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RIASSUNTO 

 

Le malattie autoimmuni sono dovute ad un’aggressione di tessuti self da parte del sistema 

immunitario specifico. Sono malattie multifattoriali dovute a fattori scatenanti ambientali, 

quali le infezioni, che agiscono su un substrato di suscettibilità genetica. Questa suscettibilità 

include geni codificanti molecole coinvolte nell’attivazione della risposta immunitaria (come 

le molecole MHC) o nel suo controllo (come geni che codificano per citochine o per molecole 

costimolatorie) e molecole coinvolte nelle risposte effettrici. Ulteriori geni possono essere 

quelli coinvolti nello spegnimento della risposta immunitaria, importanti per ricomprimere la 

popolazione di linfociti espansi nel corso della risposta immunitaria stessa, riducendo così il 

rischio di autoimmunità dovuta a cross-reazione tra antigeni self e non self. 

La maggiore evidenza del coinvolgimento di questi ultimi geni è data dalla Sindrome 

Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), dovuta ad alterazioni ereditarie a carico della 

funzione del recettore di morte Fas, coinvolto nello spegnimento della risposta immunitaria. 

La malattia è caratterizzata da autoimmunità ematologiche, linfoadenopatia e/o splenomegalia 

ed espansione di linfociti T doppi negativi (DN) per CD4 e CD8; questa espansione è assente 

in una variante della malattia detta Malattia Autoimmune Linfoproliferativa di Dianzani 

(DALD). L’ALPS è generalmente causata da mutazioni a carico del gene di Fas, ma 

mutazioni in altri geni sono state identificate in alcuni pazienti. La penetranza delle mutazioni 

causali dell’ALPS è spesso incompleta e lo sviluppo della malattia è favorito dal substrato 

genetico complessivo. Ad esempio, lo sviluppo della malattia è favorita da particolari varianti 

del gene di osteopontina (varianti OPNhigh), che determinano la produzione di elevati livelli di 

questa citochina che è coinvolta nella risposta infiammatoria, ma che è anche capace di inibire 

la Activation-Induced Cell Death (AICD) dei linfociti, che rappresenta un meccanismo che 

affianca Fas nello spegnimento della riposta immunitaria. 
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Le alterazioni che causano o favoriscono lo sviluppo dell’ALPS possono anche essere 

coinvolte nello sviluppo di malattie autoimmuni comuni. Infatti, difetti funzionali di Fas sono 

stati osservati anche in una frazione di pazienti con Sclerosi Multipla (SM), Diabete Mellito di 

Tipo 1 (T1DM), malattie autoimmuni tiroidee e Polineuropatia Demielinizzante 

Infiammatoria Cronica (CIDP). Inoltre, le varanti OPNhigh favoriscono anche lo sviluppo di 

SM, T1DM e Lupus Eritematoso Sistemico (LES). 

Scopo di questa tesi era l’identificazioni di ulteriori fattori genetici predisponenti per ALPS e 

di valutare il ruolo di questi fattori nello sviluppo di T1DM. I risultati hanno permesso di 

identificare in variazioni del gene di perforina (PRF1) un nuovo fattore predisponente per 

ALPS e di osservare che variazioni del gene di perforina e le varianti OPNhigh del gene di 

osteopontina sono anche coinvolte nello sviluppo di T1DM.   

i) Ruolo di PRF1 in ALPS. Perforina è una proteina coinvolta nella citotossicità cellulo-

mediata, che rappresenta un meccanismo fondamentale per l’eliminazione delle cellule 

infettate da virus, ma è anche coinvolta nello spegnimento della risposta immunitaria 

attraverso l’uccisione di cellule immuni attivate. Mutazioni bi-alleliche di PRF1 causano la 

Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (FHL), una malattia ereditaria caratterizzata da 

aspetti linfoproliferativi. PRF1 è stato sequenziato in 14 pazienti ALPS, 28 DALD e 816 

controlli; sono state identificate due variazioni aminoacidiche: la sostituzione N252S è stata 

individuata in 2 pazienti ALPS e la sostituzione A91V in 6 pazienti DALD. La variazione 

N252S è risultata significativamente più frequente nei pazienti ALPS rispetto ai controlli 

(7.1% vs 0.1%; p=0.0016) conferendo un OR=62.7 (95% CI: 6-654.9); la variazione A91V è 

risultata significativamente più frequente nei pazienti DALD rispetto ai controlli (12.5 % vs 

4.6%; p=0.016) conferendo un OR=3 (95% CI: 1.2-7.1). La co-presenza della variazione 

A91V e di variazioni OPNhigh conferiscono un OR=17 (p=0.0007) allo sviluppo della DALD. 

In un paziente portatore della sostituzione N252S è stato individuato un deficit di attività NK 



 7 

durante l’infanzia, deficit successivamente superato grazie all’attivazione di qualche 

meccanismo compensatorio. I pazienti portatori della A91V mostrano un’attività NK ridotta 

rispetto ai controlli.  

ii) Ruolo di PRF1 in T1DM. Abbiamo tipizzato le variazioni N252S e A91V di PRF1 in una 

prima popolazione di 352 pazienti T1DM e 816 controlli e in una successiva seconda 

popolazione di 365 pazienti e 964 controlli. La frequenza di N252S è risultata 

significativamente più elevata nei pazienti rispetto ai controlli (popolazione 1: 1.3 vs 0.1%; 

OR=10.55, 95% CI=2.13-70.82; popolazione 2: 1.8 vs 0.7%, OR=2.67, 95% CI=1.16-6.15), 

mentre le frequenze di A91V erano simili nei pazienti e controlli. Per valutare il possibile 

coinvolgimento di altre variazioni, abbiamo poi sequenziato l’intera porzione codificante di 

PRF1 in 200 pazienti e 300 controlli. Questa analisi ha permesso l’identificazione di una 

nuova sostituzione aminoacidica, P477A, presente in un singolo paziente e assente nei 

controlli. Le due variazioni presenti nei pazienti sembrano causare una riduzione dell’attività 

NK, in quanto questa è risultata difettiva in tre bambini eterozigoti per la N252S analizzati 

nella prima infanzia, in un soggetto adulto omozigote per N252S e nel paziente portatore della 

nuova mutazione P477A.  

iii) Ruolo delle varianti OPNhigh in T1DM. Abbiamo tipizzato la variazione +1239 A/C del 

gene di OPN, in grado di distinguere le varianti OPNhigh (+1239C) da quelle OPNlow 

(+1239A) in una prima popolazione di 184 pazienti T1DM e 361 controlli e una successiva 

seconda popolazione di 513 pazienti e 857 controlli. In entrambe le popolazioni la frequenza 

di soggetti portatori dell’allele +1239C (eterozigoti e omozigoti) è risultata significativamente 

più elevata nei pazienti rispetto ai controlli (popolazione 1: 39 vs 29%; OR=1.90, 95% 

CI=1.30-2.78; popolazione 2: 34 vs 28%; OR=1.54, 95% CI=1.23-1.94). L’analisi clinica non 

ha individuato nessuna differenza tra i pazienti portatori o non portatori dell’allele +1239 C in 

termini di sesso ed età d’insorgenza della malattia. 
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Nel complesso questi risultati dimostrano che variazioni nei geni di PRF1 e OPN agiscono 

come fattori di predisposizione allo sviluppo sia dell’ALPS sia del T1DM. 
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INTRODUZIONE  

 

1. AUTOIMMUNITA’ 

 

1.1. Eziologia e patogenesi delle malattie autoimmuni 

 

Agli inizi del ‘900 Paul Ehrich propose che il sistema immunitario poteva reagire in modo 

errato dirigendo il proprio attacco contro antigeni autologhi (self) invece che contro antigeni 

estranei, producendo così danni tissutali (horror autotoxicus). 

Negli anni '60 si riteneva che tutti i linfociti autoreattivi fossero eliminati durante la 

maturazione linfocitaria e che le malattie autoimmuni fossero l’inevitabile conseguenza di 

errori nel processo di delezione delle cellule autoreattive negli organi linfatici primari. A 

partire dalla fine degli anni '70 sono state ottenute numerose evidenze sperimentali in 

contrasto con questo modello. Infatti, linfociti autoreattivi maturi circolanti sono normalmente 

presenti anche nei soggetti sani. Poiché la presenza di queste cellule non porta in genere allo 

sviluppo di manifestazioni autoimmuni, la loro attività deve essere regolata attraverso 

meccanismi di controllo attivi in periferia (tolleranza periferica). L’alterazione di questi 

meccanismi di tolleranza può portare all'attivazione di cloni di linfociti autoreattivi e al 

conseguente sviluppo di reazioni umorali o cellulari contro antigeni self che causano lo 

sviluppo della malattia autoimmune.  

Numerosi dati indicano che le malattie autoimmuni sono malattie multifattoriali che si 

sviluppano in soggetti geneticamente predisposti in seguito all’azione di fattori scatenanti di 

tipo ambientale. 
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1.2. Fattori ambientali 

 

In molti casi i fattori scatenanti che determinano il passaggio da una potenziale autoreattività 

alla malattia autoimmune sono gli agenti infettivi, spesso di tipo virale. Le infezioni possono 

scatenare la malattia attraverso vari meccanismi:  

i) La presenza negli agenti infettivi di antigeni simili ad antigeni self (fenomeno del 

“mimetismo molecolare”) può determinare una cross-reazione contro il self da parte 

della risposta anti-agente infettivo dopo che quest’ultimo è stato eliminato. 

ii)  L’infezione può danneggiare i tessuti causando la liberazione di antigeni 

normalmente sequestrati, che non sono mai stati visti dal sistema immunitario e che 

vengono erroneamente riconosciuti come non self.  

iii)  Il processo infiammatorio cronico locale innescato dall’infezione nel tessuto 

determina la produzione di citochine e l’attivazione delle cellule presentanti l’antigene 

(APC) aumentandone la capacità di presentare gli antigeni (self e non self) e le capacità 

costimolatorie; la presenza di questo ambiente ipereattivo può permettere l’attivazione 

di linfociti T autoreattivi che non si sarebbero mai attivati in un contesto 

immunologicamente a riposo. 

I meccanismi appena descritti non sono mutualmente esclusivi, ma intervengono insieme e 

probabilmente ciò determina il fenomeno conosciuto come epitope spreading, molto 

frequente nelle malattie autoimmuni, per il quale nelle fasi inizali della malattia la risposta 

autoimmune è diretta verso singoli epitopi di una proteina self, mentre in fasi più avanzate la 

risposta riconosce una molteplicità di epitopi di più proteine diverse. 

Dal punto di vista clinico le malattie autoimmuni vengono classificate in sistemiche, come il 

Lupus Eritematoso Sistemico (LES) e la Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS), e 
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organo specifiche, come la Sclerosi Multipla (SM), il Diabete Mellito di Tipo 1 (T1DM) e la 

tiroidine di Hashimoto.  

Nella malattie autoimmuni organo-specifiche la risposta immunitaria è diretta contro un 

antigene bersaglio espresso selettivamente da un certo organo, per cui le manifestazioni della 

malattia sono in gran parte limitate ad esso. Nelle malattie autoimmuni sistemiche la risposta 

è diretta contro antigeni bersaglio espressi in numerosi tessuti e coinvolge quindi più organi e 

tessuti.  

Dal punto di vista del meccanismo immuno-patogenetico, le malattie autoimmuni possono 

essere mediate da anticorpi oppure da cellule. Le prime comprendono malattie come le 

emocitopenie autoimmuni, causate da autoanticorpi contro vari tipi di cellule del sangue, 

oppure il LES, causato dalla deposizione in vari tessuti di immunocomplessi formati 

principalmente da anticorpi contro complessi DNA-istoni o RNA-ribonucleoproteine e i 

rispettivi autoantigeni. Fanno parte di questa categoria anche alcune malattie autoimmuni 

organo-specifiche causate da autoanticorpi capaci di esercitare un’attività agonista o 

antagonista sull'organo bersaglio; ad esempio, nel morbo di Graves-Basedow anticorpi anti-

recettore del TSH causano un’iperfunzione tiroidea, mentre nella miastenia grave anticorpi 

contro il recettore dell’acetilcolina inibiscono la trasmissione dell’impulso neuromuscolare. 

Le malattie autoimmuni cellulo-mediate sono una categoria in continua crescita e sono 

mediate principalmente da linfociti T helper di tipo 1 (Th1), caratterizzati dalla produzione 

delle citochine proinfiammatorie IL-2, IFNγ e Linfotossina, e da linfociti T citotossici (CTL). 

Esempi di questo tipo di malattie autoimmuni sono il T1DM oppure la SM in cui i linfociti 

Th1 e CTL aggrediscono rispettivamente le cellule β del pancreas e la mielina del sistema 

nervoso centrale. In queste malattie si osserva spesso anche la produzione di autoanticorpi, 

che sono considerati utili marcatori dello sviluppo della malattia, ma questi sarebbero 
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conseguenza del fenomeno dell’epitope spreading e avrebbero un modesto ruolo 

patogenetico. 

 

1.3. Predisposizione genetica 

 

Molte malattie autoimmuni presentano un certo grado di familiarità. Questo ha indotto lo 

svolgimento di numerosi studi volti a definire i fattori genetici coinvolti nel loro sviluppo. Nel 

loro complesso i dati ottenuti disegnano il quadro tipico delle malattie multifattoriali in cui un 

insieme di geni diversi possono influire nella suscettibilità genetica allo sviluppo della 

malattia, che richiede comunque l’induzione da parte di fattori scatenanti. 

Molti studi genetici hanno evidenzato l’associazione statistica di malattie autoimmuni con 

particolari polimorfismi di specifici geni, ovvero è stato dimostrato che una certa malattia 

autoimmune è più frequente nei portatori di un determinato allele di un certo gene. Tuttavia, 

spesso non è chiaro se questi geni siano coinvolti direttamente nello sviluppo della malattia 

oppure se l’associazione statistica sia legata a fenomeni di linkage disequilibium, ovvero al 

fatto che quell’allele si associa frequentemente ad un particolare allele di un altro gene non 

noto, posto per lo più in vicinanza al primo e coinvolto direttamente nella genesi della 

malattia. 

Nel complesso, i fattori genetici che sono stati associati con maggiore certezza 

all’autoimmunità e la cui base biologica sia stata dimostrata in modo soddisfacente sono il 

sesso e l’aplotipo HLA (antigeni leucocitari umani). A questi si sono più recentemente 

affiancati fattori genetici in grado di controllare lo spegnimento della risposta immunitaria. 
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1.3.1. Associazione col sesso 

 

Numerose malattie autoimmuni hanno una diversa frequenza nel sesso femminile e in quello 

maschile. Molte di esse, come il LES, la miastenia grave, la SM e la sindrome di Sjögren, 

sono più frequenti nelle donne. Viceversa la spondilite anchilosante è più frequente nei 

maschi. I motivi di questa diversa suscettibilità non sono noti con certezza, ma è probabile che 

un ruolo centrale sia giocato dagli ormoni sessuali. Non è chiaro se gli ormoni sessuali 

steroidei abbiano un’azione diretta sui linfociti, tuttavia questa possibilità è suggerita dal fatto 

che alcuni steroidi, tra cui il cortisone, hanno un effetto molto potente. Inoltre, alcuni ormoni 

espressi differentemente nel maschio e nella femmina hanno un effetto sui linfociti. Ad 

esempio il recettore per la prolattina è espresso sia dai linfociti T sia dai B e la loro risposta a 

stimoli di attivazione è modulata in vitro da questo ormone.  

E’ noto che gli ormoni sessuali modulano notevolmente la risposta immunitaria durante la 

gravidanza indirizzando prevalentemente la risposta immune verso risposte di tipo Th2. 

Questo presenta due vantaggi: i) favorisce le risposte anticorpali di tipo IgG, che sono 

protettive per il feto dal momento che le IgG superano la barriera placentare; ii ) riduce le 

risposte cellulo-mediate che potrebbero invece aggredire la placenta, che è un organo non self. 

Infatti, alcune forme di aborto precoce ricorrente sono state attribuite ad un’eccessiva risposta 

Th1 o citotossica contro la placenta. 

In linea con queste osservazioni la gravidanza esacerba alcune malattie autoimmuni mediate 

da anticorpi (e quindi favorite dai Th2), come il LES, mentre attenua malattie autoimmuni 

mediate da cellule infiammatorie (e quindi Th1), come la SM e l’artrite reumatoide (AR). E’ 

quindi possibile che la diversa reattività immunitaria condizionata dai diversi livelli di ormoni 

sessuali possa essere un fattore in grado di influenzare l’innesco e l’evoluzione della risposta 

autoimmune nei maschi e nelle femmine. 
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1.3.2. Associazione con alleli HLA  

 

Il più noto fattore genetico di predisposizione alle malattie autoimmuni è rappresentato dagli 

alleli HLA. L’associazione è in genere con alleli di HLA di classe II, anche se in alcuni casi è 

stata descritta l’associazione con alleli HLA di classe I. Ad esempio, il rischio di sviluppo di 

T1DM è circa 20 volte maggiore in soggetti che esprimono HLA-DR3 e DR4, rispetto a 

soggetti che esprimono altri alleli; la probabilità di sviluppare SM è 5 volte maggiore nei 

portatori di HLA-DR2; quella di sviluppare miastenia grave è 5 volte maggiore nei portatori 

di HLA-DR3. L’associazione più stretta è però stata osservata nella spondilite anchilosante, il 

cui rischio di sviluppo è 90 volte superiore in soggetti portatori dell’allele di classe I HLA-

B27.  

In molti casi è stato dimostrato che questa associazione può essere dovuta all’efficienza con 

cui le molecole predisponenti “presentano” i peptidi self responsabili di quella malattia 

autoimmune. E’ intuitivo, infatti, che gli individui che esprimono molecole HLA capaci di 

presentare efficientemente i peptidi self verso cui si sviluppa una certa risposta autoimmune 

siano più predisposti allo sviluppo della malattia rispetto a soggetti che esprimono molecole 

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

 

2.1. Autoimmunità e difetti genetici ereditari della funzione di Fas 

 

Un fattore genetico ereditario che è stato recentemente chiamato in causa nello sviluppo 

dell’autoimmunità è il difetto funzionale del sistema Fas/FasL. Fas è un recettore espresso dai 

linfociti attivati ed è coinvolto nello spegnimento della risposta immunitaria e nella 

eliminazione di gran parte dei linfociti effettori che si sono espansi nel corso della risposta 

stessa.  

In questo modo si evita l’accumulo dei linfociti nell’organismo in conseguenza delle 

successive risposte immunitarie cui va incontro l’individuo nel corso della sua vita, e si riduce 

il rischio che, una volta eliminato l’antigene, i linfociti attivati si indirizzino contro antigeni 

self che presentino somiglianze con gli antigeni non self eliminati. E’ pertanto intuitivo che se 

questo sistema non funziona in modo corretto si può verificare un accumulo di linfociti negli 

organi linfatici secondari e un aumentato rischio di sviluppare malattie autoimmuni. 

 

2.2. Il modello dei topi MRL lpr e gld 

 

La prima associazione tra autoimmunità e Fas è stata individuata nel modello dei topi di 

ceppo MRL omozigoti per i caratteri lpr (lymphoproliferation) e gld (generalized 

lymphoproliferative disease), corrispondenti a mutazioni recessive rispettivamente a carico 

del gene di Fas (cromosoma 19) e di FasL (cromosoma 1) [1]. 
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Topi omozigoti per queste mutazioni (lpr/lpr  o gld/gld) sviluppano un quadro caratterizzato 

da:  

i) linfoadenopatia, splenomegalia;  

ii)  autoimmunità con ipergammaglobulinemia, produzione di autoanticorpi, 

glomerulonefrite, artrite, vasculite; 

iii)  espansione policlonale in periferia di linfociti T TCRαβ+ privi di CD4 e CD8 (propri 

dei T helper e dei T citotossici, rispettivamente) e per questo detti “doppi negativi” 

(DN). Essi sono bloccati allo stadio G0-G1 del ciclo cellulare e probabilmente derivano 

da linfociti T maturi singoli positivi per CD4 o CD8. 

Nei topi lpr sono state identificate due possibili alterazioni genetiche: una è causata da un 

difetto di splicing e impedisce l’espressione in superficie di Fas (mutazione lpr), l’altra è una 

mutazione puntiforme che colpisce la porzione intracitoplasmatica della molecola (il Death 

Domain) che porta all’espressione di una molecola di Fas incapace di trasmettere il segnale 

apoptotico alla cellula (mutazione lprcg). I topi gld sono invece caratterizzati da una 

mutazione puntiforme a livello della porzione extracitoplasmatica di FasL con conseguente 

alterazione del sito di legame con Fas [2]. 

Il nesso causale tra l’alterata funzione del sistema Fas/FasL e la malattia è stato confermato 

dall’osservazione che topi knock-out per Fas sviluppano un quadro simile a quello dei topi lpr 

e gld; inoltre, è possibile correggere il difetto nei topi lpr mediante l’espressione della forma 

wild type di Fas [3]. 
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2.3. La sindrome autoimmune linfoproliferativa 

 

Nell’uomo è stata descritta una malattia simile a quella dei topi lpr o gld denominata 

Sindrome AutoimmuneLinfoproliferativa (ALPS) [4-9], originariamente nota come Sindrome 

di Canale-Smith. La malattia si sviluppa in genere in età pediatrica e, come nei topi lpr e gld, 

è caratterizzata da:  

i) ridotta funzionalità di Fas; 

ii)  sviluppo di manifestazioni autoimmuni con associazioni variabili di anemia, 

trombocitopenia, neutropenia, glomerulonefrite e vasculite; 

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

splenomegalia; 

iv) espansione di linfociti T DN nel sangue periferico [6, 8-10]. 

Spesso, in aggiunta, sono riscontrabili altre malattie autoimmuni, una storia familiare positiva 

per l’ALPS e lo sviluppo di linfomi in età adulta [11, 12]. 

L’unico trattamento farmacologico per l’ALPS è la somministrazione di corticosteroidi o altri 

immunosoppressori anche se, a lungo termine, sono molteplici gli effetti collaterali. 

Come nel modello murino, anche nei pazienti con ALPS la funzionalità di Fas è ridotta a 

causa di mutazioni ereditarie deleterie che colpiscono geni coinvolti in questo sistema. 

Fino ad oggi sono state identificate varianti dell’ALPS classificate in base al difetto genetico: 

ALPS-0 caratterizzata da mutazioni in omozigosi nel gene di Fas, che determinano perdita 

completa dell’espressione di Fas; ALPS-Ia con mutazioni in eterozigosi nel gene di Fas; 

ALPS-Ib con mutazioni a carico del gene di FasL; ALPS-II con mutazioni a carico del gene di 

caspasi-10 [8, 13-15]. Tuttavia, resta un’ampia classe di pazienti in cui il difetto genetico non 

è noto (ALPS-III), a supporto del fatto che altri fattori non ancora noti sono coinvolti nello 

sviluppo della malattia. Inoltre, recentemente è stata identificata una forma della malattia con 
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mutazioni a carico del gene di N-Ras, denominata ALPS-IV, la quale non presenta difetti 

dell’apoptosi mediata da Fas, ma di quella mediata dal mitocondrio [16]. 

Sia nel topo sia nell’uomo il quadro ALPS non sembra essere rigorosamente monogenico. Nel 

topo le mutazioni lpr e gld causano la malattia in omozigosi, ma la loro espressione dipende 

fortemente dal contesto genetico, tant’è che è molto ridotta nei topi BALB/c rispetto ai topi 

MRL [17]. Altri fattori complementari sembrano quindi essere richiesti per lo sviluppo della 

malattia. 

Anche nell’uomo la situazione sembra essere simile. Infatti, nell’ALPS esiste una grande 

variabilità clinica, non solo tra pazienti con mutazioni differenti, ma anche tra pazienti con la 

stessa mutazione in Fas. Ad esempio nell’ALPS-Ia la maggior parte dei pazienti è eterozigote 

per la mutazione di Fas, ma questo non è sufficiente per lo sviluppo della malattia in quanto il 

genitore portatore della mutazione è in genere sano. La possibilità che questo “secondo 

fattore” necessario per lo sviluppo dell’ALPS abbia basi genetiche è suggerita dal fatto che 

spesso il secondo genitore (privo di mutazioni in Fas) presenta anch’esso una ridotta 

funzionalità di Fas. L’espressione della malattia, quindi, potrebbe dipendere dal tipo e dalla 

gravità delle mutazioni e/o dalla co-presenza di più mutazioni o polimorfismi a carico della via 

di trasduzione del segnale di Fas [18, 19]. 

Studi sulle caratteristiche immunologiche dei pazienti con ALPS hanno poi osservato che essi 

presentano una risposta preferenziale di tipo Th2 con ridotta produzione di IL-2 e IFN-γ e 

aumentati livelli di IL-4 e IL-5. A questo va aggiunto che in questi pazienti i livelli di IL-10 

sono notevolmente aumentati rispetto a quelli di IL-12. IL-10 altera il bilancio Th1/Th2 

svolgendo un ruolo da antagonista nello sviluppo dei Th1, favorendo indirettamente la linea 

Th2 e la crescita di linfociti B con successiva produzione di auto-anticorpi [20]. 
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2.4. La Malattia Autoimmune Linfoproliferativa di Dianzani (DALD), una variante di 

ALPS 

 

Nel nostro laboratorio è stato identificato un gruppo di pazienti con un quadro clinico simile a 

quello degli ALPS con: 

i) ridotta funzionalità di Fas; 

ii)  autoimmunità prevalentemente ematologiche; 

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

splenomegalia, ma privi della classica espansione di linfociti T DN nel sangue 

periferico, necessaria per la diagnosi di ALPS [18, 21, 22]. 

I linfociti T dei soggetti studiati sono resistenti alla morte cellulare indotta da Fas, ma non 

presentano mutazioni in Fas, FasL o caspasi-10. Inoltre, i linfociti T della maggior parte di 

questi pazienti sono anche resistenti alla morte cellulare indotta da ceramide, che agisce 

direttamente sulla via mitocondriale. La componente ereditaria della malattia è suggerita dal 

fatto che anche i genitori dei pazienti presentano una ridotta funzionalità di Fas (pur in 

assenza di malattia). Inoltre, la fusione somatica dei linfociti T Fas-resistenti dei pazienti con 

una linea linfocitaria tumorale Fas-sensibile determina la produzione di cellule ibride Fas-

resistenti. Questi dati suggeriscono il coinvolgimento di mutazioni che colpiscono la via di 

Fas a valle del recettore e determinano la produzione di molecole che esercitano un’attività 

dominante negativa sulla funzione di Fas.  

Questa forma di ALPS “incompleto” è stata denominata DALD (Dianzani Autoimmune 

Lymphoproliferative Disease) da McKusick sul sito OMIM del NIH (riferimento OMIM 

#605233; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM). 
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2.5. Coinvolgimento dei difetti funzionali di Fas nello sviluppo di malattie autoimmuni 

comuni. 

 

L’analisi delle famiglie dei pazienti con ALPS/DALD ha evidenziato un’aumentata incidenza 

di malattie autoimmuni comuni, quali LES, SM, T1DM o AR in assenza di segni di 

“linfoproliferazione”. Quest’osservazione suggerisce che le alterazioni genetiche alla base 

della ALPS/DALD possano anche favorire lo sviluppo di malattie autoimmuni comuni. Tale 

possibilità è stata poi confermata dall’osservazione che una ridotta funzionalità di Fas su base 

ereditaria è presente anche in circa il 50% dei pazienti con sindrome autoimmune multipla 

(MAS) (ovvero appartenenti a famiglie con più di un caso di malattia autoimmune entro il 

secondo grado di parentela) e in sottogruppi di pazienti sporadici con T1DM, SM o 

autoimmunità tiroidee. In particolare il difetto era particolarmente frequente nei pazienti che 

presentavano quadri aggressivi di queste autoimmunità [23-25]. 
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3. DIABETE MELLITO DI TIPO 1  

 

Il T1DM è una malattia multifattoriale caratterizzata dalla distruzione delle cellule β nelle 

insule pancreatiche del Langerhans.  

A tutt’oggi il T1DM è distinto in due forme: diabete di tipo 1A (o immunomediato), che 

origina a seguito della distruzione delle cellule β e che può essere a insorgenza rapida 

(giovanile) o ad esordio lento (Latent Autoimmune Diabetes-LADA, in soggetti adulti) [26-

28] e di tipo 1B (o idiopatico), meno frequente, le cui cause non sono ancora note e presente 

soprattutto in individui con discendenti asiatici o africani [29]. 

L’eziologia della malattia resta ancora in gran parte sconosciuta, ma i dati epidemiologici 

sostengono il ruolo determinante sia di fattori ambientali che di fattori genetici [30-32]. 

La componente genetica, benché fondamentale nello sviluppo del T1DM, non è sufficiente 

nel determinare l’insorgenza della malattia. E’ quindi sempre più verosimile l’ipotesi che 

l’ambiente possa svolgere un ruolo importante, almeno modulando in senso positivo o 

negativo l’espressione di fattori genetici predisponenti. 

I fattori ambientali di cui è stato proposto un ruolo nell’innesco della risposta autoimmune 

contro le cellule β comprendono virus (enterovirus, rosolia congenita, coxsackie), tossine 

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

 

3.1. Fattori genetici 

 

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

ricerca dei geni di suscettibilità a questa patologia ha dato risultati in parte elusivi. 



 23 

Sono stati identificati numerosi loci associati ad un aumentato rischio di sviluppo della 

malattia [41-44] ed un ruolo chiave è stato assegnato all’HLA, come descritto in precedenza 

[41-43].  

Altri loci di suscettibilità noti coinvolgono il gene dell’insulina, di CTLA-4 (cytotoxic T-

Lymphocyte Antigen 4) e di PTPN22 (tyrosine phosphatase non-receptor type 22) [41, 42]. 

Inoltre, un recente studio di associazione genome wide condotto su circa 2000 soggetti con 

T1DM ha suggerito nuovi possibili geni di suscettibilità, tra cui ERBB3 (receptor tyrosine 

kinase ErbB3), SH2B3/LNK (SH2B adaptor protein 3), TRAFD1 (TRAF-type zinc finger 

domain containing 1) e PTPN11 (tyrosine phosphatase non-receptor type 11) [43, 44]. La 

maggior parte di questi geni sono correlati con la funzione immunitaria e loro varianti 

potrebbero favorire lo sviluppo di risposte infiammatorie e immunitarie eccessive, 

aumentando così il rischio di autoimmunità.  

I polimorfismi di suscettibilità del gene dell’insulina cadono in una regione denominata 

VNTR (variable number of tandem repeats) localizzata all’estremità 5’ del gene e 

riconosciuta come il reale locus di suscettibilità (IDDM2) [42]. Il numero delle ripetizioni 

VNTRs (da 30 a 170) hanno un effetto sul livello di espressione del gene dell’insulina; infatti, 

un basso numero di VNTRs (da 30 a 60 ripetizioni) determinano un’alta espressione del gene 

nel pancreas ed una bassa espressione nel timo. La bassa espressione dell’insulina nel timo 

può portare ad un’inefficace distruzione dei timociti autoreattivi durante il processo di 

selezione timica negativa [42]. 

PTPN22 e CTLA-4, codificano per regolatori negativi dell’attività linfocitaria. Il gene 

PTPN22 codifica per una tirosina fosfatasi che inibisce l’attivazione dei linfociti T antigene 

specifici, attraverso la defosforilazione di componenti essenziali della cascata del segnale del 

TCR [42]. 
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CTLA-4, recettore dei linfociti T, interagendo con il suo ligando espresso sulla superficie dei 

linfociti B e delle cellule dendritiche, determina l’inibizione dell’attivazione dei linfociti T 

[42]. Il ruolo di questi segnali negativi è ampiamente documentato nei topi deficienti per 

CTLA-4, che tendono a sviluppare linfoproliferazione e infiltrazioni linfoidi in molteplici 

organi [45]. L’associazione tra polimorfismi nel gene di CTLA-4 e una diminuzione della 

funzione del recettore ha suggerito un ruolo del gene nello sviluppo del T1DM [46-48]. I 

polimorfismi di questi loci associati al T1DM sono caratterizzati da una perdita di funzione 

che porta all’iperattività delle cellule T. 

La predisposizione genetica al T1DM determinata dal locus HLA è legata a specifici 

polimorfismi delle forme DQ e DR delle molecole MHC di classe II [41, 42, 49]. Alcune 

combinazioni alleliche per i geni DQA1 e DQB1, definiti DQA1*0501-DQB1*0201, 

DQA1*0301-DQB1*0302 e gli alleli per il gene DRB1, nominati DRB1*03 e DRB1*04, 

aumentano in modo significativo il rischio di sviluppare il T1DM. L’omozigosi per uno di 

questi aplotipi si identifica in circa il 30% dei pazienti con T1DM, ma solo nel 3% della 

popolazione sana [42]; l’aplotipo DQA1*0102-DQB1*0602 risulta, invece, essere protettivo. 

L’effetto del locus HLA come fattore di rischio per la malattia è dovuto probabilmente a una 

presentazione non ottimale degli antigeni self ai linfociti naïve durante il processo di 

maturazione nel timo, situazione che condurrebbe a un’inefficace delezione dei linfociti 

autoreattivi. L’espressione transgenica nel topo degli alleli MHC di classe II di rischio 

sensibilizza il sistema immunitario nei confronti degli autoantigeni β−cellulari, come ad 

esempio l’acido glutammico decarbossilasi (GAD65) [50]. 
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3.2. Mediatori della distruzione delle cellule β nel T1DM 

 

I sintomi clinici del diabete compaiono quando più del 70% delle cellule β è ormai distrutta 

[51]. La forma principale di morte delle cellule β osservato sia nei modelli animali di T1DM 

sia nelle insule di pazienti con T1DM è l’apoptosi [51, 52]. Non sono ancora completamente 

chiari i meccanismi di apoptosi delle cellule β, ma probabilmente sono coinvolti: i) 

l’espressione di FasL e del suo recettore Fas espressi rispettivamente sulla superficie dei 

linfociti T CD8+ attivati e delle β cellule pancreatiche; ii ) il rilascio di perforina e granzimi da 

parte dei linfociti T CD8+ attivati; iii ) la secrezione, da parte di diverse cellule immunitarie 

infiltranti le insule, di citochine quali IL-1β, TNF-α e IFN-γ; iv) la produzione di NO da parte 

di macrofagi, cellule dendritiche e dalle cellule β stesse [51-53]. 

Fas e FasL sono espressi rispettivamente sulla superficie delle cellule β e sulle cellule T che 

infiltrano le insule [54]. Inoltre, è stato dimostrato che l’espressione di Fas è indotta nelle 

cellule β dei roditori dopo stimolazione con IFN-γ e IL-1β [54]. L’interazione di Fas con il 

suo ligando induce l’attivazione della procaspasi-8 che una volta matura attiva la caspasi 

effettice 3 e/o la via di morte mitocondriale attraverso Bid.  

Perforina e i granzimi sono contenuti nei granuli dei CTL [55]. Queste molecole vengono 

rilasciate nell’ambiente extracellulare attraverso esocitosi, dopo il riconoscimento da parte del 

TCR di antigeni self presentati dalle molecole MHC di classe I sulla superficie delle cellule β. 

Perforina è in grado formare pori attraverso la membrana plasmatica con un meccanismo 

Ca2+-dipendente. Questi pori permettono l’ingresso dei granzimi all’interno della cellula che 

attivano caspasi effettrici e Bid. Diversi studi permettono di considerare il sistema 

perforina/granzimi come importante mediatore della morte delle cellule β indotta dai linfociti 

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

non sviluppano la malattia dopo infezione con LCMV, mentre i topi NOD (Non Obese 
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Diabetic), deprivati del gene di perforina, sviluppano una grave insulite, ma raramente 

diventano diabetici [53, 55]. 

Numerosi dati sperimentali indicano che le citochine secrete dalle cellule infiltranti l’insula 

diabetica (linfociti Th1 e macrofagi) e, in particolar modo, le citochine proinfiammatorie IL-

1β, TNF-α e INF-γ sono distruttive e possono indurre l’apoptosi della β-cellula. In 

particolare, IL-1β da sola o in combinazione con TNF-α e INF-γ induce apoptosi, in vitro, di 

β-cellule di topo e di ratto. Esperimenti effettuati su insule pancreatiche umane utilizzando 

una combinazione di citochine (IL-1β + TNF- α + INF- γ), in vitro, hanno evidenziato che sia 

le insule sia le β-cellule purificate presentavano, dopo incubazione di 3–6 giorni, tutte le 

caratteristiche dell’apoptosi. Le citochine danneggiano la cellula β attivando probabilmente 

diversi meccanismi cellulari [56]. Questi mediatori, e in particolar modo IL-1β, inducono 

l’espressione dell’ossido nitrico sintetasi (iNOS) e la conseguente sintesi di NO e di altri 

radicali liberi che danneggiano il DNA e quindi la cellula. L’NO, inibendo la sintesi di ATP, 

sembra essere responsabile della morte per necrosi della β-cellula. Studi in vitro hanno 

evidenziato che sia i macrofagi sia le β-cellule possono essere indotti a sintetizzare NO con 

conseguente distruzione della β-cellula. Insule di topi privi di iNOS sono più resistenti 

all’apoptosi di isole di controllo, anche se topi NOD privi di iNOS sviluppano normalmente il 

diabete. Esperimenti in vitro effettuati su isole umane suggeriscono un ruolo marginale del 

NO nel danno citochino-indotto, anche se questa molecola potrebbe indurre l’espressione di 

Fas sull’ insula diabetica rendendola suscettibile all’attacco T-cellulare. A tale proposito uno 

studio su insule di ratto mostra che l’espressione di Fas è indotta da IL-1β e non da INF-γ e 

che fattori di trascrizione quali NF-kB e C/EBP hanno un ruolo chiave nella regolazione, da 

parte delle citochine, del gene di Fas nelle cellule producenti insulina. È tuttora quindi 

dibattuto il ruolo del NO nella morte della β-cellula.  
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Bcl-2 è una molecola anti-apoptotica appartenente ad una famiglia di geni che ha un ruolo 

fondamentale nel controllo della morte cellulare programmata [57-59]. Esperimenti effettuati 

su una linea cellulare pancreatica murina (b-TC1) hanno evidenziato che le citochine IL-1β, 

TNF-α e INF-γ inducono apoptosi accompagnata da una diminuzione di espressione della 

molecola Bcl-2. Inoltre, l’induzione di un’iperespressione di Bcl-2 in b-TC1 proteggeva le 

stesse dalla morte indotta da citochine. Similmente, la trasfezione di Bcl-2 in β-cellule umane 

protegge le stesse dal danno indotto da citochine citotossiche. Bcl-2 svolge la sua azione 

inibendo il rilascio del citocromo-c dal mitocondrio, la successiva attivazione della caspasi-9 

e il reclutamento di APAF-1, bloccando la formazione dell’apoptosoma, responsabile 

dell’attivazione della cascata di caspasi e nucleasi che portano alla frammentazione del DNA 

e alla morte cellulare. 

 

3.3. Autoantigeni β-cellulari 

 

I principali auto-antigeni identificati nel diabete sono: i) GAD65, ii ) IA-2 o IA-2β, iii ) 

insulina. E' possibile che più di un antigene possa essere coinvolto nelle fasi precoci della 

malattia [60]. 

GAD: L’enzima glutammico decarbossilasi (GAD) esiste in due forme codificate 

indipendentemente da 2 geni localizzati rispettivamente sui cromosomi 10 e 2: il primo 

codifica per GAD65 di 65 kDa e il secondo per GAD67 di 67 kDa, che differiscono nella 

sequenza aminoacidica all'estremità N-terminale. Questa proteina è importante nel sistema 

nervoso centrale dove catalizza la trasformazione dell’acido glutammico in acido γ-

aminobutirrico (GABA), neurotrasmettitore inibitore [61]. E’ un enzima citoplasmatico, si 

trova soprattutto nei tessuti nervosi endocrini e ha una regione la cui sequenza aminoacidica è 
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simile a quella della proteina P-2C del virus Coxsackie B. Quindi un'ipotesi sul suo ruolo 

patogenico nel T1DM potrebbe coinvolgere il fenomeno del mimetismo molecolare [60]. 

IA-2/IA-2β: Il gene per IA-2 si trova sul cromosoma 2q35 e codifica per una proteina di 979 

aminoacidi, quello per IA-2β è situato sul cromosoma 7q36 [62]. IA-2 e IA-2β, due proteine 

appartenenti alla famiglia delle tirosinfosfatasi (PTP), rappresentano i maggiori autoantigeni 

nel diabete. IA-2 β differisce da IA-2 per la mancanza di 388 aminoacidi all’estremità N-

terminale e di 65 aminoacidi a quella C-terminale. Vengono espressi nei tessuti 

neuroendocrini, incluse le insule pancreatiche. Entrambe le proteine sono formate da un 

peptide segnale, una regione extracellulare di 20 kDa, un dominio transmembrana, una 

regione citosolica di 42 kDa che include all'estremità C-terminale un dominio PTP di 18 kDa 

[63]. Gli epitopi riconosciuti dagli autoanticorpi mappano nella regione citosolica e si 

distribuiscono tra il dominio PTP (79% di omologia tra le due proteine) e il precedente 

segmento giustapposto alla membrana (juxtamembrane-JM) (60% di omologia). Sembrano 

esserci ampi cambiamenti nella specificità epitopica degli anticorpi durante la progressione 

della malattia dalla fase pre-clinica a quella post-clinica. Il progressivo ampliamento 

(spreading) della risposta autoimmune ai diversi epitopi delle tirosinfosfatasi, con massima 

specificità per quello JM, si verifica nella maggioranza dei casi entro i primissimi anni di vita 

e rappresenterebbe il miglior indicatore indiretto della distruzione autoimmune della β cellula. 

Ciò suggerisce che probabilmente la regione JM possa contenere qualche epitopo criptico nei 

confronti del quale è primariamente diretta l'autoimmunità anti-cellula pancreatica e la cui 

identificazione potrebbe aiutare la prevenzione primaria della malattia [64]. 

INSULINA:  Il gene codificante l’insulina si trova sul cromosoma 11p15. La sequenza di 

aminoacidi dell'ormone fu stabilita da Sanger nel 1960. Ciò condusse alla sintesi completa 

della proteina nel 1963 e alla determinazione della sua struttura tridimensionale per opera di 

Hodgking e collaboratori. Le cellule β degli isolotti di Langerhans sintetizzano l'insulina 
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partendo da un precursore, la pre-pro-insulina. A livello della membrana del reticolo 

endoplasmatico si origina la pro-insulina costituita da 3 domini: una catena B N-terminale, 

una catena A C-terminale e un peptide C di collegamento. Nella conversione della pro-

insulina in insulina, 4 aminoacidi basici e il restante peptide di connessione vengono asportati 

per proteolisi. Questo distacco dà origine alle due catene polipeptidiche A e B che 

costituiscono la molecola di insulina. La catena A contiene un ponte disolfuro al suo interno 

(tra gli aminoacidi 6 e 11) e due ponti disolfuro uniscono le due subunità tra di loro. L'insulina 

è una proteina risultante dalla polimerizzazione di più unità elementari costituite ciascuna da 

51 radicali aminoacidici riuniti in due catene polipeptidiche (A e B). Infatti, la catena A è 

costituita di solito da 21 residui aminoacidici e la catena B da 30. Le due catene dell'insulina 

formano una struttura altamente ordinata con più regioni ad α-elica sia nella catena A sia 

nella catena B. Le catene isolate dell'insulina sono inattive [65]. 

Sebbene la sequenza di aminoacidi dell'insulina si sia conservata in gran parte invariata nel 

corso dell'evoluzione, essa presenta variazioni importanti tra le specie che spiegano le 

differenze sia nella potenza biologica sia nell'immunogenicità. Nella maggior parte delle 

specie esiste un unico gene per l'insulina e un unico prodotto proteico. Fanno eccezione i ratti 

e i topi che hanno due geni codificanti l'insulina e sintetizzano due molecole che differiscono 

tra loro per due residui aminoacidici nella catena B [66]. L'insulina svolge essenzialmente due 

importanti funzioni: 

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

ii)  permette la trasformazione del glucosio in glicogeno (glicogenosintesi). 

L'insulina in realtà evoca un ampio spettro di risposte biologiche: i) promuove il deposito di 

grasso e di glucosio, convertendololi in trigliceridi, all'interno di cellule bersaglio 

specializzate; ii)  influenza la crescita cellulare e le funzioni metaboliche di una grande varietà 
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di tessuti (fegato, tessuto muscolare e tessuto adiposo); iii)  interviene nella sintesi proteica e 

nella sintesi di acidi nucleici [67]. 

 

3.4. Autoanticorpi 

 

I principali auto-anticorpi nell’ambito del T1DM sono: i) gli anticorpi anti-cellula β 

pancreatica (ICA) contro aspecifici autoantigeni β cellulari; ii)  gli anticorpi anti-

glutammicodecarbossilasi (GADA); iii)  gli anticorpi anti-tirosinfosfatasi (IA2A/IA-βA) e iv) 

gli anticorpi anti-insulina (IAA). 

Dopo l'inizio della terapia insulinica tali auto-anticorpi a poco a poco diminuiscono e quelli 

che perdurano più a lungo sono gli anti-GAD che si sono dimostrati positivi, in alcuni casi, 

perfino dopo 10 anni dalla comparsa del T1DM. 

Il rilevamento di anticorpi anti-GAD, anti-IA2 e anti-insulina rappresenta un metodo usato di 

routine per lo screening. Essi costituiscono i marcatori principali della fase preclinica del 

T1DM. In genere, infatti, la presenza degli anticorpi precede di anni lo sviluppo della 

malattia. La contemporanea presenza di più tipi di autoanticorpi, perdurante nel tempo, ha un 

alto valore predittivo della malattia. Il loro rilevamento combinato rappresenta il miglior test 

predittivo nei parenti prediabetici di primo grado di pazienti affetti da T1DM. Infatti, 

identifica il 90% degli individui a rischio [68]. 

Gli autoanticorpi caratteristici del diabete presentano alcune regioni geniche V uguali a quelle 

impiegate per la formazione degli autoanticorpi anti-DNA e del fattore reumatoide espressi 

nei disordini autoimmuni sistemici [69]. 

ICA: Gli anticorpi anti-insula pancreatica sono organo-specifici di classe IgG, identificati per 

la prima volta nel 1974. Si rilevano tramite test di immunofluorescenza indiretta su sezioni di 

tessuto pancreatico umano. Da dati riguardanti i marcatori immunologici ottenuti nei parenti 
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di primo grado di pazienti T1DM si è visto che la presenza di anticorpi ICA ad alto titolo (>20 

JDF unità) configura un 40-60% di rischio di T1DM nei successivi 5-7 anni [70]. 

GADA: Gli anticorpi contro GAD65 sono diretti principalmente contro la porzione centrale 

(245-449 aminoacidi) e C-terminale (450-585 aminoacidi) della proteina [65]. 

IA-2A/IA-2 βA: Gli anticorpi anti-IA2 rappresentano uno dei più importanti marcatori 

immunosierologici del T1DM. La presenza di autoanticorpi verso queste proteine si rileva nel 

70% di pazienti neodiagnosticati e nei loro parenti di primo grado. 

L'anticorpo per la regione JM dell'antigene (IA-2JMA) compare generalmente per primo nei 

bambini e determinerebbe una più rapida progressione per il diabete (diabete ad insorgenza 

infantile rispetto a quello del giovane adulto) sia quando presente da solo, ma soprattutto 

quando eventualmente si verifica il fenomeno dello spreading autoanticorpale con la 

comparsa associata degli autoanticorpi anti-IA-2 e anti-IA-2β. E' stato anche ipotizzato che 

l'autoanticorpo anti-IA-2JM possa influenzare la processazione dell'antigene determinando 

un’attivazione delle cellule T con inasprimento e autoperpetuazione della cascata autoimmune 

anti-cellula β, i cui indicatori indiretti sarebbero proprio gli autoanticorpi anti-IA-2 e anti-IA-

2β. Essi reagiscono soprattutto con il dominio intracellulare delle proteine [71]. La maggior 

parte dei sieri che riconoscono IA-2β riconoscono anche IA-2 ma non viceversa. Perciò gli 

autoanticorpi anti IA-2β sembrano essere un sottogruppo di quelli anti-IA-2 [62]. 

IAA:  Gli anticorpi anti-insulina hanno un alto valore predittivo per uno sviluppo rapido della 

malattia conclamata. Sono di classe IgG. La misurazione degli IAA è importante per la 

diagnosi ma soprattutto per la predizione del T1DM. Infatti, gli IAA sono tra i primi 

autoanticorpi a comparire. Gli autoanticorpi sono diretti contro epitopi che mappano 

soprattutto sulla catena B della proteina [72]. 
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4. PERFORINA 

 

4.1. Struttura e funzione 

 

I linfociti citotossici sono in grado di riconoscere cellule infettate da virus o cellule 

trasformate e di eliminarle attraverso meccanismi perforina-dipendenti e/o utilizzando 

recettori di morte. Entrambi questi meccanismi rappresentano sistemi fondamentali per 

l’immuno sorveglianza e l’immuno regolazione. 

I granuli dei CTL contengono perforina e altre proteine pro-apoptotiche (granzimi) che 

vengono secrete insieme al fine di uccidere le cellule bersaglio. 

Perforina è una proteina di circa 67 kDa, in grado di formare pori sulla membrana delle 

cellule bersaglio. L’esocitosi dei granuli citotossici avviene in seguito alla formazione di 

sinapsi immunologiche tra i CTL e le cellule bersaglio; la fusione dei granuli con la 

membrana plasmatica si risolve con il rilascio di perforina e serino-proteasi pro-apoptotiche 

(granzimi) insieme ad altre molecole quali granulosina e chemochine. I granuli inducono poi 

la morte delle cellule bersaglio tramite meccanismi caspasi-dipendenti e/o caspasi-

indipendenti. Inoltre, la sua espressione è regolata durante il differenziamento linfocitario [73] 

da segnali di recettori di attivazione (recettori delle cellule T, NKG2D) e da citochine (IL-2, 

IL-15, IL-21). 

Il gene umano di perforina, localizzato sul cromosoma 10q22 [74], è costituito da tre esoni, 

due dei quali (esoni 2 e 3) codificanti la proteina di 555 aminoacidi. 

La proteina presenta una sequenza segnale di 21 aminoacidi, seguita da un dominio centrale di 

circa 300 aminoacidi con forte omologia con la proteina C9 del complemento. Tale regione 

forma un’α elica anfipatica permettendo alla proteina di inserirsi nel doppio strato lipidico 

della cellula bersaglio. Gli ultimi 200 aminoacidi di perforina vanno a costituire due domini 
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già descritti in altre famiglie di proteine: un dominio EGF-like (Epidermal Growth Factor) di 

circa 36 aminoacidi e una regione di circa 130 aminoacidi omologa al dominio C2 della 

protein-chinasi C [75, 76]. 

Il dominio C2 all’estremità C-terminale di perforina mostra una stretta omologia di sequenza 

con il dominio C2 di altre proteine Ca2+-dipendenti coinvolte nel traffico vescicolare o nella 

trasduzione del segnale [77-79].... Recenti studi hanno dimostrato il ruolo cruciale di questo 

dominio nella prima fase dell’attività membrano-litica di perforina, la fase di legame alla 

membrana Ca2+-dipendente [80]. 

Diversamente dalle altre proteine contenenti un dominio C2, perforina sembra esercitare la 

sua attività nel compartimento extracellulare, dove la concentrazione di Ca2+ libero è alta (> 1 

mM). Ne consegue che la proteina necessita almeno di una concentrazione 100uM di Ca2+ per 

legare efficientemente la membrana della cellula bersaglio. La bassa affinità di perforina per il 

Ca2+ potrebbe essere necessaria per proteggere i CTL dall’autolisi durante la sintesi di 

perforina e il suo traffico all’interno della cellula. Inoltre, l’accumulo di perforina nei granuli, 

all’interno dei quali il pH viene mantenuto basso (< 5), si risolve nella protonazione dei 

residui di aspartato all’interno del dominio C2 necessari per legare il Ca2+, non permettendo 

quindi il legame alla membrana e impedendo l’attivazione di perforina prima della sua 

esocitosi. La proteina contiene due siti di N-glicosilazione, viene sintetizzata come precursore 

inattivo, una volta processato all’estremità C-terminale rilascia circa 20 aminoacidi e si 

trasforma nella sua forma attiva [76]. 

In seguito alla sua sintesi nel reticolo endoplasmatico rugoso, perforina si sposta attraverso i 

compartimenti del Golgi dove continua la modificazione post-traduzionale e viene infine 

impaccata nei granuli litici dei CTL e delle cellule NK.  
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4.2. Deficit di perforina nella Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare  

 

La linfoistiocitosi emofagocitica familiare (FHL) è una malattia autosomica recessiva che 

colpisce circa 1/50.000 nati. E' caratterizzata da una sindrome da attivazione macrofagica 

(definita anche linfoistiocitosi) che insorge di solito dopo un periodo di buona salute, che può 

durare da alcuni mesi dopo la nascita a, meno comunemente, alcuni anni. La sindrome è di 

solito scatenata da un'infezione virale. Nella maggior parte dei casi i primi segni 

comprendono febbre elevata senza causa apparente, irritabilità, malessere generale, edema e 

epatosplenomegalia. Dal punto di vista biologico possono comparire pancitopenia associata a 

citolisi epatica, ipertrigliceridemia, fibrinopenia, emodiluizione, alterazioni neurologiche, 

mentre gli organi viscerali e linfatici sono infiltrati da linfociti e macrofagi attivati che 

fagocitano globuli rossi. L’emofagocitosi è un elemento caratteristico di questa malattia; il 

midollo osseo è il sito più comune dell’emofagocitosi, sebbene ne siano affetti 

frequentemente anche milza, fegato e linfonodi. Quando l’emofagocitosi è prominente nel 

midollo osseo si ha una diminuizione di precursori emopoietici normali a cui si associa 

pancitopenia. 

Dal punto di vista immunologico, l’attività citotossica dei CTL e delle cellule NK è 

severamente ridotta. Si assiste a risposte immunitarie incontrollate che comportano 

infiltrazione e distruzione di tessuti ad opera dei macrofagi attivati e dei CTL. L’attivazione 

incontrollata dei macrofagi e dei linfociti T comporta il rilascio di citochine pro-

infiammatorie che contribuiscono all’emofagocitosi, all’infiltrazione cellulare e al danno 

d’organo. Il livello di caspasi spontaneamente attivate nei linfociti di pazienti FHL è ridotto e 

questo può contribuire a rendere elevato il numero di linfociti T attivati [81].  
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La FHL è geneticamente eterogenea: circa il 10% è associata al cromosoma 9q21-22 (FHL1), 

il 20-40% al cromosoma 10q21 (FHL2) [82, 83]. Mentre il gene responsabile della FHL1 non 

è ancora noto, mutazioni del gene di perforina (PRF1) (localizzato in 10q21) sono 

responsabili della forma FHL2 [84]. Recentemente, nel 33% dei pazienti sono state 

identificate mutazioni nel gene di MUNC13-4 (FHL3) [85]. MUNC13-4, localizzato sul 

cromosoma 17q25, codifica per una proteina citotossica coinvolta nel meccanismo 

dell'esocitosi di granuli. Infine, mutazioni nel gene di Sintaxina, che compromettono il 

rilascio dei granuli citotossici, sono responsabili della FHL4 [86]. 

Pazienti con FHL2 sono omozigoti o eterozigoti composti per mutazioni di PRF1; queste 

mutazioni (per lo più mutazioni puntiformi e delezioni) comportano una marcata riduzione 

della funzionalità e della stabilità della proteina che non è più in grado di legare e lisare le 

cellule bersaglio [87, 88]. La riduzione dell’attività citotossica nei pazienti con FHL2 

determina un’attivazione e un’espansione incontrollata dei linfociti T CD4+ e CD8+ ed una 

eccessiva produzione di citochine infiammatorie [89]. 
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5. OSTEOPONTINA 

 

5.1. Struttura  

 

Osteopontina (OPN) è una glicoproteina acida con un peso molecolare che varia tra 25 e 80 

kDa a seguito di processi post-trascrizionali a cui è sottoposta (glicosilazione, fosforilazione e 

taglio proteolitico ad opera della trombina). E’ codificata da un gene multiallelico localizzato 

nell’uomo sul cromosoma 4q21-25 formato da 7 esoni e 6 introni [90]. La sua espressione è 

basale e costitutiva nel tessuto epiteliale e osseo, mentre nelle cellule della muscolatura liscia, 

nei macrofagi e nelle cellule endoteliali è iper espressa a seguito di eventi infiammatori. OPN 

favorisce in vitro l’adesione di linfociti T e macrofagi attivati, mentre in vivo provoca 

l’accumulo di macrofagi nei siti in cui viene iniettata. Non è prodotta dai monociti, ma la sua 

espressione è rapidamente indotta, quando i monociti vengono differenziati in macrofagi. 

OPN possiede la sequenza tripeptidica “Arginina-Glicina-Aspartato” (RGD), caratteristica 

delle proteine della matrice extracellulare e delle proteine del siero (come la fibronectina, la 

vitronectina, il collagene e il fibrinogeno) [91]. Tale dominio permette alla proteina di 

interagire con vari recettori integrinici, come α5β1, α8β1, αvβ1, αvβ3, αvβ5 [92-98]; questo 

legame è inoltre responsabile dei meccanismi di adesione di linfociti T e macrofagi. 

Gli effetti di OPN sono mediati da diversi recettori, incluse le integrine sopracitate e isoforme 

del CD44v6-7 [99-104], che mediano la funzione chemotattica di OPN e riducono l’espressione 

di IL-10 e IL-4; le integrine, invece, mediano l’adesione di cellule B, piastrine, osteoclasti, 

cellule del muscolo liscio e incrementano l’espressione di IL-12 da parte dei macrofagi; 

infine, sia le isoforme del CD44v6-7 sia le integrine polarizzano comunque le cellule T verso 

una risposta Th1. 
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OPN è espressa in diverse forme funzionali prodotte a seguito di splicing alternativo, di 

fosforilazione e glicosilazione, o in seguito a varie scissioni proteolitiche operate da trombina 

o metalloproteasi della matrice (MMP), soprattutto la MMP-3 e la MMP-7. In particolare i 

frammenti generati dalla trombina (trombin-OPN) e dalle MMP (MMP-OPN) sembrano 

acquisire nuove funzioni rispetto alla proteina intera [105-107]. Sono stati identificate tre 

isoforme di OPN che si generano in seguito a splicing alternativo: l’isoforma a (945bp) che 

codifica per la proteina intera, l’isoforma b (903 bp) che presenta una delezione di 14 

aminoacidi nell’esone 5 e l’isoforma c (864bp) che presenta una delezione di 28 aminoacidi 

nell’esone 4 [108, 109]. 

 

5.2. Funzioni 

 

Sono molti i processi fisiologici e patologici in cui OPN sembra coinvolta: i movimenti e la 

migrazione delle cellule, il rimodellamento vascolare, il riassorbimento osseo, la regolazione 

della produzione di ossido nitrico (NO) e la formazione di metastasi tumorali [110, 111]. 

Inoltre, OPN è coinvolta nell’infiltrazione macrofagica e linfocitaria in risposta a diversi 

stimoli patologici in vivo, è espressa da istiociti nei granulomi di varia provenienza (inclusa 

tubercolosi e sarcoidosi) [112] ed è direttamente coinvolta nella formazione e nella 

calcificazione delle placche aterosclerotiche [113]. OPN si comporta da citochina favorendo 

le risposte di tipo Th1 e inibendo quelle di tipo Th2 [114-116]. 

Nel topo OPN, in presenza di lipopolisaccaride, induce da parte dei macrofagi la produzione 

di IL-12 ed inibisce la produzione di IL-10. Topi knock-out per OPN presentano una ridoota 

risposta di tipo Th1, legata ad una ridotta produzione di IL-12 e ad un’aumentata produzione 

di IL-10 [100, 114, 117-122]. 
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5.3. Ruolo nell’autoimmunità 

 

I ruoli svolti da OPN nello sviluppo di autoimmunità nell’uomo sono molteplici: OPN 

stimola, infatti, i linfociti T a differenziarsi, proliferare e aumenta la loro espressione di INF-γ 

e CD40L con conseguente aumentata espressione di IL-12 da parte dei linfociti B [114]. 

Recentemente è stato dimostrato che OPN induce sopravvivenza dei linfociti T attivati, 

attraverso la regolazione dei fattori di trascrizione Foxo3a (forkhead box O3) e NFkB 

(nuclear factor-kappa B) [123].  

Lo studio svolto su topi transgenici che producono elevati livelli di OPN (OPN+/+) ha 

evidenziato un accumulo nella cavità peritoneale di linfociti B1, ipergammaglobulinemia e 

produzione di autoanticorpi anti-DNA [124]. 

Il possibile ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni è suggerito da varie osservazioni. Ad 

esempio le lesioni di pazienti SM presentano elevati livelli di OPN e topi knock-out per OPN 

sviluppano una forma attenuata di EAE (encefalomielite autoimmune sperimentale), modello 

sperimentale della SM, rispetto al topo wild-type [123, 125, 126]. Nell’AR l’espressione di 

OPN è elevata nei fibroblasti, nei macrofagi e nei liquidi sinoviali, dove inibisce la 

produzione di NO e prostaglandina E2; inoltre il topo knock-out per OPN è relativamente 

protetto dall’AR [127]. 



 39 

SCOPO GENERALE DELLA TESI 

 

Scopo di questa tesi era l’identificazioni di nuovi fattori genetici predisponenti per ALPS e di 

valutare il ruolo di questi fattori nello sviluppo di T1DM.  

La ricerca di nuovi fattori genetici è partita dalla iniziale osservazione di un paziente con 

ALPS-Ia che era portatore di una mutazione eterozigote nel gene di Fas e di una seconda 

mutazione eterozigote nel gene di perforina [128]; il fatto che le due mutazioni erano state 

ereditate da genitori distinti, entrambi sani, suggeriva che la loro co-trasmissione al figlio 

avesse avuto un ruolo nello sviluppo dell’ALPS. L’interesse del dato era aumentato dal fatto 

che mutazioni bialleliche nel gene di perforina causano la FHL, che a sua volta presenta 

aspetti di linfoproliferazione [129, 130]. Questa osservazione ci ha spinto ad un’analisi 

sistematica del gene di perforina nei pazienti con ALPS/DALD per valutare se variazioni di 

questo gene possano avere un ruolo generale nello sviluppo di tale malattia (articolo 1). 

Poiché questo studio ha evidenziato che variazioni di PRF1 possono essere un fattore 

predisponente per lo sviluppo di ALPS/DALD, abbiamo poi valutato se esse possano anche 

favorire lo sviluppo di altre malattie autoimmuni come T1DM (articolo 2). Infine, dal 

momento che questo studio ha dimostrato che variazioni di PRF1 possono anche favorire lo 

sviluppo di T1DM, abbiamo valutato se la stesso effetto si verifichi anche per opera delle 

variazioni OPNhigh del gene di osteopontina (articolo 3), che abbiamo in passato associato 

allo sviluppo di ALPS/DALD. Quest’ultimo lavoro ha quindi dimostrato che, anche in questo 

caso, le viarianti OPNhigh predispongono anche allo sviluppo di T1DM.  
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ARTICOLO 1 

 

RIASSUNTO 

 

Perforina è una proteina coinvolta nella citotossicità cellulo-mediata, che rappresenta un 

meccanismo fondamentale per l’eliminazione delle cellule infettate da virus, ma è anche 

coinvolto nello spegnimento della risposta immunitaria attraverso l’uccisione di cellule 

immuni attivate. Mutazioni bialleliche di PRF1 causano la FHL, una malattia ereditaria 

caratterizzata da aspetti linfoproliferativi. Questo lavoro parte dall’osservazione di un paziente 

con ALPS-Ia che era portatore di una mutazione eterozigote nel gene di Fas e di una seconda 

mutazione eterozigote nel gene di perforina [128]; il fatto che le due mutazioni erano state 

ereditate da genitori distinti, entrambi sani, suggeriva che la loro co-trasmissione al figlio 

avesse avuto un ruolo nello sviluppo dell’ALPS. Per valutare se variazioni di PRF1 possano 

essere un generale fattore predisponente per lo sviluppo di ALPS/DALD, quando associate ad 

un difetto funzionale di Fas, il gene è stato sequenziato in 14 pazienti con ALPS, 28 con 

DALD e 816 controlli; sono state identificate due variazioni aminoacidiche: la sostituzione 

N252S è stata individuata in 2 pazienti ALPS e la sostituzione A91V in 6 pazienti DALD. La 

variazione N252S è risultata significativamente più frequente nei pazienti ALPS rispetto ai 

controlli (7.1% vs 0.1%; p=0.0016) conferendo un OR=62.7 (95% CI: 6-654.9); la variazione 

A91V è risultata significativamente più frequente nei pazienti DALD rispetto ai controlli 

(12.5 % vs 4.6%, p=0.016) conferendo un OR=3 (95% CI: 1.2-7.1). La co-presenza della 

variazione A91V e di variazioni OPNhigh conferiscono un OR=17 (p=0.0007) allo sviluppo 

della DALD. In un paziente portatore della sostituzione N252S è stato individuato un deficit 

di attività NK durante l’infanzia, deficit successivamente superato grazie all’attivazione di 
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qualche meccanismo compensatorio. I pazienti portatori della A91V mostrano un’attività NK 

ridotta rispetto ai controlli. 
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CONCLUSIONI 

 

Il sequenziamento di PRF1 in 14 pazienti con ALPS e 28 con DALD ci ha permesso di 

identificare due variazioni, N252S e A91V, entrambe in precedenza associate a FHL. La 

variazione N252S era più frequente nei pazienti con ALPS rispetto ai controlli (aumentando il 

rischio di sviluppare la malattia di circa 63 volte), mentre A91V era più frequente nei pazienti 

con DALD (aumentando il rischio di sviluppare la malattia di circa 3 volte). 

N252S cade in una regione di perforina detta MAC (Membrane-Attack Complex), che sembra 

essere critica per la formazione di pori nella membrana della cellula bersaglio, ma la sua 

rilevanza funzionale è dibattuta in quanto è stata associata ad una normale attività citotossica 

delle cellule NK [84, 88, 131, 132], cosa da noi confermata nei due pazienti con ALPS 

portatori di tale variazione. Tuttavia, osservazioni precedenti dimostravano che uno dei due 

pazienti aveva presentato un pregresso marcato deficit dell’attività NK durante la prima 

infanzia, poi normalizzatosi al momento della nostra osservazione. E’ pertanto possibile che 

N252S, o qualche altra variazione genica non nota ad essa associata, causi una riduzione della 

funzione NK nella prima infanzia, ma che il difetto sia successivamente superato grazie 

all’intervento di un qualche meccanismo compensatorio. 

Riguardo alla variazione A91V, dati in letteratura riportano un suo effetto funzionale legato 

all’alterazione della conformazione della proteina, che ne riduce la stabilità e ne aumenta la 

degradazione [73, 88, 131-133]. In accordo con questa osservazione i nostri pazienti con 

DALD portatori della variazione presentavano una ridotta attività NK.  

Questi dati suggeriscono che variazioni nel gene di perforina possono favorire lo sviluppo 

dell’ALPS/DALD quando si associano a una difettiva funzionalità di Fas (tutti i pazienti 

avevano infatti questo difetto funzionale). Lo studio di queste variazioni nelle famiglie dei 

pazienti ha dimostrato che l’associazione tra A91V e difettiva funzionalità di Fas non è però 
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sufficiente per favorire lo sviluppo della DALD, dal momento che alcuni familiari sani erano 

portatori di entrambe le alterazioni. Questa osservazione è anche valida per la variazione 

N252S in quanto Rieux-Laucat et al. hanno descritto un paziente con ALPS e il padre sano 

entrambi portatori sia di una mutazione in Fas sia di N252S in PRF1 [134].  

La tipizzazione del gene di OPN nei nostri pazienti ha poi dimostrato che il rischio di 

sviluppare DALD viene incrementato di 17 volte dalla co-presenza delle varianti geniche 

OPNhigh  e di A91V, ma nuovamente la combinazione di queste varianti geniche con il difetto 

di Fas non è sufficiente per indurre lo sviluppo della malattia, poiché tale combinazione era 

anche presente in alcuni familiari sani dei pazienti. 

In conclusione questo lavoro suggerisce che variazioni a carico di PRF1 possono agire da 

fattore di predisposizione per lo sviluppo di ALPS/DALD. Questa azione potrebbe essere 

legata al ruolo di perforina nello spegnimento della risposta immunitaria mediato dall’attività 

citotossica delle cellule NK, CTL, Tγδ e NKT indirizzata contro cellule immuni attivate. In 

presenza di difetti funzionali di Fas, un difetto, anche modesto, dell’attività di perforina 

verrebbe a inficiare un importante meccanismo di compenso del difetto di Fas. E’ degno di 

nota che anche le varianti OPNhigh del gene di osteopontina potrebbero favorire lo sviluppo di 

ALPS/DALD con un meccanismo analogo, in quanto esse determinano la produzione di 

elevati livelli di osteopontina che è in grado di inibire la activation-induced cell death 

(AICD), che rappresenta un ulteriore meccanismo di spegnimento della risposta immunitaria 

che può compensare il difetto di Fas. 
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ARTICOLO 2 

 

RIASSUNTO 

 

In passato il nostro laboratorio ha dimostrato che difetti ereditari della funzionalità di Fas non 

sono solo la causa dell’ALPS/DALD, ma sono anche coinvolti nello sviluppo di malattie 

autoimmuni comuni, tra cui il T1DM [18, 21, 23-25, 127]. Nel T1DM circa il 20% dei 

pazienti manifesta una ridotta funzionalità di Fas, ma tale percentuale cresce al 70% nei 

pazienti che presentano T1DM associato a una seconda malattia autoimmune [25, 128, 129]. 

L’osservazione che anche i genitori di questi pazienti presentano una ridotta funzionalità di 

Fas suggerisce che il difetto abbia basi ereditarie. Poiché questi pazienti non presentano 

mutazioni a carico dei geni di Fas, FasL e caspasi-10, è possibile che il loro difetto genetico 

sia simile a quello dei pazienti con ALPS-III. 

Questa analogia con ALPS ci ha quindi indotto a valutare se anche variazioni di PRF1 

possano predisporre al T1DM oltre che all’ALPS.  Abbiamo tipizzato le variazioni N252S e 

A91V di PRF1 in una prima popolazione di 352 pazienti T1DM e 816 controlli e in una 

successiva seconda popolazione di 365 pazienti e 964 controlli. La frequenza di N252S è 

risultata significativamente più elevata nei pazienti rispetto ai controlli (popolazione 1: 1.3 vs 

0.1%; OR=10.55 95% CI=2.13-70.82; popolazione 2: 1.8 vs 0.7%; OR=2.67, 95% CI=1.16-

6.15), mentre le frequenze di A91V erano simili nei pazienti e controlli. Per valutare il 

possibile coinvolgimento di altre variazioni, abbiamo poi sequenziato l’intera porzione 

codificante di PRF1 in 200 pazienti e 300 controlli. Questa analisi ha identificato una nuova 

sostituzione aminoacidica, P477A, presente in un singolo paziente e assente nei controlli. Le 

due variazioni presenti nei pazienti sembrano causare una riduzione dell’attività NK, in 

quanto questa è risultata difettiva in tre bambini eterozigoti per la N252S analizzati nella 
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prima infanzia, in un soggetto adulto omozigote per N252S e nel paziente portatore della 

nuova mutazione P477A. 
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CONCLUSIONI 

 

Mutazioni bi-alleliche del gene di perforina sono associate al 40% dei casi di FHL, rara 

immunodeficienza congenita. Inoltre, due variazioni monoalleliche di perforina, l’A91V e 

l’N252S, agiscono da fattori predisponesti all’ALPS/DALD (articolo 1). Questo lavoro 

mostra che variazioni in perforina possono rappresentare fattori di suscettibilità anche allo 

sviluppo T1DM. In particolare, la sostituzione N252S è risultata associata al T1DM in quanto 

la sua frequenza allelica è significativamente più elevata in due popolazioni indipendenti di 

pazienti rispetto ai controlli, incrementando il rischio di sviluppare la malattia di circa 4 volte. 

Nell’articolo 1 abbiamo descritto un paziente con ALPS, eterozigote per la variazione 

N252S, che mostrava un deficit nell’attività NK all’età di 3 e 5 anni, seguita da una 

normalizzazione all’età di 12 anni. Per questo motivo avevamo ipotizzato che la variazione 

N252S in eterozigosi potesse determinare una diminuzione dell’attività NK evidente solo 

nella prima infanzia. I nuovi dati riportati in questo lavoro sui pazienti con T1DM sostengono 

questa ipotesi in quanto riscontrano una ridotta funzionalità NK in tre bambini eterozigoti per 

N252S analizzati durante la prima infanzia. L’osservazione che l’attività NK era anche ridotta 

in un soggetto adulto omozigote per N252S conferma il possibile effetto di questa variazione 

sull’attività NK. Variazioni che alterano l’attività NK durante l’infanzia potrebbero essere 

importanti in una malattia come il T1DM, nella quale l’aggressione autoimmune delle cellule 

β avviene generalmente proprio in questo periodo di vita. 

Questo lavoro descrive inoltre una nuova sostituzione nucleotidica del gene di perforina, 

C1429G, in un singolo paziente. Questa variazione determina, a livello proteico, la 

sostituzione della prolina in posizione 477 con una alanina (P477A) e non è mai stata desctitta 

né in soggetti sani né in pazienti con FHL. La posizione della variazione all’interno del 

dominio C2 C-terminale di perforina suggerisce una sua possibile rilevanza funzionale, 
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poichè questo dominio gioca un ruolo cruciale nel legame Ca2+-dipendente di perforina alla 

membrana della cellula bersaglio, prima fase dell’attività membrano-litica di perforina [73][73][73][73]. 

In effetti i nostri dati funzionali confermano che il portatore di questa variazione presentava 

una ridotta attività NK associata ad una normale espressione della proteina. Questa 

osservazione suggerisc che, oltre alla mutazione N252S, anche altre variazioni di perforina 

potrebbero favorire lo sviluppo del T1DM e che pertanto l’effetto di predisposizione globale 

delle variazioni di perforina nello sviluppo del T1DM potrebbe essere superiore rispetto a 

quello calcolato per la sola N252S. 

La predisposizione alla malattia mediata dalle variazioni di PRF1 sembra richiedere la 

concomitante presenza degli alleli HLA noti per essere associati allo sviluppo del T1DM, 

tuttavia la dipendenza dall’HLA sembra inferiore rispetto a quella osservata nei soggetti con 

PRF1 wild type. Infatti il 78% dei pazienti portatori delle variazioni di PRF1 è anche 

portatore di alleli di suscettibilità MHC, contro il 91% dei pazienti con PRF1 wild type. 

Nessuna differenza è stata individuata tra i pazienti portatori delle variazioni di PRF1 e gli 

altri pazienti dal punto di vista dell’età di insorgenza della malattia o presenza di una seconda 

malattia autoimmune. 

Nel complesso questi dati indicano che variazioni nel gene di perforina possono rappresentare 

fattori di predisposizione allo sviluppo del T1DM. Difetti in perforina potrebbero da un lato 

ridurre la capacità del sistema immunitario di eliminare le infezioni virali (favorendo così il 

mimetismo molecolare), dall’altro determinare un difettivo meccanismo di spegnimento della 

risposta immunitaria. 
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ARTICOLO 3 

 

RIASSUNTO 

 

In passato il nostro laboratorio ha identificato un’associazione tra varianti polimorfiche di 

OPN, alti livelli sierici della proteina e suscettibilità allo sviluppo di ALPS/DALD. E’ stato 

dimostrato che quattro polimorfismi, 282T>C (rs4754) e 750C>T (rs11226616) nell’esone 6, 

1083A>G (rs1126772) e 1239A>C (rs9138) nel 3'UTR, formano tre combinazioni 

aplotipiche: aplotipo-A (282T-750C-1083A-1239A), aplotipo-B (282C-750T-1083A-1239C) 

e aplotipo-C (282C-750T-1083G-1239C). Il mRNA dell’aplotipo-A risulta meno stabile 

rispetto ai mRNA degli aplotipi-B o -C; i soggetti portatori degli aplotipi-B o -C (genotipi 

OPNhigh)presentano livelli sierici di OPN significativamente superiori rispetto ai soggetti 

omozigoti per l’aplotipo-A (genotipo OPNlow); infine, i soggetti portatori di questi genotipi 

OPNhigh presentano un rischio 8 volte più elevato di sviluppare ALPS rispetto ai portatori del 

genotipo OPNlow [135]. Studi successivi hanno poi osservato che i genotipi OPNhigh 

predispongono anche, in minor misura, allo sviluppo di SM [125] e LES [136], aumentando 

il rischio di malattia di circa 1.5 volte rispetto ai portatori del genotipo OPNlow.  

Scopo di questo lavoro è stato di valutare il ruolo dei genotipi OPNhigh nella suscettibilità al 

T1DM. Abbiamo tipizzato la variazione +1239 A/C del gene di OPN, in grado di distinguere 

le varianti OPNhigh (+1239C) da quelle OPNlow (+1239A) in una prima popolazione di 184 

pazienti T1DM e 361 controlli, e una successiva seconda popolazione di 513 pazienti e 857 

controlli. In entrambe le popolazioni, la frequenza di soggetti portatori dell’allele +1239C 

(eterozigoti e omozigoti) è risultata significativamente più elevata nei pazienti rispetto ai 

controlli (popolazione 1: 39 vs 29%; OR=1.90, 95% CI=1.30-2.78; popolazione 2: 34 vs 

28%; OR=1.54, 95% CI=1.23-1.94). L’analisi clinica non ha individuato nessuna differenza 
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tra i pazienti portatori o non portatori dell’allele +1239C in termini di sesso ed età 

d’insorgenza della malattia. 
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CONCLUSIONI 

 

In passato il nostro laboratorio ha descritto l’associazione dei genotipi OPNhigh del gene di 

OPN con lo sviluppo di ALPS [135], SM [125] e LES [136]. Tali polimorfismi determinano 

un’aumentata produzione della proteina, citochina coinvolta sia nella risposta immune cellulo-

mediata che nell’inibizione dell’apoptosi linfocitaria.  

Questo lavoro dimostra che questi stessi genotipi possono essere anche coinvolti nello 

sviluppo di T1DM, almeno nella popolazione italiana. Infatti, la frequenza dei genotipi OPN 

high è risultata essere significativamente più alta in due popolazioni di pazienti T1DM rispetto 

ai controlli, aumentando il rischio di sviluppare la malattia di circa 1,6 volte.  

L’effetto dei genotipi OPNhigh sullo sviluppo di T1DM potrebbe essere diretto, incrementando 

i livelli di OPN grazie ad una maggiore stabilità degli mRNA codificati dagi aplotipi –B e -C. 

Tuttavia non possimao escludere un effetto indiretto legato al linkage disequilibrium (LD) di 

questi polimorfismi con altre variazioni geniche. In accordo con tale possibilità, il gene di 

OPN si trova in un “blocco di LD” contenente diversi altri polimorfismi. Il polimorfismo 

+1239C da noi studiato mostra un alto LD con 3 polimorfismi presenti nel nostro aplotipo e 

con altri 9 marcatori vicini alla porzione 3’UTR di OPN contenuti nello stesso blocco. Inoltre, 

uno studio recente che ha analizzato 3 SNPs nel promotore di OPN ha dimostrato 

un’associazione significativa con il polimorfismo -66 T/G [137], che si trova in LD 

significativo con la posizione +1239 (D’=0.9, r2=0.14) [136]. 

E’ rilevante ricordare che recenti lavori di genome wide analysis effettuati su vasti, ma 

eterogenei campioni di pazienti con T1DM, non hanno evidenziato nessuna associazione con 

marcatori nel gene di OPN. Questa discrepanza suggerisce che queste varianti del gene 

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

 

Questa tesi dimostra che polimorfismi nei geni di perforina, molecola effettrice coinvolta nel 

sistema di immunoregolazione e osteopontina, citochina proinfiammatoria coinvolta nella 

risposta Th1, agiscono da fattori predisponesnti all’insorgenza di due malattie autoimmuni: 

l’ALPS (articolo 1) e il T1DM (articoli 2, articolo 3). La prima è una malattia rara che 

insorge in età pediatrica ed è caratterizzata da un difetto nell’apoptosi Fas-mediata, la 

seconda, piu frequente, insorge anch’essa in età pediatrica ed è caratterizzata dalla distruzione 

delle cellule β mediata dai CTL. 

L’ articolo 1 mostra come variazioni nel gene di perforina possono favorire lo sviluppo 

dell’ALPS/DALD quando si associano a una difettiva funzionalità di Fas; infatti, il 

sequenziamento di PRF1 in 14 pazienti con ALPS e 28 con DALD, ci ha permesso di 

identificare due variazioni, N252S e A91V, entrambe in precedenza associate a FHL: la 

variazione N252S era più frequente nei pazienti con ALPS rispetto ai controlli (aumentando il 

rischio di sviluppare la malattia di circa 63 volte), mentre A91V era più frequente nei pazienti 

con DALD (aumentando il rischio di sviluppare la malattia di circa 3 volte).  

La variazione N252S è risultata essere associata anche allo sviluppo del T1DM (articolo 2), 

in quanto la sua frequenza allelica era significativamente più elevata in due popolazioni 

indipendenti di pazienti rispetto ai controlli. 

Se nell’ALPS la variazione N252S conferisce un rischio aumentato di circa 63 volte di 

sviluppare la malattia, tale valore si riduce a circa 4 volte nel T1DM. Questa differenza 

potrebbe essere dovuta all’alto background genetico che caratterizza i pazienti affetti da 

ALPS e che quindi potrebbe determinare un aumento dell’effetto della variazione N252S. 

Questo spiegherebbe anche l’associazione della sostituzione A91V con pazienti DALD che 

non si riscontra invece nel T1DM. 
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Il ruolo funzionale della variazione N252S è ampiamente dibattuto in letteratura, in quanto la 

variazione cade nel MAC di perforina, regione che sembra essere critica per la formazione di 

pori nella membrana della cellula bersaglio, ma è stata associata ad una normale attività 

citotossica delle cellule NK [84, 88, 131, 132]. Tuttavia, in un paziente ALPS portatore della 

variazione abbiamo individuato un deficit di attività NK durante l’infanzia, deficit 

successivamente superato grazie all’attivazione di qualche meccanismo compensatorio 

(articolo 1). Per questo avevamo ipotizzato che la variazione N252S in eterozigosi potesse 

determinare una diminuzione dell’attività NK evidente solo nella prima infanzia. I nuovi dati 

riportati nell’articolo 2 sui pazienti con T1DM sostengono questa ipotesi in quanto 

riscontrano una ridotta funzionalità NK in tre bambini eterozigoti per N252S analizzati 

durante la prima infanzia. L’osservazione che l’attività NK era ridotta anche in un soggetto 

adulto omozigote per N252S conferma il possibile effetto di questa variazione sull’attività 

NK. Variazioni che alterano l’attività NK durante l’infanzia potrebbero essere importanti in 

una malattia come il T1DM, nella quale l’aggressione autoimmune delle cellule β avviene 

generalmente proprio in questo periodo di vita. 

Il sequenziamento dell’intera porzione codificante di perforina in 200 pazienti T1DM e 300 

controlli ha permesso l’identificazione di una nuova mutazione in un paziente, P477A, 

variazione mai descritta né in soggetti sani né in pazienti con FHL (articolo 2). L’analisi 

funzionale della P477A ha rilevato una ridotta attività NK nel soggetto portatore della 

variazione associata ad una normale espressione della proteina. Questa osservazione 

suggerisce che, oltre alla mutazione N252S, anche altre variazioni di perforina potrebbero 

favorire lo sviluppo del T1DM e che pertanto l’effetto di predisposizione globale delle 

variazioni di perforina nello sviluppo del T1DM potrebbe essere superiore rispetto a quello 

calcolato per la sola N252S. 
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In passato il nostro laboratorio ha descritto l’associazione dei genotipi OPNhigh del gene di 

OPN con lo sviluppo di ALPS [135], SM [125] e LES [136]. Tali polimorfismi determinano 

un’aumentata produzione della proteina, citochina coinvolta sia nella risposta immune cellulo-

mediata sia nell’inibizione dell’apoptosi linfocitaria.  

La tipizzazione del gene di OPN nei nostri pazienti ha dimostrato che il rischio di sviluppare 

DALD viene incrementato di 17 volte dalla co-presenza delle varianti geniche OPNhigh  e della 

variazione A91V di perforina (articolo 1); inoltre, questi stessi genotipi possono essere anche 

coinvolti nello sviluppo di T1DM, almeno nella popolazione italiana. Infatti, la frequenza dei 

genotipi OPN high è risultata essere significativamente più alta in due popolazioni indipendenti 

di pazienti T1DM rispetto ai controlli, aumentando il rischio di sviluppare la malattia di circa 

1,6 volte (articolo 3).  

Nel complesso i dati riportati nei tre lavori presentati in questa tesi indicano che variazioni nei 

geni di perforina e osteopontina possono rappresentare fattori predisponenti allo sviluppo di 

ALPS/DALD e di T1DM. Difetti in perforina potrebbero da un lato ridurre la capacità del 

sistema immunitario di eliminare le infezioni virali (favorendo così il mimetismo molecolare), 

dall’altro determinare un difettivo meccanismo di spegnimento della risposta immunitaria. 

Anche le varianti OPNhigh del gene di osteopontina, mediante la produzione di elevati livelli 

della proteina che inibiscono la activation-induced cell death (AICD), potrebbero inficiare il 

meccanismo di spegnimento della risposta immunitaria risultando quindi fattori di 

predisposizione all’autoimmunità. 
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