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RIASSUNTO

Le malattie autoimmuni sono dovute all'inefficienza all'inattivazione dei normali
meccanismi di mantenimento della tolleranza verself da parte del sistema immunitario.
Sono malattie multifattoriali che si sviluppano soggetti geneticamente predisposti in
seguito all’azione di fattori scatenanti di tipo l@entale. Questa suscettibilita include geni
codificanti molecole coinvolte nell’attivazione terisposta immunitaria (come le molecole
MHC) o nel suo controllo (come geni che codificaper citochine o per molecole
costimolatorie) e molecole coinvolte nelle risposteettrici. Ulteriori geni possono essere
quelli coinvolti nello spegnimento della rispostamunitaria, importanti per ricomprimere la
popolazione di linfociti espansi nel corso dellgpasta immunitaria stessa, riducendo cosi |l
rischio di autoimmunita dovutaaossreazione tra antigeselfe nonself

Una delle malattie in cui € maggiore I'evidenza deinvolgimento di difetti genetici a
carico dello spegnimento della risposta immunitaga la Sindrome Autoimmune
Linfoproliferativa (ALPS), causata da difettiva fianalitd del recettore di morte Fas e
caratterizzata dall’accumulo di linfociti negli @ng linfatici secondari, da autoimmunita
ematologiche ed espansione dei linfociti T TaBRpositivi doppi negativi (DN) per CD4 e
CDS8; questa espansione € assente in una varialtaentidattia detta Malattia Autoimmune
Linfoproliferativa di Dianzani (DALD). Sebbene I'ARS sia causata generalmente da
mutazioni a carico del gene di Fas, la penetramzampleta di queste mutazioni ha
permesso di identificare altri geni le cui variagipossono favorire un substrato genetico per
lo sviluppo della malattia. Ad esempio, e stato abitrato che lo sviluppo della malattia e

favorito da due varianti nucleotidiche (A91V e NZH2del gene di perforinaPRFJ)



attraverso diversi meccanismi mediati da una rimheidell’efficienza dellecitotossicita
cellulo-mediata.

Le alterazioni che causano o favoriscono lo svilugel’ALPS possono anche essere
coinvolte nello sviluppo di malattie autoimmuni coni

Infatti, difetti funzionali di Fas sono stati osgati anche in una frazione di pazienti con
Sclerosi Multipla (SM), Diabete Mellito di Tipo IT'{DM), malattie autoimmuni tiroidee e
Polineuropatia Demielinizzante Infiammatoria Cr@ni¢CIDP). Scopo di questa tesi e
l'identificazione di ulteriori fattori genetici pdésponenti per 'ALPS e valutare il ruolo di
altri geni nello sviluppo della SM. I risultati ham permesso di identificare in variazioni del
gene di perforinaRRF1) un nuovo fattore predisponente per la SM e densse che

variazioni del gene ddAPsono anche coinvolte nello sviluppo dellALPS.

v" Ruolo di PRF1 in SM Perforina & una proteina coinvolta nella citoim&s cellulo-
mediata, che rappresenta un meccanismo fondamepégld’eliminazione delle
cellule infettate da virus, ma e anche coinvoltdonspegnimento della risposta
immunitaria attraverso l'uccisione di cellule immattivate. Mutazioni bi-alleliche
di PRF1 causano la Linfoistiocitosi Emofagocitica Fami#iar(FHL), una
immunodeficienza ereditaria a carico della citawss cellulo-mediata, che si
accompagna ad aspetti linfoproliferativi. Studiqga@enti hanno dimostrato come due
variazioni nucleotidiche (A91V e N252S), di periséufficienti a causare la FHL2,
possano agire come fattori predisponenti per llugpd dellALPS. Queste premesse
ci hanno indotto a valutare il ruolo BRF1anche in altre malattie autoimmuni come
la SM. L'intera porzione codificante 8RF1é stata sequenziata in 190 pazienti SM
e 268 controlli, identificando le variazioni nucletiche A91V e N252S in entrambi i
gruppi e sei nuove mutazioni (C999T, G1065A, G14288620G, G719A, C1069T)

solo nei pazienti. Nel loro insieme, la frequenzieliaa di queste variazioni e



risultata essere maggiore nei pazienti rispetto ahecontrolli (17% vs 9%, p =
0.0016), conferendo un aumento di circa due voke rischio di sviluppare la
malattia (OR = 2.06, 95% CI: 1.13-3.77). Poich&daazione A91V risultava gia da
sola essere piu frequente nei pazienti che neira@bn7.6% vs 4.3%, p = 0.044),
abbiamo valutato la sua frequenza in una seconplalgione di 966 pazienti e 1.520
controlli. | risultati ottenuti hanno mostrato clee frequenza allelica del’A91V é
significativamente piu alta nei pazienti rispetto cantrolli anche nella seconda
popolazione (7.5% vs 5.8%, p = 0.019). L'OR conéerla A91V calcolato nel
gruppo complessivo di 1156 pazienti e 1788 contmlrisultato essere di 1.38

(95%CI1=1.10-1.74).

v Ruolo di SAP nellALPS.SAPe¢ un adattatore molecolare coinvolto nella trasmhezdel
segnale e nell’attivazione dei linfociti. Il suorgee localizzato sul cromosoma X e sue
mutazioni causano la sindrome di Duncan (XLP: Xt lymphoproliferative disease),
immunodeficienza ereditaria, caratterizzata da ulif@ttosa risposta immune nei
confronti dell’infezione da EBV (Epstein Barr Vijusn conseguenza di una ridotta
attivazione delle cellule natural killer (NK). Dati letteratura hanno suggerito cBAP
possa anche essere coinvolto in alcune malattieimanmtuni. In particolare e stato
dimostrato che nel modello murino dellALPS rapgmsto dai topi MRIpr, causato da
mutazioni omozigoti del gene di Fas, la gravitdalelalattia € notevolmente ridotta da
mutazioni deleterie a carico del geneSAP Questi dati ci hanno indotto a studiare il
gene diSAP in pazienti affetti da ALPS o DALD. La regione dspondente al
promotore di SAPé stata sequenziata in 41 pazienti con ALPS o DALREB5 controlli;
sono stati identificati tre polimorfismi a singalacleotide (SNPs), -631 A/G, -494 A/IG e
-346 C/T, localizzati nel promotore del gene etietso linkage disequilibrium tra loro.

Una analisi in silico, ha evidenziato come l'alleld46C puo essere un sito di



metilazione. Questpossibilita & stata confermata attraverso il metdelta PCR (MSP)
ed esperimenti condotti in RealTime PCR hanno evi@dto una maggior espressione del
MRNA di SAP nei soggetti portatori dell’allele -346T (sito nometilabile) rispetto ai
portatori di -346C (sito metilabile). Lallele -3%6e risultato significativamente piu
frequente nei pazienti con ALPS o DALD rispettacantrolli (57% vs 37%; p=0.00036)
conferendo un OR=2.30 (95% CI: 1.43-3.72). Suddntb la popolazione per sesso si
evidenzia come questa differenza sia prevalentareearico dei soggetti maschi (67%

vs 36%; p=0.0035) nei quali -346T conferisce un QB8 (95% CI: 1.44-8.68).

Nel complesso questi risultati dimostrano che vwid nei geni diPRF1e SAPagiscono

come fattori di predisposizione allo sviluppo de&lsl e del’ALPS.
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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI

ALPS: Sindrome autoimmune linfoproliferativa
AR:Artrite reumatoide

DALD: Malattia Autoimmune Linfoproliferativa di Diazani
DN: Doppi negativi

EAE: Encefalomielite sperimentale autoimmune
EBV: Virus di Epstein Barr

FHL: Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare
GAPDH: Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi
HLA:Antigeni leucocitari umani

IL: Interleuchina

MAG: Glicoproteina associata alla mielina
MHC:Complesso maggiore di istocomeéatibilita
OPN: Osteopontina

PBMC: Cellule mononucleate del sangue periferico
PHA: Fitoemoagglutinina

PLP: proteina proteo lipidica

PP:Sclerosi Multipla Primariamente Progressiva
PRF1:Perforina

RR: Sclerosi Multipla Remittente

SAP:Proteina associata a SLAM

SH2D1A:Src Homology 2 Domain 1A containing protein
SLAM: Signalling lymphocyte activation molecule
SM: Cclerosi multipla

SP:Sclerosi Multipla Secondariamente Progressiva
T1DM: diabete mellito di tipo 1

TCR: recettore dei linfociti T

XLP: Malattia linfoproliferativa associata al croswna X
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INTRODUZIONE

1. AUTOIMMUNITA’

1.1 Eziologia e patogenesi delle malattie autoimimun

Agli inizi del *900 Paul Ehrich propose che il gista immunitario poteva reagire in modo
errato dirigendo il proprio attacco contro antigaatologhi éelf) invece che contro antigeni
estranei e producesse danni tissytalorrors autotopicus”).

Oggi sappiamo che i sistemi di tolleranzasalf che normalmente proteggono ciascun
individuo dai linfociti potenzialmente autoreatfiypossono in certi casi fallire. Questi
fallimenti portano allo sviluppo di una rispostajppropriata del sistema immunitario contro
tessutiself fenomeno dettautoimmunita.

Negli anni '60 si riteneva che tutti i linfociti #uweattivi fossero eliminati durante la
maturazione linfocitaria e che le malattie autoimmi@ssero l'inevitabile conseguenza di
errori nel processo di delezione delle cellule grdtiive negli organi linfatici primari.

A partire dalla fine degli anni '70 sono state e numerose evidenze sperimentali in
contrasto con questo modello. Infatti, linfociti taneattivi maturi circolanti sono
normalmente presenti nei soggetti sani normali.

Poiché la presenza di queste cellule non porta itad@imente allo sviluppo di
manifestazioni autoimmuni, la loro attivith devese&® regolata attraverso meccanismi
tollerogenici attivi in periferia. L'alterazione diquesti meccanismi pu0 portare
all'attivazione di cloni di linfociti autoreattivé@ al conseguente sviluppo di reazioni umorali

o cellulari contro antigerselt
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Numerosi dati indicano che le malattie autoimmuonc malattie multifattoriali che si
sviluppano in soggetti geneticamente predisposseqguito all'azione di fattori scatenanti di

tipo ambientale.

1.2 Fattori Ambientali

In molti casi i fattori scatenanti che determindmmassaggio da una potenziale autoreattivita

alla malattia autoimmune sono gli agenti infettspesso di tipo virale.

Le infezioni possono scatenare la malattia attissovgari meccanismi:

1) La presenza negli agenti infettivi di antigeni dinad antigeniself (fenomeno del
“mimetismo molecolare”) puo determinare una “crosazione” contro ilself da
parte della risposta anti-agente infettivo dopo ghest’ultimo é stato eliminato.

2) Linfezione pud danneggiare i tessuti causando ilzerdzione di antigeni
normalmente sequestrati, che non sono mai stdtidat sistema immunitario e che
sono quindi erroneamente riconosciuti come selh

3) Infine il processo inflammatorio cronico locale @stato dall'infezione nel tessuto,
determina produzione di citochine e I'attivazioredl@ cellule presentanti I'antigene
(APC) aumentandone la capacita di presentare gigeam (self e non self e le
capacita costimolatorie; la presenza di questo emtdiipereattivo potra permettere
l'attivazione di linfociti T autoreattivi che noni sarebbero mai attivati in un
contesto immunnologicamente a riposo.

| meccanismi appena descritti non sono mutualmestéusivi, ma intervengono insieme e
probabilmente cido determina il fenomeno conosciatime epitope spreading molto

frequente nelle malattie autoimmuni. Infatti nefsm della malattia, si passa da una fase

13



iniziale, dove la risposta immune e diretta veracsingolo epitopo di una proteisalf ad
una risposta autoimmune piu vasta indirizzata sraos epitopi diversi della stessa proteina
sia verso proteine diverse (“espansione epitopica”)

Dal punto di vista clinico le malattie autoimmuiaigsono essere divise in due grandi categorie:
guelle organo-specifiche come la Sclerosi Mult{@#1), il Diabete mellito di Tipo 1 (T1DM),

la tiroidite di Hashimoto, e quelle sistemiche cairaipus Eritematoso Sistemico (LES) e la
Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS).

Nelle malattie autoimmuni organo-specifiche, Igposta immunitaria € diretta contro un
antigene bersaglio espresso selettivamente dartonargano, per cui le manifestazioni della
malattia sono in gran parte limitate ad esso. Nabdattie autoimmuni sistemiche la risposta
e diretta contro antigeni bersaglio espressi inenasi tessuti e coinvolge quindi piu organi e
tessuti.

Dal punto di vista del meccanismo immuno-patogepnetie malattie autoimmuni possono
essere mediate da anticorpi oppure da cellule.

Le prime comprendono malattie come le emocitopanteimmuni, causate da autoanticorpi
contro vari tipi di cellule del sangue, oppure B$, causato dalla deposizione in vari tessuti
di immunocomplessi formati principalmente da amficacontro complessi DNA-istoni o
RNA-ribonucleoproteine e i rispettivi autoantigeRianno parte di questa categoria anche
alcune malattie autoimmuni organo-specifiche caudat autoanticorpi capaci di esercitare
un’attivita agonista o antagonista sull'organo aglie; ad esempio nel morbo di Graves-
Basedow anticorpi anti-recettore del TSH causangenfunzione tiroidea, mentre nella
miastenia grave anticorpi contro il recettore @ektilcolina inibiscono la trasmissione

dellimpulso neuromuscolare.

Le malattie autoimmuni cellulo-mediate sono unaegatia in continua crescita e sono

mediate principalmente da linfociti T helper didif (TH1), caratterizzati dalla produzione
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delle citochine proinflammatorie IL-2, IFNe Linfotossina, e da linfociti T citotossici
(CTL). Esempi di questo tipo di malattie autoimmgoino il TLDM oppure la SM in cui i
linfociti TH1 e CTL aggrediscono rispettivamenteckdlule B del pancreas e la mielina del
sistema nervoso centrale. In queste malattie seressspesso anche la produzione di
autoanticorpi, che sono considerati utili marcatteilo sviluppo della malattia, ma questi
sarebbero conseguenza del fenomenoegetbpe spreading avrebbero un modesto ruolo

patogenetico.

1.3 Predisposizione genetica

Molte malattie autoimmuni presentano un certo grddéamiliaritd. Questo ha indotto lo
svolgimento di una enorme mole di studi volti aimie¢ i fattori genetici coinvolti nel loro
sviluppo. Nel loro complesso i dati ottenuti disaga il quadro tipico delle malattie
multifattoriali in cui un insieme di geni diversogsono influire nella suscettibilita genetica
allo sviluppo della malattia, che richiede comuntjneluzione da parte di fattori scatenanti.
Molti studi genetici hanno evidenziato I'associamostatistica di malattie autoimmuni con
particolari polimorfismi di specifici geni, ovver® stato dimostrato che una certa malattia
autoimmune € piu frequente nei portatori di un eteato allele di un certo gene. Tuttavia
spesso non e chiaro se questi geni siano coirdiodtitamente nello sviluppo della malattia
oppure se lI'associazione statistica sia legatananfieni dilinkage disequilibriumovvero al
fatto che quell’allele si associa frequentementeiagbarticolare allele di un altro gene non
noto, posto per lo piu in vicinanza al primo e switto nella genesi della malattia.

Nel complesso, i fattori genetici che sono statsoasti con maggiore certezza

all'autoimmunita e la cui base biologica sia stditmostrata in modo soddisfacente sono il
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sesso e l'aplotipo HLA (human leukocyte antigenS)questi si sono piu recentemente

affiancati fattori genetici in grado di controlldeespegnimento della risposta immunitaria.

1.3.1 Associazione col sesso

Numerose malattie autoimmuni hanno un diversa fega nel sesso femminile e in quello
maschile. Molte di esse, come il LES, la miastamave, la SM e la sindrome di Sjogren,
sono molto piu frequenti nelle femmine piuttostee atei maschi. Viceversa la spondilite
anchilosante é piu frequente nei maschi. | motivijuesta diversa suscettibilitd non sono
noti con certezza, ma e probabile che un ruoloralensia giocato dagli ormoni sessuali.

Non e chiaro se gli ormoni sessuali steroidei afibian’azione diretta sui linfociti, tuttavia
guesta possibilita & suggerita dal fatto che atiroidi, come il cortisone, hanno un effetto
molto potente. Inoltre altri ormoni espressi diffietemente nel maschio e nella femmina,
come la prolattina, hanno effetto sui linfocitinee dimostrato dal fatto che il recettore per la
prolattina € espresso dai linfociti sia T sia Bhe ¢a loro risposta a stimoli di attivazione é
modulata in vitro da questo ormone.

E’ noto che gli ormoni sessuali modulano notevoltaeda risposta immunitaria durante la
gravidanza indirizzando prevalentemente la rispast@mune verso risposte di tipo TH2.
Questo presenta due vantaggi: 1) favorisce le stepanticorpali di tipo IgG, che sono
protettive per il feto dal momento che le IgG saper la barriera placentare; 2) riduce le
risposte cellulo-mediate che potrebbero invece edigg la placenta, che € un orgammn
self In effetti alcune forme di aborto precoce ricateesono state attribuite ad una eccessiva

risposta TH1 o CTL contro la placenta che € unmogen self
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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 TH1)pmla SM e l'artrite reumatoide (AR).

E’ quindi possibile che la diversa reattivita imnitaria condizionata dai diversi livelli di
ormoni sessuali possa essere un fattore in graddlaénzare I'innesco e I'evoluzione della

risposta autoimmune nei maschi e nelle femmine.

1.3.2 Associazione con alleli HLA

Il pit noto fattore genetico di predisposizioneeatialattie autoimmuni € rappresentato dagli
alleli HLA. L’'associazione € in genere con allelindolecole HLA di classe Il, anche se in
alcuni casi € stata descritta 'associazione coleoate di classe |. Ad esempio, il rischio di
sviluppo di T1DM é circa 20 volte maggiore in sotigehe esprimono HLA-DR3 e DR4,
rispetto a soggetti che esprimono altri alleli; deobabilita di sviluppare SM e 5 volte
maggiore nei portatori di DR2; quella di sviluppanéstenia grave e 5 volte maggiore nei
portatori di DR3. L'associazione piu stretta € pestata osservata nellapondilite
anchilosante il cui rischio di sviluppo € 90 volte superiore soggetti portatori della
molecola di classe | HLA-B27.

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

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

2.1. Autoimmunita e difetti genetici ereditari @dellunzione 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 spegremio della risposta immunitaria e nella
eliminazione di gran parte dei linfociti effettarine si sono espansi nel corso della risposta
stessa.

In questo modo si evita I'accumulo dei linfociti IFrganismo in conseguenza delle
successive risposte immunitarie cui va incontradiViduo nel corso della sua vita, e si
riduce il rischio che, una volta eliminato I'antige i linfociti attivati si indirizzino contro
antigeni self che presentino somiglianze con gli antigeon self eliminati. E’ pertanto
intuitivo che se questo sistema non funziona in encatretto si puo verificare un accumulo
di linfociti negli organi linfatici secondari e uaumentato rischio di sviluppare malattie

autoimmuni.

2.2. 1l modello dei topi MRL Ipr e gld

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

del gene di Fas (cromosoma 19) e di FasL (cromod9iiid.

Topi omozigoti per queste mutazioipr{lpr o gld/gld) sviluppano un quadro caratterizzato

da:
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i) linfoadenopatia, splenomegalia;
i) autoimmunita con ipergammaglobulinemia, produziode autoanticorpi,
glomerulonefrite, artrite, vasculite;
i) espansione policlonale in periferia di linfociti TCRaB" privi di CD4 e CD8
(propri dei Thelpere dei T citotossici, rispettivamente) e per questti “doppi
negativi” (DN). Essi sono bloccati allo stadiog-G; del ciclo cellulare e
probabilmente derivano da linfociti T maturi singabsitivi per CD4 o CD8.
Nei topilpr sono state identificate due possibili alteraziganetiche: una é causata da un
difetto di splicing e impedisce I'espressione in superficie di Fastémanelpr), l'altra
una mutazione puntiforme che colpisce la porziarteacitoplasmatica della molecola (il
Death Domaiiy che porta all'espressione di una molecola diiReapace di trasmettere il
segnale apoptotico alla cellula (mutazidme®). | topi gld sono invece caratterizzati da una
mutazione puntiforme a livello della porzione egitaplasmatica di FasL con conseguente
alterazione del sito di legame con s
Il nesso causale tra I'alterata funzione del sistéras/FasL e la malattia € stato confermato
dall’'osservazione che toginock-outper Fas sviluppano un quadro simile a quello dei t
Ipr e gld; inoltre, & possibile correggere il difetto nepitépr mediante I'espressione della

formawild typedi Fags[3].

2.3. La sindrome autoimmune linfoproliferativa

Nelluomo e stata descritta una malattia simile weliq dei topilpr o gld denominata

Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS)4-9], originariamente nota come
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Sindrome di Canale-Smith. La malattia si sviluppagenere in eta pediatrica e, come nei
topi lpr egld, é caratterizzata da:

i) ridotta funzionalita di Fas;

i) sviluppo di manifestazioni autoimmuni con assdoiaiz variabili di anemia,

trombocitopenia, neutropenia, glomerulonefrite scudite;

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

splenomegalia;

iv) espansione di linfociti T DN nel sangue periferecaegli organi linfatici secondari

[6, 8-10]
Spesso, in aggiunta, sono riscontrabili altre ntialaautoimmuni, una storia familiare
positiva per I'ALPS e lo sviluppo di linfomi in esdulta[11, 12]
L’'unico trattamento farmacologico per 'ALPS e lanaministrazione di corticosteroidi o
altri immunosoppressori anche se, a lungo ternsioeo molteplici gli effetti collaterali.
Come nel modello murino, anche nei pazienti con 38L& funzionalita di Fas é ridotta a
causa di mutazioni ereditarie deleterie che cofpisggeni 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&:Il con mutazioni a carico del gene
di caspasi-1(8, 13-15] Tuttavia resta un’ampia classe di pazienti inicdifetto genetico
non € noto (ALPS-IIl), a supporto del fatto cheidhittori non ancora noti sono coinvolti
nello sviluppo della malattia. Inoltre, recentengerdt stata identificata una forma della
malattia con mutazioni a carico del gene di N-Réemominata ALPS-IV, la quale non

presenta difetti dell’apoptosi mediata da Fas, nudlla mediata dal mitocondr|a6].
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Sia nel topo sia nell'uomo il quadro ALPS non semnbssere rigorosamente monogenico.
Nel topo le mutazionipr e gld causano la malattia in omozigosi, ma la loro eswes
dipende fortemente dal contesto genetico, tanteecholto ridotta nei topi BALB/c rispetto
ai topi MRL [17]. Altri fattori complementari sembrano quindi esseichiesti per lo
sviluppo della malattia.

Anche nell'uomo la situazione sembra essere sirmitti, 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 nellALP$alanaggior parte dei pazienti e
eterozigote per la mutazione di Fas, ma questo enaufficiente per lo sviluppo della
malattia in quanto il genitore portatore della nzidae € in genere sano. La possibilita che
guesto “secondo fattore” necessario per lo svilupp’ALPS abbia basi genetiche e
suggerita dal fatto che spesso il secondo genjorieo di mutazioni in Fas) presenta
anch’esso una ridotta funzionalita di Fas. L'esgmee della malattia, quindi, potrebbe
dipendere dal tipo e dalla gravita delle mutazieto dalla co-presenza di piu mutazioni o
polimorfismi a carico della via di trasduzione depnale di Fag8, 19]

Studi sulle caratteristiche immunologiche dei paizieon ALPS hanno poi osservato che
essi presentano una risposta preferenziale diTti# con ridotta produzione di IL-2 e IFN-

y e aumentati livelli di IL-4 e IL-5. A questo vagignto che in questi pazienti i livelli di IL-
10 sono notevolmente aumentati rispetto a quellLdi2. IL-10 altera il bilancio TH1/TH2
svolgendo un ruolo da antagonista nello sviluppol¢d, favorendo indirettamente la linea

TH2 e la crescita di linfociti B con successivagunione di auto-anticorp20].
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2.4. La Malattia Autoimmune Linfoproliferativa didhzani (DALD), una variante di ALPS

Nel nostro laboratorio e stato identificato un gropi 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 ARS8, 21, 22]
| linfociti T dei soggetti studiati sono resisteatla morte cellulare indotta da Fas, ma non
presentano mutazioni in Fas, FasL o caspasi-1@Qtréna linfociti T della maggior parte di
guesti pazienti sono anche resistenti alla mortkilase indotta da ceramide, che agisce
direttamente sulla via mitocondriale. La componentlitaria della malattia € suggerita dal
fatto che anche i genitori dei pazienti presentana ridotta funzionalita di Fas (pur in
assenza di malattia). Inoltre la fusione somatmdidfociti T Fas-resistenti dei pazienti con
una linea linfocitaria tumorale Fas-sensibile deiea la produzione di cellule ibride Fas-
resistenti. Questi dati suggeriscono il coinvolgmeedi mutazioni che colpiscono la via di
Fas a valle del recettore e determinano la prodezd molecole che esercitano un’attivita
dominante negativa sulla funzione di Fas.
Questa forma di ALPS “incompleto” & stata denonanBXALD (Dianzani Autoimmune
Lymphoproliferative Disea3eda McKusick sul sito OMIM del NIH (riferimento OM

#605233; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/quecgi?db=0OMIM).
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2.5. Coinvolgimento dei difetti funzionali di Fagllo sviluppo di malattie autoimmuni

comuni

L’analisi delle famiglie dei pazienti con ALPS/DALDha evidenziato un’aumentata
incidenza di malattie autoimmuni comuni, quali LEE3/, TIDM o AR in assenza di segni
di “linfoproliferazione”. Quest’osservazione suggee che le alterazioni genetiche alla base
della ALPS/DALD possano anche favorire lo svilugpanalattie autoimmuni comuni. Tale
possibilita & stata poi confermata dall’osservagiche una ridotta funzionalita di Fas su
base ereditaria € presente anche in circa il 50¥pa#genti con sindrome autoimmune
multipla (MAS) (ovvero appartenenti a famiglie cpiti di un caso di malattia autoimmune
entro il secondo grado di parentela) e in sottogirdp pazienti sporadici con T1DM, SM o
autoimmunita tiroidee. In particolare il difettcagparticolarmente frequente nei pazienti che

presentavano quadri aggressivi di queste autointa|2d-25].
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3.LA SCLEROSI MULTIPLA (SM)

3.1 Epidemiologia

La Sclerosi Multipla (SM) € una malattia infiamm@docronica del sistema nervoso centrale
(SNC). Se si escludono i traumi, € la causa piguieatemente responsabile di disabilita
neurologica nei giovani adulti. E’ piu frequentel reesso femminile e il rapporto
femmine/maschi varia da 1,9 a 3,1. L’'esordio e pamina dell’adolescenza situandosi in
genere frai 20 e i 45 anni, con un picco d’inczieper eta intorno ai 30 anni.

E’ diffusa in tutto il mondo, ma numerosi studi @égniologici hanno evidenziato una
disomogeneita nella sua distribuzione geografica.

Si possono individuare zone ad alto rischio, casitdi prevalenza uguali o superiori a 30
casi di SM definita per 100000 abitanti, compreriidgh USA settentrionali, il Canada
meridionale, 'Europa centro-settentrionale, I'Aadin sud-orientale e la Nuova Zelanda,;
zone a medio rischio, con tassi compresi tra 5¢XBIN0, comprendenti I'Europa
mediterranea, gli USA meridionali la popolazionaraa del Sud Africa; ed infine, zone a
basso rischio, con tassi inferiori a 5/100000, cang@enti Asia, Africa, gli stati
settentrionali del Sud America e i Carabi. In Hala prevalenza e di 20/100000 con un
numero totale di pazienti stimato di circa 50000n da piu alta prevalenza in Sicilia e
Sardegna.

La causa della SM non e ancora stata chiaritayersdi studi suggeriscono si tratti di una
patologia multifattoriale che dipende da fattoritaemtali, genetici, immunologici.

Il decorso della SM presenta caratteristiche vdriatd imprevedibili.

Si distinguono tre tipi fondamentali di SM in ral@ne al decorso della malattia:
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a) Relaspisng-Remitting (RR): e la forma di SM piugmente che interessa piu
dell'80% dei pazienti. E’ caratterizzata da atta@duti con successive remissioni.
Nella fase iniziale della malattia i sintomi possanancare completamente, a volte
addirittura per molti anni. Non é pero possibiley@dere un attacco acuto e i sintomi
possono manifestarsi in ogni momento. Possono carapaprovvisamente sintomi
nuovi o gia noti, che durano pochi giorni o qualse&timana per poi scomparire di
nuovo. Tra un episodio e l'altro sembra che la thalaon progredisca.

b) Secondary Progressive (SP): questa variante d&llavi8ne considerata come un
secondo stadio della malattia. Nel 40% circa deiqudi la forma RR prima o poi si
trasforma in SM secondaria progressiva. Si ossenatacchi acuti isolati, come
nella RR, ma la regressione non € completa e trattatco e l'altro l'invalidita
progredisce. Con il tempo il numero di attacchitasuriduce mentre il grado di
invalidita aumenta progressivamente.

c) Primary Progressive (PP): questa forma di SM é earalpisce solo il 10 % circa di
tutti i pazienti con SM. | sintomi tendono a peggi@ con il tempo fin dall'inizio e
l'invalidita aumenta progressivamente. Mancano eglisodici attacchi acuti, cosi

come le remissioni. Solo occasionalmente si asaipiecoli miglioramenti transitori.

Accanto a queste forme ne troviamo altre due: fan&obenigna, € caratterizzata da un
recupero completo dopo uno o due recidive e nosadeficit permanenti. La diagnosi di
SM di tipo benigno e molto difficile e pud avvenselo dopo 10-15 anni dall’esordio dei
primi sintomi; questa forma e associata a sintoranaseveri generalmente legati ad una
alterazione della sensibilita; e la forma progmssecidivante caratterizzata, invece, da un
decorso progressivo fin dall'esordio, con reciddeguite 0 meno da recupero. Gli intervalli
tra una ricaduta e l'altra sono caratterizzati da continua progressione della malattia, a

differenza della forma RR dove lintervallo cheembrre tra due ricadute €& privo di

progressione.
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3.2 Fattori genetici

L’esistenza di una suscettibilita geneticamenterd@nata a contrarre la malattia & suggerita
principalmente da studi epidemiologici condottigapolazioni di origine nordeuropea. E’
stato osservato che la concordanza tra gemelli mgow e del 25-30%, circa 9 volte
maggiore rispetto a quella dei gemelli dizigoti 4f26,27]. Questa elevata incidenza tra i
gemelli monozigoti dimostra il ruolo dei fattori ryetici nell’eziologia della malattia,
sebbene il 70% di discordanza sottolinei 'impozidei fattori ambientali.

La rilevanza di una suscettibilitd genetica viemehe confermata da una incrementata
incidenza familiare: circa il 15% dei casi di SMnha un familiare o un parente affetto; il
rischio di contrarre la malattia € piu alto neitéh di soggetti con SM e gradualmente
diminuisce nei figli e piu ancora nei cugini. Sigptitenere che per parenti di primo grado
esista un rischio di circa I'1-3% di contrarre lalattia rispetto al rischio di 1/1000-2000
nella popolazione generale. Tale incidenza potrebbsere in parte dovuta a fattori
ambientali pit uniformi nellambito di uno stessocteo, ma dati ottenuti in coniugi e figli
adottati, suggeriscono che fattori ambientali famil non incidono sostanzialmente
sull'aggregazione familiare della SM.

Studi di linkage hanno evidenziato come il complasgggiore di istocompatibilita (MHC)
sul cromosoma 6 rappresenti un determinante antigetella SM[28,29] Tale complesso
codifica per gli antigeni di istocompatibilita (&sma HLA) che presentano I'antigene ai
linfociti T. La regione di classe Il (HLA-D) dellMC presenta la piu stretta associazione
con la SM e la suscettibilitd genetica sembra esdevuta alla presenza dell'allele DR2 e
del relativo aplotipo, definito sulla base di anitemolecolari come DRB1*1501,

DQA1*0102, DQB1*0602.
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| tentativi di localizzare piu precisamente il getiesuscettibilita all’interno della regione
DR-DQ, sono stati infruttuosi a causa del noteviliekage disequilibrium” in questa
regione.

Nella popolazione caucasica la malattia € spessuceda agli aplotipi HLA-DR2 e DQW1
del complesso maggiore di istocompatibilita di séad. In altre etnie tuttavia la malattia e
associata a differenti aplotipi HLA, quali ad es.Sardegna, al’lHLA —DR4 e DQWS3.

Tre ulteriori alleli sono stati associati recentateeda gruppi differenti, HLA-A*2, HLA-
C*05 e MOG-L142, conferendo tutti un effetto pratet tra 0.49 e 0.7 indipendentemente
dal linkage disequilibrium con gli alleli DRBD-32].

Oltre alla regione HLA, alcuni studi hanno ipotizz#iesistenza di altri geni di suscettibilita,
tra cui quello per la caterfadel TCR sul cromosoma [83], quello per la catena pesante
delle immunoglobuline sul cromosoma 19, un geneetato alla proteina basica della
mielina sul cromosoma 184], ma per nessuno di questi € stata mostrata unaiazssme
significativa.

Studi di likage in alcune popolazioni, hanno evieto la presenza di polimorfismi di
diverse molecole tra cui IL-10, IL-1, I'apolipopesna E, CTLA4 che pur non associandosi
alla suscettibilita per la malattia rappresentandattore di rischio per sviluppare un quadro
clinico piu severd35-37].

Uno studio di genome wide su 300.000 SNPs ha iieath una forte associazione con due
SNPs intronici del gene per la catena alpha dettt@@ dell'interleuchina 2 (IL2RA)
(p=2.9x10%) e uno SNP non sinonimo (T244l, rs6897932) nekgeer la catena alpha del
recettore dell'interleuchina 7 (IL7RA) (p=2.9x10[38].

Nuove informazioni sulla genetica della SM giungateotecnologie d’avanguardia come i
microarrays. Con questa tecnica, infatti, Steinngnall. hanno indicato la citochina

osteopontina (OPN) come gene sovraespresso nellattiand39]. Studi recenti, hanno
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evidenziato che alcuni alleli del gene di OPN euai@plotipi del gene di ICOS sono capaci

di favorire lo sviluppo della SN40-41].

3.3 Fattori virali

Per molti anni l'ipotesi infettiva, in particolangrale, e stata considerata importante nella
genesi della SM sulla base di osservazioni epidegiche e di caratteristiche patologiche
della malattia.

Numerosi dati suggeriscono il ruolo di un agentealei nella patogenesi della SM: a)
'evidenza epidemiologica di una esposizione achtigefettivi nel periodo dell’infanzia e
dell’'adolescenza; b) I'induzione di esacerbaziogliiad malattia da parte di infezioni virali
[42]; c) la distribuzione geografica della suscetti@ilialla SM [43] ; d) gli studi di
migrazione da e verso aree ad alta suscettib#itda ridotta risposta immune verso virus
[44]; f) analogie con modelli animali e altre patologimane in cui i virus sono responsabili
di malattie a lunga incubazione, demielinizzartoa andamento recidivante—remittente.
Come accennato, la suscettibilita alla SM segue dist&ribuzione geografica con un
aumento di prevalenza all’aumentare della latitadithe potrebbe suggerire la rilevanza di
fattori ambientali e genetici.

Studi di migrazione condotti prevalentemente suoger immigrati in Sud Africa, Israele,
Hawaii [45,46] dimostrano che le popolazioni migranti tendono aseovare il rischio della
zona di origine quando la migrazione avviene dod®{ anno di vita, mentre al contrario
acquistano il rischio del nuovo paese di residenzndo la migrazione avviene prima dei
15° anno di vita. Questi dati suggeriscono chefaimbientali, forse virali, agiscono prima

dei 15 anni per influenzare la suscettibilita &M.
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Prove a favore di questa ipotesi patogeneticacavano anche da dati relativi ad epidemie
di SM. Storica € quella che si e verificata nedlelé Faroe, dove la malattia era sconosciuta
fino al 1940 e dove si sono avuti numerosi casadig e subito dopo la seconda guerra
mondiale, in concomitanza con l'occupazione da epadelle truppe britanniche.
L’'improvvisa comparsa della SM in questa popolagisnggerisce una trasmissione inter-
umana o comunque l'importanza di agenti infetfdi]. Altri casi di epidemie sono stati
descritti nelle isole Shetland-Orkney, Iceland, Riggst Florida, Mossyrock Washington e
Mansfield Massachusetf48].

L’associazione di virus con patologie demielinizzaono prove a favore di una possibile
influenza virale nello sviluppo di SM; in particotaindicano che i virus sono in grado di
causare demielinizzazione e possono persisterarpernel SNC inducendo una patologia
cronica molti anni dopo I'infezione acuta.

Tra i virus chiamati in causa nella genesi della &WVviamo il virus del morbillo,
I'herpesvirus simplex (HHV-1), I'herpesvirus umaBo(HHV-6), il virus Epstein-Barr, il
Rubivirus, il virus Parainfluenzae, il retrovirusTHV, il retrovirus associato alla sclerosi
multipla (MSRV), mentre tra i microrganismi non alir abbiamo I’Acanthamoeba, la
Borrelia, la Brucella, il Campylobacter, la Chlarmeygoneumoniae. Per questi patogeni e
stata ipotizzata un’associazione con la SM sultelth studi che indicano aumenti del titolo
anticorpale sierico e liquorale contro questi ntigemismi nei pazienti con SM rispetto ai
controlli sani[49-52].

Il ruolo di questi patogeni nella genesi della Sivhane sconosciuto. E' possibile che
'agente iniziale possa essere virale, ma anchaléneventualita si pensa che intervengano
successivamente meccanismi autoimmuni responsalali danno tissutale e della
cronicizzazione della malattia. Alcuni virus e leattpossiedono determinanti antigenici

identici o simili a normali componenti delle ceBulE’ pertanto possibile che una reazione
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immunitaria scatenata contro il virus possa poissn®agire contro i componergelf
antigenicamente simili a quelli virali. Questo femeno noto come “mimetismo
molecolare” potrebbe rappresentare uno dei meaoargapaci di innescare la risposta
autoimmune. Per esempio, l'encefalite allergica rigpentale (EAE) viene indotta
immunizzando I'animale con proteine della mielimbéemediata dai linfociti CD4+ reattivi
verso la MBP[53]. La MBP condivide omologie di sequenza con pra&egmnodotte dai
virus del morbillo, dell'influenza e delladenovsu

Purtroppo la ricerca di un virus che si associ uaacabilmente alla SM non ha portato
risultati. Questo potrebbe essere dovuto al fat® ron esiste un solo virus che induce la
malattia oppure che queston e stato ancora identificgt4].

In alternativa, si pu0 pensare che un patogenouithrip possa agire come agente
scatenante che contribuisce all'insorgere ed ghgiearsi di fenomeni di autoaggressione

del sistema immunitario in individui geneticameptedisposti.

3.4 Fattori immunologici

Un insieme di dati clinici e sperimentali suppoddhpotesi che la SM sia una malattia a
genesi autoimmune. In particolare questa ipotefsirgia sulle seguenti osservazioni: a) nel
contesto delle lesioni demielinizzanti sono prasestlule inflammatorie[55,56} b) la
suscettibilita alla malattia € legata a geni imaotit per il controllo della risposta
immunitaria [57]; c) il decorso della malattia pud essere modificata terapie
immunomodulanti[58,59} d) si riscontrano alterazioni immunitarie quali presenza di
anticorpi oligoclonali nel liquof60].

Una delle indicazioni piu attendibili in favore dquesta ipotesi & costituita dalle analogie

cliniche e neuropatologiche con 'EAERL].
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L’EAE viene indotta attivamente, immunizzando lemale suscettibile con proteine della
mielina, oppure passivamente attraverso il trasiento adottivo di linfociti T encefalito-
geni specifici per tali protein2,63] E’ mediata dai linfociti T CD4+ reattivi verso un
epitopo dominante della proteina basica della MBFPambito del complesso maggiore di
istocompatibilita di classe II.

Numerosi dati indicano chgueste cellule appartengano alla popolazione litsioa TH1,
caratterizzata dalla secrezione delle citochinanfieonmatorie I1L-2, INFy, TNF-. Al
contrario, si ottiene un beneficio terapeutico ioltmmodelli animali di EAE bloccando la
via di trasduzione mediata dal TNfe polarizzando le cellule verso un fenotipo TH2.
Nonostante cio, recenti studi hanno dimostrato cbE®&E e la SM non siano un esempio
di univoca risposta Th-mediata, ma che il meccaaigfita base sia piu complesso. Infatti
topi knockout per INR- o per TNFe sviluppano comunque una EAE anche se con una
suscettibilita e severita diverse dai topi wild¢yp4,65]

Nelluomo i risultati ottenuti dall’analisi molecae della risposta T contro la MBP, hanno
evidenziato che numerose porzioni della proteingspoo essere riconosciute, nell’ambito
di diverse molecole del complesso maggiore di @iquatibilita, da molteplici famiglie del
TCR. Tali risultati, che discordano da quanto ossernella EAE in cui la risposta immune
e diretta contro un epitopo immunodominante, prdbsnte sono dovuti alla profonda
differenza genetica tra i roditori di laboratoragppi “inbred”) e 'uomo (specie “outbred”).
Gli interventi sperimentali di terapia immunologicell’'uomo si sono focalizzati sul blocco
dei cloni T CD4+ contro le proteine della mielimpalarizzando le cellule verso un fenotipo
TH2 o bloccando la trasduzione del segnale via TQikeste strategie molto efficienti nel
classico modello EAE, non sono altrettanto valigéd’'uiomo peggiorando a volte il corso

della SM[66,67].
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Anche i meccanismi umorali dell'immunita sembramssere coinvolti nel danno nervoso.
Nei pazienti con SM sono state documentate risparstieorpali nei confronti di MBP, la
glicoproteina associata alla mielina (MAG), la gioa proteo lipidica (PLP) e d:B
cristallina[68]. Si ritiene che ogni iniziale risposta dei linfoditverso un autoantigene puo
innescare successivamente una risposta piu dieatsif contro altri autoantigeni, un
fenomeno noto come “diffusione di epitopi”.

L'importanza di una risposta umorale e indicataladgresenza di immunoglobuline
oligoclonali presenti nel liquor in piu del 90% dxisi di SM pur non rappresentando una
specificita di questa malattia dal momento cheasispno trovare in molte altre patologie
inflammatorie del SNC come anche infettive o autaumi.

Un ulteriore supporto all’'origine autoimmune detialattia € scaturito da uno studio clinico
effettuato somministrando INH69]. Questa citochina, somministrata a malati di SM, ha
determinato un marcato aumento delle ricadute waimsente perché I'INF induce
'espressione di antigeni di classe Il su cellisidenti nel SNC facilitando la risposta

autoimmune.

3.5 Patogenesi

E’universalmente accettato che il sistema immuioitavolga un ruolo chiave nella
patogenesi della sclerosi multipla. Le prime eviemdicavano i linfociti T CD4+ come
mediatori chiave nella patogenesi della malattiazig a studi condotti sul modello animale
murino (EAE)[70]. E’ opinione comune che gli eventi iniziali dettimazione dei linfociti

T avvengano in periferia dove i linfociti T incoatebbero uno specifico autoantigene
presentato da molecole del MHC Il in presenza gnak costimolatori come B7-1 e B7-2

sulle cellule presentanti I'antigene. Queste celllitoreattive potrebbero essere presenti a
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livello periferico come linfociti “quiescenti”, sea manifestare il proprio potenziale
autoaggressivo. Uno stimolo esterno, possibilmentemalattia infettiva, potrebbe attivare
questi linfociti. | potenziali meccanismi attraverisquali eventi del genere potrebbero aver
luogo includono: a) la “molecular mimicry”, la camisione di epitopi tra un agente
infettivo e molecole del SNC; b) un’attivazione iptdnale da superantigene o di tipo
“bystander” da citochine. In seguito alla loro\atiione i linfociti T CD4+ differenziano a
cellule effettrici, mediatori del danno autoimmufiome gia accennato si € tipicamente
assegnato un ruolo chiave ai linfociti pro-inflamoraTH1, ma piu recentemente e stato
attribuito un ruolo chiave anche alla nuova popola pro-infammatoria TH17,
caratterizzata dalla secrezione di IL-17.

Affinché possa iniziare una risposta immunitarigale a livello del SNC, i linfociti T
circolanti attivati in periferia devono attraversaa barriera ematoencefalica.

Il processo di diapedesi attraverso questa steuttuplica una complessa interazione tra a)
molecole di adesione, b) chemochine, c) proteagrado di alterare la membrana basale e
la matrice extracellularg’1].

Nella fase successiva, i macrofagi e la microgiaa@no un ruolo chiave. Questi elementi
agiscono come cellule presentanti I'antigene a llbvelocale, perpetuando la
demielinizzazione immunomediata attraverso: appo€itosi, b) il rilascio di citochine, c)
I'attivazione di proteasi, d) il rilascio di meduat tossici.

L’insieme della reazione inflammatoria che aggreelie mielina a livello del SNC produce
demielinizzazione e, successivamente, danno assahal si suppone essere il correlato
patologico del deficit neurologico irreversibilellaeSM.

Dati recenti dimostrano un importante ruolo defdeiti T CD8+ [72]; esiste infatti una
significativa correlazione tra la presenza delldute CD8+ ed il danno assonale nelle

lesioni sclerotich¢73]. Resta ancora da definire come i linfociti CD8-+tcibbuiscano alla
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patogenesi della malattia. Studi su modelli anintedhno suggerito sia un ruolo da
“mediatori” che da “soppressori” dell'infammaziandlel primo caso le cellule CD8+
danneggerebbero gli assoni direttamente a segelitgcdnoscimento degli epitopi di classe
| espressi in superficie dagli assoni stessi a@téimente, distruggendo le cellule gliali che
presentano epitopi di classe |, lasciando gli assssposti ad un’altra forma di
inflammazione. Nel secondo caso invece il loro oudil “soppressori” si esplicherebbe nel
diretto riconoscimento di molecole di classe | eswdellule CD4+74]. Si ipotizza che il
contributo dei linfociti CD8+ al danno assonale gandeterminato dal rilascio di
“mediatori” e una molecola chiave che potrebbe resseinvolta in questo processo é

perforina.
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4. PERFORINA

4.1. Struttura e funzione

| linfociti T citotossici (CTL) e le cellule naturr&iller (NK) sono in grado di riconoscere
cellule infettate da virus o cellule trasformatede eliminarle attraverso meccanismi
perforina-dipendenti e/o utilizzando recettori diome. Entrambi questi meccanismi
rappresentano sistemi fondamentali per 'immuneeglianza e 'immuno regolazione.

| granuli delle cellule citotossiche contengonof@eéna e altre proteine pro-apoptotiche
(granzimi) che vengono secrete insieme al finecdidere le cellule bersaglio.

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 la cellula citotossicka eellula bersaglio; la fusione dei granuli
con la membrana plasmatica si risolve con il rilasti perforina e serino-proteasi pro-
apoptotiche (granzimi) insieme ad altre molecolaliggranulosina e chemochine. | granuli
inducono poi la morte delle cellule bersaglio tri@mmeccanismi caspasi-dipendenti e/o
caspasi-indipendenti. Inoltre, la sua espressionegblata durante il differenziamento
linfocitario [75] da segnali di recettori di attivazione (recettteile cellule T, NKG2D) e da
citochine (IL-2, IL-15, IL-21).

Il gene umano di perforina, localizzato sul crommacl0g2276], € costituito da tre esoni,
due dei quali (esoni 2 e 3) codificanti la proteii&55 aminoacidi.

La proteina presenta una sequenza segnale di 2fbaanili, seguita da un dominio centrale
di circa 300 aminoacidi con forte omologia con latpina C9 del complemento. Tale

regione forma un’alfa elica anfipatica permetteatla proteina di inserirsi nel doppio strato
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lipidico della cellula bersaglio. Gli ultimi 200 anoacidi di perforina vanno a costituire due
domini gia descritti in altre famiglie di proteinen dominio EGF-like Epidermal Growth
Factor) di circa 36 aminoacidi e una regione di circa a8tinoacidi omologa al dominio C2
della protein-chinasi ¢77,78].

Il dominio C2 all'estremita C-terminale di perfoaimostra una stretta omologia di sequenza
con il dominio C2 di altre proteine &adipendenti coinvolte nel traffico vescicolare dlae
trasduzione del segndlé9,80,81].Recenti studi hanno dimostrato il ruolo crucialedesto
dominio nella prima fase dell'attivita membranaekt di perforina, la fase di legame alla
membrana C&-dipendentd82].

Diversamente dalle altre proteine contenenti unidmnC2, perforina sembra esercitare la
sua attivitd nel compartimento extracellulare, diaveoncentrazione di Ealibero & alta (>

1 mM). Ne consegue che la proteina necessita almlienna concentrazione 100uM dia
per legare efficientemente la membrana della celarsaglio. La bassa affinita di perforina
per il C&"* potrebbe essere necessaria per proteggere i CTautalisi durante la sintesi di
perforina e il suo traffico all'interno della celdu Inoltre '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 €5 non permettendo
quindi il legame alla membrana e impedendo l'ativae di perforina prima della sua
esocitosi. La proteina contiene due siti di N-ghitazione, viene sintetizzata come
precursore inattivo, che una volta processato sttbenita C-terminale rilascia circa 20
aminoacidi e si trasforma nella sua forma atfi&.

In seguito alla sua sintesi nel reticolo endoplagraugoso, perforina si sposta attraverso i
compartimenti del Golgi dove continua la modifica®m 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 1/50000 nati. E' caratterizzata da sindrome da attivazione macrofagica
(definita anche linfoistiocitosi) che insorge diiso dopo un periodo di buona salute, che
puo durare da alcuni mesi dopo la nascita a, menuoemente, alcuni anni. La sindrome é
di solito scatenata da un'infezione virale. Nellaggior parte dei casi i primi segni
comprendono febbre elevata senza causa appanmeitébilita, malessere generale, edema e
epatosplenomegalia. Dal punto di vista biologicegemo comparire pancitopenia associata a
citolisi epatica, ipertrigliceridemia, fibrinopeni@modiluizione, alterazioni neurologiche,
mentre gli organi viscerali e linfatici sono infdti da linfociti e macrofagi attivati che
fagocitano globuli rossi. L’'emofagocitosi € un etro caratteristico di questa malattia; il
midollo osseo € il sito pit comune dell’emofagosito sebbene ne siano affetti
frequentemente anche milza, fegato e linfonodi. f@oa’emofagocitosi € prominente nel
midollo osseo si ha una diminuizione di precursariopoietici normali a cui si associa
pancitopenia. Dal punto di vista immunologico, tiidta citotossica dei CTL e delle cellule
NK € severamente ridotta. Si assiste a risposteumitarie incontrollate che comportano
infiltrazione e distruzione di tessuti ad opera meicrofagi attivati e dei CTL. L'attivazione
incontrollata dei macrofagi e dei linfociti T conpe il rilascio di citochine pro-
inflammatorie che contribuiscono all’emofagocitoall’infiltrazione cellulare e al danno
d’'organo. La FHL e geneticamente eterogenea: difd36 e associata al cromosoma 9¢21-
22 (FHL1), il 20-40% al cromosoma 10921 (FHLU3B,84] Mentre il gene responsabile
della FHL1 non e ancora noto, mutazioni del gengediorina PRF1) (localizzato in 10g21)
sono responsabili della forma FHIZ5]. Successivamente, nel 33% dei pazienti sono state

identificate mutazioni nel gene di MUNC13-4 (FHL@®B6]. MUNC13-4, localizzato sul
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cromosoma 17g25, codifica per una proteina citatassoinvolta nel meccanismo
dell'esocitosi di granuli. Infine, mutazioni nelnge di Sintaxina, che compromettono |l
rilascio dei granuli citotossici, sono responsatidlla FHL4[87]. Recentemente, mutazioni
bialleliche nel gene STXBP2, sono state associate una nuova variante della malattia
(FHL5). Questo gene interagendo con Sintaxina 1linbsg essere coinvolto nel
mantenimento del traffico vescicolare intracellalg@8]. Pazienti con FHL2 sono omozigoti
0 eterozigoti composti per mutazioni BRF1 queste mutazioni (per lo piu mutazioni
puntiformi e delezioni) comportano una marcatazidoe della funzionalita e della stabilita
della proteina che non e piu in grado di legansaré le cellule bersagli®9]. La riduzione
dell'attivita citotossica nei pazienti con FHL2 dehina un’attivazione e un’espansione
incontrollata dei linfociti T CD4 e CD8 ed una eccessiva produzione di citochine

inflammatorie[90].

4.3 Difetti del gene di perforina nella ALPS & T&DM

La FHL2 € una malattia recessiva e i portatoriidgsle mutazioni eterozigoti del gene di
perforina sono in genere sani. Tuttavia recenti oiénuti nel nostro laboratorio indicano
che variazioni eterozigoti del gene di perforinagsgmno agire da fattori di predisposizione
per lo sviluppo di malattie autoimmuni. Questa [jub& e stata inizialmente suggerita per
la ALPS/DALD in cui sono state identificate due iearoni di PRF1 A91V e N252S, che

erano state in precedenza descritte nella F[9ILR In particolare N252S aumentava di oltre
60 volte il rischio di sviluppare ALPS, mentre A9B¥mentava di circa 3 volte il rischio di
sviluppare DALD. Un lavoro successivo su pazienbn cT1DM ha poi identificato

un’associazione con N252S (che aumentava il rischid1DM di circa 7 volte) e ha

identificato un paziente portatore di una mutazioneova che causa la sostituzione

aminoacidica P477492]. Poiché queste variazioni si associano a unatadohzionalita di
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perforina, € stato proposto che difetti funziomilperforina possano aumentare il rischio di
sviluppo di queste malattie autoimmuni alterandsgegnimento della risposta immunitaria
mediato da perforina. Una ipotesi alternativa e iclifetto di perforina riduca la capacita
dei linfociti citotossici di contrastare le infemiovirali e questo potrebbe favorire il

mimetismo molecolare.
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5. SAP (Slam Associating Protein)

5.1 Struttura e meccanismo d’azione

SAP (Slam Associating Protein), anche chiamata SH2(5rc Homology 2 Domain 1A
containing protein), € una piccola proteina intigaiasmatica di 15 kDa costituita da un
singolo dominio SH2 e da una corta coda di 28 aauim all’estremita C-terminale che
presenta due tirosine fosforilab{le3]. Il gene che codifica per SAP fu identificato per
clonaggio posizionale nel 1998, mappa sul cromosKriraposizione Xq25-g26 € costituito
da quattro esoni e tre introni e si estende peregiane di 25Kb.

La famiglia di SAP comprende tre membri: SAP, EA{Rwing’s sarcoma-associated
trancript-2) e, nei roditori, ERT (EAT2-relatedrisglucer); a differenza di SAP gli altri due
membri sono posizionati in tandem sul cromosoma 4i eensa si siano originati per
duplicazione genica.

SAP e espresso sulle cellule T, NK, eosinofili,spime, mentre la sua espressione sulle
cellule B € ancora controversa. EAT2, invece, aesso sulle cellule NK, sulle cellule
dendritiche (DC) e sui macrofagi.

SAP interviene nella trasduzione del segnale legsind SLAM (Signalling lymphocyte
activation molecule); la famiglia di SLAM comprendsei recettori transmembrana
appartenenti alla superfamiglia delle immunoglafeldiSLAM (CD150); 2B4 (CD244), Ly-
9 (CD229), NK-T-B (NTB-A o0 Ly-108), CD84, e CRACCon l'eccezione di 2B4, il cui
ligando e CD48, tutti gli altri membri di questanfiglia di recettori sono auto-ligandi e
mediando interazioni cellula-cellula. L’'espressiatiequesti recettori e limitata alla linea
ematopoietica e differisce nei vari tipi cellulan;particolare SLAM e presente in linfociti T

e B attivati, DC, monociti e piastrir®4-97]. SLAM & una proteina transmembrana di 70
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kDa caratterizzata da un dominio extracellulare posto da due motivi Ig-simili che
mediano le interazioni omotipiche, un singolo damitmansmembrana e una lunga regione
citoplasmatica caratterizzata da tre motivi congendenominati ITSM (immunoreceptor
tyrosine-based switch motif - TxYxxV/l) contenentesidui di tirosina fosforilabili
[94,98,99] Studi iniziali sulla trasduzione del segnale di $LAlimostrarono che la sua
attivazione indotta da anticorpi agonisti inducelifgrazione e produzione di INH100]
indipendente dal TCR. Studi in vivo su topi SLAMattivi non hanno osservato differenze
nella produzione di INf-bensi una ridotta secrezione di IJ#D1]. Da questi esperimenti
emerge comunque un modello che vede SLAM come mial@o-stimolatoria, il cui segnale
modula la secrezione di citochine di tipo TH1 o Td2,99] SLAM partecipa alla sinapsi
immunologica in quanto viene reclutato in prossariel TCR e fosforilato dalle chinasi
della famiglia di Src, Fyn e Lck nei domini ITSM\T281, 307 e 327) a seguito della
stimolazione con anticorpi agonisti del solo T{SR].

SAP ed EAT-2, che rappresentano gli interattornggali della famiglia dei recettori
SLAM, condividono un meccanismo simile di ricon@sento e interazione con la propria
sequenza consenso ma, mentre il legame di EATrcattore avviene solamente quando le
tirosine sono fosforilate, SAP esibisce la pecealieapacita di associare a SLAM (CD150),
ma non agli altri recettori della famiglia, anclmeassenza di fosforilazior{88]. SAP ¢ in
grado di traslocare Fyn in membrana grazie allfet®ne dell’Arg78, sita nel dominio SH2,
ma sul lato opposto a quello di legame per la tosfsina, con il dominio SH3 di Fyn; in
EAT2 questo sito e assente.

SAP puo associarsi grazie al suo dominio SH2 a mgrdei tre siti consensus presenti su
SLAM e in particolare puo legare i motivi contenidattirosine 307 e 327 se fosforilate e |l
motivo contenente la tirosina 281 anche in assdnf@sforilaziong[98-102] Inoltre, SAP &

in grado di legare contemporaneamente la tirosihenasi Fyn, che e richiesta per
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l'attivazione di SLAM[103-105] Nel linfocita quiescente e presente quindi un g@sso
stabile SLAM/SAP/FYN che in seguito alla stimolazocon anticorpi agonisti si modifica
promuovendo la fosforilazione delle ITSM (immunaptor tyrosine-based switch motif) e
il reclutamento di altri effettori come l'inositoli@sfatasi SHIP-1, gli adattatori Shc, Dokl e
Dok2 e scambiatori guaninici come RasGPR,99,106] Questo complesso multiproteico
promuove la produzione di citochine in associaziome il segnale generato dal TCR: infatti
le vie di trasduzione del segnale utilizzate damine della famiglia di SLAM e dal TCR si
sovrappongono e si rinforzano ampiamente per genardappropriata risposta immune.
Esistono alcune evidenze secondo le quali i regettella famiglia SLAM potrebbero
mediare la loro funzione anche in assenza di SBRe{ macrofagi SAP non € espresso e la
sua presunta funzione verrebbe ricoperta da EAT& & pero privo del dominio con cui
SAP attiva Fyn; (ii) e stato osservato che il ressioento di 2B4 attraverso anticorpi, in
cellule NK di pazienti affetti da XLP, inibisce &itotossicita NK mediata; (iii) altri recettori
della famiglia SLAM sono in grado di associare atpine come SHP-2 e di mediare
specifici segnali biochimici come I'attivazione Akt anche in assenza di SAB3].
L’'importanza della segnalazione generata da SLABIA® nella regolazione della risposta
immunitaria € emersa con l'identificazione di minaz di SAP in circa il 60% dei casi di
XLP  (X-linked lymphoproliferative disease) disordin immunologico ereditario,
caratterizzato da una aumentata e disorganizzspasta immune in seguito ad infezione
fulminante da EBV (Epstein Barr Virus). In pazieaffetti da XLP il gene SAP presenta
mutazioni che portano ad una completa perdita deég@ variazioni missenso che causano
un arresto prematuro della sintesi proteica e/opunateina non funzionald07]. La malattia

e quasi asintomatica in assenza di infezione da,EBi¢he se a lungo termine diventano
evidenti la linfoproliferazione, la disgammaglom@dmia e alcuni fenomeni autoimmuni

[108]. Si pensa che questa sintomatologia corrisporngl@gaagenerale perdita di regolazione
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della componente T-helper (in particolare saretdrerte la risposta TH2n favore della
risposta TH1) della risposta immunitaria e che tikordine diventi manifesto a seguito
dell'infezione dei linfociti B con EBV con consegue linfoproliferazione e danni sistemici
spesso letali in eta pediatrida8,112]

Sebbene alcune caratteristiche della XLP possasereegicondotte anche a deficit della
citotossicita cellulo-mediata da parte di linfoattotossici e NK, diversi studi in vivo e in
vitro hanno fatto emergere sostanziali difetti liigociti T nella proliferazione e sintesi di
interleuchine. 1 linfociti di pazienti XLP mostranafatti un deficit di proliferazione, di
sintesi di IL-2, di espressione di CD25 e di agg@gne omotipica in seguito a stimolazione
combinata del TCR e del CDZ809]. Inoltre i linfociti CD4 da pazienti XLP esprimono
meno ICOS e producono una quantita ridotta di IL.sl@gerendo che questi deficit siano la
causa del mancato switch isotipico dei linfociti 8 dellipogammaglobulinemia osservati
negli stessi pazienfil10]. Sebbene i topi non siano suscettibili a infezidaeEBV sono
anche stati generati modelli murini SAP difettigimulando le condizioni che nelluomo
portano all’XLP. Questi topi sviluppano alterazidninzionali del sistema immune quali
assenza di plasmacellule mature a seguito di wmrezvirale, ridotta produzione di IgE,
assenza dei centri germinativi, assenza di cellalemoria, esacerbata ed inefficace
attivazione dei linfociti CD8in risposta alle infezioni cronicH&11] che correlano con le
osservazioni dirette sui loro linfociti stimolati vitro, caratterizzati da deficit di secrezione
di IL-4 e aumentata produzione di INFL12]. Sia Davidson e coll[113] che Cannons e
coll. [105] confermano questi dati ed evidenziano ulteriofetti nei linfociti di topi SAP
difettivi, quali ridotto reclutamento ed attivazedi PK®, ridotta fosforilazione di Bcl-10
e ridotta attivita di NF-kB, suggerendo che i difeiella produzione di citochine osservati

siano almeno in parte dovuti ad una minore attiditquesta via di segnalazione.
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Mutazioni del gene di SAPsono state riscontrate anche in pazienti affetti da

immunodeficienza comune variabile (CVID) e da lisfmcitosi emofagocitica (FLH) .

5.2 SAP e l'autoimmunita’

Anche se non é ancora del tutto chiarito il ruoétlad molecola nell’autoimmunita dati in
letteratura hanno descritto il suo coinvolgimemalicune malattie autoimmuni.

L’aumentata espressione di SLAM in linfociti T peswenti da liquido sinoviale di pazienti
affetti da artrite reumatoide puo contribuire atémre il profilo citochinico incrementando
la produzione di IL-10, IFN e TNFa, intervenendo,quindi,nel processo autoimmunitario
[114].

E’ stato dimostrato, inoltre, un aumento di cellilesprimenti SLAM in pazienti affetti da
SM; anche se il contributo allo sviluppo della pagpa € ancora da chiarire.

Come descritto precedentemente, topi MRL¥gzesentano un quadro sovrapponibile
al’ALPS. Studi genetici su un ceppo revertanteoits spontaneamente da una colonia di
topi MRL-Fa&" e che presentava la malattia in forma frusta hafimwstrato che questo
ceppo era portatore di una mutazione del gene & &#e causava la perdita di espressione
di questa proteinfl15]. Questi dati ci hanno suggerito un possibile ruelS8AP come gene

modificatore nell ALPS.
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SCOPO GENERALE DELLA TESI

Lo scopo di questa tesi e stato quello di ricereaoaratterizzare il coinvolgimento di geni
importanti nella funzione dei linfociti T citotossinello sviluppo o nel decorso delle malattie
autoimmuni, focalizzando I'attenzione da un latd suwolo del gene di perforina in SM,
dall'altro sul gene di SAP in ALPS. In particolasbiettivo del primo lavoro era estendere
alla SM I'analisi del gene di perforina precedergate analizzato su ALPS/DALD e T1DM.
Obiettivo del secondo lavoro era analizzare il g¢inBAP in ALPS/DALD in quanto da un
lato questo gene € coinvolto nello sviluppo di umalattia linfoproliferativa con alcuni
aspetti simili al’ALPS/DALD, dallaltro lato neidpi MRL-Ipr un difetto di SAP é risultato

protettivo per lo sviluppo del quadro ALPS tipidagdesto modello animale.
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SEZIONE 1

6 . PERFORINA E LA SCLEROSI MULTIPLA

Perforina € espressa costitutivamente negli astracia volta attivati, in seguito all'innesco
del processo inflammatorio. Gli astrociti esprimcarache il ligando di Fas (FasL) come
meccanismo difensivo nei confronti di linfociti Ttareattivi che infiltrano il tessuto nervoso
[116].

Esperimentiin vitro hanno dimostrato che gli oligodendrociti, deputdta sintesi della
mielina, sono suscettibili alla lisi osmotica intdotla perforingl17].

La demielinizzazione € stata inizialmente consi@deme la causa primaria del deficit
neurologico, alla base della SM. Diverse osservazimnno poi suggerito che non é
sufficiente, da sola, a causare un deficit neuiotbgpermanente. Il difetto neurologico
associato alla demielinizzazione € il risultatolaldéésione assonale mediata dalle cellule
effettrici, come i linfociti T citotossici. Inoltrélowe e coll. ipotizzano che il danno assonale
secondario alla demielinizzazione € mediato da tagefiammatori ed uno di questi é
perforina[118]. D’altra parte i linfociti citotossici e perforineono anche coinvolti nello
spegnimento della risposta (auto)immunitaria eazaoni del gene di perforin®RF1) sono
stati associati allo sviluppo di ALPS/DALD e di TWD Poiché il ruolo che potrebbe
svolgere perforina in SM & molto sfaccettato, qugsima parte della tesi € stata dedicata a
valutare il coinvolgimento di variazioni d®RF1 nello sviluppo ed evoluzione di questa

malattia.
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6.1 Materiali e Metodi

6.1.1Pazienti

Nel nostro studio abbiamo analizzato il DNA genamitt due popolazioni indipendenti di
pazienti con SM e controlli ottenute dall’'ltalialdgord e Centro-Sud non imparentati tra
loro. La prima popolazione (Nord Italia) era contpoda 190 pazienti e 268 controlli, la
seconda (Centro-Sud Italia) da 966 pazienti e Xa2drolli.

La diagnosi di SM e stata effettuata seguenddercidi McDonald e coll[119].

| pazienti sono stati arruolati dal centro Sclerbtiltipla dell’'Universita del Piemonte
Orientale di Novara, dall'ospedale policlinico IRSdi Milano, dallistituto “Don Gnocchi”
(Milano), dall'ospedale Santa Croce di Cuneo, Dipsnto di Neurologia dell’'Universita
La sapienza di Roma e dal Dipartimento di NeuraaljiBari.

Tutti i pazienti e i controlli non erano imparemtaa loro ed erano caucasici italiani.

La fase clinica dello stato di malattia e stataitetb come segu@20]:

RR: forma caratterizzata da fasi di recidive coocsgsive totali remissioni, con parziali e
residui deficit post recidiva e mancanza di progjee tra le recidive (n= 852);

PP: forma caratterizzata da progressione a pafiteesordio della malattia con occasionali
fasi di plateau (n=92);

SP: forma caratterizzata da un esordio RR seguitgprdgressione con o senza recidive
occasionali, remissioni minori e plateau (n=212).

Tutti i pazienti hanno fornito il loro consensoanfato in accordo con la dichiarazione di
Helsinki (International Committee of Medical Jourgalitors, 1995]121]. La ricerca é stata

approvata dal comitato etico di Novara.
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6.1.2 Ricerca di variazioni nel gene di perforina

Il DNA genomico e stato isolato attraverso separaidelle cellule mononucleate da sangue
periferico (PBMC: Perypheral Blood Mononuclear ek gli esoni 2 e 3, codificanti
perforina, sono stati amplificati con condiziorarstiard di PCR.

| prodotti di PCR, sono stati purificati dall’ecsesdi primer e di nucleotidi non incorporati,
utilizzando gli enzimi Exo | (1 unitag Sapl (5 unita).

Nella prima popolazione di pazienti e controllijntera regione codificante e stata
sequenziata con il kit specifico ABI PRISM BigDyeriminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit v1.1, su un sequenziatore automatieofigura 1 mostra i primer usati per

I'amplificazione e il sequenziamento.

A G/H

—>

—>

Esonel

5’-cccttccatgtgccctgataatc-3’

5’-ccaatcaaacttggaggctgct-3’
5’-ccagtcctagttctgcccacttac-3
5’-gtatgcttggactgaaggggttc-3’
5’-caggtcaacataggcatccacg-3
5’-gaacagcaggtcgttaatggagg+3’
5’-ctccagcgcectgectcegy3’
5’-ctccagcgcectgectcedgg3d’

TOTTMOO®>

Figura 1: Rappresentazione grafica (non in scala)al gene PRF1, i primer usati per la
tipizzazione e le variazioni trovate nei pazienti@n SM. Il grafico superiore mostra uno
schema del gene e la relativa posizione dei priteelettere e le frecce indicano i primer
usati per I'amplificazione e il sequenziamento dehe e la relativa sequenza é mostrata
nella tabella sottostante in basso a destra.
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Nella seconda popolazione di pazienti e contrlallgenotipizzazione della variazione A91V
e stata effettuata mediante I'utilizzo del saggididcriminazione allelica TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). | primer allegecifici e le relative sonde impiegate
per la discriminazione dello SNP + 272 C/T (A91\¥he stati precedentemente riportati in
letteraturg122]. Il genotipo di ciascun campione e stato detertoingando il software SDS
1,3 per discriminazione allelica. | pazienti e ntrolli sono stati tutti tipizzati per I'allele

DRB1*1501.

6.1.3 PCR allele-specifica

L’allele wild type (91A) e lallele mutante (91V) sono stati amplificaeparatamente
mediante amplificazione per PCR del DNA genomicoward 91A: G o H ;reverse: D). |
prodotti di PCR, una volta purificati con il kit EXSAP, sono stati tipizzati per la variazione
R357W e P355P mediante sequenziamento con spefiBEdPRISM BigDye Terminator

Cycle Sequencing Ready Reaction kit v1.1, usandariamer interno E.

6.1.4 Saggio di citotossicita

Il saggio di citotossicita & stato effettuato maswdo il rilascio dP'Cr da parte delle cellule
bersaglio, ovvero la linea cellulare K562.

Le cellule bersaglio sono state trattate per 1a087°C corr'Cr (30 uCi [1.11 MBq]/10
cellule) e lavate per tre volte con terreno diwaltprima dell’aggiunta delle cellule effettrici
NK.

La lisi specifica & stata misurata in triplo, atlando 5x19 cellule K562 mescolate alle
cellule effettrici in differenti rapporti (effettefbersaglio 10:1, 30:1, 100:1) in un volume

totale di 200ul. La percentuale di lisi specifica e stata caltolasando la seguente formula:
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(Rilascio di®'Cr nel campione - rilascio dfCr spontaneo / Rilascio diCr totale - rilascio

di °'Cr spontaneo) x 100.

6.1.5 Analisi statistica

La frequenza genotipica e stata calcolata comeritaro di individui portatori di un allele
(ciascun omozigote o eterozigote) diviso il numietale di individui.

L’analisi della frequenza allelica e genotipica@ta calcolata con il test def. Tutti i valori
delle p erano assunti dal test a due code (cuRefi.05). Gli effetti delle variazioni sui
presunti siti di splicing €& stata valutata con ilrogramma SpliceView
(http://www.itb.cnr.it/sun/webgene/), mentre il sificato funzionale delle variazioni
missenso sono state valutate con il programma RelyP

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph).

6.2 Risultati

6.2.1 Ricerca di variazioni nucleotidiche nell'inrdesequenza codificante di PRF1

L'intera porzione codificante dPRF1 é stata sequenziata in 190 pazienti con SM e 268
controlli (Figura 1).

Abbiamo identificato quattro variazioni missenso272T (rs35947132), A755G (rs
28933375), G719A e C1069T (numerazione relativeDMIA clone M28393,+1 € la prima
base del codone di iniziBTG). Tali variazioni determinano rispettivamengedeguenti

sostituzioni aminoacidiche: A91V, N252S, R240H &RA/.
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La N252S € una variazione rara, precedentementeciass allFHL e alla sindrome
autoimmune linfoproliferativa (ALPS); mentre le \mioni R240H e R357W non sono
riportate in letteratura.

Sono state identificate altre quattro variaziomosime: la variazione C999T, G1065A,
G1428A e A1620G. Le suddette variazioni non infkemro i siti di splicing tranne la
A1620G che potrebbe avere un effetto creando urnvawgito accettore di splicing
(Spliceview) e un nuovo sito di legame per proteiieche degli aminoacidi Ser/Arg
(ESEfinder).

Infine sono state identificate due variazioni notldiche, C822T (rs885821) e T900C
(rs885822) riportate in letteratura come polimaniisnon associati con FHL2; essi non
cambiano I'aminoacido e non influenzano i siti gligng. La loro frequenza e simile nei
pazienti e nei controlli. Altre due variazioni smme (G435A e A462G) sono in perfetto
linkage disequilibrium con N252S e sono state vite solo in due soggetti (un paziente e
un controllo).

A91V e stata trovata in 26 pazienti (23 eterozigdtomozigoti) e 23 controlli (eterozigoti);
N252S in 1 paziente e 1 controllo (entrambi eteyotz); R240H in 2 pazienti (eterozigoti);
R357W, P333P, P355P e G476G in 1 paziente in oraszid portatori delle variazioni
R357W e P355P sono anche eterozigoti per A91V.reéquienza di tutte le variazioni gia
associate a FHL2 e le nuove variazioni e piu adigpazienti rispetto ai controlli (frequenza
allelica: 10% contro 4.5%, p=0.0016; frequenza ¢gerea: 17% contro 9%, p=0.0166;

OR=2.06, IC: 1.13-3.77; Tabella 1).
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Allele 1 Allele 2 SM* Controlli
(n=190)t (n=268)f
A91V A91V 3 0
A91V R357W 1 0
A91V P355P 1 0
Q540Q Q540Q 1 0
A91V wit 21 23
N252S wit 1 1
R240H wit 2 0
P333P wit 1 0
G476G wit 1 0
TOTALE 32 24
(17%) (9%)
TOR=2.06 (95%CI:1.13-
3.77) p=0.0166

Tabella 1: Variazioni nucleotidiche del gene PRF1dentificate in 190 pazienti con SM e
268 controlli.

* pazienti con SM. t: numero di soggetti (frequetragparentesi); 1: Odds ratio (OR) e
intervallo di confidenza (95% ClI).

L’algoritmo PolyPhen é stato utilizzato per predieffetto funzionale delle due nuove
variazioni missenso R240H e R357W, dimostrando afteambe possono danneggiare la
funzione e la struttura della proteina (R240H se@r855; R357W score=2.690).

Al fine di confermare se la variazione R240H patessfluire sulla funzione di perforina, si
e andati a valutare l'attivita NK in 2 pazienti faiori della variazione e 15 controlli
allestendo un saggio di citotossicita mediantest tel rilascio di'Cr. E’ stata utilizzata la
linea cellulare K562 come cellula bersaglio, in mpoasensibile alla citotossicita mediata
dalle cellule NK. I risultati hanno mostrato chdasse dosi di effettore/bersaglio I'attivita
NK e risultata difettiva in un paziente e ai lindglla norma nell’altro (Figura 2).

Viceversa la conferma sperimentale dell’effetto RB75W sull'attivita NK non e stata
possibile poiché il soggetto portatore della mutaginon € stato reperibile per I'analisi.

E’ degno di nota che entrambi i pazienti portatdalla variazione R240H avevano
presentato un viraggio precoce dalla forma RR fafana SP di malattia, mentre questa

evoluzione clinica non si era presentata nel pézipartatore della variazione R357W.
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Figura 2:Attivita NK in PBMC di pazienti con SM por tatori della variazione
R240H e controlli. La attivita NK e stata valutata nel rapporto 10@0:1, e 10:1
di target/effettore; le linee continue indicanaepenti mentre quelle tratteggiate e
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6.2.2 Ricerca della variazione nucleotidica A91\Vuima seconda popolazione di pazienti e
controlli

Poiché la variazione nucleotidica A91V mostravael sé una associazione significativa con
la SM nella prima popolazione di pazienti e cotiti@lequenza dell’allele 91V: 7.6% contro
4.3 %, p=0.044), ci siamo propodtivalutare il coinvolgimento di questo singolo cetore
anche in una seconda popolazione indipendente &lipd@ienti e 1520 controlli. L'allele
91V é stato ritrovato in 138 pazienti (131 eterofiige 7 omozigoti) e 168 controlli (160
eterozigoti e 8 omozigoti) e la sua frequenza altéga significativamente piu alta nei
pazienti rispetto ai controlli (7.5% contro 5.8%,00019). Nella popolazione totale composta
da 1156 pazienti e 1788 controlli, la presenza’akdle 91V conferiva un Odds ratio di
malattia di 1.38 (IC=1.10-1.74; Tabella 2).

Nessuna differenza é stata trovata tra soggetiesso differente in portatori 0 meno della
variazione A91V, inoltre, non sono state riscomtrdifferenze nei soggetti portatori e/non

della suddetta variazione in relazione alla fornmaica e/o decorso della malattia (RR, PP e

SP).
SM* CONTROLLI
Genotipi n=11567 n=1788*
AA 992 (0.858) 1597 (0.893)
AV 154 (0.133) 183 (0.102)
vV 10 (0.009) 8 (0.005)
AV+VV $OR=1.38, 95% CI=1.10-1.74; p=0.005
VS
AA

Tabella 2. Frequenza genotipica della variazione A9/ nella popolazione totale di
pazienti SM (n=1156) e controlli sani (n=1788).

*pazienti SM. t:numero di soggetti; la frequenzensanostrate tra parentesi. La
distribuzione genotipica non devia significativarteedall’equilibrio di HardyWeinberg
(dati non mostrati) ¥: Odds ratio (OR) e intervallc@onfidenza (95% CI).
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6.3 Discussione

La SM é una malattia infiammatoria e demielinizeaa¢| sistema nervoso centrale, mediata
da una risposta autoimmune dei linfociti T helpsvifiammatori (TH1) e dei linfociti T
citotossici contro antigeni della guaina mielinica.

L’evento scatenante la malattia non € noto, mai spdlemiologici suggeriscono che é
probabilmente innescata da fattori ambientali, ijeahfezioni virali, ed e inoltre favorita da
un “background” genetico predisponente.

Diversi geni sono coinvolti nella suscettibilitdaaimalattia ed alcuni di questi (IL-1beta
antagonista, IL-1R e osteopontina) svolgono unaumiportante nella risposta immunitaria
[123].

Il lavoro descritto in questa tesi dimostra il amigimento del gene di perforin®RF1)
nella suscettibilita allo sviluppo della SM. Questimferma una serie di altri dati presenti in
letteratura che dimostrano come la regione 10g2@ove € localizzato il gen®RF],
conterrebbe geni di suscettibilita per lo svilupietia SM.

Perforina € una proteina presente nei granuli de&i €delle cellule NK ed e coinvolta nella
citotossicita cellulo-mediata. Mutazioni biallelehdi PRF1 causano la linfoistiocitosi
emofagocitica familiare, una rara immunodeficienzangenita. Recentemente € stato
descritto che variazioni monoalleliche BRF1 (A91V e N252S) possono agire da fattori
predisponenti per lo sviluppo della ALPS, una naraattia autoimmune ereditaria causata
da alterazioni dell'apoptosi linfocitari§91].

La variazione A91V é risultata essere piu frequerdgkbe due popolazioni di pazienti SM
analizzate rispetto ai corrispettivi controlli, rrmentando il rischio di sviluppare la malattia
di 1.3 volte nella prima popolazione e di 1.5 vaila seconda. Il fattore di rischio (OR)
calcolato nella popolazione complessiva di 1156qudize 1788 controlli é risultato essere di

1.38 (95%ClI= 1.10-1.74). Questi dati sono in aceardn quelli descritti precedentemente
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nella ALPS dove la variazione A91V incrementavaisthio di malattia di circa tre volte
[91]. Invece, non abbiamo riscontrato alcuna associazggnificativa con la variazione
N252S, in precedenza associata alla ALPS.

In passato vari lavori hanno dimostrato che I'A94.¥ssociata a svariate malattie del sistema
immunitario, come ad esempio linfomi non Hodgkeydemia anaplastica a grandi cellule e
FHL [124-125] Inoltre vari lavori hanno dimostrato che questaamone riduce ['attivita
funzionale di perforina alterando la sua conformagj diminuendo la sua attivazione
proteolitica e accelerandone la degradaz[@2é ].

In effetti Risma e coll. hanno classificato 'A9Xd@me mutazione missenso di classe I, con
un limitato impatto funzionale, che determina uagzale maturazione della proteina

[127]. Voskoboinik e coll. hanno recentemente dimostchi® tale variazione riduce i livelli
di espressione di perforina nelle cellule effettfidifetto pre-sinaptico”) e la sua capacita
litica sulle cellule bersaglio, mostrando inoltne effetto dominante negativo sulla proteina
wild type(“difetto post-sinaptico”J128].

Viceversa il significato funzionale della N252Stats molto dibattuto, anche se un paio di
lavori precedenti dimostrano che potrebbe essereceda con un decremento della attivita
NK nella prima infanzigl121,92]}

Oltre alla A91V e alla N252Ssono state identificate due nuove mutazioni misseres
pazienti con SM che determinano le sostituzioni reacidiche R240H e R357W. Tali
variazioni cadono nello stesso dominio della N2%28na regione di perforina detta MAC
(Membrane-Attack Complex), che sembra essere &riper la formazione di pori nella
membrana della cellula bersaglid29]. L'analisi della attivita delle cellule NK e
dell'espressione di perforina nei due soggettigtort della R240H non ha perd dimostrato
un importante effetto funzionale. Dal momento chedue pazienti la mutazione identificata

era in eterozigosi, € ipotizzabile che 'R240H det@i un leggero effetto sulla funzione di
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perforina senza esercitare un effetto dominanteathay sulla formawild-type Questo
sarebbe in accordo con quanto gia descritto delitanone N252S. Non e stato invece
possibile valutare una eventuale correlazioneatratiazione R375W e lattivita NK, poiché
il campione non era disponibile per I'analisi.

Infine € degno di nota che il paziente con la motez R357W era anche portatore in
eterozigosi composta della variazione A91V; é peagossibile che le 2 due variazioni,
situate su due alleli differenti possano aver enlra contribuito allo sviluppo della sua
malattia.

Abbiamo identificato in altri pazienti SM quattraieve variazioni che non determinano un
cambiamento aminoacidico (P333P, P355P, G476G @QpH4noltre esse non alterano i siti
di splicing, tranne la Q540Q che potrebbe crearauovo sito accettare di splicing. Pertanto
il loro ruolo nello sviluppo della malattia potreblkessere indiretto attraverdimkage
disequilibrium con altre variazioni presenti nella regione 5’UTRuttavia non si puo
nemmeno escludere un loro ruolo diretto in quanstaéo dimostrato che anche mutazioni
sinonime possono modificare I'espressione dellaemma influenzando il trasporto e il
processamento del’lmRNA o interagendo con microRN&0,131] Comunque, non
abbiamo potuto testare un loro effetto sull’espoess di perforina, perché non é stato
possibile recuperare i corrispettivi campioni sueftettuare tale analisi.

Le nuove mutazioni da noi identificate sono rar@e é pertanto possibile concludere che vi
sia una loro individuale associazione alla malatGtamunque, la loro presenza solo nei
pazienti suggerisce che vi sia un effetto globalé&assuscettibilita a sviluppare la malattia,
maggiore rispetto quello dovuto alla sola A91V, iedeffetti nel loro insieme queste
variazioni aumentano di circa due volte il rischicsviluppare SM (0.R=2.06 95%CI:1.13-

3.37).
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E’ interessante notare come il rischio determind@ovariazioni diPRF1 potesse essere
particolarmente marcato in tre pazienti portatorivdriazioni bialleliche: 2 pazienti
eterozigoti composti per A91V e R357W o P355P, @ispamente, e un terzo paziente
omozigote per Q540Q.

La citossicita perforina-mediata € coinvolta nelianinazione delle cellule infettate da virus.
E ipotizzabile che difetti della attivita di perfioa possano favorire lo sviluppo della SM
riducendo l'efficienza della eliminazione viraleaementando di conseguenza il rischio di
sviluppo di reazioni crociate tra antigeni viraliaatigeniself (meccanismo di mimetismo
molecolare). In questo contesto e degno di notdehdezioni da virus EBV (Epstein Barr
virus) hanno un ruolo chiave nello sviluppo delllllLFed e stato anche suggerito che
possano rivestire un ruolo chiave come fattoriestati per la SM132].

Diverse evidenze mostrano che perforina e la @ttita cellulo-mediata sono anche
coinvolti nello spegnimento della risposta immunéal linfociti CTL e le cellule NK
possono anche funzionare da regolatori negativatedverso perforina possono indurre la
morte cellulare dei linfociti effettori e delle dde presentanti I'antigene (APC). Tali
evidenze suggeriscono che difetti funzionali difp@na potrebbero predisporre alla SM
anche riducendo l'efficienza di questo sistemaranunoregolazione.

In effetti € da tenere in considerazione che ditztditari dello spegnimento della risposta
immunitaria coinvolti nello sviluppo di SM non smiiterebbero a difetti di perforina, ma
includerebbero anche difetti ereditari della fumzlita di Fas, un altro meccanismo
implicato nello spegnimento della risposta immumdgtae spesso difettoso dei pazienti con
SM [133]. Inoltre i pazienti con SM presentano elevatilliveella citochina osteopontina, in
parte legati a varianti del suo gene, la qualepa@a di inibire la AICD (activation induced

cell death) a sua volta coinvolta nello spegnimelgita risposta immunitarid 34,135]
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In conclusione, questo lavoro dimostra come vasidzdi PRF1 possano essere fattori
predisponenti per lo sviluppo della SM e suggenscohe questo effetto possa essere legato
a un difetto funzionale della risposta antiviralppore dello spegnimento della risposta
immunitaria. Difetti di entrambe queste funziopiossono favorire lo sviluppo di
autoimmunita attraverso il prolungamento della asgp immunitaria e incrementando il

rischio di cross-reazioni tra antigesglfe antigeni virali.
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SEZIONE 2

7. SAP E L'ALPS.

SAPé un adattatore molecolare coinvolto nella trasohezdel segnale e nell’attivazione dei
linfociti; esso regola la funzione di alcuni receittappartenenti alla famiglia di SLAM i
guali sono implicati in processi come la regolaeiatella citotossicita delle cellule NK o
nello switch isotipicd136,137] Mutazioni a carico dSAPsono una causa della sindrome di
Duncan (XLP: X-linked lymphoproliferative diseaselisordine immunologico ereditario,
caratterizzato da una ridotta capacita di contrella infezioni da EBV (Epstein Barr Virus)
[138].

Sebbene non sia stato ancora del tutto chiaritmolb di questa molecola nell’autoimmunita
e stato osservato come in colonie di topi MBIlpr, mutazioni spontanee del geneSAP
che causano una perdita di espressione della paotkiterminano una parziale protezione
dallo sviluppo della malattia autoimmune linfopfetativa tipica del caratteripr, il che
suggerisce una relazione opposta tra i difettiadi & quelli dBAP.

Scopo di questo lavoro era analizzare il gen8AIR (SH2D1A) in pazienti affetti da ALPS
per valutare se anche nelluomo questo gene podiseenzare lo sviluppo della malattia.
Infatti causa primaria del’ALPS sono alteraziomingtiche che riducono l'efficienza della
trasduzione del segnale da parte del recettoreodientas, ma lo sviluppo della malattia e
anche influenzato da geni “modificatori” che passaondizionare |'effettiva penetranza

del difetto a carico di Fas.

60



7.1 Materiali e metodi

7.1.1 Pazienti

Nel nostro studio abbiamo analizzato 16 pazienti 8PS (10 maschi e 6 femmine) e 25
pazienti con DALD (17 maschi e 8 femmine) e 535t sani, etnicamente correlati,
provenienti dal Dipartimento di Pediatria dell’'Uengita di Torino e dal Dipartimento di
Scienze Mediche dell’'Universita del Piemonte Omdmt| prelievi di sangue periferico sono
stati ottenuti da pazienti e controlli sotto cormeinformato. Lo studio e stato effettuato
secondo le linee guida del comitato etico locale.

La diagnosi di ALPS si basava sulla presenza dguesdi quattro criteri: 1) citopenia
autoimmune che coinvolge una o piu linee di celleeatiche, 2) linfoadenopatia cronica
non maligna (aumento di almeno 2 cm del diametrodde o piu linfonodi) e/o
splenomegalia, 3) difetto di apoptosi linfocitamaotta da Fasn vitro, e 4) mutazioni nei
geni di Fas, FasL, caspasil0 e/o espansione nglisgueriferico (>2%) di linfociti T TC&3
positivi doppi negativi (DN) per CD4 e CDBa diagnosi di DALD si basava sulla presenza

dei primi 3 criteri e sull’assenza del quarto.

7.1.2 Ricerca di variazioni in SH2D1A

La regione del DNA corrispondente al promotoregaattro esoni e al 3'UTR del gene

SH2D1A é stata amplificata mediante PCR e sotta@padtanalisi tramite sequenziamento
diretto per cercare mutazioni e polimorfismi notia@ noti.

Le reazioni di PCR e di sequenza sono state candeitondo le procedure standard e i
prodotti sono stati analizzati con il kit ABI PRISBigDye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction kit v1.1, tramite un sequenziaaotematico.
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7.1.3 Screening funzionale

Per valutare i livelli trascrizionali AR, i PBMC, ottenuti mediante separazione di cellule
mononucleate da sangue periferico, sono statiasittcon PHA (1ug/ml) al giorno 1 e
coltivate in terreno RPMI 1640 completato con 10%sikro fetale bovino (FBS) e

interleuchina-2 (IL-2) (10U/ml) per dodici giorni.

7.1.4 Real Time PCR

L'RNA messaggero e stato estratto da PBMC deridatisoggetti di controllo, maschi,
emizigoti per la variazione dopo dodici giorni ddlttra, come descritto in precedenza,
utilizzando il kit NucleoSpin RNAII. 500 ng di mRN#otale sono stati poi retrotrascritti
utilizzando il kit Thermoscript! RT-PCR System. L'espressioneS#Pé stata valutata con
un saggio di espressione genica Assay on Demanglié8ip Biosystem (Assay No.
Hs99999139 ml1 e Assay No. Hs001677093 _ml rispetéwnte). Il genehousekeeping
GAPDH (Assay N0.Hs99999905 m1l) e stato utilizzato pormalizzare le variazioni del
cDNA. La reazione di Real Time e stata condottéorgiumento 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystem), e i dati ottenuti setati analizzati con il metodo delle curve

standard.

7.1.5 Analisi della metilazione

| campioni di DNA genomico sono stati trattati doisolfito di sodio utilizzando il kit EZ
DNA Methylation-Gold kit-Zymo Research. In breveDNA (500 ng) é stato unito con 130
ul di reagente di conversione, la mix e stata postan termociclatore a 98°C per 10 min,
64°C per 2.5 ore e mantenuta a 4°C per 1 oraedni® sono stati aggiunti alla mix 6Q0

di M-Binding Buffer e trasferiti in una colonna Zgaspin IC e centrifugati per 30 secondi a

10.000 xg. La colonna e stata lavata con 4@0di M-Wash buffer (contenente etanolo) e
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incubata con 20l di M-Desulphonation Buffer a temperatura ambiepée 20 min. Le
colonne sono state quindi centrifugate per 30 s#icla massima velocita e lo scarto € stato
eliminato; successivamente sono state lavate dlie von M-Wash Buffer e il DNA
purificato e stato eluito in 10l di M-Elution Buffer. La regione che contenenteSbiP di
interesse e stata quindi amplificata usando dengns specifici (Tabella 3), uno dei quali
biotinilato. L’amplicone e stato sequenziato usandd’yrosequencer PyroMark ID (Biotage
AB and Biosystems, Uppsala, Sweden); la singolzaeali DNA ¢ stata isolata dalla reazione
di PCR usando il Pyrosequencing Vacuum Prep WdikstgBiotage AB) e biglie di
sepharose (Sepharose TM High Performance beadsréham Bioscences)) che legano |l
primer biotinilato. Dopo il lavaggio con etanolo%0e un’incubazione con un tampone di
denaturazione, le biglie sono state lavate e Histe in una piastra da 96 pozzetti contenente
lo specifico primer per sequenza. La piastra eastaantenuta a 80°C per 2 minuti e
successivamente raffreddata a temperatura ambieateSNP bersaglio e stato valutato

convertendo il pirogramma in un valore numericoelazione all’altezza del picco.

PRIMER SEQUENZA
SAP-F GGTGGTTTTTGAGTAAAT
SAP-R-byo CCAACACAAAATTCATACA
SAP-seq GAAGTATTATTAAGTATTTT

Tabella 3: Primer usati per 'amplificazione e il sequenziatoestelle regione contenente lo
SNP da analizzare con la tecnica del bisolfito.

7.1.6 Analisi statistica
L’analisi della distribuzione dei polimorfismi, degplotipi e dei genotipo nelle popolazioni
& stata fatta con il test def o col test di Fisher. Per I'analisi degli aplogpstato utilizzato

il software Haploview. | risultati dei test funziaih sono stati analizzati con il test non
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parametrico di Mann-Whitney. Le analisi statisticheno state effettuate impiegando il
software GraphPad Instat (San Diego, CaliforniaAUJS utti i valori di p sono stati assunti

con test a due code (cut-off P<0.05).

7.2 Risultati

7.2.1 Ricerca di variazioni nel gene di SAP in patiicon ALPS/DALD

La regione del DNA corrispondente al promotoregaattro esoni e al 3'UTR del gene
SH2D1A e stata sequenziata nel DNA genomico diaiemti con ALPS (n°=16) o DALD
(n°=25) e 535 controlli.

| risultati del sequenziamento non hanno evidenzmssuna mutazione nei pazienti e nei
controlli, ma hanno evidenziato tre polimorfismsiagolo nucleotide (SNP) nella regione
del promotore, -631 G/A; -494 G/A; -346 C/T, giasdetti nelle banche dati (http:
/[snpper.chip.org).

L’analisi della distribuzione allelica di questi BN\hei pazienti e nei controlli ha dimostrato
che gli alleli -631A e -346T (-631A: 57% vs 38%463: 57% vs 37%) sono piu frequenti
nei pazienti rispetto ai controlli, con una sigedfiivita statistica che regge la correzione di

Bonferroni per il numero di SNP testati (Tabella 4)
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Variazioni | Soggetti Alleli

A G
Controlli
401 | 669 | P=0.0006
N=535
Rs990545 (38%) | (63%)| OR=2.24

Pazienti| 47 35 | (1.39-3.62)

N=41t | (57%)| (43%)

A G
Controlli
455 | 615
N=535'
Rs7357894 (42%) | (58%) NS

Pazienti| 23 49

N=41t | (28%) | (72%)

C T

Controlli
676 | 394 | P=0.00036

N=535
Rs12164382 (63%) | (37%)| OR=2.30

Pazienti| 35 47 | (1.43-3.72)

N=41t1 | (43%) | (57%)

Tabella 4: Frequenza allelica delle variazioni stuite nel promotore del gene SAP in 41
pazienti ALPS e 535 controlli.

T: numero di soggetti (frequenza tra parenté&syalore diP non corretto per il numero di
comparazioni

Questi dati indicano che la presenza dell'allel@l%& aumenta di circa 2 volte il rischio di
sviluppare la malattia (OR=2.24; 95% IC: 1.39-3,68) un simile effetto e esercitato

dall’allele -346T (OR=2.30; 95% IC: 1.43-3.72).

65



Il programma Haploview ha rilevato un elevétikage disequlibriuntra i 3 SNP, con valori

massimali tra gli SNP -346 e -631 (Figura 3).

rs990545
rs7357894
rs12164382

Block 1 (0 ki
1 2

Figura 3: Linkage disequilibrium tra gli SNPs del
promotore del geneSAP. Il valore diD’ (Lewontin D value) é riportato nel triangolo. II
colore rosso indica livelli significativi di LD (valori di D’ sono espressi in percentuale).
Valori di LD uguali a 1 non vengono riportati ngangolo.

Un’analisi in silico col programma Transcription Element Search System analysisd
evidenziato che nessuno dei 3 SNP modifica sikeghme per fattori trascrizionali, ma dati
in letteratura indicano la posizione -346C come patenziale sito di metilazione, che
verrebbe perso nell'allele -346T. Questi dati cinf@ quindi indotto a concentrare
'attenzione sullo SNP -346 C/T, che era anche lquehaggiormente associato al
ALPS/DALD.

Poiché SH2D1A e localizzato sul cromosoma X, unmgranalisi ha valutato I'effetto di
guesta variazione sullo sviluppo di ALPD/DALD swddendo la popolazione per sesso.
L’analisi della distribuzione allelica e genotipite evidenziato che i maschi portatori
dell'allele -346T sono significativamente piu fremti nei pazienti rispetto ai controlli (67%

vs 36%; p=0.0035) e che questo allele aumentatdh 8l volte il rischio di sviluppare la
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malattia nella popolazione maschile (OR=3.50; 95% [.44-8.68). Viceversa nelle

femmine le frequenze alleliche e genotipiche samilisnei pazienti e nei controlli (Tabella

5).
Variazione| Soggetti| Genotipo Maschit Genotipo Femmind
C T CcC CT TT
Controlli | 236 135 66 72 26
N=535 | (64%)| (36%) (40%) | (44%) | (16%)
P=0.0033
-346C/T Pazienti 9 18 OR: 3.50 6 6 2 NS
(1.44-8.68)
N=41 | (33%)| (67%) (43%) | (43%) | (14%)

Tabella 5: Distribuzione della frequenza allelica e genotipica dello SNP -346C/T in
pazienti ALPS/DALD e controlli suddivisi per sesso.

t: numero di soggetti (frequenza tra parentésyalore diP non corretto per il numero di
comparazioni

Una seconda analisi ha valutato se I'associazietie 8NP -346C/T fosse significativa sia
nellALPS che nella DALD, dividendo i pazienti sewwo la loro diagnosi, e ha esteso lo
studio a pazienti con una diversa malattia autoimenia sclerosi multipla (n=386) (SM). |
risultati dimostrano che I'allele -346T e signifis@mente piu frequente rispetto ai controlli
(37%) sia nei pazienti con ALPS (56%; p=0.04) ameyuelli con DALD (58%; p=0.004);
inoltre in entrambe le popolazioni questo dato evalentemente attribuibile alla
popolazione maschile, in quantonaschi emizigoti per -346T sono piu frequenti ritpai
controlli (36%) sia nel gruppo ALPS (79%; p=0.03hk in quello DALD (65%; p=0.01).

Viceversa -346T non presentava nessuna associazanda SM, in quanto le frequenze
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alleliche e genotipiche in questi pazienti eranaragoponibile a quelle dei controlli (Tabella

6).

Soggetti Alleli @ p° Genotipo femmine® | Genotipo maschi® | p ©
C T CcC CT TT C T

Controlli 676 394 NS 66 72 26 236 135 NS

N=535 | (63%)| (37%) (40%) | (44%) | (16%) | (64%)|  (36%)

Sclerosi | 452 320 NS 61 68 28 131 98 NS

Multipla | (58%) | (42%) (39%) | (43%) | (18%)| (57%)|  (43%)

N=386

Tabella 6: Frequenze alleliche e genotipiche delkariazione -346 C/T in pazienti SM
(n°=386) e controlli (n°=535).

a: numero di cromosomi, le frequenze sono rapptatetra parentesi;

b: numero di soggetti. La distribuzione genotipiceon devia significativamente
dall’'equilibrio di Hardy-Weinberg (dati non mosdija

c: X? test calcolato sulle frequenze alleliche e gefciti

7.2.2 Analisi funzionale di -346C/T

by

L’'osservazione che l'allele -346C sia un possilsi® di metilazione e particolarmente
interessante alla luce di lavori che indicano chediverse linee cellulari il livello di

metilazione di SH2D1A correla con i livello di espsione dEAP

Per valutare l'effettivo coinvolgimento dell’allele846C nella metilazione di SH2D1A,
abbiamo valutato lo stato di metilazione di quesito in linfociti attivati in vitro di 5

soggetti sani di controllo portatori di -346C: tnaschi emizigoti e due femmine omozigoti.
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| risultati dimostrano che -346C é effettivamentetitato (30% nelle condizioni sperimentali

esaminate) e questo suggerisce un suo coinvolgirezila regolazione dell’espressione di

SAP(Figura 4).
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Figura 4: Analisi della metilazione in PBMC attivati derivati da soggetti sani portatori
della variante -346C Analisi quantitativa della metilazione di campiodi DNA. E’
rappresentato un pirogramma dei cinque esperimaoriij livelli di metilazione dell’allele -
346C.

Al fine di analizzare se il polimorfismo -346C/Tfluenza effettivamente I'espressione di
SAPR, abbiamo analizzato la produzione di RNA messaggerlinfociti attivati in vitro,
derivati da sangue periferico di maschi sani (n°pditatori dell’'una o dell’altra variante.

L’analisi e stata effettuata su linfociti attivatbn PHA e tenuti in coltura per 12 giorni in
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presenza di IL-2, in quanto esperimenti preliminadevano dimostrato una elevata
espressione dbAPIn queste condizioni sperimentalianalisi dell’espressione del mMRNA
di SAPcon la tecnica della Real-Time PCR ha dimostr&i® icportatori della variante -
346T (non metilabile) producono piu alti livelli iRNA rispetto ai portatori della variante
-346C (metilabile) (p<0.0001), il che supportgptassibilita che la metilazione dell’allele -

346C possa ridurre I'espressionesdiP(Figura 5).
p<0.0001
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Figura5. Espressione del’lRNA messaggero codificante per SAR maschi emizigoti per-
346C o0 -346T | valori sono stati normalizzati a quelli del getella GAPDHII valore dellap e
stato calcolato utilizzando il test statistico diaih-Whitney. | risultati sono espressi in
percentuale dei valori CT calcolati dallo strumemépportati fra loro ponendo a 100% la media
dei valori dei soggetti portatori della variantd63'.
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7.3 Discussione

Questo lavoro dimostra che la variazione -346C/Tgdee diSAPé associata ad ALPS e
DALD e suggerisce che questo effetto sia legata alktilazione di questo sito e a un
corrispondente effetto sull’espressioneSAPR In particolare i pazienti affetti da ALPS e
DALD mostrano un’aumentata frequenza dell’alleld63, il quale non € metilabile ed &
associato a una maggiore espressiongAR rispetto alla variante metilabile -346C. Questi
risultati confermano quanto é stato dimostratotapb MRL Ipr/lpr dove una inserzione
spontanea di una A nel primo esone del geneéSAIR responsabile di una difettiva
espressione dAP, e risultata ridurre la gravita della malattiacotmune/linfoproliferativa
sviluppata da questo ceppo murino, con riduzionka deergammaglobulinemia, della
produzione di autoanticorpi, della linfoadenopatialella splenomegalia, della
glomerulonefrite e di vari altri segni clinici diatattia[139].

Nove SNPs sono stati descritti nel gene uman®AR: uno nell’esone 1, uno nell’esone 2,
guattro nel 3'UTR e tre nella regione del promotona solo gli ultimi tre sono stati ritrovati
nella nostra popolazione di pazienti e controllue&ti tre SNP presentano un folitkage
disequilibrium e, in particolare, i polimorfismi -346C/T e -6313/ risultati
significativamente associati con ALPS/DALD, presaaino urlinkage disequilibriunguasi
assoluto (D’ 0.96, %0.8).

L’associazione piu forte con 'ALPS/DALD é stata stiata dalla variazione -346C/T, la cui
variante -346C potrebbe essere un potenziale sittetlazione, trovandosi in un sito ricco
di isole CpG, come proposto dalla letteratura e mowato da una nostra analisi in silico
[140].

Il nostro lavoro ha confermato sperimentalmentematilazione di questo sito e ha
evidenziato che i portatori dell’allele -346C espono livelli piu bassi diSAPrispetto a

portatori dell’allele -346T.
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Un aspetto peculiare dei nostri dati € I'apparesdgiettivita dell’effetto di -346C/T, la cui
associazione con ALPS/DALD sembra riguardare pemtamente i soggetti maschi. Questo
risultato potrebbe essere casuale, legato al micuaero di pazienti femmine incluse nello
studio, la cui analisi statistica € resa ancora piblematica dalla presenza dei soggetti
eterozigoti, assenti tra i maschi (il gegpAPe€ localizzato sul cromosoma X). Tuttavia non si
puo escludere che il dato identifichi effettivefeienze nella malattia sviluppata dai due
sessi. Questa possibilita sarebbe in linea consseiwazione di Rosai e coll. i quali hanno
dimostrato che i linfonodi di maschi con ALPS prdas@o frequentemente alcuni aspetti
istologici tipici della sindrome di Rosai-Dorfmaguali una proliferazione non neoplastica di
cellule istiocitiche/fagocitiche all'interno deirselinfonodali, che sono invece rari nelle
pazienti femmingl141].

SAPcomprende due domini funzionali per l'interazigmeteica; il primo € un dominio SH2,
mentre il secondo é costituito da una corta coda8daminoacidi all'estemita C-terminale
che presenta due tirosine fosforilabBAP pud associarsi, grazie al suo dominio SH2, ad
ognuno dei tre siti di consenso presenti sul recetSLAM e in particolare puo legare i
motivi contenenti le tirosine 307 e 327, se fos&be, e il motivo contenente la tirosina 281
anche in assenza di fosforilazioé@42-146] Inoltre SAP €& in grado di legare
contemporaneamente la tirosina chinasi Fyn, chehéesta per l'attivazione di SLANL04-
106]. Queste vie di segnalazione sembrano essere ampoger lo sviluppo del quadro
autoimmune/linfoproliferativo nel topo MRr/lpr, dove elevati livelli di attivazione di Fyn
nei linfociti T suggeriscono un ruolo di questandsi nella anormale sopravvivenza di
gueste cellulg147]. In linea con questa possibilita, I'introduzionieuh deficit di Fyn in
guesti animali comporta una marcata riduzione deifaadenopatia e della produzione di

autoanticorpi, il che ricorda I'effetto prodottoguesti animali dal deficit AP
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La famiglia SLAM é costituita da un gruppo di setteettori transmembrana appartenenti
alla superfamiglia delle immunoglobuline: SLAM (Cbll), 2B4 (CD244), CD84, CD48,
NTBA (SLAMF6 or Ly108 in the mouse), Ly9 (CD229,)GRACC (CD319) che mappano
tutte sul cromosoma[148,149] La maggior parte dei membri di questa famiglia (Eui
SLAM, NTB-A e CRACC) mediano interazioni omotipichmentre 2B4 lega CD48, la cui
espressione e incrementata dalla infezione da HBHfifetto di risposta all'infezione da
EBV tipica dei pazienti con XLP & probabilmente dtaval difetto della citotossicita mediata
da 2B4. In effetti il fenotipo del topo con defidt SAP presenta alcuni sintomi del XLP,
come liperproliferazione dei linfociti T, una inpgopriata citotossicita delle cellule NK
mediata da 2B4 e difetti della risposta immunitanmaorale con un difetto nella formazione
del centro germinativfl50].

ALPS e DALD presentano un simile quadro clinicona gimile difettiva funzionalita di Fas,
ma si distinguono per I'espansione dei linfocitDN, una caratteristica che e presente solo
nellALPS. Questa differenza € importante da untputh vista diagnostico in quanto la
ricerca delle cellule T DN e una analisi di laborat di prima linea nella diagnosi
dellALPS, ma potrebbe anche essere indicativafterénze immunopatologiche tra ALPS
e DALD dal momento che e stato proposto che quesitale possano svolgere un ruolo
diretto nella genesi dellALPS, ad esempio proddcennterleuchina 10 (IL-10), che
presenta valori elevati nellALPS (soprattutto m€UPS la) ma non nella DALD.
Nonostante queste differenze, questo lavor8ARe altri lavori precedenti su osteopontina
e perforina indicano che il background geneticopaidisposizione allALPS e DALD e
simile, in quanto variazioni dei geni di queste tpmoe predispongono ad entrambe le
malattie.

In passato é stato proposto che le variazioni Bai gi osteopontina e perforina possono

cooperare con il difetto di Fas nello sviluppo diFS e DALD alterando l'efficienza di
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meccanismi alternativi dello spegnimento della a&#p immunitaria, ovvero inibendo
rispettivamente 'AICD e la citotossicita celluloeatiata. Inoltre i difetti di perforina e Fas
possono cooperare con il difetto di Fas ancheidetre I'efficienza della eliminazione delle
infezioni virali, il che potrebbe a sua volta fawerl'iperproliferazione linfocitaria e lo
sviluppo di autoimmunita per mimetismo molecolggg].

Nel caso diSAPR l'effetto predisponente non e accreditabile adenremento della funzione
della citotossicita cellulo-mediata, poiché I'inerento dell’espressione di SAP associato con
la variazione -346T dovrebbe piuttosto supportameste cellule con il difetto di Fas.
Viceversa si puo supporre che l'effetto predispoaeatell’allele -346T sia dovuto ad una
incremento della costimolazione mediataS#Pche potrebbe incrementare la proliferazione
linfocitaria e/o inibire la loro apoptosi. Questffetto sarebbe necessariamente mediato
dall'azione di 2B4 sulla citotossicita cellulo-matdi e sulla secrezione di IlFfNma potrebbe
anche coinvolgere altri membri della famiglia diLAB che potrebbero supportare
l'interazione tra linfociti B e T nei centri gernativi, favorendo l'iperplasia dei linfonodi e
la produzione di autoanticorpi. In linea con qugstasibilita, &€ stato in passato suggerito il
coinvolgimento di vari membri della famiglia di SMAin processi autoimmuni sulla base
dellaumento della loro espressione nei linfocitifedtori dell’artrite reumatoide,
dell'associazione di variazioni polimorfiche derdogeni con malattie autoimmuni e delle
caratteristiche autoimmuni di topi knock out peesfiigeni115].

La possibilita cheSAPsvolga un ruolo generale nellautoimmunita & suiggelal fatto che
topi con un deficit diISAP sono protetti anche dalla EAE, modello animaldadstlerosi
multipla, e dal lupus indotto da pristafiil5]. Tuttavia il fatto che la variazione -346C/T
possa svolgere un ruolo generale é invece contitaddal fatto che questo lavoro non ha
trovato nessuna associazione di questa variaziondacSM, confermando dati ottenuti in

recenti studi di genome wide analysis. Questo tasulindividua una differenza rispetto ai
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risultati ottenuti sui geni di osteopontina e pdrfa le cui variazioni non solo erano

associate ad ALPS e DALD, ma anche alla[@51,152,124]
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CONCLUSIONI GENERALI DELLA TESI

Questa tesi dimostra che polimorfismi del gene é€ifgrina, molecola coinvolta nella
citotossicita cellulo-mediata e nei sistemi di inmotegolazione e diSAP, molecola
coinvolta nell'attivazione dei linfociti NK e T, #&gono da fattori predisponenti
all'insorgenza di due malattie autoimmuni: la Sdé4ione 1 e I'ALPS (sezione 2.

La prima é una malattia inflammatoria cronica daltesna nervoso centrale (SNC)
caratterizzata dalla progressiva perdita di miefimediata dai linfociti T, la seconda é una
rara malattia che insorge in eta pediatrica edrattesizzata da un difetto di apoptosi Fas-
mediata.

La sezione Imostra come variazioni del gene di perforina posdavorire lo sviluppo della
SM e suggeriscono che questo effetto sia medmtand difettiva funzionalita NK o CTL. |
risultati ottenuti hanno mostrato che la frequealigica dell’A91V e significativamente piu
alta nei pazienti rispetto ai controlli con un ORLB8 (95%CI =1.10-1.74). Inoltre i pazienti
mostravano una elevata frequenza di variazionivgde” per cui la frequenza allelica
complessiva delle variazioni era maggiore nei pdaerespetto che ai controlli (17% vs 9%,
p = 0.0016) e conferiva un OR = 2.06 ( 95% CI: 13137) per la malattia. Dal momento che
studi precedenti del nostro gruppo avevano dimwmsithe variazioni del gene di perforina
possono anche favorire lo sviluppo dellALPS e diaebete di tipo 1 e che lavori in corso in
collaborazione con altri laboratori stanno evidando un’associazione di queste variazioni
anche con il lupus eritematoso sistemico si pu@erige che questo gene svolga un ruolo
generale nello sviluppo dell'autoimmunita. Questolo potrebbe essere in qualche modo
collegato con il ruolo assegnato a variazioni ¢egi del gene di perforina nello sviluppo di
linfomi non Hodgkin, in quanto difetti nei procesBiimmuno-regolazione potrebbero anche

funzionare da fattori promuoventi per lo sviluppadeste malattie neoplastiche.
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Nel caso del gene @AP, (sezione 2 I'effetto predisponente per 'ALPS non é accradite

ad un decremento della funzione di citotossicitdultemediata, poiché la variazione
associata alla malattia (-346T) sarebbe legata maremento dell’espressione 8AR che
dovrebbe favorire l'attivazione delle cellule NKicéversa I'effetto potrebbe essere legato a
una aumentata funzione di recettori costimolatetladfamiglia SLAM che us&AP nella
trasduzione del segnale e sono coinvolti in vaocpssi di attivazione dei linfociti T e B.
Questo effetto funzionale sarebbe legato al fattie © SNP -346 colpisce un sito di
metilazione del promotore del geBAP (-346C) ed € in grado di modificare la regolazione
di questo gene.

Nel complesso i dati riportati nei due lavori preséi in questa tesi indicano che variazioni
“minori” di due geni che sono stati in passato asgba immunodeficienze piuttosto gravi a
carico delle cellule citotossiche e caratterizziteaspetti linfoproliferativi, la FHL e la XLP,
possono essere una causa predisponente per lgpmvildell'autoimmunita. Questo
suggerisce che l'autoimmunita e limmunodeficienzdassicamente considerate come

aspetti opposti dellimmunopatologia, possano alnewolte avere alcune cause in comune.
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