDE™ oytotoxic T-lymphocytes and
natural killer (NK) cells contain perforin and granzymes
and are released on the target cell upon its recognition by
eytotondc cells.

Perforin polymerize s on the target cell membrane where
it forms pores that allow the entry of granzymes, which
trigger apoptosis of the target cell by cleaving caspases
(157, This eytotoxcity ig crucial to kil virus-infected cellz
and elear viral infections but may also be immlved in
downmodulation of the immune response by fratricide of
effector lymphocytes and antigen-presenting cells ( 16-15).
Biallelic loss-of-function mutations of the perforin gene
(PRFI) have been associated with ~-30% of cases of
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familial hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH), a
rare life-threatening imrmmune deficiency that occurs in
infants and young adults (19-23). Furthermore, 250 of
patients display mmtations of the MUNT 13-4 gene in-
volved in perforin storage in the Iytie granules and exocy-
toziz  (24). Intriguingly, some of these variations,
themselres insufficient to canse HLH, seem to act as
predisposing factors for the development of ALPS (25).
This possibility was first suggested by the observation of
an ALPS patient with a Fas gene mutation inherited from
the father and with a PRFI mutation inherited from the
mther. Since both parents and the patient's brother, who
carried the Fas mutation only, were healthy, it appeared
that both mutations contributed to the development of
ALPS (26). This was confirmed in a larger group of ALPS
patients, where two HLH-associated amino acid substitu-
tore of PRFI were detected, ie., N2525 and ADIV (26,
The frequency of N2525 was increased in typical forms of
ALPS and increased the risk of its development by about
G2-fold, whereas that of AD1V was increased in an incom-
plete variant of ALPS and increased this risk by about
threefold (26).

The aim of this work was to assesa imvolvement of PRFI
in type 1 diabetes by evaluating the frequency of M2625
and AS1V in two cohorts of patients and eontrol subjects.
Results showed that frequency of N2525, but not ADLV,
was increased in both cohorts of type 1 diabetic patients.
Perforin variations may thus be invalved in type 1 diabetes
development in some patients.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Wa anabvzed two Indepandent echors of type 1 diabellc patents and
mndomly salected, athnically matched, healthy control subjects. Patlents and
control mibijects were enrolled from the THobetes Conters of the Mogeom
Heapital of Neowmra (Novar, [kahd, the 8. Glovannl Bartisin Hespital of Tardn
and tha Regine Margherta Children Hospiinl of Turn (Turin, haly), the
Giannina Gaslird Childran's Hospital, Unirarsity of Genon (Genon, Italy), and
IRCCE Pollclnlies 5 Motteo (Pova, laly). Pabents were coreecutbve Tiahon
patlents followed by these [obetes centers (Novara, m = 06, Turn, w = 230;
Genoa, n = 186; and Parla, m = T4}, control subjects wam consscutive [ahmn
donors cbtained from the tmrefision serdoes of the respective hospltals

Tha first sohart corststed of 252 patlents and S16 contml subjests ad the
second of 328 patiarts and 824 control smubjects. Patienis and control subjects
ware unralnted, Cascasian, and Tealian. Credaps betwoan diferent sitoes woms
ruked ol

All subjects gave informed consent according to the Declration of
Helnkl {Inematioral Commities of Medical Joumal Editors, 1062, The
resanrch wos approved by the athical committes of the Maggiore Hospital of
Howmra
Amplifiention of PEFS and motation detection. Genomiz DNA waa
‘molated from perpharal blood monormelenr calb (PEMCs) usirg standard
mathods In the first sohort, exons 2 and & of the FREF{ coding region were
amplified In standard PCR conditiore. The primers used for amplticati on hovee
praviously besn described (10). PCR products wam purtfied with the EXO/
BAF ke (GE Heakheora, Plscatnwmy, HT). Sequencing wm perfommed wich the
AR PRISME BigDyeTH Terminator ldt {Appliod Bloemstems, Fostar Ty, CA)
on on atormtle sequencer (Apphed Bioaystare 2100 Gonotic Analrser)
according to the maafnchirar's instnictions with the amplification primsa s
phis twro imtemal primers foreard B OCAGGTCAACATAGGCATCCACES",
reverse SGAACAGCAGOTCOTTAATGOAGR") for exon 2. In the second
cobor, genolyping of +272 OT and + 788 AG single ruckotids polymor-
phiare was paformed with the TegMon &' alldie discrimination assp
{Applied Binsyotems).

Allaliz spacific primams and fluorogenie probes were used for discomns.
tion {for +272 OT ma rof. 27; for + T8 AG Cod 4251276, Apphed Biasys.
tamsL Ganotyping of eoch sample wos mitcmetically atidbated by the 508,
wepdon 12, software for allkdle discdmnstion. All muistlons wers then
confirmed by sequencing,

Cytetoxicity assays. ME actirity of PEMC was msessed by o standard 4-h
HEr ralemse nssay with KB62 calls ns the target. Besults are sxpressed as

DIABETES, VOL &7, APRIL 2008

spocific Irsls percentags, ealonlbed as follows: (sample %0 relosss -
sponitaneous relemse ) moximal relkass — spontonoous relemse) = 100,

Flew eytometry. Analysis of hanphocyte subset in FEMCs wirs performed by
direct Immunofluorescence and flow crtometry. Parforn axpression wm
avalunted in fixed and parmashilimd colls (CyofbeCytoperm, BD Pharifn.
gan, San [Mago, CA) using a phyocanhroeconugated mtl-perforn antibody
{BD Phardimgeny and flow cytometry.

HLA-DOQA L AND DOB L genomie iyping. HLA-TS4 1 and DGEL genes ware
typed af o high resolution kel usng the everse FCR-E50 technlqua, m
prriously descrbed (25, In 22 patients carrying M2S2S or P4TTA, 51 random
patlents carryng wildiyps FRF ond 677 healthy children recnaited foom the
oord blood bank of the Povia center. The contral subjects were ethnlcalby
matched with the patlents and checked for shaenos of dnbates In thelr
famites; their nges mnged from & months o 4 years (mean age 28 vears)
Statistical nnalysis. Statetical analysis wos peform ed wich GrphPad Iretar
{ GruphPod Softwaps, San Mego, CA). Allkelic frepuencies ware compared with
tha ¥ wst or Feher's axnct test, os indicsted. The Mann-Whitney tost wm
used for HE activity, All P values are ovo talled, and the significance cutcf
was P o< 0,05

RESULTS

Search for the N2525 and AS1Y variations of per-
forin. In PRFI, the C/T substimton in position 272
(ra36047132) of the cDMA (numerations are referred to the
GenBank cDNA clone M28323, ATG = +1) and an AG
substitution in pogiton T55 (rs28033375) cause an ADLV
and a M2G25 amino acid variation at the protein level,
respectively, and have been asscciated with both HLH and
ALPS. By sequencing the genomic DMNA, we initially as-
sessed the frequency of these substitutions in 352 type 1
diabetic patiemts and 516 control subjects. The N2G2S
variation was found in nine type 1 diabetic patients and
two control subjects (all heterozygotes). Its allelic fre-
quency was significantly higher in type 1 diabetic (1.3%)
than in control (0.1%) subjects (F = 0.0006) and conferred
an odds ratio (OR) of 10,55 (05% CI 2.13-70.82) for type 1
diabetes development. The AD1V variation was carried by
19 type 1 diabetic patients (18 heterozygotes and one
homozygous) and T2 control subjects (30 heterozygotes
and three homozygotes), and its allelic frequency was not
significantly different in the two groups (type 1 diabetic vs.
control subjects: 2.8 wa. 4.0%) (Table 1). The frequency of
both varations in the control subjects was similar to that
reported in other studies, and their genotypic distributions
did not deviate significantly from Hardy-Weinberg equilib-
rium in any group.

These data indicate that N2525, but not ADLY, may be a
predisposing factor for type 1 diabetes development. To
confirm this observation, we evaluated both variations in a
second cohort of type 1 diabetic patients (r = 365) and
control subjects (m = 064) using the TagMan & allelic
discrimination assay. N252% was found in 13 type 1
diabetic patients and 13 control subjects (all heterozy-
gotes). Its allelic frequency was higher in type 1 diabetic
patients ({1.5%) than in the control subjects (0.7%) (P =
0.0175) and conferred an OFR of 2.67 (95% CI 1.16-6.15) for
type 1 diabetes development. ADLV was carried by 36 type
1 diabetic patients (35 heterozygotes and one homozy-
gotes) and 118 control subjects (115 heterozygotes and
three homozydotes), and its allelic frequency was not
significantly different in the two groups (type 1 diabetic va.
conirol subjects § va. 6.3%, respectively) (Table 1). The
genotypic distributions of these variatiors did not deviate
significantly from Hardy-Weinberg equilibrium in either
group. No difference was found between the N2325 carri-
ers and the other patients with regard to sex distribution,
age at diagnosis of type 1 diabetes, or presence of a second
concomitant autoimmune disease (Table 2).
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TABLE 1

Frequency distribution of the N2625 and ADIV variations of PRFY In two Independent cohorts of type 1 diabetle patlents and healthy

cantrol subjects

Papulatlon 1 Population 2 Total population
Patlents* Control subjects Patlents* Contrel subjects Patlents* Control subjects
ARV
Allelest
A GE4(AT.2) LEET (8540 G () 1LE0T (BET) LATT (BE) 2264 (0457
v 20028 TadE) A7(5) 121 (6.3 BT ) 106 (B.5)
Stacetlesf N.E. MN.A. N.E.
Genotypes§
AA 33 (e T4 (B1.2) 20 (E0.1) BIG (BT.T) GE2 (B2.) 1,500 (33
AV 150510 G (8.5) A5 (0E) 115 (115 BTA) 184 (1003
i 100.2) A00.3) 1003 A0 200.3) G (0.4)
N2528
Allelest
N [EETRE A 1, B0 (R TIT(E8.2) 1,015 (o) 1412 (P8.5) A545 (A
5 Gl 2001 13018 130.7) 22015 15 (040
Statetlead 10ER (213-T0E2) 2AT(1.16-6.15) ER (LEER-TAR)
Genotypes§
NN EERTREN Y 514 () 52 (6.4 A51 (BE.T) e (B6.0) 1,765 (2]
MNE A2E) 2002 13 (28 18015 22031 15 (0.8
58 0 0 I 0 ] 0

[ata are v (%) or OF (95% CT). *Type 1 diabetic patients. Data shown are number of fchromosomes or §subjects. Genotypic distribubdon did
not deviate significantly from Hardy-Weinberg equilibrium in any group (data not shown). $y 2 test calculated on allelic frequencies, Pvalues
are two failed: population 1, P o= 0000 population 2, P = Q0178 population 5, F = 0.006007,

Analysis of the PRFI gene. To assess whether type 1
diabetic patients carry other variations of PEFI, the entire
coding sequence plus intron-exon boundaries were se-
quenced in 200 type 1 diabetic patients and 300 control
subjects. Besides AO1V and N2E525, four other lmown
mucleotide variations were detected but were not further
evaluated because they did not change the amino acid or
influence the splicing sites. Two, C822T (r=S855821) and
Tan0C (re885522), had been previcusly reported as com-
mon polymorphisms not associated with HLH. Their fre-
quency was similar in the patients and the control subjects
(C822ZT, 15 wva 12% ToC, 43 ws, 40%). The other two
(G4304A and A402G) are kmown to be in perfect linkage
disequilibrium with N2525 and were in fact only detected
in all subjects carrying this variation (25). Moreover, we
detected a novel variation in one type 1 diabetic patient, a
CiG substitution in position 1420 (Cl14206G) causing a
P477A amino acid change at the protein level. This varia-
tion was not found in any other subject.

Analysis of NK function and HLA-DA} typing. We had
previously found, like other workers, that NE activity is
not decreased in subjects carrying N2325. However, we
also described an ALPS patient heterozygous for N25625
whose NK activity was normal at age 12 years but had
been almost undetectable at age 3 years and extremely low
at the age 5 years (20). We suggested that, in this patient,
N2525 was agsociated with factors decreasing NK funetion

TARLE 2

in early childhood, followed by normalization on the part
of unknown compersatory mechanisms. Because in this
study we detected three N2525 heterozygous subjects the
early childhood, we assessed whether their N2625 was
associated with defective NK function by evaluating NK
cell count, NK activity, and perforin expression in their
FBEMCs (Table 3). Two (patient= 1 and 2} had type 1
diabetes, whereas the third was the healthy sister of
patient 1.

Moreover, we performed the same analyses in patient
1's healthy father, who was homozydous for M2525; in his
wild-type mother, and in the type 1 diabetic patient
heterozygous for the novel P4TTA mutation (patient 3).
Results showed that NK activity was defective in patient 1,
hiz sister, and father, whereas it was low but in the normal
range in the mother not carrying the mutation: all these
subjects displayed mormal perforin expression. In patient
2, NK activity was borderline and perforin expression was
decreased. In patient 3 (P47TA), both NE activity and
perforin expression were defective. NK cell counts were
normal in all subjects. Specificity of the NK function defect
was asseased by evaluating NKE function in 10 children in
early childhood (age <5 years) and lacking PRFI varia-
tions; 5 were healthy, whereas 5 had type 1 diabetes
Results showed that NK activity of these children was
similar to that displayed by ow random control subjects
(reported in Table 3) and significantly higher (P <= 0.01)

Demographic and clinical parametars of type 1 diabetle patlents with and without N2528

Age at diabates Sacond aubormmumlty
dlagnosis Cellac Multiple
PRFI N2528 * Malefemalet Age (years)i (years) Thyrodd disensea sclerosls
N (21 arqmal 27 (17-88) 186 (3-21) 7 7 1
5 2 187 26 (20-88) 18 06-21) 2 1] 0

[ata are @ or median {interquartle range). *Subjects. {Male/female ratio of control subjects was L0887T12. fMedian age of contral subjects

was 22 yenrs (27-081
1050
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TABLE 3
NE acthdiy, perforin expression, and proportion of NE eells in FEMC of fype 1 diabetic patients canying the N2525S and PATTA
perforin varlatons

NK actmity Peripheral blood

FPREFT (effector-toanget ratlo * Perforin expression i NE calls (%)
varation Suabject Age | yours) L1 RIS 1k Percent  MFI-R CLe- CDIe®  CDE CDAET
M2528f  Pattent 1 2 ™ 14 a 13 11 & &
M2528  Patlent 1's sister E 144 ] 2 15 ] & i
MZ525|  Patlent |'s Bither @0 54 4 2 23 7 7 4

Fattent. 1's mother ] 2 10 A a2 8 21 &0
M2EZSE  Patlant 2 ] ] 10 a 17 SR i ]
PATTAL Patlent & 4 B [ 2 ] 95 44 H

Contral subjectsT = A0 (15-68) 26 (8RO L4200 28017-26) Pes-20p  1L(E-E1) 17 (4-ET)

[nga are 1 or median {Seh—E6th percentie) unless otherwise indicated. *NE aclivity is expressed as specific cell Lysis percent, and it is the
menn of triplicate nssays, whose S0 was olways < 10% of the mean Spontaneons cell besis was always <C10% of madmol cell bysis. tPerforin
expression is shown as proportion of positive cells %) and mean fuorescence intensity mtio (IMFFRL $Hsteromygous, 4Represents <Sth

percentile of contral mibjectz [Homorygous. fa = 15 contrals

than that displayed by patients 1, Z, and 3 and by patient
I's mister (Fig. 1L

Finally, we evaluated the frequencies of DQup diabeto-
genic heterodimers in type 1 diabetic patients carrying or
not carrying the N2525 or P4TTA variations and in 677
healthy control subjects. In this analysis, susceptible het-
erodimers were those comprising a Dija chain with an
arginine at position 52 and a DQE chain with a nonaspartic
acid at position 57; a subject can have one, two, or four
susceptible heterodimers; the higher the number, the
higher the risk for type 1 diabetes (207, Table 4 shows that
the distribution of subjects carrying zero, one, two, or four
guaceptible heterodimers was significantly different in the
two patient groups (overall P = 0.025). The proportion of
carriers of four predisposing heterodimers waa signify-
cantly lower in the N2ZEES/P47TA group than in the wild-
type group (34.5 va. 86.4%, P = 0.015), but it was higher in

W

both patient groups than in the control subjects (L6%, P <
0,00 v=, both patient groups).

DISCUSSI0N

This paper stems from our finding that variations of FREF]
may be a predisposing factor for development of ALPS, a
rare inherited autoimmune disease (36). It shows that
FPRFI variatiors may also predispose to development of
type 1 digbetes,

Of the two PRFI variations associated with ALPS, ie,
N2G625 and ADLY, only N2525 was associated with type 1
diabetes, since its frequency was significantly higher in
twro independent groups of type 1 diabetic patients than in
the respective control subjecta. The OR caleulated in the
combined cohorts (717 patientz and 1,780 control sub-
Jects) was 3.68 (25% COI L83-745; P = 0.00007). PRF] is
located on chromosome 1022, far fromn the knowmn type 1
diabetes susceptibility loci located on this chromosome,
i, IDDMLO (10pll-qll) and IDDMLT (10g25). However,
other genes involved in cell death (FPPIF) or cell-mediated
eytotosdeity (FRGI) are located nearby PRFI, and we
cannot male out linkage disequilibrinm between the PRF]

&, i - e
B TARLE 4
= || u Distritmtion of subjects with different numbers oftype | dubetes—
T ot e predispozing HLA-D(ep heteradimers in type 1 diabetle patlents
b . |:| carrying or not carrying the N2525 ar PATTA varfations and in
s 3H | canirol subjects
- ™ [ ]
= ' .
R ag &l | Fredwisposing HLA- MZRESP4TTA  Wild-type Canfrol
| S L — | Lo | Dideepy heterodimers FRF1 FRFI subjects™
. - T..ﬁ_— n 23 8l B7T
) - ; . . s -5 [i] E{2L.T) TORE) 356 (52.00)
UL WEL B BT ML Beel 0N 3k Il 1 L BTA) 185 (27.230)
Henlthy cusmks Tvpe | diabetes Type | dishatee 2 4 [39-1) 15(13-53 135 flS..Eu%j
wildl-y peFFF wilil-apaPRF] NG TATTANEE] i 5345 BACBSA) 11 (16w
Statetlest
FlG. 1. NE nctivity in PRMUC of typa 1 dinbetie patients cnrrying tha Crverull P Oest = 000014
NI52S and PUATTA peclorin veriaiions and womntehed nu.bqr.-t'u {-rarters Nkt <014

enrrying wild-t 'BF1 with ar witheul t 1 diwhete=. All gubjects
wrr? ﬁ-c\-d =8 ;1::.111. NE activity was u.nmﬂ;r.:i at the 100:0, :'LIZI:.IIJ'.}cn.nd
101 clor-bo-target ratios; each subject is marked with the same
ayrahal I the different effector-to-t t ratins, firay hexes mdicnts

sth-85th percemtile interval -:l'n;ﬁ wetivity assessed in normal
randem control subjerts (those of Table 33, Horizenial lines indicats
the medinrs. Sintistica]l annly=is wus perfemmed with the Mamn- Whit-
nﬂﬂ51m1 (iype 1 dinbetic patients: MIFERPATIA va. wild-typa, I =
G000, NEE ATTA v, conirol enbjects, P = 00808,

DIABETES, WOL &7, AFRIL 20{8

Susceplible heterodimers are HLA-DGnGZArg and DERESThonAsp.
*Henlthy babirs recnmted from the ooed blood benk of the tmnsfu-
miom cenker. tFisher's exact test ealealalesd cn overall frequencies or
companng the frequency of subjecis camying 4 predisposing het-
erodimers (d-cariers ). $HRESEFPATTA mulated patients vs, nonmu-
il ed (wild-type | patients. §Control subjects vs, dinbetic patients (the
game significance was obtained with each patient group)
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variations and those that may play a role in the effector
phase of B-cell destruction.

Several works have shown that AD1V decreases perforin
function by altering its conformation, decreasing its cleav-
age to the active form, and increasing its degradation
(30-33). By contrast, the functional significance of N2G625
haz been debated because it oocurs within the membrane-
attack complex, a region critically irvolved in the pore-
forming activity of perforin, but several works have
azsociabed it with normal NEK function and perforin expres-
sion (19 31-33). However, these studies were performed
an cells from MNZ625 heterozygotes or artificial systems
where mutated forms of perforin were transfected in
reporier cell lines to assess their expression. We have
recently  described an ALPS patient heterozygous  for
N252Z5 who displayed a striking deficiency of NK activity
when he was aged 3-5 years followed by normalization
when he was aged 12 years (26), Therefore, we suggested
that N2525 heterogygosis per se or other factors agsoci-
ated with it may decrease NK function in eady childhood.

Our pregent findings substantiate this possibility, since
it describes three new children heterozygous for NZGES
with low WK function in their early childhood. A follow-up
will show whether compersatory mechanisms eventually
normalize their NE function. A second point is that we also
detected low NK function in an adull homozygous for
MNEGZE. In the presence of homozygosity, therefore, these
mechanisms may not be sufficient. However, N2525 ho-
mozyposity is not sufficient to induce development of type
1 diabetes, ALPS, or HLH. It is noteworthy that varistions
altering NK function in early childhood may be particularly
significant for type 1 diabetes since it is the outeome of a
transient autcimmune aggression that destroys B-cells,
generally in childhood

Intriguingly, one type 1 diabetic patient displayed a
novel PFRI mutation causing the P4TTA substitution. This
murtation was only found in this subject and has never
been detected in HLH patients. Its location within the
carbosgy-terminal C2 domain of perforin suggest= that it
may have functional significance, since this domain plays
a key role in Ca°"-dependent binding of perforin to
meemnbranes, the first step of perforin-mediated lytic activ-
ity (34). In line with this possibility, our analysis of FEMC
from this patient detected defective NK activity and nor-
mal perforin expression. In addition to the recwrent
N25Z5 mutation, therefore, other sporadic perforin rmta-
tiors might favor type 1 diabetes development, and the
global predisposing effect of perforin variastion in type 1
diabetes development may be higher than that caleulated
for MEIGES

Newvertheless, perforin variations are a rare predisposing
factor: M2525 was carmied by L5% patients and P47TTA by
0.6%, MNZG2S-mediated predisposition seems to require
concurrence of HLA-predisposing alleles, since about S0F%
of patients carrying N2G625 also carried HLADQ het-
erodimers involved in type 1 diabetes susceptibility. How-
ever, susceptibility dependent on HLA-DQ seems to be
lower in patients carrying the PRFI variations than in
those carrying wild-type PRFI, which suggest= that FRF1
contributes to the onset of type 1 diabetes additicnally and
independently from HLA. PRFT variations may thus be a
predisposing factor for type 1 diabetes. Perforin-mediated
cytotoodeity is the main effector system in clearance of
vine-infected cells but may also be involeed in downregu-
lation of the immmne response due to its involvement in
fratricide of effector lymphocytes and antigen-presenting

1nsz

cells (15-18.356-30). Defects of both of these functions may
predispose to autcimmunity by prolonging the immune
response and increasing the risk of eross-reactions be-
tereen viral and self antigens by molecular mimicry,
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CONCLUSIONI

Mutazioni bi-alleliche del gene di perforina sonssaeciate al 40% dei casi di FHL, rara
immunodeficienza congenita. Inoltre, due variaziomanoalleliche di perforina, 'A91V e
I'N252S, agiscono da fattori predisponesti allAUPBLD (articolo 1). Questo lavoro
mostra che variazioni in perforina possono rappriese fattori di suscettibilita anche allo
sviluppo T1DM. In particolare, la sostituzione N5 risultata associata al TLIDM in quanto
la sua frequenza allelica e significativamente gilgvata in due popolazioni indipendenti di
pazienti rispetto ai controlli, incrementando dafio di sviluppare la malattia di circa 4 volte.
Nell’articolo 1 abbiamo descritto un paziente con ALPS, eterozigme la variazione
N252S, che mostrava un deficit nell'attivita NK'al& di 3 e 5 anni, seguita da una
normalizzazione all’eta di 12 anni. Per questo wmavevamo ipotizzato che la variazione
N252S in eterozigosi potesse determinare una dzione dell’attivita NK evidente solo
nella prima infanzia. | nuovi dati riportati in cgte lavoro sui pazienti con T1DM sostengono
questa ipotesi in quanto riscontrano una ridotteifanalita NK in tre bambini eterozigoti per
N252S analizzati durante la prima infanzia. L’ogagione che I'attivita NK era anche ridotta
in un soggetto adulto omozigote per N252S confatmpassibile effetto di questa variazione
sull’attivita NK. Variazioni che alterano I'attiét NK durante I'infanzia potrebbero essere
importanti in una malattia come il T1DM, nella gaidilaggressione autoimmune delle cellule
3 avviene generalmente proprio in questo periodotdi

Questo lavoro descrive inoltre una nuova sostineioucleotidica del gene di perforina,
C1429G, in un singolo paziente. Questa variazioeg¢erchina, a livello proteico, la
sostituzione della prolina in posizione 477 con alzina (P477A) e non € mai stata desctitta
né in soggetti sani né in pazienti con FHL. La piosie della variazione all’interno del

dominio C2 C-terminale di perforina suggerisce wua possibile rilevanza funzionale,
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poiché questo dominio gioca un ruolo cruciale egaime C&-dipendente di perforina alla
membrana della cellula bersaglio, prima fase déllita membrano-litica di perforinf73].

In effetti i nostri dati funzionali confermano chigportatore di questa variazione presentava
una ridotta attivita NK associata ad una normaleressione della proteina. Questa
osservazione suggerisc che, oltre alla mutaziong282anche altre variazioni di perforina
potrebbero favorire lo sviluppo del TIDM e che peto I'effetto di predisposizione globale
delle variazioni di perforina nello sviluppo del DM potrebbe essere superiore rispetto a
quello calcolato per la sola N252S.

La predisposizione alla malattia mediata dalle amoni di PRF1 sembra richiedere la
concomitante presenza degli alleli HLA noti peregesassociati allo sviluppo del T1DM,
tuttavia la dipendenza dal’HLA sembra inferiorspétto a quella osservata nei soggetti con
PRF1 wild type Infatti il 78% dei pazienti portatori delle vaziani di PRF1 e anche
portatore di alleli di suscettibilita MHC, contrb 91% dei pazienti colPRF1 wild type
Nessuna differenza e stata individuata tra i paiz@ortatori delle variazioni dPRF1e gli

altri pazienti dal punto di vista dell’eta di ingenza della malattia o presenza di una seconda
malattia autoimmune.

Nel complesso questi dati indicano che variazi@higene di perforina possono rappresentare
fattori di predisposizione allo sviluppo del T1DRifetti in perforina potrebbero da un lato
ridurre la capacita del sistema immunitario di @hiane le infezioni virali (favorendo cosi |l
mimetismo molecolare), dall’altro determinare ufetfivo meccanismo di spegnimento della

risposta immunitaria.
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ARTICOLO 3

RIASSUNTO

In passato il nostro laboratorio ha identificatdassociazione tra varianti polimorfiche di
OPN, alti livelli sierici della proteina e suschitita allo sviluppo di ALPS/DALD. E’ stato
dimostrato che quattro polimorfismi, 282T>C (rs4y847/50C>T (rs11226616) nell'esone 6,
1083A>G (rs1126772) e 1239A>C (rs9138) nel 3'UTRymiano tre combinazioni
aplotipiche: aplotipo-A (282T-750C-1083A-1239A) latipo-B (282C-750T-1083A-1239C)
e aplotipo-C (282C-750T-1083G-1239C). Il mRNA dafilotipo-A risulta meno stabile
rispetto ai MRNA degli aplotipi-B o -C; i soggeptortatori degli aplotipi-B o -C (genotipi
OPN""presentano livelli sierici dOPN significativamente superiori rispetto ai soggetti
omozigoti per I'aplotipo-A (genotip@Pl\lo""); infine, i soggetti portatori di questi genotipi
OPN"" presentano un rischio 8 volte pil elevato di pplare ALPS rispetto ai portatori del
genotipo OPN®" [135]. Studi successivi hanno poi osservato che i gen@PN""
predispongono anche, in minor misura, allo svilugp&M [125] e LES[136], aumentando
il rischio di malattia di circa 1.5 volte rispetportatori del genotip®PN°".

Scopo di questo lavoro & stato di valutare il rutéd genotipiOPN"9" nella suscettibilita al
T1DM. Abbiamo tipizzato la variazione +1239 A/C dgne diOPN in grado di distinguere
le variantiOPN"" (+1239C) da quell©PN®" (+1239A) in una prima popolazione di 184
pazienti TLDM e 361 controlli, e una successivaoeda popolazione di 513 pazienti e 857
controlli. In entrambe le popolazioni, la frequerdiasoggetti portatori dell’allele +1239C
(eterozigoti e omozigoti) € risultata significatimante piu elevata nei pazienti rispetto ai

controlli (popolazione 1: 39 vs 29%; OR=1.90, 95%1C30-2.78; popolazione 2: 34 vs

28%; OR=1.54, 95% CIl=1.23-1.94). L’analisi clininan ha individuato nessuna differenza
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tra i pazienti portatori o non portatori dell'akel+1239C in termini di sesso ed eta

d’'insorgenza della malattia.
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ABSTRACT

Ostecpontn (OFN) is a proinflanmmatory cytekine mvolved in the THI response and is highly
expressed m the islets and pancreatic lyanph nodes of non-obese diabefic mice in the early phases
preceding the cmset of diabetes. In humeans, 4 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
OFN coding region and 3UTE. form 3 haplotypes (A, B, C): haplotype-B or -C carmiers display
higher serum levels than hapletype-A homozygotes and a higher nsk of developmg the
autoinmmme hvmphopreliferative syndrome, mwltiple  scleresis, and  systemic  lupus
erythematosus. Amm of this work was to evaluate whether these OPN haplotypes are also
associated with type | diabetes.

We typed the 2 *12304-C SNP, distmguishing haplotype-A (+12394), from haplotpes-B and -
C (+1232C) m sn mutial population of 184 type 1 diabetes patients and 361 controls, and
confirmed our data m 2 second population of 513 patients and 857 contols.

In both cohorts, +1239C camers displayed a sigmificantly higher risk of type 1 diabetes than
+1239A homozygotes (combined cohorts: OR=1.63, 853%CE 1.34-1:97). Climeal analysis did mot
detect any differences berween type 1 diabetes patiemss cammymg or not +1239C m terms of
gender distmbudon, age at type 1 diabetes dizgnosis.

These data suggest that haplotype-B and C, marked by —1239C, are associated wath type 1
diabetes development in the Italian population The predisposmg effect may depend on then

effect on OPIV levels that may support insulitis.
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INTRODUCTION

Type 1 diabetes i3 the result of selective desmuction of the msulin-producing B-cells by
autolmrmme aggression maimly drven by pro-mflammatory type 1 T kelper cells (TH1) and
cytotoxic T lymphocytes (CTL) (Yoon et al. 20035; Santamarnia 2001). Defective insulm secretion
15 preceded by an asymptomatic phase characterized by msulitis with massive mvasion of the
islets by 2 mixed population of lymrphocytes and macrophages that progressively damages the B-
cells. The migger of flus autoimnume aggression 15 elusive, but several lines of data suggest
mvolvement of enviromuental factors acting on a predisposing genstic background (Hirschhom
2003; Jahromi 2005).

Suscepubility genes for type | diabetes may include these coding for meleculss mvolved
autoanfgen expression. processing and presentatten. the mmmmme response contrel or mumune
effector fimetions (Becker 1999; Marme 199%: Todd 1597). To date the most important gens
mvolved in type 1 diabetes susceptibility, dentified as IDDMI . maps m the human MHC locus
and an association has been reported with the HLA-DES and’or -DE4 antigens carmied by about
20% of type | diabetes patients, but only abour 30% of contrels in the Iralian population (Buzzetti
et al. 2004}, Comparison of disease concordance between HLA 1dentical siblings (13-20%0) and
monezygotic twins (33-43%) mdicates that non-MHC loci are alse mvelved and may account for
mere than 30% of the genetic susceptimhty. Affected sib-pair nonparametnc linkage analysis has
identified several other susceptibility loct prowisionally designated from IDDM 2 to 15 (Becker
1900: Xfarre 199 Todd 1997), but only two (ie. IDDM? and IDDMIZ) have been clearly
established m mdependent smdies in different populations, and are supported by identification of
the putative susceptibility gene (Bennett et 2l 1996, 1995; Vafiadis et al 1997; Davies et al 1906;
Morahan et al 1996; Esposito et al. 1998; Mein et al. 1998; Nistico et al. 1996; Marron et al 1997;

Marron et al 2000: Thompson et al.1996). IDDA? maps on chromosome 11p13 w a3 sequence
1
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located upstream from the insulin gene that may fluence menhn expression: IDDR1Y maps on
clromosome 2g34 and has been asscciated with varations of the CTLA-4 gene that may
mfluence expression of this receptor involved m the switching off of actrvated T cells. Moreowver,
the protein fyrosmme phesphatase-22 (PTPN22) gene on chromesome 1p13 (Bortu et a1.2004:
Smrvth ot al2004) and the interlenkin-? receptor alpha (CD23, ILIRA) locus on chromosome
10pL5 have also been associated with type 1 diabetes in recent assoclation smidies (Botmim et
al.2004; Snuyth et al 2004; Vella et al. 2005; Lowe et al. 2007).

Ostecpontin (OFN) 15 a secreted phospho-protem that fimetion as sither a free cytekine m body
fimids or an mamobilized extracellular matnx molecule in mineralized tissues (Gravallese 2003;
(Eegan et al 2000; Denhardt et al 2001). It 15 expressad by many inflammarory cells, melnding
macrophages. T cells and NE cells, and its expression 15 enhanced m the mflammatory response,
tissue mjury, and fssue smess. It i3 mvolved m the mflammatory response by activating
macrophages, but it also influences the adaptative mmwme response by enhancing the THI cell
response (O'Regan et al 2000: Azhkar ef al2000). In mice. an OFN role in auteimmmmity has
been suggested by detection of it high levels m the blood of MEL [pripr nuce developing an
autoinmmme bynphoproliferative disease. and m the spinal cord of noce with experimental
autoimrmme  encephalonyyelitis, an animal medel of multiple scleromis (MS). Moreover,
mansgemic mice overexpressing OPN display expansion of Bl cells and production of
auoanttbodies (Tizuka ef al 1998). A recent study investigating gene expression profiles in the
islets and pancreatic lvmph nodes of nonobese diabetic (MNOD) muce, an aninial model of type 1
diabetes, detected a stilng up-regulation of OFW i the early phases preceding the onset of
digbetes. In lnumans, high OFN levels have been detected in several sutoimumme diseases, such
as the auntommmune ymphoproliferative syndrome (ALPS) M5, and systenue Iupus

erythematosus (SLE) (Chiccchetti et al. 2004, 2003; D' Alfonso et al 20035).
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In previous works, we detected an association between vanants of the OPI gene (gene map locus
4q21-q23), lugh serum levels of OFN, and susceptibility to sutoinummity. We showed that four
smgle nuclestide polymerplusms (SNPs), Le. g 282T=C (rs4754) and g 750C=T (rz11226616) m
the coding region, and g *I083A=G (rs1126772) and g *1239A~C (rs%9138) m the ITTR
(muoneration refemmed to ATG=+1, accession mmnber D14813), formed three haplotypic
combinations; haplotype-A  (282T-750C-1083A-12304),  haplotype-B  (282C-750T-1083A-
1239C), and haplotype-C (282C-750T-1083G-1235C). Haplotype-A mBNA was less stable than
haplotype-B and -C mENA . and haplotype-B or -C camers displayed about 2-fold higher semum
levels of OPN than haplotype-A homozvgotes. Moreover, haplonype-B or -C camiers displayed
higher ik of developmg AILPS (3-fold higher). MS (1.5-fold). and SLE (1.5-fold) than
haplotype-A homozygotes (Chiocchetn et al. 2004 2005: D'Alfonso et al 2003).

Adm of this werk was to perform an association analysis to evaluate whether these vaniants of the

OFN gene are also mnvelved o susceptibility to type | diabetes.
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Patients and Methods

Patients and randomly selected. ethmically matched healthy controls were enrelled from the
Thabetes Centers of the Maggiore Hospital of Novara (Novara, Italy), the San Giovann Battista
Hospatal of Tunn md the Regina Marghenita Cluldren Hospital of Turin (Tunn, Italy). IRCCS
Policlimco 5. Matteo (Pavia, Italy), and Giannina Gaslin Children’s Hospital (Genea, Italy).
Patients were consecutive Italian patients followed by the Diabetes Centers of Novara (n=07).
Turn (p=338), Pavia (=09, and Genoa (m=173); conmols wers consecutive Italian domors
obtained from the mansfusion senices of the respective hospitals. Patients and controls were
unrefated and Italian. Overlaps between different sites were mled out.

We typed the *123%A=C SNP m 2 independent populations of consecutive patients and confrals.
The firs: population consisted of 184 patients and 361 controls, the second of 513 patients and
857 controls. All subjects gave their informed consent according to the Declaration of Helsmk
(Intemnational Committee of Medical Joumal Editors, 1995). The research was approved by the

local ethica] commutres.

DNA analysis

Genomme DNA was 1solated from PEMC using standard methods. Primers used to sequence the
FUTE.  were OPN-for (F-GCCGTGAATTCCACAGCC-3)  and OPNaevw  (5-
GCTCTACACCACCAAATTCTTATTACATTCAAG-3). For amplification, 200 ng of genonuc
DA were used as template and PCE products were purified with the EXO/SAP kit (GE
Healthcare, Piscataway, NI USA). Sequencing was performed with the ABI PRISME.
BigDrveTM Termunator kit (Applied Biosystems. Foster City, CA USA) on an sutomatic
sequencer (Applied Biosystems 3100 Genetic Analvser) according wo the manufacmrers

mstmections with the amplification primers. In the second cohort, genotyping of g *1230 A=C
&
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SWP was performed with the TagMan ¥ allebie dizennmation assay (Applied Biosystems).
Allelic specific primers and fluorogenic probes were used for discriminatiom (ASSAY ID
C_ 5826997, Cod 4331376, Applied Biogystems). Genotypmng of each sample was automatically

atmibuted by the SDS 1.3 software for allelic discnimination.

HLA-DQAT AND DQB1 genonne typing

HLA-DQAL and DOBL genes were typed at high resolwion level using the reverse PCE-550
techimigue, as previously described (Tafusco et al. 2002), in 92 patients (39 AA subjects and 33
non-A4 A subjects) and 677 healthy children recrnted from the cord blood bank of the Pavia
center. The controls were ethnically matched with the patents and checked for absence of

drabetes m their families.

Statstical analysis
Genotype distributions were analyzed with the chi square (37) test. Al p values are 2-tailed and

the significance cut-off was p=0.03.
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RESULTS

We typed for the g *123%9A-C an muital population of 184 type 1 diabetes patients and 361
efhnically snd geographically matched contrels by sequencing gencmic DNA, Thiz SNP was
chosen becanse 1t distmgmishes haplotype-A (displavmz +12324) from haplotypes-B and -C
(displayimg +1239C). Eesults showed that frequency of the +1239C allele was significantly
higher in type 1 disbetes panents than m comtrols (39% ws 20%, p=0.0003); analy=zis of the
genotypic distribution showed that +1239C carmiers (heterozygotes and homozygotes), displayed
a significantly higher risk of type 1 diabetes than +1239A homozygotes (OF=1.90, CT 1.30-2.78,
p=0.00074) (Table 1).

To confinn these results, g *1239A=C was typed in a second population of 513 patients and 857
conmols. Here, too, frequency of the +1239C allele was significantly higher in patients than in
confrols (34% vs 28%, p=0.00033), and +1239C camers displayed higher risk of type 1 dizbetes
than +12394 homozygotes (OF=1.54, 1.23-1.94, p=0.00013) (Table 1).

Genotypie dismibution did not deveate significantly from the Hardy-Weinberg equilibnum m any
ETOup.

Clinical analysis did not detect any differences between type 1 diabetes patients camymg or not
+1239C in terms of gender distribution and age at type 1 diabetes diagnosis (Table 2).

Lastly, we eviluated the frequencies of DQuf diabetogenic heterodimers in 92 patients carmying
or mot +1230C, and 677 healthy conmols. In this anshysis, susceptible heterodimers were those
comprising a Qe chain with an arginine at pesition 32 and a DOP chan with a non-aspartic acid
at position 37; a subject cam have 1, 2 or 4 susceptible heterodimers, the higher the mumber, the
higher the nsk of type 1 dizbetes (Lipton et al 1992}, Results shewed that ss expected, the
overall distribotion of subjects carmying 0, 1, 2. or 4 susceptible heterodimers was sigmuficantly

different i the patients and the controlz, but it was similar in the patients camrying of not carmying
8
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+1239C. Morzover, the proportion of subjects camymg 4 predisposmg heterodimers was
significantly higher in the patients than in the conmols (62% vs 1.6%, p=10""), but it was similar
in the patients cammying or not carrying +1239C (63.3% vs 61.5%, p=0.8E).

These data suggests that the predisposing role of these HLA alleles is similar in these patient

ETOUPS.
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DISCUSSION

This work stems from our previous observation that haplotype-B and -C of the OPN gene cause
production of mereased smounts of OFN and faver development of ATPS, MS and SLE. and
shows that they also predispose to type 1 diabetes.

Thiz 13 suggested by the finding that frequency of haplotype-B and -C carriers (1e. +1230C
carmiers) was higher m two mdependent populations of type 1 dizbefes patients than in the
respective controls; m the combined cohorts of 697 type 1 diabetes and 1218 contols, these
haplotypes conferred an OF=1.53 for type | diabetes development (CT:1.34-1.97 p=0.0000003).
Moreover, HLA typing of a small group of patients suggests that these haplotypes did not
influence the role played by HLA predisposing alleles, whose frequency was similarly ncreased
In patients carrying or not +1239 C.

The effect of haplotype-B and -C on type 1 diabetes development may be related to their effect
on OFN production, since they are associated with a high "baseline” production that may be due
to the higher stability of their mENA than the haplotype-A4 mBENA as we previously showed in
ransfected cells (Chiscchetti et al. 2001}, An alternative possibility 1s that haplotype-B and -C do
not have a direct effect, but are in linkage disequulibrivnn (LD with other variations. Indeed, the

OPN gene lies in a long LD block (126kb) and, according to Haphap (http-/www hapmap.org/)

and literature, 18 validated SINPs (with miner allele frequency =0.03) are located in the OFIN
zenomic region. The +1239 SNP shows a lagh LD (r*=0.7) with the 3 intragemic SNPs included
in our haplotypes, and 9 other markers lecated m the OFN 37 flanking region or in introme
sequences of the other gene (PED2, Polycystic Kidney Disease 2) contained in the OFN LD
block. Moreover, a recent work analysing 3 SNPs m the OPIN promoter showed a significant

association with the -66T=G SNP (Marciano et al. 2009, which is in significant LD with +1239

10
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(D'=0.9, r=0.14) (D' Alfonso et al 2005). Therefore, further studies are needed to define the
primarily associated varation.

A different pomnt 15 the possibality that OPN alse plavs a role in diabetic comphications. smee both
microarrasy and immmnehistochemical analyses have detected high levels i kidney lesions of
both type | and fype 2 diabetes (Junaid et al 2004; Susztak et al. 2004). Theoretecally, OPN could
support the micromflammatory processes mvelved in dizbetic nephropathy and thes effect could
be exacerbated by its genefically-induced lugh levels. The young age of our patients, however,
precluded any comparison of diabetic nephropathy m subjects with different OFN genotypes.
Eecent genome-wide asscciation smdies reported no asseciation with ype 1 dizbetes for markers
m the OPN region m large cohorts from Canada, US, and UK (Cooper et al 2008; Hakonarson et
al 2007, Althoagh —1232 was not inchuded i these studies, SNPs in LD (r=0.6) with +1239
were included in both studies and they did not display association. In parficular, the g 282T=C
(rs4754) varistion, that i3 in high LD (r=094 in HapMap CEU data, r'=1.0 in our samples) with
+1239 and 15 meluded in our haplotypes. showed no association in about 1000 patients from
Cenada (C Polychronakes, personal commnumication). This mconsistency might be explamed by a
population-specific relevance of the OPN gene in type 1 diabetes.

In conclusien, this work detects an OFN gene variaticn that 15 clearly associated with type |
digbetes development i the Italian population. The predisposing effect may depend on OFN-
mediated suppert of mflammation and Thl cell differemtiation, which mav buld op an
autoimmmme-prone background favering development of the autoinmmmme aggression of beta

cells.

11
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Table 1 Frequency distribution of OPN g #1239 A=C alleles and genotypes in 2 independent
population of type 1 diabetes patients and healthy controls

Population  Subject group Allele® Genotype” Orverall p°
A C A4 AC Co
Population  Conmols 514 208 186 142 13
1 r=361" (T1%%) (26%4) P=0.00053  (52%) (38%) (99) 5.0616
Parients 123 145 66 a1 27
N=184" (61%) (39%3) (36%) (429%) (15%)
OF: 1.90
(1.30-2.78)
B=0.00074"
Population  Conmols 1240 474 448 ERE G35
2 N=857" (72%) (28%4) P=0.00035 (52%) (40%%) (3% 000035
Parients 675 351 213 48 5l
wW=513" (6% (34%3) (41%z) [409:) (10%4)
OR: 1.54
(1.23-1.84)
P=0.00015"
Total Conmols 1754 G682 634 486 o8
Population  M=1218" {72%) {28%%) P={.0066012 (520%) {400) (20%) fLGe00019
Parients 208 484 279 340 78
N=g07" [648%) (36%) (408) (40e5) (11%)
OF: 1.63
(1.34-187)
P=0.0000005"

a: number of chromoesomes; proportions are shown in the brackets

b: munber of subjects; proportions are shown m the bracksts. Genotypic dismibution did pot deviae
significantly from the Hardy-Weinberg equilibrium in any group (dsta not showm)

- overall

d- Odds rano (OF) and 85% confidence limdts (CI) caloulated for camders of the C allele (e AC and CC
genofypes against AA)

P yzlues ara caloulated with the 37 test and are 2-tailed
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Table 2 Demographic and clinical parameters of patients camying or not camying the

251239 A=C allele

£41130A=C MF* Age®  Aps at diagvoesis of vpe 1 disberes™
Zenotype
Patiemrs AA 279 163115 15 10
(141} (11-20) (6-14)
AC=CC 413 233185 15 12
(131} (10-20) (7-16)

a: pumber of subjects
b miales females, munber of subjects (the ratio is showm in the brackats)
o median age when analysed (interquartile ranges in the brackes); the median age of confrols was 31 (mterquartile

range: 17-36)
d- median age at diagoosis of type 1 diabetes in years (merguartle ranges in the brackets)



CONCLUSIONI

In passato il nostro laboratorio ha descritto basazione dei genotipDPN"" del gene di
OPN con lo sviluppo di ALP$135], SM[125] e LES[136]. Tali polimorfismi determinano
un’aumentata produzione della proteina, citochmawwolta sia nella risposta immune cellulo-
mediata che nellinibizione dell’'apoptosi linfoqita.

Questo lavoro dimostra che questi stessi genoti@s@no essere anche coinvolti nello
sviluppo di T1DM, almeno nella popolazione italiah&atti, la frequenza dei genoti@iPN
high & risultata essere significativamente pill altdue popolazioni di pazienti TLDM rispetto
ai controlli, aumentando il rischio di sviluppaeerhalattia di circa 1,6 volte.

L effetto dei genotipiOPN"" sullo sviluppo di TIDM potrebbe essetieetto, incrementando

i livelli di OPNgrazie ad una maggiore stabilita degli mMRNA caeaditi dagi aplotipi —B e -C.
Tuttavia non possimao escludere un effatttiretto legato alinkage disequilibrium(LD) di
questi polimorfismi con altre variazioni geniche. dccordo con tale possibilita, il gene di
OPN si trova in un “blocco di LD” contenente diverdtrapolimorfismi. Il polimorfismo
+1239C da noi studiato mostra un alto LD con 3motifismi presenti nel nostro aplotipo e
con altri 9 marcatori vicini alla porzione 3'UTR @PN contenuti nello stesso blocco. Inoltre,
uno studio recente che ha analizzato 3 SNPs naihgiose di OPN ha dimostrato
un’associazione significativa con il polimorfism®&6- T/G [137], che si trova in LD
significativo con la posizione +1239 (D’=0.9, r2£0) [136].

E’ rilevante ricordare che recenti lavori denome wide analysisffettuati su vasti, ma
eterogenei campioni di pazienti con T1DM, non haawglenziato nessuna associazione con

marcatori nel gene di OPN. Questa discrepanza ssggeche queste varianti del gene

possano essere un fattore di predisposizione prpak-specifico.
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CONCLUSIONI GENERALI DELLA TESI

Questa tesi dimostra che polimorfismi nei geni elifprina, molecola effettrice coinvolta nel
sistema di immunoregolazione e osteopontina, dmaclkproinflammatoria coinvolta nella
risposta Thl, agiscono da fattori predisponestitnabrgenza di due malattie autoimmuni:
I'ALPS (articolo 1) e il TADM (articoli 2, articolo 3). La prima € una malattia rara che
insorge in eta pediatrica ed e caratterizzata dadifetto nell’apoptosi Fas-mediata, la
seconda, piu frequente, insorge anch’essa in eliatpea ed é caratterizzata dalla distruzione
delle cellule3 mediata dai CTL.

L’articolo 1 mostra come variazioni nel gene di perforina posstavorire lo sviluppo
dellALPS/DALD quando si associano a una difettifianzionalita di Fas; infatti, il
sequenziamento dPRF1in 14 pazienti con ALPS e 28 con DALD, ci ha pesse di
identificare due variazioni, N252S e A91V, entramhbeprecedenza associate a FHL: la
variazione N252S era piu frequente nei pazienti&bRS rispetto ai controlli (aumentando il
rischio di sviluppare la malattia di circa 63 v)jtmentre A91V era piu frequente nei pazienti
con DALD (aumentando il rischio di sviluppare lalatda di circa 3 volte).

La variazione N252S e risultata essere associataeaallo sviluppo del T1DMafticolo 2),

in quanto la sua frequenza allelica era signifiatiente piu elevata in due popolazioni
indipendenti di pazienti rispetto ai controlli.

Se nellALPS la variazione N252S conferisce un higcaumentato di circa 63 volte di
sviluppare la malattia, tale valore si riduce aa&i@d volte nel TIDM. Questa differenza
potrebbe essere dovuta all’albmckgroundgenetico che caratterizza i pazienti affetti da
ALPS e che quindi potrebbe determinare un aumeatiefietto della variazione N252S.
Questo spiegherebbe anche I'associazione dellgusishe A91V con pazienti DALD che

non si riscontra invece nel TIDM.

84



Il ruolo funzionale della variazione N252S é ampaae dibattuto in letteratura, in quanto la
variazione cade nel MAC di perforina, regione camisra essere critica per la formazione di
pori nella membrana della cellula bersaglio, matadasassociata ad una normale attivita
citotossica delle cellule N84, 88, 131, 132]Tuttavia, in un paziente ALPS portatore della
variazione abbiamo individuato un deficit di atiévi NK durante linfanzia, deficit
successivamente superato grazie all’attivazionequidlche meccanismo compensatorio
(articolo 1). Per questo avevamo ipotizzato che la variazid@B2S in eterozigosi potesse
determinare una diminuzione dell'attivita NK evidersolo nella prima infanzia. | nuovi dati
riportati nell'articolo 2 sui pazienti con T1DM sostengono questa ipotesiquanto
riscontrano una ridotta funzionalita NK in tre bamibeterozigoti per N252S analizzati
durante la prima infanzia. L'osservazione che iVd&t NK era ridotta anche in un soggetto
adulto omozigote per N252S conferma il possibilieted di questa variazione sull’attivita
NK. Variazioni che alterano l'attivita NK duranténfanzia potrebbero essere importanti in
una malattia come il TLDM, nella quale I'aggressi@autoimmune delle cellulg@ avviene
generalmente proprio in questo periodo di vita.

Il sequenziamento dell'intera porzione codificadigerforina in 200 pazienti TLDM e 300
controlli ha permesso l'identificazione di una naownutazione in un paziente, P477A,
variazione mai descritta né in soggetti sani ngamienti con FHL 4rticolo 2). L’analisi
funzionale della P477A ha rilevato una ridotta vithi NK nel soggetto portatore della
variazione associata ad una normale espressiona @ebteina. Questa osservazione
suggerisce che, oltre alla mutazione N252S, antthe \aariazioni di perforina potrebbero
favorire lo sviluppo del T1IDM e che pertanto l'défte di predisposizione globale delle
variazioni di perforina nello sviluppo del TIDM pebbe essere superiore rispetto a quello

calcolato per la sola N252S.
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In passato il nostro laboratorio ha descritto basazione dei genotipDPN"" del gene di
OPN con lo sviluppo di ALP3135], SM[125] e LES[136]. Tali polimorfismi determinano
un’aumentata produzione della proteina, citochmawwolta sia nella risposta immune cellulo-
mediata sia nell'inibizione dell’apoptosi linfociia.

La tipizzazione del gene @PN nei nostri pazienti ha dimostrato che il rischicdluppare
DALD viene incrementato di 17 volte dalla co-prezdelle varianti genich@PN"™" e della
variazione A91V di perforinaafticolo 1); inoltre, questi stessi genotipi possono essecba
coinvolti nello sviluppo di TLDM, almeno nella pdprione italiana. Infatti, la frequenza dei
genotipiOPN"9" & risultata essere significativamente pil altdlia popolazioni indipendenti
di pazienti T1DM rispetto ai controlli, aumentantiaschio di sviluppare la malattia di circa
1,6 volte articolo 3).

Nel complesso i dati riportati nei tre lavori pretsi in questa tesi indicano che variazioni nei
geni di perforina e osteopontina possono rapprasefiattori predisponenti allo sviluppo di
ALPS/DALD e di T1IDM. Difetti in perforina potrebberda un lato ridurre la capacita del
sistema immunitario di eliminare le infezioni virefiavorendo cosi il mimetismo molecolare),
dall’altro determinare un difettivo meccanismo pegnimento della risposta immunitaria.
Anche le variantOPN"" del gene di osteopontina, mediante la produzioreedati livelli
della proteina che inibiscono &tivation-induced cell deatfAICD), potrebbero inficiare il

meccanismo di spegnimento della risposta immuaitatisultando quindi fattori di

predisposizione all'autoimmunita.
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