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RIASSUNTO

Uno studio ha dimostrato che mutazioni eterozigotcarico del gene di perforindRFJ),
responsabili dello sviluppo della linfoistiocito@mofagocitica familiare (FHL) in doppia
eterozigosi, possono agire da fattori predisponpati lo sviluppo della sindrome autoimmune
linfoproliferativa (ALPS) e della malattia linfopiferativa di Dianzani (DALD) in soggetti
portatori di difetti funzionali a carico del recatt di morte Fas.

L’ALPS si sviluppa generalmente in eta pediatricaéecaratterizzata da 1) difetti dell’apoptosi
linfocitaria dovuti a mutazioni a carico del siseenfras/FasL; 2) sviluppo di manifestazioni
autoimmuni, con associazioni variabili di anemrantbocitopenia, neutropenia; 3) linfoadenopatia
elo splenomegalia; 4) espansione di linfociti T BBRdoppi negativi CD4e CD8 (DNT). La
DALD e una variante dell’lALPS in cui i pazienti gentano un quadro clinico di tipo ALPS ma
sono privi dell'espansione dei linfociti DNT.

Il modello animale dell’lALPS é rappresentato daui tsIRLIpr/Ipr e MRLgld/gld, portatori di una
mutazione in omozigosi con perdita di funzionepettivamente nei geni di Fas e FasL. Come nel
modello murino, anche nei pazienti con ALPS la fanalita di Fas e ridotta, a causa di mutazioni
ereditarie deleterie che colpiscono geni coinvaltquesto sistema. La penetranza delle mutazioni
causali del’lALPS é spesso incompleta e lo svilugigila malattia e favorito dal background

genetico.

L’obiettivo principale di questa tesi e stato qaadi estendere 'osservazione fatta nei paziermti co
FHL al fine di valutare in modo sistematico il goadi sovrapposizione genetica tra ALPS o DALD
e altre malattie ereditarie caratterizzate da pndtiferazione; in particolare sono state riceraate

pazienti con ALPS o DALD mutazioni a carico dei ggnMunc13-4 e sintaxina-11, coinvolti nella

FHL, e di XIAP e SAP coinvolti nella malattia lirgooliferativa legata al cromosoma X (XLP).

La FHL é una malattia genetica eterogenea chelapga generalmente nel primo anno di vita ed &
caratterizzata da una ridotta capacita dei linfddi€ e T citotossici di eliminare le cellule infate

da virus, a cui consegue linfoproliferazione. Ldattea puo essere causata da mutazioni deleterie a
carico dei geni di perforina, Munc13-4, Sintaxirad Munc18-2. La XLP, invece, € una malattia
dovuta a mutazioni a carico del gene di SAP o dARXIche determinano deficit funzionali e di
sviluppo delle cellule NK e NKT e causano un’aunaétsuscettibilita alle infezioni da Epstain
Barr Virus (EBV).



| risultati descritti nellaSezione 1hanno permesso di identificare e caratterizzarepaziente
portatore di mutazioni a carico dei geni FBA9, XIAP (XIAP) e Munc13-4 (UNC13D); I'analisi
funzionale delle mutazioni ha dimostrato che tlgterariazioni avevano un effetto deleterio sul
rispettivo prodotto genico. La mutazione XiAP non permetteva I'espressione della proteina a
causa della degradazione dellmRNA, la mutazioné-Al5 causava una ridotta espressione del
recettore e quindi una ridotta capacita di attiveaspasi-8, mentre la mutazione WNC13D
riduceva la funzione della proteina, alterandadoesso di secrezione dei granuli citotossici.

Il fenotipo del paziente suggerisce che queste ziartacooperano al quadro clinico, probabilmente
agendo su diversi meccanismi coinvolti nello spemmto della risposta immunitaria e nella
risposta citotossica antivirale. Il quadro linfolpierativo del paziente poteva essere legato sia ad
una prolungata sopravvivenza dei linfociti attivaticausa di un difetto nello spegnimento della
risposta immunitaria, sia ad una loro iperprolilgoae mirata a compensare la loro ridotta efficacia
nel contrastare le infezioni virali.

| risultati descritti nellaSezione 2hanno permesso di identificare anche la presenfeegluenti
mutazioni a carico del gene di Muncl13-4 nei pazieah ALPS e DALD: sono state identificate
sette variazioni eterozigoti in grado di determ@gan cambio aminoacidico a livello della proteina.
Quattro variazioni erano gia state descritte inchaghati in pazienti affetti da FHL o quadri simili
mentre tre variazioni non erano mai state desctitiati hanno suggerito che le variazioni nel gene
di UNC13D potrebbero essere considerate parte di un “bacgkdrooligogenico in grado di
predisporre allo sviluppo dellALPS.

| risultati descritti nelléSezione $hhanno permesso di identificare il polimorfismo -84d del gene

di SAP come possibile fattore predisponente pevituppo di ALPS e DALD in soggetti maschi
portatori di difetti funzionali a carico di Fasmlaschi affetti da ALPS o DALD hanno mostrato una
frequenza piu elevata dell’allele -346T rispett@aitrolli. L’allele -346C e risultato essere utosi

di metilazione che viene perso nei portatori dédlla -346T. Il polimorfismo sembra avere effetti
funzionali in quanto i soggetti portatori dell’dlbe-346T esprimono livelli piu elevati di SAP nelle
cellule NK, nei linfociti T citotossici (CTL) risg#o ai portatori di -346C, e inoltre producono live
inferiori di IFN-y in seguito ad attivazione linfocitaria. Questiidainfermano i risultati ottenuti da
uno studio su topi MRIpr/lpr, nei quali una mutazione @AP determinava una diminuzione
nell'espressione della proteina, cui conseguivaattenuazione dei principali parametri di malattia.
L’effetto predisponente dell’allele -346T potrebbssere legato alla minore secrezione di {FN-
associata a questo allele; infatti questa citockirapace di aumentare I'espressione di FasL nei
linfociti T helper, per cui una sua ridotta secoes potrebbe peggiorare il difetto funzionale ds Fa
dei pazienti. E’ pertanto possibile ipotizzare ane parziale inibizione farmacologica di SAP possa
in futuro essere utile per il controllo della mékat
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Introduzione

Il sistema immunitario e I'apoptosi

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

| progenitori dei linfociti B e T maturano rispetiimente nel midollo osseo e nel timo; durante
guesta fase il riarrangiamento dei geni per ittegedell’antigene (Ig per i linfociti B e TCR peér
linfociti T) genera in modo casuale un grande nunaerecettori [1].

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

[1]. Grazie a questo processo, il repertorio dieteei per I'antigene che raggiunge il sangue
periferico sara costituito quasi esclusivamenteegattori per antigeni non-self [2].

Tuttavia, la delezione dei cloni linfocitari autatiévi non interessa tutti i cloni poiché non tudti
antigeni self sono rappresentati nel midollo osseoel timo. L'immissione in periferia di questi
linfociti T non porta necessariamente allo svilugjpanalattie autoimmuni in quanto queste cellule
possono ancora essere controllate da meccanisafiedanza periferica [3].

L’attivazione del linfocita T, che porta alla suaolferazione e differenziamento a linfocita
effettore, richiede due segnali distinti [4]:

-un primo segnale generato dall’interazione deéttece con l'antigene presentato su molecole del
complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)

-un secondo segnale proveniente da molecole cdstione che interagiscono con i loro rispettivi
ligandi presenti sulle cellule presentanti 'antigg APC) solo quando sono attivate da un processo
inflammatorio.

La molecola co-stimolatoria meglio conosciuta defiociti T € CD28, che interagisce con i ligandi
CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2) espressi dalle APC atavd].

Il riconoscimento dell'antigene in assenza del sdocegnale conduce ad uno stato di quiescenza
(anergia) o apoptosi del linfocita. In questo matdtivazione dei linfociti avviene soltanto in un
contesto inflammatorio durante il quale le APC aspno molecole costimolatorie e questo riduce
il rischio di attivazioni improprie contro il sdlb].

L’apoptosi svolge un ruolo importante anche nelitotassicita cellulo-mediata. | linfociti T
citotossici (CTL), infatti, si legano al loro begd@ (cellule tumorali o infettate da virus) e lo

uccidono innescando I'apoptosi attraverso vari ragismi:

- liberazione di perforina e granzimi, la primaip@rizza sulla membrana del bersaglio producendo
dei pori in cui passano i granzimi in grado di\atte varie caspasi che sono i pricinpali effettori
dell'apoptosi;
- espressione di FasL che lega il recettore Fagssp dalla cellula bersaglio e attiva le caspasi;
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Introduzione

- produzione di TNE e/o linfotossina che legano i rispettivi recettttivando le caspasi.

Il processo apoptotico, inoltre, € fondamentaléongbegnimento della risposta immunitaria al fine
di mantenere l'omeostasi numerica dei linfodiel caso dei linfociti, esistono due
meccanismi di controllo. Il primo meccanismas{gma passivo) conduce alla morte dei linfociti
che hanno risposto all’antigene. L'esaurimento 'a@efigene determina una riduzione della
secrezione di citochine importanti per la sopragxiza cellulare e dell’espressione dei loro redettor
da parte dei linfociti. Il calo degli stimoli di poavvivenza causa una diminuzione dei livelli
cellulari delle molecole antiapoptotiche e il cansente innesco della via apoptotica intrinseca
(ACAD, activation cell-autonomous death) [6-7].

Il secondo meccanismo (sistema attivo) eliminanfoleiti alcuni giorni dopo la loro attivazione.
Questa morte € favorita da una riattivazione ddbtiita da parte dell’antigene (AICD, activation-
induced cell death) ed e legata all'azione di @ilgecettori appartenenti alla famiglia del TNF-

receptor (TNFR) coinvolti nella via estrinseca @glbptosi tra cui Fas [6-7].

Recettori di morte

Fas/Apol/CD95 e una glicoproteina transmembrangbet8 kDa di tipo | [8-9] appartenente alla
superfamiglia dei TNFR (Tumor Necrosis Factor Rémgpche comprende piu di venti membri tra
cui recettori di morte e recettori di crescita. Urlassificazione individua una sottofamiglia di
TNFR deputati alla trasmissione di segnali apopitetipertanto detti death receptors [9-10].

| death receptors includono, oltre a Fas, altretteei tra cui TNFR1, TNFR2 e il recettore per la
linfotossina. Altri membri della famiglia TNFR, clm®n sono death receptor, includono il recettore
per NGF (Nerve Growth Factor), le molecole CD30,2Z[2 CD40 [11].

Tutti i death receptors presentano una porziomaditbplasmatica DD (death domain), necessaria
per la trasmissione del segnale di morte e unaguzxtracellulare che presenta una regione con
tre domini di cisteina (cysteine-rich domains CR2Le 3) e un dominio PLAD (pre-ligand
assembly domain). Questo dominio € localizzatoangtirzione amino-terminale della molecola ed
e importante per il legame con il ligando, ma éinlis dal sito di effettivo legame [12]. PLAD
permette la trimerizzazione del recettore, eventaldmentale per il legame con il ligando che si

presenta, a sua volta, in forma trimerica.
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Il sistema Fas/FasL
Fas (CD95) é codificato dal genENFRSF6 (o FAS, che nelluomo é presente sul tratto

cromosomico 10g24.1 e consiste di 9 esoni e 8 nntfd3]. La proteina e costituita da 325
aminoacidi.

Fas e un recettore espresso dalla maggior partesiiti e in modo particolare nei linfociti attiva
la proteina forma un omotrimero sulla membranautamié dopo il legame con la proteina
FasL/CD95L codificata dal genENFSF6 Il gene nelluomo e presente sul tratto cromosomi
1923 e consiste di 5 esoni e 4 introni, la prot@&neostitutita da 281 aminoacidi [14]. Il sistema
Fas/FasL e il sistema molecolare meglio carattatizmello spegnimento della risposta immunitaria
e svolge due ruoli fondamentali [15]: da un latppreesenta uno dei meccanismi attraverso cui i
linfociti con capacita citotossiche uccidono il §&glio; dall’altro lato i linfociti attivati espriono
elevati livelli di Fas e sono sottoposti alla regobne negativa da parte di linfociti o altri tipi
cellulari che esprimono FasL. E’ stato osservate EasL e espresso costitutivamente ad elevati
livelli in alcuni tessuti considerati “immunologiteente privilegiati’, come occhio e testicolo,
perché sono in grado di escludere le cellule immaniei uccidendole avvalendosi degli elevati
livelli di FasL [16].

Figura 1
Rappresentazione schematica del sistema
Fas/FasL
Il ligando extracellulare FasL interagisce con il
recettore Fas e ne induce la trimerizzazione
conducendo al reclutamento della molecola

Membrana i )
Plasmaticz FADD (Fas-Associated De_ath Dor_nam) elo
TRADD (TNFRSF1A-associated via death
domain) e della procaspasi-8 che formano, in
guesto modo, un complesso detto DISC (Death
Inducing Signaling Complex). FAS e FADD
DD interagiscono con i loro domini DD (death

domain) mentre FADD e caspasi-8 interagiscono
attraverso un dominio DED (death-effector

FADD - ¥ domain).

Pro-Caspasi —.
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Le vie dell’apoptosi

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

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

- La “via intrinseca” stimolata da condizioni dress cellulare (mancanza di fattori di crescitggra
UV, stimolazione con etoposide) che porta alla fmrione di un complesso detto apoptosoma in
sequito al rilascio di fattori proapoptotici da fgadel mitocondrio.

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

in alcune circostanze puo condurre alla morte lzetu

Nella via estrinsecai recettori (death receptor) appartenenti allmiffia dei recettori TNFR
interagiscono con i rispettivi ligandi extracellilgappartenenti alla famiglia del TNF [9-17]) e
inducono la via apoptotica. Un esempio ¢ il ligarddracellulare FasL che interagisce e induce
trimerizzazione del recettore transmembrana FasbAd1 conducendo al reclutamento di una
molecola citosolica adattatrice FADD (Fas-Assocdlaizeath Domain) e della procaspasi-8 che
formano, in questo modo, un complesso detto DIS€&{BInducing Signaling Complex) (Figura 1)
[18-19].

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

L’attivazione di caspasi-8, mediante taglio protem, innesca una cascata attivatoria che
coinvolge la caspasi-10 e le caspasi -3,-7,-6 obia loro forma attiva, sono in grado di agire su

specifici substrati cellulari [10-18].

Caspasi-8, inoltre, € legata alla via intrinsapaptotica (generalmente indotta da stress eatdtila
caspasi-9) attraverso due meccanismi diversi:itsiene proteolitica della molecola Bid e la sintes
di ceramide indotta dall’attivazione di sfingomielsi acide/neutre [20]. | frammenti di Bid e
ceramide, traslocando sulla membrana esterna detomdrio, interagiscono con BAX (BCL-2
associated protein X) e BAK (BCL-2 antagonist/kiilepermettendo a quest'ultimi di
oligomerizzare. Questo stimola il rilascio di citomo-c nel citoplasma che, legandosi ad Apaf-1
(Apoptosis Protease Activating Factor-1) e procaispaporta alla formazione di un complesso
noto come apoptosoma [21-22]. In seguito a clivagta caspasi-9 assume una conformazione
attiva in grado di processare altre caspasi postie wicinanze; cid permette di innescare una
cascata di trasduzione del segnale apoptotico cimvalge le diverse caspasi effettrici e termina

nell’idrolisi di substrati citosolici e nucleari.
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In condizioni di stress moderato (ad es. carenzéattiori trofici) le cellule ricorrono a risorse
alternative per mantenere la sopravvivenza cedu{autofagi® le cellule sequestrano proteine e
organelli invecchiati per riciclarne le diverse fpa& assicurarsi la sintesi di enzimi e componenti
necessari alla sopravvivenza. Tuttavia, una pratagondizione di stress o un mancato controllo
della regolazione dell'autofagia possono conduli@ ‘@aorte cellulare autofagica”, indipendente
dalle caspasi. Questa mostra peculiarita morfolagisimili all’apoptosi e sembra essere un
passaggio indispensabile per l'inizio del procesgoptotico in quanto si € osservato che inibitori
dell’autofagia inibiscono anche I'apoptosi mentméitori delle caspasi non inibiscono l'autofagia
[23].

Le caspasi
Le caspasi sono una famiglia di cistein-proteasigmdo di idrolizzare i loro substrati in

corrispondenza di residui di acido aspartico (Asp-Asp). Alcune caspasi possono idrolizzare |l
precursore di citochine al fine di attivarli (caspa e -11), altre innescano la propagazione dei
segnali apoptotici (caspasi-8, -9 e -10), altrdizeano il programma apoptotico mediante scissione
diretta di diverse proteine vitali per la cellulanediante ['attivazione di processi trascrizbn
allinterno del nucleo (caspasi-3, -6 e -7) A]: Le caspasi vengono sintetizzate come fattori
zimogeni inattivi (procaspasi) composti da tre gipali subunita (un pro-domain e due porzioni
catalitiche). Nei fattori zimogeni queste ca&tdiloccano la formazione del sito attivo. Una
volta attivate, le caspasi assumono una foetesotetramerica che permette la corretta
disposizione del residuo catalitico e del sito flesubstrato. L’attivazione puo avvenire per
autocatalisi o mediante taglio proteolitico operdaoun’altra caspasi [25-26].

La famiglia delle caspasi coinvolte nella trasdueialel segnale mediata da Fas/FasL puo essere
suddivisa in base alla loro specificita di subsirat due gruppi: caspasi iniziatrici (caspasi98,-
-10) che agiscono nelle prime fasi dell’apoptosiaspasi esecutrici (caspasi -3,-6,-7) responsabili
della fase effettrice del processo apoptotico [21].

Cio nonostante, le caspasi svolgono anche un ioaoversi processi cellulari non-apoptotici come

la regolazione del ciclo, differenziamento e peiizione cellulare [18-27-28].

Nel differenziamento, le caspasi-3,-8 regolano acpssi di formazione degli eritrociti, delle
piastrine e il differenziamento dei monociti [2%e caspasi sono attivate in risposta a specifici
fattori di crescita; I'azione di queste proteasipsateine bersaglio conduce all’attivazione didatt
trascrizionali coinvolti nella regolazione di sgesigeni [30].

11
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Alcuni studi, condotti su pazienti con deficien&l'espressione di caspasi-8, hanno evidenziato un
associazione di tale deficit con un difetto neltcolto dell’attivazione-proliferazione dei linfocit,

B e delle cellule NK; secondo questi studi, fattaaiscrizionali (NF-kB, NFAT), attivati dall’azione
catalitica delle caspasi, regolano I'espressionmaliecole di superficie (CD25) e la produzione di
citochine come la IL-2 [25-26-31]. Il difetto gereet di caspasi-8 infatti porta alla riduzione del
rilascio di IL-2 e dell’'espressione di CD25 e aloluppo di una grave immunodeficienza [25-27].

Il difetto nell’attivazione dei linfociti T, B e NKsuggerisce un’azione comune della caspasi-8 nelle
vie di trasduzione del segnale attivatorio dei daifi [25], alti livelli di caspasi attivate
condurrebbero all’'apoptosi, mentre limitati livedbsterrebbero I'attivazione cellulare [27-32].

Nella regolazione del ciclo cellulare dei linfocBi, invece, e stata dimostrata la capacita della
caspasi-3 di agire su vari inibitori del ciclo cddire (Weel, p21®™, p27"™) che, sottoposti
all'azione delle proteasi, non sono piu in gradanditivare le chinasi regolatorie Cdc favorendo la
progressione dei linfociti B nelle fasi del ciclellalare [27-28-32-33].

Un altro modello ipotizza il coinvolgimento di FADB caspasi-8 nel controllo della progressione
del ciclo cellulare. Durante la mitosi, FADD (fosfato sulla serinal94 nella fase G2/M) si associa
a caspasi-8 o a con altre proteine mitotiche (MBRotic DISC-forming protein) formando un
complesso in grado di portare alla maturazionerdtgmne coinvolte nella progressione del ciclo
cellulare [34].

Le funzioni non-apoptotiche delle caspasi implicaie le cellule possano restringere I'attivita
proteolitica di queste proteasi su specifici sudiste la de-regolazione di queste differenti vie
funzionali potrebbe essere coinvolta nello svilughanolte malattie umane. Rimane da chiarire
come l'attivita proteolitica delle caspasi su sfiecsubstrati possa essere ristretta all’interedal
cellule; e stato proposto che un ruolo possa essam@to dal controllo della loro
compartimentalizzazione fisica e funzionale attrawel coinvolgimento di proteine scaffold e di

fattori anti-apoptotici in grado di controllarnattivazione in distinti compartimenti cellulari [B5

Inibitori della trasduzione del segnale

La sensibilita allapoptosi da parte dei linfocitinon solo correla con I'espressione di Fas, ma
dipende anche dalla regolazione di proteine argptgiiche. Infatti, il processo apoptotico e
controllato da tre famiglie di inibitori che agisema diversi livelli della cascata: cFLIP, la fatrag

di Bcl-2 e la famiglia delle IAP.

La molecola cFLIP é la variante mammifera dellitobe virale vFLIP, coinvolto nella inibizione
dell'apoptosi messa in atto da vari agenti virakLIP presenta una struttura molecolare che lo
rende altamente omologo alla caspasi-8, ma é pliiattivita enzimatica. Esso € quindi in grado di

associarsi al complesso Fas/FADD formando unatsteusimile al DISC, ma inattiva. In questo
12
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modo FLIP compete con la caspasi-8 nel suo legaammeFADD in modo dipendente dai livelli
relativi delle due molecolenpedendo, quindi, la trasduzione del segnale apiopt[36].

La famiglia di Bcl-2 comprende differenti mlern con attivita pro-apoptotica (Bax, Bak,
BclxS, Bid, Bim) e anti-apoptotica (Bcl-2, Bdl) che mostrano tre regioni di omologia
dette regioni BH (Bcl-2 homology regions) [3Queste proteine interagiscono con molecole
della stessa famiglia formando omodimeri (es. BBIeR2) oppure eterodimeri (Bcl-2/Bax), il che
regola lattivita pro o anti-apoptotica di quest®letole [38]; tali proteine svolgono un ruolo
modulatorio della via intrinseca della mortlware, modulando il rilascio del citocromo-C
[39].

Le proteine della famiglia delle IAP (c-IAP1, c-IRPXIAP, N-IAP, Survivina) contengono da una
a tre copie del dominio BIR (Baculoviral IARepeat) costituito da 80 residui di zinco e
agiscono inattivando le caspasi mediante un mesgendi associazione/sequestro [40]; I'estremita
carbossi-terminale é costituita dal dominio dettitN® finger (Really Interesting New Gene),
coinvolto nell'ubiquitinazione delle proteine, mentun dominio CARD (Caspase Recruitment
Domain) e tipico delle molecole c-IAP1 e c-IAP2 J4lle proteine che appartengono alla famiglia
delle IAP sono considerate multifunzionali per Epacita di inattivare sia caspasi iniziatrici sia
guelle esecutrici. Ad esempio XIAP é in grado deéregare un effetto inibitorio sulla caspasi-9
mentre altre IAP sono in grado di inattivare lepess-3 e -7 legandosi al loro sito attivo delle
caspasi e impedendone I'interazione con il sulistrat

La survivina € una IAP particolare che e implicaglla citoprotezione durante il fenomeno
apoptotico: essa forma con XIAP un complesso IAP-IAromovendone la stabilita e
incrementando I'attivita inibitoria nei confronti caspasi-9 [42].

XIAP

Tra le molecole appartenenti alla famiglia delld®]Aa piu studiata € XIAP (X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein); la proteina, costituita da 48Tminoacidi, e codificata da un gene costituito da
7 esoni localizzato sul braccio lungo del cromosoh{Xq25) [43].

Un sinonimo di XIAP e BIRC4 (Baculoviral IAP Repdabntaining 4), che sottolinea il fatto che la
proteina e stata descritta per la prima volta resuBovirus dove agisce bloccando I'apoptosi delle
cellule infettate da questi virus indotta dai licifo citotossici. XIAP € ubiquitariamente espre&so
tutti i tessuti [44].

XIAP contiene le sequenze BIR, localizzate nellazpme aminoterminale, e RING nella regione

carbossi-terminale (Figura 2).
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BIR1 BiR2 - 31 FIRG
— —— —
Figura 2

Diagramma della proteina XIAP
Il diagramma mostra i quattro domini della proteiaP: tre domini BIR e un dominio RING.

La regione che fa da linker tra il BIR1e il BIRZmeportante per il legame con caspasi-3 e -7 e la
loro inattivazione [45]. Viceversa, l'inattivaziomella caspasi-9 richiede un legame specifico della
forma attiva di questa caspasi-9 con il dominio BIRttraverso una tasca idrofobica di BIR3 che
interagisce con quattro aminoacidi della subunit2 della caspasi-9 attivata; questa interazione
coinvolge in particolare il residuo W310 di BIR3[M7]. XIAP e l'unica IAP in grado di bloccare
la caspasi-9 proprio perché contiene il BIR3 respbiie del legame [47].

L'attivita antiapoptotica di XIAP pu0 essere costeia da due proteine mitocondriali
SMAC/DIABLO e Omi/HtrA2 [48]. Queste molecole vengwrilasciate nel citoplasma da parte del
mitocondrio durante I'apoptosi e si legano a XIARvallo della tasca idrofobica di BIR3 (la stessa
di caspasi-9); questo rende il legame delle treegaé con XIAP mutualmente esclusivo [46-49].

La funzione dei diversi domini di XIAP non sono are chiari: tuttavia, la proteina tronca,
contenente solo il dominio BIR1, non e in gradoimeragire con le caspasi esecutrici e, di
conseguenza, non puo inattivare I'apoptosi inddtaFas. Il dominio RING sembra conferire
un'attivita E3-ligasica e promuovere l'auto-degrzidae di XIAP; inoltre determina la
degradazione proteasomica di una molecola-bersagliale caspasi-3 e di una molecola

modulatrice come Smac [50].
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Rappresentazione della via estrinseca e intrinseckell’apoptosi
La “via estrinseca” € attivata direttamente dadapasi-8 a seguito del legame di FasL, TNF, TRAIh icrispettivi recettori.
La “via intrinseca” coinvolge l'induzione di aleioni mitocondriali che causano l'attivazione delaspasi-9.
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Secrezione dei granuli citotossici

Un aspetto fondamentale del sistema immunitaria éapacita di eliminare le cellule tumorali o
infettate da virus grazie all’azione di linfocitiTC e cellule NK.

Come descritto in precedenza, I'apoptosi puo esseescata attraverso vari meccanismi come ad
esempio la liberazione di perforina e granzimi eanti nei granuli citotossici.

| linfociti CD8" T vergini, dopo aver riconosciuto I'antigene, ietono 5-8 giorni per proliferare,
differenziare in linfociti CTL e migrare verso lellule bersaglio. Durante il differenziamento,
granzimi e perforina sono sintetizzati e accumuddltinterno dei granuli citotossici. In seguito, i
linfociti CTL riconoscono e legano la cellula begka e qui la uccidono in 20-30 minuti
inducendone I'apoptosi.

Il legame del linfocita CTL alla cellula bersaglionduce ad una riorganizzazione dei recettori di
superficie, di proteine di segnale intracellularalieproteine del citoscheletro; questo processo
conduce alla formazione di una struttura chiamsatapsi immunologica

La formazione della sinapsi immunologica e cargitata da quattro fasi: 1) riconoscimento della
cellula bersaglio, 2) adesione e formazione di sinapsi tra le due cellule, 3) orientamento del
complesso del Golgi e del centro di organizzaziomerotubulare (MTOC) del linfocita CTL e 4)
polarizzazione dei granuli litici verso la cellldarsaglio [51].

Il riconoscimento della cellula bersaglio avvienttraaerso una interazione tra il TCR e il
complesso MHGpeptide della cellula bersaglio (Figura 4A); qoedegame determina la
trasmissione di un segnale che porta ad un riaaarento delle molecole di membrana con la
formazione di tre aree concentriche: 1) cSMAC (@rgupramolecular activation complex) ricca
di TCR, MHC -peptide, recettori accessori CD4/CD8/CD28, Lckit@ina chinasi @ (PKC4); 2)
pSMAC (peripheral supramolecular activation compleastituita da un anello ricco di integrine
(ICAM) e proteine di membrana associate al citowthe® 3) d-SMAC (distal supramolecular

activation complex) costituita da molecole come @PDdD44 e CD45 (Figura 4B).
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Figura 4

Rappresentazione della Sinapsi Immunologica

A) Rappresentazione di alcune delle proteine cotaval riconoscimento antigenico. Le molecole
attivanti sono mostrate in blu, quelle inibitorie giallo e quelle che non contribuiscono alla
trasmissione del segnale in grigio. La freccia é¢adil segnale che converge all’attivazione del
linfocita T. B) Rappresentazione delle regioni in cui € organ&#a sinapsi immunologica: dal
centro cSMAC, pSMAC e dSMAC [52].

| linfociti CTL orientano il MTOC verso il sito dcontatto permettendo ai granuli citotossici,
ancorati ai microtubuli, di migrare verso la sindapsmunologica. | granuli sono organelli impiegati
da molte cellule per mediare la secrezione di d&esostanze. Ad esempio, oltre ai linfociti CTL
che secernono granzimi e perforina, le mastcetlldsciano istamina e serotonina, mentre i basofili
rilasciano istamina e altre sostanze [53-54-55-B6-5

| granuli presentano una struttura multi-vescialelne ha origine dalla progressiva invaginazione
della membrana plasmatica di endosomi primari; Guasmi, in seguito, maturano in endosomi
tardivi. La presenza di uno stimolo di attivaziocenduce alla maturazione dei granuli litici
mediante I'unione di lisosomi ed endosomi tardB4 ]|

Il trasporto dei granuli citotossici alla sinapsaimunologica e dipendente dal complesso dei
microtubuli presenti nel citoscheletro. | granulggostano lungo i microtubuli del MTOC, orientato
verso il sito di contatto tra linfocita CTL e cdHubersaglio, fino al pSMAC. L'attivazione di
proteine segnale, in seguito alla stimolazionerdekttore TCR, € fondamentale per I'attivazione

della fosfolipasi-§ (PLCy) che permette I'orientamento del MTOC e il movirntenei granuli
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secretori verso la sinapsi immunologica [51]. Laduzione di Inositolo-1,4,5-trifosfato @Pda
parte della PLE conduce alla fuoriuscita di calcio (€pintracellulare verso il citoplasma. La
polarizzazione del MTOC & mediato dal diacilgliderdDAG) in maniera Cd-indipendente
mentre il movimento dei granuli @ meditata daf'Ca

In seguito, i granuli si spostano dal pPSMAC velsoSMAC e rilasciano quindi il loro contenuto
nella sinapsi. La perforina rilasciata polimerizzéia superficie della cellula bersaglio portantda a
formazione di pori che permettono I'entrata deingimi nel citoplasma della cellula bersaglio; i

granzimi agiscono quindi sulle caspasi e iniziammbrte per apoptosi della cellula bersaglio.

Come descritto, lainapsi immunologicaetermina il riarrangiamento delle molecole di rbeama
dei linfociti CTL e la polarizzazione dei granultatossici. Recentemente, uno studio ha riportato
che la maturazione e I'adesione alla membrana plissandei granuli coinvolgono le proteine della
famiglia Rab GTPasi e della famiglia Munc13 [58].

Proteine Rab

Le proteine Rab GTPasi sono coinvolte nella regotezdella formazione, motilita e fusione delle
vescicole alla membrana plasmatica.

Le Rab GTPasi appartengono alla grande famiglidedpiccole GTPasi all'interno della
superfamiglia Ras. Le proteine Rab possono essgedd a GTP e alla membrana (stato attivo) o a
GDP e trovarsi nel citoplasma (stato inattivo).plssaggio ciclico tra stato attivo/inattivo e
controllato da enzimi regolatori GEF (nucleotidecleange factor) e GAP (GTPase-activating
protein) [56-59].

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

La proteina Rab3 e stata la prima isoforma di Rhlessere associata al processo di regolazione di
esocitosi dei granuli nelle cellule neuronali edi@rine [59]. Recentemente, studi di proteomica
hanno evidenziato sulle membrane delle vescicalet®ie la presenza di un’altra isoforma di Rab
(Rab27) coinvolta in questo processo [56-61].

Varie forme di Rab sono presenti sulla membranke delscicole; tuttavia, la maggior parte di esse
sSono associate a vescicole immature proveniertagphrato di Golgi o dagli endosomi e non sono
coinvolte nel processo di esocitosi [60]. Le dieemoteine Rab hanno una distinta distribuzione

cellulare che pud permettere di identificare I'argaazione di membrana e le caratteristiche delle
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vescicole [60]. Per esempio, Rab4 e Rab5 sonoitaed¢ sugli endosomi primari, Rab7 sugli
endosomi tardivi [60].

Le proteine Rab26 e Rab37 sono espresse sullecatsdi cellule tessuto-specifiche (Rab26 nelle
cellule della parotide, Rab37 nelle cellule panticka e nei mastociti); le sottofamiglie Rab3 e
Rab27 sono espresse sulla membrana delle vesdicoddlule neuronali, cellule endocrine/esocrine
e cellule del sistema immunitario (linfociti CTLeltule NK e mastociti) [57-59]. In particolare,
Rab3a e Rab27a sono coinvolte nel controllo delie ©li ancoraggio delle vescicole alla membrana
plasmatica piuttosto che nella fase di fusione.[B&b27a regola I'esocitosi dei granuli basofili ne
mastociti, dei granuli citotossici nei linfociti CTe dei granuli densi nelle piastrine [61].

Uno studio ha mostrato che il silenziamento defzgna Rab3a (0 Rab27a) riduce il numero di
vescicole ancorate alla membrana plasmatica ertaaf@ttiva Rab27a (o Rab3a) non e in grado di
compensare la funzione della proteina mancangslelhziamento di entrambe le isoforme conduce
ad una maggiore riduzione di vescicole rispettsidolo silenziamento il che suggerisce una co-
operazione di Rab3a e Rab27a nel processo di eso&6-57].

Le proteine Rab3a e Rab27a possono essere cossmelle membrane delle vescicole delle
cellule neuronali, cellul@ del pancreas, melanociti e svolgere una differameione sul processo
di secrezione [55]. Alcuni studi hanno mostrato Ehenaggiore espressione di Rab3a e Rab27a in
varie linee cellulari inibisce il processo di semome sebbene le proteine Rab siano promotori
positivi del trasporto vescicolare [57-62].

L'azione delle proteine Rab e delle loro proteififeterici € importante per il processo di fusione
delle vescicole alla membrana plasmatica. Quesioesso richiede la presenza di altre proteine
appartenenti alla famiglia delle proteine SNARE dtilylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptors) [63].

L’interazione di una proteina SNARE espressa sukenbrana delle vescicole (v-SNARE) con una
proteina SNARE espressa sulla membrana plasma&t®HARE, comprende una catena leggera e
due catene leggere) porta alla formazione di unptesso trans-SNARE. Il complesso € costituito
da un fascio di quattro eliche (una elica v-SNAREe t-SNARE) che interagiscono in modo
idrofobico [62]. In seguito alla fusione (mediatlld proteine Rab e SNARE) delle vescicole con la
membrana plasmatica, il complesso trans-SNARE thvers-SNARE con la separazione delle
proteine v-SNARE e t-SNARE. Questa separazioneompssa dall’azione dei fattori NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor)®eSNAP (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factoraehment
protein) [42].

Le proteine VAMP sono le principali proteine v-SNERoinvolte nel processo di fusione delle
vescicole. Esistono sette forme diverse, tra cUMPX (espressa su endosomi tardivi e lisosomi)

importante durante il processo di esocitosi dengliditici [62].
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| membri della sottofamiglia SNAP (SNAP23, SNAP3BAP29: synaptosome-associated protein)
sono catene leggere di t-SNARE; la famiglia deltetgine Sintaxina sono catene pesanti di
t-SNARE [56-62].

Proteine effettrici della fusione

La fusione delle vescicole secretorie con la memdi@Elasmatica dipende dall’azione di numerose
proteine effettrici. Le proteine Rab3a e Rab27alaaw la fase di ancoraggio delle vescicole alla
membrana plasmatica. Tuttavia, la cooperazione getiteine Rab € promossa da proteine effettrici
in grado di interagire sia con Rab3a che con Rab27a

Esse si dividono nella famiglia delle Slp (synaagohin-like proteins) e nella famiglia delle Slac2
(Slp homologue lacking C2-domains).

Tutti i membri di queste famiglie condividono uregione amino-terminale con un dominio SHD
(SIp-homology domain) che interagisce direttamente Rab27a nella sua forma attiva.

Le proteine esofiline (exocytosis-associated rdb8igranuphilin-like proteins) e Noc-2,
individuate come molecole effettrici per Rab3a,om® legare Rab27a; Slp e Slac2 effettori per
Rab27a, interagiscono con Rab3a [38-64].

Tutte le molecole effettrici che legano Rab3/Rap&¥sentano, all’N-terminale, un dominio RBD
(Rab-binding domain) con ripetizioni di residuiziinco e cisteine [64].

Al C-terminale le proteine effettrici hanno due don€C, chepermettono il legame con i fosfolipidi
di membrana durante le fasi del processo di semmeZ64].

Le proteine effettrici legano contemporaneamenterigeine Rab sulla vescicola secretoria e le
proteine della membrana plasmatica favorendo & daancoraggio [56].

Slp4 (granufilina)

La proteina effettrice Slp4 presenta due dompede espressa nelle cell{@elel pancreas.

Slp4 interagisce, mediante il dominio RBD, con R&b2 Rab3a [64]. Durante il processo di
esocitosi, Slp4 lega Rab27a presente sui granales®i e favorisce il legame alla membrana
plasmatica attraverso linterazione con sintaxingebmponente delle proteine SNARE di

membrana) e Munc18-1 in membrana [64].

Slac2 (melanofilina), rabfilina3

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

Le proteine presentano il dominio RBD per Rab27bAaall’N-terminale, ma nessun dominig C

al C-terminale che invece presenta un dominio “anigrado di interagire con la miosina-Va [64].
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Le melanofiline legano Rab27a sui melanosomi eitsima-Va sui filamenti di actina portando alla
formazione di un complesso proteico che sara tréspoai cheratinociti adiacenti [64].

Alcuni studi hanno mostrato che la maggiore espyessdegli effettori di Rab3a o Rab27a puo
modulare il processo di esocitosi nelle celluleaaniohe; 'aumento di espressione di Slp4 e Slac2
puo inibire I'esocitosi delle vescicole mentre iaftrembri della famiglia di Slp promuovono la
fuoriuscita del contenuto delle vescicole [65-66].

Recentemente, alcuni studi hanno identificato @tgina Muncl3-4 come ulteriore effettore della
proteina Rab27a [53-57-61].

Munc13-4

Le proteine Muncl3 regolano, durante il process@ddicitosi, la formazione di un complesso
proteico (complesso trans-SNARE) tra la membranée descicole secretorie e la membrana
plasmatica. La famiglia delle proteine Muncl3 e posta da tre proteine (Munc13-1, Munc13-2,
Munc13-3) con omologia alla proteina Unc-13Cdienorhabditis elegans

Queste proteine contengono un dominio C1 (capategdre I'estere del forbolo), due domini C2
(capace di legare calcio e fosfolipidi) e due darMiriD (Muncl13-homology-domains) [53].
L’isoforma Munc13-2 é espressa in modo ubiquitaed’organismo mentre le altre proteine della
famiglia Muncl3 sono espresse soltanto nel cervélloncl3-1 e presente in tutti i neuroni e
svolge un ruolo nell’'attivazione dell’esocitosi ldelescicole sinaptiche, Muncl13-3 € espresso nelle
regione del cervelletto e controlla il rilascio deiurotrasmettitori [67].

Per molti anni sono state ricercate proteine, siafg proteine Muncl13, coinvolte nella regolazione
dei processi secretori in cellule di tipo non-newale. Uno studio [53] ha identificato e

caratterizzato una molecola (Munc13-4) appartenalidesottofamiglia delle molecole Munc13.

Il gene UNC13D presente sul tratto cromosomico 17925 é lungold 3R esoni) codifica per la
proteina Munc13-4 costituita da 1088 aminoacidi.

La proteina e formata da due domini MHD e C2 mam@senta il dominio C1 (Figura 5):

i due domini MHD (Munc13 Homology Domains:>+1%"" per MHD1 e E*K®* per MHD2) sono
costituiti da a-eliche con lunghezze e ripetizioni aminoacidichieerse. Questi domini sono

essenziali per la localizzazione specifica dellztgina [53]

i due domini C2 (B°-H?®* per C2A e AR*-P'°* per C2B) contengono cinque residui di acido

aspartico che formano un sito per gli ionfCehe mediano il legame con i fosfolipidi di memtaan
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dipendenti dal calcio. La presenza di unalica nel loop-3 del dominio C2A, invece, permette

legame con la membrana plasmatica senza la predehezalcio [53]

L | W )
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Figura 5
Diagramma della proteina effettrice Munc13-4
Il diagramma mostra i quattro domini della protelianc13-4: due domini MHD e due domini C2.

La proteina Muncl3-4 € espressa, soprattutto, oellale del tessuto bronchiale, nella milza, nelle
cellule dell’apparato riproduttore e nei linfoci@@TL; in forma minore nel tessuto muscolare
cardiaco, fegato, rene, cervello e muscolo schetef63-57]. Oltre ai linfociti CTL, Muncl13-4 é
presente anche in altre cellule ematopoietiche cqmastrine, mastcellule e cellule NK. In
particolare, nelle piastrine, Muncl13-4 € distriauita citoplasma e membrana plasmatica ma non e
associata con i granuli densi [54]; nei mastobitiinc13-4 e espressa sulla membrana dei lisosomi
[68]; nelle cellule NK e espressa sulla membranaaeuli litici [62].

Muncl13-4 conferisce alle vescicole ancorate allanbrana plasmatica uno stato competente alla
fusione necessario prima del processo di secrefi@je

Munc13-4 interagisce con la proteina Rab27a/GTkémdo un complesso che agisce durante la
fase di fusione vescicola-membrana plasmatica [5@]regione compresa tra gli aminoacidi'®
V>*3& necessaria per il legame con la proteina Rat87a [

La proteina Muncl13-4 & importante nella regolazide#ia secrezione del contenuto dei granuli
citotossici, ma non € coinvolta nei processi drasgone citochinica da parte dei linfociti [57].

La proteina e coinvolta, anche, nella secreziondisesomi nei mastociti e dei granuli densi nelle
piastrine [53-57].

Uno studio ha descritto la capacita della proté&hanc13-4 di favorire I'associazione di endosomi
di riciclo (che esprimono Rab11) con endosomi tar@ihe esprimono Rab7 e Rab27a) per formare
vescicole dette esocitiche. Queste vescicole, gnisead uno stimolo di attivazione, si uniscono a
lisosomi e portano alla formazione di granuli litnaturi [51-58]. Questo modello e in contrasto
con uno studio che afferma I'associazione costiguti Rab27a e Munc13-4 sulle membrana dei

lisosomi [58].
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Il processo di secrezione

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

Le Rab GTPasi sono i regolatori principali dellanf@zione, motilita e fusione delle vescicole. In
seguito ad una stimolo di attivazione (esempiegbime del TCR con il complesso MHgeptide),

i lisosomi uniti a endosomi tardivi portano allarfazione di granuli litici maturi che polarizzano
verso la sinapsi immunologica (Figura 6) [51]. ltiom®lo di attivazione permette il passaggio dalla
forma inattiva RabGDP alla forma attiva RabGTP pweso dal fattore GEF [59-60]. RabGTP
interagisce con specifiche proteine effettrici ghermettono il legame con le proteine della
membrana plasmatica (fase di ancoraggio). Per asemgi linfociti CTL la proteina Rab27aGTP
lega la proteina effettrice Slp1/2 che permetteghme con le proteine di membrana SNAP23 [51-
60]. Dopo I'ancoraggio dei granuli alla membranasphatica, una ulteriore fase (attivazione) e
necessaria per rendere le vescicole competentiusil@ane con la membrana plasmatica.

La proteina Muncl3-4 € coinvolta in questa fase.nbli3-4 lega il complesso sintaxina-
11/Muncl18-2 sulla membrana plasmatica e ne promuopassaggio alla conformazione attiva.
Questo cambiamento promuove la formazione di unattgta a fascio composta da
RabGTP/SIp2_t-SNARE (SNAP23, sintaxina-11/Munc18v2$NARE (VAMP7) [51].

I complesso sintaxina-11/Muncl18-2, probabilmentegola I'ancoraggio dei granuli e la
formazione iniziale del complesso SNARE prima daltio della fase di attivazione [51].

In seqguito alla fusione dei granuli alla membratesmatica, i granuli liberano il loro contenuto
(Figura 6). Un ruolo importante € svolto dalla gbmielinasi acida (ASMasi) che permette |l
movimento dei lipidi di membrana e la conseguerteiosi del contenuto dei granuli.

Le proteine della famiglia Rab27, Muncl13, SNARE sa@oinvolte nel processo di esocitosi dei
granuli litici nei linfociti CTL; questo suggerisaen modello applicabile al trasporto vescicolare in
altri tipi cellulari [54-57-61].
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Muncl13-4

Granulo citotossico

Figura 6

Rappresentazione del processo di secrezione
In seguito ad uno stimolo antigenico, le vescicole
Muncl3-4 esocitiche si uniscono ai granuli citotossici che,
dopo maturazione, sono in grado di polarizzare
verso la membrana plasmatica sede della sinapsi
immunologica.

b@SLPUSLPZ | granuli legano la membrana plasmatica

Vescicola esocitic l

Granulo citotossico maturg

attraverso l'interazione di Rab27a con la proteina

effettrice Slpl/2 che permette il legame con la
proteina di membrana SNAP23.

Muncl3-4 lega il complesso sintaxina-
11/Muncl18-2 sulla membrana plasmatica,

promuovendone il passaggio alla conformazione
attiva. Questo complesso regola I'ancoraggio e la
fusione dei granuli alla membrana plasmatica
che sono cosi in grado di liberare il loro
contenuto.

Sintaxinall \_/SNAPZg
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Il signaling nell’attivazione dei linfociti T

Come descritto in precedenza, la formazione ddlapsi immunologica avviene in seguito
all'interazione tra il TCR e il complesso MAQeptide della cellula bersaglio. Questa rappresent
una struttura complessa che comporta il riarrangdm delle molecole di membrana e la
trasduzione di diversi segnali cellulari che corahe all’espressione di diversi antigeni di
superficie [4].

La sinapsi immunologica € una struttura altamenitardica, caratterizzata da segregazione di
proteine e lipidi, compartimentalizzazione del sdgne scambio bidirezionale di informazioni,
tramite immuno-trasmettitori sia solubili che lagdta membrana.

Tramite I'organizzazione temporale e spaziale deéRTdelle molecole ad esso associate, delle altre
proteine transmembrana e dei secondi messaggeglusters attivanti € in un complesso
sopramolecolare che puo essere dinamicamente rman&hontato, la sinapsi immunologica gioca
un ruolo chiave nell'iniziare, integrare, modulaeemplificare e sostenere gli importanti segnali
forniti da diversi sistemi recettoriali [52]. Lato@a compartimentalizzata e polarizzata della shap
immunologica facilita ursignalinglocale, che porta a specifiche risposte cellulatempi e luoghi
specifici. Per esempio, la sinapsi immunologicarmdte a recettori a bassa affinita per il ligando,
come CD28 e CD40 [69] di trovarsi in un ambientet@tto in cui I'associazione é piu probabile e il
legame puod avvenire ripetutamente.

L’inizio e il mantenimento dell’attivazione dei fociti T dipendono da molecole per la trasduzione
del segnale, alla periferia della sinapsi immunwad70]. Alcune di queste molecole sono ad
esempio Lck, Zap70, LAT (adattatore per l'attivamodei linfociti T) e SLP-76 (proteina
contenente il dominio SH2) che mostrano eventodidrilazione su tirosina [71].

I TCR € incapace di trasdurre un segnale dopo bagato I'antigene, a causa della corta coda
intracitoplasmatica. Alla trasduzione del segnatpuindi deputato il complesso CD3 che presenta
domini intracitoplasmatici dotati di sequenze intpati per la trasduzione del segnale, denominati
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation ifisptIn seguito al legame dell’antigene con |l
TCR avviene la fosforilazione dei residui tirosinitegli ITAMs da parte di chinasi della famiglia
Src, come Lck e Fyn; le Src-chinasi iniziano lasthazione del segnale, pur non essendo molecole
recettoriali, per la loro capacita di associarsn movalentemente ma costitutivamente alla coda
citoplasmatica di CD4 e CD8 [72].

Il punto di arrivo della cascata di traduzione skginale € rappresentato dall’attivazione di fatiori
trascrizione in grado di legare il DNA a livello bersagli genetici importanti per la maturazione e

sopravvivenza dei linfociti T e per la risposta ionmtaria [73].
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Una famiglia di recettori che partecipa alla sinapsmunologica é la famiglia SLAM. Questi
vengono reclutati in prossimita del TCR e fosfdritkalle chinasi della famiglia-Src (Fyn e Lck) in

domini specifici a seguito della stimolazione coti@rpi agonisti del solo TCR [74].

Recettori SLAM

La famiglia SLAM (Signalling lymphocyte activatiomolecule) comprende sette recettori
transmembrana appartenenti alla superfamiglia deflmunoglobuline: SLAM (CD150); 2B4
(CD244), Ly-9 (CD229), NTBA (SLAMF6 o Ly-108 nelfo), CD84 (SLAMF5), CD48 e CRACC
(CD2-like receptor activating cytotoxic cells o CI®3 [75-76-77].

Tutti questi recettori presentano una porzione aeelfulare composta da due domini di tipo
immunoglobulinico coinvolti in interazioni omotighe, un singolo dominio transmembrana e una
lunga regione citoplasmatica caratterizzata danié&vi consensus TI/VYxxV/I denominati ITSM
(immunoreceptor tyrosine-based switch motif); goedbminio € riconosciuto dalle proteine
adattatrici come SAP, EAT-2, ERT [78-79-80-81]. Q@tcezione di 2B4, il cui ligando e CD48,
tutti gli altri membri di questa famiglia di recett sono auto-ligandi e mediano le interazioni
cellula-cellula. L’espressione di questi recetiimitata alla linea ematopoietica e differisce ne
vari tipi cellulari; in particolare SLAM e presentei linfociti T e B attivati, cellule dendritiche,
monaociti e piastrine [74-78-79-82].

Diversi studi hanno mostrato un coinvolgimento settori della famiglia SLAM nella funzione
del sistema immunitario [78-83-84]; i recettori o&gno I'attivazione e I'attivita citotossicita dell
cellule NK e dei linfociti T [76-85-86-87], la forazione delle cellule NKT [76-88], la stimolazione
delle cellule T2 [78-87-89], lo switch isotipico e il mantenimertelle cellule secernenti anticorpi
[90]. In particolare, la molecola SLAM é una molkcgo-stimolatoria, il cui segnale modula la
secezione di citochine di tipoyT o Ty2 [80-84]. Inoltre, alcuni studi hanno dimostratoecla
stimolazione di SLAM puo indurre proliferazione eguzione di IFNy anche indipendente dalla
stimolazione del TCR [91].

Proteine SAP

| recettori della famiglia SLAM possono associamn de proteine adattatrici appartenenti alla
famiglia SAP [78-83-84].

La famiglia delle proteine SAP comprende tre mem8AP (Slam Associating Protein), EAT2

(Ewing’s sarcoma-associated trancript-2) e, neitooigd ERT (EAT2-related transducer) [78-83-

84]. Il gene codificante SAP é localizzato, nelbum e nel topo, sul cromosoma X mentre i geni

degli atri due membri sono posizionati in tandefnceomosoma 1 [92].
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SAP é espresso dai linfociti T, dalle cellule NINKT, eosinofili, piastrine e in alcune popolazioni
di linfociti B [83-84]. EATZ2, invece, & espressdlsicellule NK, sulle cellule dendritiche (DC) e
sui macrofagi; ERT é presente soltanto sulle ceINK [87].

SAP e una proteina adattattrice intracitoplasmaticks kDa costituita da un singolo dominio SH2
(Src Homology 2) e due code costituite dall’esttén@-terminale (25 aminoacidi) che presenta due
tirosine fosforilabili e dall’estremita N-termina{6 aminoacidi) [87-93].

Il gene SH2D1A (Src Homology 2 Domain 1A containing protein) SAP presente sul tratto
cromosomico Xg25-g26 e lungo 25Kb ed é costitda@at esoni e 3 introni [94].

La proteina SAP mediante il dominio SH2 é in gratiolegare le fosfotirosine sulle code
citoplasmatiche (dominio ITMS) dei recettori SLAM3-83-84-87].

SAP lega questi siti con alta affinita e impedisc#erazione con tirosine fosfatasi SHP-1/2 (SH2
domain-containing phosphatase-1/2), SHIP-1 (SH2 aloroontaining 5’ inositol phosphatase) e
Csk [78-84-91]; tale meccanismo impedisce linibree dei recettori SLAM e favorisce
I'attivazione delle cellule.

SAP e in grado di traslocare in membrana la pratétgn (tirosina chinasi della famiglia-Src)
attraverso l'interazione dell'arginina-78 (R78)epente nel dominio SH2 sul lato opposto a quello
di legame per la fosfotirosina, con il dominio SHi3Fyn [94-80-87-95]; in EAT-2 questo sito &
assente. Questa associazione influenza alcune fdalteoni di SAP [96-97]. Recenti studi hanno
suggerito un coinvolgimento di questo segnale n&lituppo dell’autoimmunita e linfoadenopatia
in topi MRLIpr/lpr: i linfociti T dei topi Ipr mostrano una attivazione inusuale di Fyn che pbeeb
favorire la loro sopravvivenza [98-99]. La mancanedla proteina Fyn conduce ad una riduzione
della linfoadenopatia e produzione di autoanticfitpD].

SAP puo associare, grazie al suo dominio SH2, ¢tensiti consensus presenti sul recettore SLAM
(in particolare il motivo contenenti le tirosine 73@ 327 se fosforilate e il motivo contenente la
tirosina 281 anche in assenza di fosforilazione€9-1@1]. Inoltre, SAP € in grado di legare
contemporaneamente la chinasi Fyn. Nel linfocitéespente € presente, quindi, un complesso
stabile SLAM/SAP/Fyn che, in seguito alla stimotam con anticorpi agonisti, promuove la
fosforilazione delle ITSM e il reclutamento di altnolecole (effettore SHIP-1, adattatori Shc,
Dokl1/2 e scambiatori guaninici RasGAP) [78-80]. &aecomplesso multiproteico traduce un
segnale che rinforza e modula la produzione dichitee indotta dal segnale generato dal TCR: i
segnali intracellulari provenienti dal recettoreA8LL e dal TCR si sovrappongono e si rinforzano
ampiamente generando un’appropriata risposta imr(kigara 7).

Recentemente, e stato mostrato che in assenzapetieine adattatrici-SAP, i recettori SLAM

perdono non solo la loro funzione di attivazionedneentano recettori inibitori [85].
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Alcuni studi hanno mostrato che i recettori deleniglia SLAM possono svolgere la loro funzione
anche in assenza di SAP: (i) nei macrofagi SAP&espresso e la sua presunta funzione verrebbe
ricoperta da EAT-2 che, tuttavia, non presentaointhio per legare Fyn; (ii) in cellule NK di
pazienti affetti dalla malattia linfoproliferatidagata al cromosoma X (XLP), privi di SAP, e stato
osservato che la stimolazione di 2B4 e in gradmithire la citotossicita NK; (iii) recettori della
famiglia SLAM si associano a proteine come SHP+fBegliano specifici segnali biochimici come

I'attivazione di Akt anche in assenza di SAP [93].

MHCI classe l/ll+antigene

SLAM

SAP SH3
SH2
@+
©-
SHIP1 ? PCK
DOK1-DOK2 BCL-10 —
RAS-GAP NFKB

Figura 7

Meccanismo di azione della proteina SAP

La proteina Fyn viene reclutata in membrana medidhihterazione dell’arginina-78 (R78),
presente nel dominio SH2 di SAP, con il dominio SH3¥yn. SAP puo legare siti consensu's
presenti sul recettore SLAM grazie al suo domintd2SIl complesso stabile SLAM/SAP/Fyn
promuove la fosforilazione dei domini intracitoptzegtici (ITSM) conducendo all’attivazione di
molecole effettrici che cooperano con i segnali istedal TCR. Infatti, il legame TCR/CD4-8 con
il complesso MHC-antigene determina I'attivazione dei linfociti Ttraverso I'attivazione della
proteina Lck che conduce alla fosforilazione detlesine presenti sui domini ITAM del TCR.

L'importanza della segnalazione generata da SLAMSAP nella regolazione della risposta
immunitaria & emersa con lidentificazione di naiba@i di SAP in circa il 60% di pazienti affetti

da XLP; il gene SAP presenta mutazioni che porthana completa perdita del gene o variazioni
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missenso che causano un arresto prematuro detesisproteica e/o una proteina non funzionale
[80].

La malattia € quasi asintomatica in assenza dziofe da EBV (Epstein Barr Virus); tuttavia, a
lungo termine si manifestano linfoproliferazionésghmmaglobulinemia e fenomeni autoimmuni
[94]. Tali sintomi sono dovuti ad una perdita detgolazione dei linfociti T-helper e dall'infezien
dei linfociti B con EBV che determina linfoprolif@zione e danni sistemici [102].

Alcune caratteristiche della XLP possono essemndotte ad una ridotta attivita citotossica ceHulo
mediata dei linfociti T CD8e delle cellule NK [103]; tuttavia, diversi studn“vivo” e “in vitro”
hanno mostrato difetti nella proliferazione e sentdi interleuchine. | linfociti di pazienti XLP
presentano, infatti, un deficit di proliferaziond, sintesi di IL-2, di espressione di CD25 e di
aggregazione omotipica in seguito a stimolazionalinata del TCR e del CD28 [104]. Inoltre, i
linfociti CD4" di pazienti XLP mostrano una minore espressiod€@iS e producono una quantita
ridotta di IL-10, il che suggerisce che questi défpossano contribuire al mancato switch isotipico
dei linfociti B e dell'ipogammaglobulinemia ossetivaegli stessi pazienti [78]. Questi dati sono
stati confermati in topi Knock-out per SAP che hammostrato, anche, deficit di secrezione di IL-4
e aumentata produzione di IRN95-105].

Mutazioni del gene sono state riscontrate, anah@arienti affetti da immunodeficienza comune
variabile (CVID) [106-107].

Autoimmunita

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

L’attivazione dei linfociti stimola I'acquisizionedi funzioni effettrici e, successivamente,
'espressione di molecole coinvolte nel processosmiegnimento del sistema immunitario che
induce apoptosi dei linfociti effettori. Tuttaviana piccola parte di linfociti sopravvive andando a
costituire un gruppo di linfociti memoria necesspér una risposta immunitaria piu rapida e
vigorosa ad una nuova esposizione dello stessgeaati[9].

Lo spegnimento della risposta immunitaria e fondatade per il controllo del numero dei linfociti
periferici e per ridurre il rischio di cross-resitd tra antigeni self e non-self [108]. Secondo il
modello del “mimetismo molecolare”, le malattie @otmuni sarebbero dovute ad una cross-

reattivita tra antigeni non self microbici e antigeelf, a causa della quale una risposta immuaitar
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indotta da un patogeno potrebbe cross-reagire @oatitigeni tessutali self, anche dopo
I'eliminazione del patogeno inducendo un dannoiautwne [108].

Le malattie autoimmuni

Le malattie autoimmuni possono essere classifitaigue gruppi a seconda del tessuto bersaglio:
malattie organo-specifiche (ad esempio: diabetditmeli tipo-1, Tiroidite di Hashimoto, Anemia
Emolitica) e sistemiche (ad esempio: Lupus Erit@s@atiSistemico, Sclerodermia, Dermatomiosite)
[1]. Le prime sono caratterizzate dalla presenzautthanticorpi o linfociti T effettori diretti cort
antigeni bersagli espressi da un certo organosutes le sue manifestazioni sono in gran parte a
carico di quel particolare organo o tessuto. Leattial autoimmuni sistemiche, invece, presentano
autoanticorpi diretti contro antigeni espressi gaampio spettro di organi o tessuti e per tale
ragione hanno un ampio spettro di manifestazionchk.

Dal punto di vista del meccanismo immunopatogengetie malattie autoimmuni possono essere
mediate da anticorpi (esempio: Emocitopenie Autouninoppure da linfociti T (esempio: Diabete

mellito di tipo-1, Sclerosi Multipla).

Controllo e cause dell’autoimmunita

hY

Nell’'organismo, il mantenimento della tolleranzdi agitoantigeni € garantito da tre meccanismi
diversi [9]:

-limitazione della reattivita da parte dei meccamisegolatori della tolleranza periferica,

-sequestro degli antigeni self che li rende inagibdsal sistema immunitario,

-tolleranza centrale dei linfociti T e B aglntigeni.

L’alterazione di questi processi fisiologici puorfawe all’attivazione di cloni di linfociti autoréavi

e allo sviluppo di reazioni umorali o cellulari comantigeni self dell’organismo.

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

Le infezioni possono scatenare la malattia attissvereccanismi diversi [109]:

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

-innesco di una risposta infiammatoria localizzatan un conseguente aumento della
concentrazione di citochine, molecole costimolatai molecole MHC di classe Il che possono

favorire I'attivazione inappropriata di linfociti dutoreattivi (effetto adiuvante).
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Questi meccanismi non sono mutualmente esclusiyposaono presentarsi insieme, determinando
il fenomeno conosciuto come “epitope spreading’péesione epitopica), molto frequente nelle
malattie autoimmuni croniche. Infatti nel corsoldehalattia, si passa da una fase iniziale, dove la
risposta immune e diretta verso un singolo epitdipma proteina self, ad una risposta autoimmune
piu vasta indirizzata sia verso epitopi diversiastessa proteina sia verso proteine diverse.

Molte malattie autoimmuni presentano un certo gmidamiliarita e questo ha indotto molti studi a
ricercare i fattori genetici coinvolti nel loro ayppo. Nel complesso i dati ottenuti disegnano il
qguadro tipico delle malattie multifattoriali causatalla combinazione di fattori genetici e di fatto
ambientali [110].

Un insieme di geni diversi possono influire nellscettibilita genetica allo sviluppo della malattia
che richiede, comunque, l'induzione da parte dofascatenanti (eta, sesso, background genetico,
esposizione a fattori infettivi e ambientali) [Ora questi geni, i principali sono gli alleli delle
molecole MHC di classe Il, che possono favorire shluppo di una particolare malattia
autoimmune attraverso una efficiente presentazgiepeptidi autoimmuni coinvolti in quella
particolare malattia. Tuttavia gli alleli MHC dalisoon esauriscono la predisposizione genetica per
una certa malattia autoimmune, che richiede invez@ntributo di molteplici geni in parte specifici
per quella malattia, in parte comuni a piu maladti¢oimmuni, come oggi messo gradualmente in
luce da studi di Genome Wide Analysis (GWA) [1122]11

Sindrome Autoimmune Linfoproliferativa (ALPS)

Il processo di spegnimento del sistema immunitagiofondamentale per il mantenimento
dellomeostasi numerica dei linfociti e della todleza periferica [6-7]. Il difetto di questo sisi@em
puo causare malattie caratterizzate dall’accumullintbciti negli organi linfatici secondari e da
autoimmunita.

Alcuni modelli animali sono rappresentativi di queesquadro. | topi MRlpr/lpr
(lymphoproliferation) e MRbld/gld (generalized lymphoproliferation disease) sonotgtori di
mutazioni recessive a carico del gene che codifgettivamente Fas e FasL. | topi MiRt/lpr
mostrano linfoproliferazione con linfoadenopatiplesomegalia, espansione policlonale di linfociti
T TCRap" doppi negativi CD4e CD8 (DNT), che sono i classici marcatori dei linfocitinelper e
CTL e manifestazioni autoimmuni; i topi MRLd/gld sono caratterizzati da linfoproliferazione (in
assenza di DNT e splenomegalia) e un quadro sehileipus Eritematoso Sistemico (LES) [113-
114].

Secondo un modello oggi comunemente accettato,tiggaadri sarebbero legati alla ridotta
efficienza della apoptosi Fas-indotta dei linfocditivati, cui conseguirebbe un difettoso

spegnimento della risposta immunitaria.
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Nelluomo e stata descritta una malattia simile wellgq dei topi MRlpr/lpr o MRLgld/gld
denominata “Sindrome Autoimmune LinfoproliferativéALPS-OMIM#601859) [114-115]. La
malattia si sviluppa in eta pediatrica ed e carmattata da linfoadenopatia e/o splenomegalia,
espansione periferica di linfociti DNT, ridotta fionalitd del sistema Fas, manifestazioni
autoimmuni (glomerulonefrite, sindrome di Guilli@arré, epatite, artrite, vasculite, LES),
citopenie e ipergammaglobulinemia. | pazienti ia edulta sono predisposti allo sviluppo di
linfomi [114].

La maggior parte dei pazienti con ALPS presentam@ mutazione eterozigote nel gene di Fas
[113-116], ma alcuni pazienti possono presentar@ammni in altri geni coinvolti nella funzione di
Fas, oppure non presentare mutazioni note, puresepza di un difetto funzionale di Fas. Questo
ha condotto ad una classificazione genetica chimgige le seguenti forme di ALPS [117-118]:
*ALPS-FAS causata da mutazioni in omozigosi o etiggosi nel gene di Fas che determinano,
rispettivamente, perdita completa o riduzione dielfezionalita del recettore Fas [118]; una variante
di questa forma e

*ALPS-sFAS in cui la mutazione di Fas é di tipo sdito [119];

*ALPS-FASLG causata da mutazioni nel gene di Fdsl3[;

*ALPS-CASP10 causata da mutazioni nel gene di caskfacoinvolta nella traduzione del segnale
di Fas [116]; infatti nelluomo l'interazione Fas$l porta al reclutamento di caspasi-8 e caspasi-
10 per formare il complesso DISC,;

*ALPS-U con fenotipo clinico e immunologico tipiatel’ALPS, ma con difetto genetico ancora
sconosciuto [13].

Recentemente, oltre alla classificazione molecote#ALPS, sono stati identificati alcuni altri
disordini correlati a questa malattia in quantoategad altri difetti dell’apoptosi linfocitaria.
Appartengono a questo gruppo i seguenti disordini:

1) CEDS (Caspasi-Eight Deficiency State) carattatia da linfoadenopatia-splenomegalia con
modesto aumento dei linfociti DNT, ma soprattuttogdave immunodeficienza a carico dei linfociti
T, B e NK[116-118];

2) RALD (RAS-associated autoimmune leukoproliferatiisease) causata da mutazioni somatiche
a carico del gene di NRAS [120]. Queste mutaziogtiedninano una maggiore attivita della
proteina NRAS e una resistenza dei leucociti adiftpsi da carenza di fattori trofici [115];

3) XLP1 (X-linked lymphoproliferative disease typecausata da mutazioni a carico del gene di
SAP, un trasduttore del segnale di recettori deltaiglia SLAM coinvolti nella attivazione di vari
tipi di linfociti. Il quadro clinico e caratteriz#a da linfoproliferazione e aumentata suscettabilit
alle infezioni da virus di EBV [121];
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4) DALD (Dianzani Autoimmune Lymphoproliferative §gase; OMIM#605233) caratterizzata da
un quadro clinico simile allALPS in presenza difidé¢ funzionale di Fas, ma in assenza
dell’'espansione dei linfociti DNT necessari pedlagnosi di ALPS. I linfociti T dei pazienti con
DALD mostrano un difetto funzionale di Fas in assedi mutazioni a carico dei geni di Fas, FasL
e caspasi-10 [9-113-122]. La presenza del difattth@ nei genitori dei pazienti suggerisce che la

malattia abbia basi genetiche [123].

Ulteriori disordini linfoproliferativi

La sindrome emofagocitica

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

La HS comprende tre differenti condizioni clinicergtiche:

1) La sindrome di Griscelli(OMIM#667624), rara malattia autosomica recesstaysata da
mutazioni nei geni codificanti per la proteina R&ZRAB27A) e per la miosina-5a (MYO-VA)
[124].

| geni RAB27Ae MYO-VAmappano sulla regione cromosomica 15921 e coddigzer effettori
chiave del trasporto vescicolare intracellulare.siradrome € caratterizzata da ipopigmentazione
della cute e dei capelli e dallaccumulo di melamois maturi nei melanociti. | pazienti con
mutazioni nel gene RAB27A associano all'albinisnawziale un difetto dei linfociti CTL e un
guadro di linfoistiocitosi emofagocitica con attiane incontrollata di macrofagi e linfociti CTL in
seguito a infezioni virali.

Il quadro immunologico sarebbe legato alla ridati@acita dei linfociti citotossici di eliminare le
cellule infettate da virus, a cui si cercherebberiare con una esagerata linfoproliferazione e
produzione di IFNy, causa di un pericoloso quadro simil-settico legat una attivazione
macrofagica massiva. Al contrario, pazienti con ettif della miosina-Va associano
all'ipopigmentazione un deterioramento neurologicinitivo, precoce e grave, senza anomalie
immunologiche [124].

2) La sindrome di Chediak-HigashiOMIM#214500), malattia genetica rara a trasmission
autosomica recessiva caratterizzata da albinismogb@, anomalie neurologiche multiple e granuli
citoplasmatici anomali nei neutrofili. La principamanifestazione clinica e la suscettibilita alle
infezioni batteriche dovuta alle anomalie delRaté microbicida dei neutrofili e dei monociti. La
malattia € causata da una mutazione del g&f&Tche codifica per una proteina coinvolta nella

regolazione del movimento lisosomiale e nella fanei citotossica dei granulociti neutrofili. La
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sindrome € caratterizzata dalla comparsa di unrquadoproliferativo che pud portare al decesso
durante la seconda o terza decade di vita.

3) La linfoistiocitosi emofagociticdamiliare (FHL, OMIM#267700) che € una malattia genetica
eterogenea che insorge in genere nel primo annatalied € legata a una ridotta funzione di
perforina, che e uno dei principali effettori deditotossicita cellulo-mediata.

La malattia pud essere causata da varie alteragemetiche. Accanto a una forma, detta di tipo 1
(FHL1) in cui la lesione genetica non € nota, evdér una forma, detta FHL2, in cui la lesione
genetica colpisce il gene di perforineRF1) [125] determinando una alterata produzione della
proteina o la produzione di forme inattive. Iniat@isi la mutazione riguarda, invece, geni coinvolt
nel processo di secrezione dei granuli citotosdiglla FHL3 le mutazioni colpiscono il gene
UNC13Dche codifica la proteina Munc13-4, essenzialel’pétivazione e fusione dei granuli con
la membrana [53]. Piu raramente la mutazione pupireoi geni di Sintaxina-11 (FHL4) o
Munc18-2 (FHL5) [51].

FHL é caratterizzata da febbre, epatosplenomegaitiapenia e disordini del sistema nervoso
centrale. Si osservano, inoltre, bassi livelliidrihogeno e alti livelli di ferritina, trigliceride della
o—catena dell'interleuchina-2 (CD25). L'elemento tcale della malattia e la ridotta capacita dei
linfociti citotossici di eliminare le cellule infette da virus, a cui consegue linfoproliferazionene

qguadro di attivazione macrofagica massiva.

Sindrome Linfoproliferativa legata all’X di tipo{XLP2)

by

XLP2 é dovuta a mutazioni nel gemglIRC4 codificante XIAP, che causano un deficit
nell'espressione di questo inibitore delle caspasi.carente espressione di XIAP causa una
maggiore suscettibilita dei linfociti agli stimadipoptotici e, per ragioni non note, si associa ad
un’assenza di linfociti NKT e ad un’aumentata stigméta alle infezioni virali e in particolare da
EBV [121].
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OBIETTIVO DEL LAVORO

Il lavoro parte dalla osservazione fatta in unodstuprecedente che dimostrava che mutazioni
eterozigoti a carico del gene di perforina, respbiisdello sviluppo di FHL in doppia eterozigosi,
possono agire da fattori predisponenti per lo gytudi ALPS e DALD in soggetti portatori di
difetti funzionali a carico di Fas. Obiettivo dalvbro presentato in questa tesi era I'estensione di
guesta osservazione valutando in modo sistematggado di sovrapposizione genetica tra ALPS o
DALD e altre malattie ereditarie caratterizzate loidioproliferazione; in particolare sono state
ricercate in pazienti con ALPS o DALD mutazioni @ico dei geni di Muncl3-4 e sintaxina-11,
coinvolti nella FHL, e di XIAP e SAP coinvolti nallXLP. I risultati ottenuti hanno permesso di
identificare e caratterizzare un paziente portatbrenutazioni a carico dei geni di Fas, XIAP e
Muncl13-4 (dati illustrati nellaSezione l1ldella tesi); di identificare la presenza di fregfie
mutazioni a carico del gene di Muncl3-4 nei pazieoh ALPS e DALD (dati illustrati nella
Sezione 2della tesi); di identificare un polimorfismo detrie di SAP che puo agire come fattore
predisponente per lo sviluppo di ALPS e DALD in getii maschi portatori di difetti funzionali a
carico di Fas (dati illustrati nelldezione 3Jella tesi).
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SEZIONE 1

“Presenza di mutazioni a carico dei geni di Fas,idli3-4 e XIAP
in un paziente affetto da una forma atipica di ALLPS

Questo lavoro descrive I'analisi genetica di uni@@iz che presentava un quadro clinico complesso
con aspetti tipici di tre distinte malattie linfafiferative, ovvero ALPS, FHL e XLP.
| geni coinvolti in queste malattie, i criteri diaggstici e le manifestazioni cliniche sono descritti

nella Tabella 1.

La prima osservazione del paziente & avvenutataltie quattro anni, in seguito ad un ricovero
ospedaliero per trombocitopenia. L’anamnesi indicala presenza di splenomegalia e
linfoadenopatia dall'eta di 6 mesi. Durante il poinicovero, il paziente sviluppava anemia,
neutropenia e trombocitopenia ricorrenti e multipttacchi di febbre simil-settica responsiva
soltanto alla terapia steroidea. | livelli dellenmanoglobuline rientravano nei valori soglia, ma
erano presenti anticorpi anti-nucleo e anti-fogidii. Nel sangue erano presenti anche alte
concentrazioni di IgG anti-EBV, ma i livelli di IgManti-EBV erano bassi. La percentuale dei
linfociti TCRop® CD4/CD8 doppi negativi (DNT), marcatori del’ALPS, era tmymente
superiore ai limiti di normalita (<2%), con valamassimi di 3.5% dei linfociti periferici. Nel
sangue si osservavano valori anormalmente basseltlile NK (CD16CD56) e NKT (CD3
TCRa24B11") rispetto ai soggetti di controllo (pazienti vspgrcentile dei controlli: NKT=0.01% vs
0.04%; NK=1.4% vs 5%, p<0.05). Le percentuali laddociti B (CD19"), T helper (CD3CD4") e
CTL (CD3'CD8), invece, rientravano nei valori normali (dato moastrato).

All’'eta di nove anni, il paziente e stato sottopoatsplenectomia. All’eta di 12 anni € deceduto per
un quadro di coagulazione intravascolare disseminat

Date le caratteristiche cliniche del paziente, sstabi sequenziati i geni di FaBAS e caspasi-10
(CASP10 coinvolti nel’ALPS [82-118-127]; i geni di penfma (PRF1), Muncl13-4(UNC13D e
sintaxina-11 $TX1) coinvolti nella FHL [126]; i geni di SAPSAB e XIAP (XIAP) coinvolti nella
XLP [128-129]. Poiché un precedente lavoro ha inldiato variazioni del gene di OPNDPN)
coinvolte nella predisposizione allo sviluppo di & [127], sono state tipizzate anche queste

variazioni.
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Tabella 1

Criteri Diagnostici

Pz

ALPS

Geni
Mutati

Fas (ALPS-Fas)

Fas (ALPS-sFas)

FasL (ALPS-FasLq)

CASP10 (ALPS-casp)

Criteri
Clinici

Richiesti:

Linfoadenopatia e/o splenomegalia

X

Elevati livelli di linfociti Doppi Negativi TCR ' CD4CD8

Accessori:

Primari

Difetto nell’'apoptosi dei linfociti

x

Mutazione genica

Secondari

Livelli SFASL (>200 pg/mL)

Livelli Interleuchina-10 (>20 pg/mL)

Livelli di Vitamina B12 (>1500 ng/L)

Livelli di Interleuchina-18 (>500 pg/mL)

Citopenia Autoimmune e Ipergammaglobulinemia polielle

Segni immunoistologici

Storia familiare con linfoproliferazione

X X [ X | X]| X

FHL

Geni
Mutati

Sconosciuto (FHL1)

PRF1(FHL2)

UNC13D(FHL3)

STX1A (FHL4)

STXBP2AFHLS)

Criteri
Clinici

Febbre

X

Splenomeagalia

X

Citopenia (2/3 linee di cellule)

Ipertrigliceridemia e/o ipofibrinogemia

Emofagocitosi in BM, milza o LN

Iperferritinemia

Alti livelli di IL2RA solubile

Bassa/Assente attivita NK

XLP

Geni
Mutati

SAP(XLP1)

XIAP (XLP2)

Criteri
Clinici

Mononucleosi infettiva fulminante

HLH da infezioni di EBV (o altro)

Ipogammaglobulinemia/CVID

Linforma maligno dei linfociti-B

Storia familiare con figli maschi affetti da XLPr{gine materna)
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Il paziente presentava tre variazioni missense mltglche nei geniFAS (c.755G>A), XIAP
(c.1189delA) eUNC13D (c.2768C>G); queste variazioni erano assenti in 40@getti sani di
controllo sottoposti a screening. Inoltre, il patesera anche portatore della variazione 1239A>C
del gene dDPN,associato precedentemente allo sviluppo di ALPS][12

Viceversa il sequenziamento degli altri geni nondeatificato nessuna variazione.

La Figura 8 mostra il pedigree del paziente, clmeodira che le variazioni a carico dei gEAS,
XIAP e UNC13D eranostate ereditate dalla madre (eterozigote ciascun&@zione), mentre la
variazione del gen®PN era stata ereditata dal padre.

Dal punto di vista funzionale la madre mostrava noanale funzione di Fas, mentre il padre, pur
non avendo nessuna mutazione, presentava una fiendid-as difettosa. Dal punto di vista clinico,
la madre era affetta da Artrite Reumatoide (AR)ntreeil padre era sano. Nella famiglia della
madre, inoltre, la mutazione di Fas era anche pteseella zia del paziente, che era anche
portatrice della variazione del gene@PN e presentava splenomegalia cronica; viceversazimo
era portatore della mutazione ANC13D ed era sano. La complessita del quadro genetita de
famiglia ha indotto a caratterizzare funzionalmdateariazioni riscontrate nel paziente.

D UNC13C
XIAP FAS UNC13C
OFN OPN OPN OPN
I:4 I:1 [:2 [:3

] AR
UNC13C M ALPs
XIAP D
FAS
OPR OPN
I:1 I1:2

Figura 8
Ereditarieta dei geni di FAS, XIAP, OPN, UNC13D nella famiglia del paziente.
D= difetto a carico del gene di Fas
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La variazione c.755G>A dFAS ¢é situata nell'esone 7 ed € attesa causare uridus@se
aminoacidica p.E178K nella porzione intracelluladgacente al death domain del recettore (Figura
9).

53 167 174 190 230 314
| |

o e
—11szsH4

E178K

Figura 9

Rappresentazione grafica (non in scala) del genediicante per il recettore Fas

| numeri indicano la posizione degli aminoacidiiquadri gli esoni, la freccia indica la variazione
identificata. PLAD: preligand assembly domain; Tikktnsmembrane domain; DD: death domain.

Per valutare gli effetti della mutazione sullesmiene di Fas, é stata condotta una analisi
citofluorimetrica sui linfociti di sangue perifeaael paziente coltivati in vitro con PHA ({g/ml)

+ IL-2 (10U/ml) per 5 giorni per indurre I'espresse di Fas. Come mostrato in Figura 10,
'espressione di Fas nel paziente era inferiongeti® a quella osservata nei soggetti di controllo.
Per valutare ulteriormente gli effetti della var@e, il cDNA codificante per la forma wild-type
(Fad'™) e la forma mutata (F&5¥®) di Fas & stato clonato in un plasmide in presetetizepitopo
FLAG. | costrutti sono stati trasfettati transiennte nelle cellule 293T; I'anticorpo anti-FLAG
riconosceva una banda specifica a 38kDa corrispuadalla proteina Fas. L’analisi in western
blotting ha mostrato che le cellule trasfettate caliversi costrutti esprimevano livelli simili di
proteina (Figura 11). Tuttavia, I'attivita di casp8, attivata spontaneamente dal Fas trasfettato
iperespresso, era inferiore nelle cellule trasfeteon la forma mutata Fa€® rispetto a quelle
trasfettate con la forma wild-type Fds(Figura 12). Questo dato suggeriva che la varezio

€.755G>A eran grado di ridurre influenzare I'attivita di Fas.
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Figura 10

Valutazione delpressione di Fas
PBMC del paziente (Pz) e di due controlli sani
(C1-C2) sono stati analizzati in citofluorimetria.
L’espressione di Fas sulle membrana delle cellule e
valutata con un mAb anti-CD95 coniugato con
FITC.

Mock WT E178K
anti-Flag S
anti-tubulina [ — —"

Figura 11

Valutazione dell’espressione di Fas in cellule 293T

Cellule 293T sono trasfettate, per 48 ore, con selbore (Mock), con i costrutti contenente |l
cDNA della forma wild-type (WT) e della forma mtaali Fas (E178K). La rilevazione e effettuata
con mAb anti-Flag (38kDa), la normalizzazione éfieata tramite un mAb anti-tubulina (50kDa).

4C

3C

2C

1C

Attivita specifica di caspasi-8 %

_

Mock

WT

E178K

Figura 12

Attivita di caspasi-8 in cellule 293T trasfettate
Cellule 293T, dopo 48h di trasfezione, sono state
lisate e incubate con il rispettivo substrato.
L’attivita di caspasi-8 €& stata valutata sui lisati
proteici mediante un saggio fluorimetrico.

| risultati sono relativi al valore delle cellulem
trasfettate posto uguale a 0%.

Analisi statistica con test U di Mann-Whitney

(Cp<0.05).

41



La variazione c.1189delA dXIAP é situata nell’esone 6 del gene e consiste indelazione
puntiforme in grado di causare uno slittamentoanedirnice di lettura. Questo e atteso produrre una
nuova sequenza di 17 aminoacidi (FRYLGATINHLRFWL@Wma di un segnale di stop che
sostituisce la normale porzione carbossi-termini@éa proteina portando alla formazione di una
proteina tronca di circa 45 kDa. Questa forma neawtii tre domini BIR e quindi I'attivita anti-

caspasica, ma perde l'attivita E3 ligasica fordi@hdominio RING (Figura 13).

93 163 230 265 330 04885

WT d BIR1 ]:t BIR2 ]:t? (%j:l_ 497

s, X
T i
+

1189del/

Figura 13

Rappresentazione grafica (non in scala) del genedibicante per la proteina XIAP

| numeri indicano la posizione degli aminoacidiiquadri gli esoni, la freccia indica la variazione
identificata. BIR: Baculoviral IAP Repeat; RING: &by Interesting New Gene.

WT= wild-type, Pz=Paziente

Per verificare gli effetti della mutazione sull'espsione di XIAP, e stato condotto un saggio di
western blotting su lisati totali di linfociti desgue periferico coltivati in vitro con PHA (ig/ml)

+ IL-2 (10U/ml) e stimolati o meno con etoposider e ore. Come mostrato in Figura 14,
I'espressione della proteina XIAP nel paziente agpena rilevabile rispetto a quella osservata nei
soggetti di controllo. Inoltre, la valutazione datlivita di caspasi-9 indotta da etoposide, irabit

normalmente da XIAP, era maggiore rispetto a quadkervata nei controlli sani (Figura 14).
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C1 Cc2 Pz

anti-xiap
— Figura 14

- Valutazione dell’espressione di XIAP e
attivita di caspasi-9 in PBMC
anti-caspasi-0| E—_—_E S — PBMC del paziente (Pz) e di 2 controlli (C1-
C2). La rilevazione € effettuata con un mAb
- anti-XIAP (56kDa), un mAb anti-caspasi-9
(45kDa); la normalizzazione e verificata
tramite un mAb anti-tubulina (50kDa).

anti-tubulina |« — S

Per confermare questi dati, il cDNA codificante [geforma wild-type (XIAP'T) e la forma mutata
(XIAP™") di XIAP & stato clonato in un plasmide contendatproteina GFP; i costrutti sono stati
trasfettati transientemente in cellule Hela date ghesta linea cellulare esprime livelli molto bass
della proteina endogena. L'analisi in western bigttha mostrato che le cellule trasfettate con
XIAP**" esprimevano livelli molto bassi di proteina segpmnati con quelli ottenuti con il costrutto

XIAPYT (Figura 15).

Mock WT X17

anti-xiap e

R B

Figura 15

Espressione della forma mutata di XIAP in celluleHela

Cellule Hela sono trasfettate con solo vettore (Mlocon i costrutti contenente il cDNA della
forma wild-type (WT) e della forma tronca di XIAR17). La rilevazione e effettuata con un mAb
anti-XIAP (56kDa), la normalizzazione e verificatamite un mAb anti-tubulina (50kDa).
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La variazione ¢.2768C>G del gemdNC13D e situata nell’esone 29 ed é attesa produrre la
sostituzione aminoacidica p.S923C nel dominio C2BMidnc13-4 coinvolto nel legame con i

fosfolipidi di membrana (Figura 16).

109 284 557 677 788 894 904 1047

1 |§2A MHD1 MHD2 ICZB 1088

O BRI EEEEEEEEEEEBEHEEEEEDERES

Figura 16

Rappresentazione grafica (non in scala) del genediticante per la proteina Muncl13-4

| numeri indicano la posizione degli aminoacidiiquadri gli esoni, la freccia indica la variazione
identificata. C2A/B: domini C2A/B; MHD1: Munc13 Hastogy Domains.

Purtroppo, al momento della identificazione dekaiazione, il paziente era gia deceduto e quindi
non e stato possibile valutare I'espressione di 8184 nelle cellule del paziente. Tuttavia,
un’analisi “in silico” con il software POLIPHEN handicato questa variazione come
“potenzialmente dannosa”. Per confermare questsililig e valutare gli effetti della mutazione il
cDNA codificante per la forma wild-type (Munc139 e per la forma mutata (Munc18%4°9 &
stato clonato in un plasmide pcDNA3.1 insieme plt@po SV5. | costrutti sono stati trasfettati
transientemente nella linea mastocitaria HMC-1anod48 ore, € stata valutata I'espressione del
Munc13-4 trasfettato mediante western blotting goranticorpo anti-Sv5. La Figura 17 mostra che
le cellule trasfettate con i diversi costrutti esmavano livelli simili di proteina, il che suggeache

la variazione non era in grado di influenzare lresgione della proteina. Le proteine RabGTPasi
sono coinvolte nella regolazione della formazianetilita e fusione delle vescicole alla membrana
plasmatica. L’associazione tra la proteina Muncl8Rab27a avviene in seguito ad uno stimolo di

attivazione. La stimolazione porta la forma attida Rab27a (Rab27GTP) ad interagire con
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Munc13-4; tale associazione e importante nellalezgune del processo di secrezione [53-57-60].
Al fine di valutare gli effetti della mutazione Sirterazione Munc13-4/Rab27a, & stato condotto un
saggio di co-immunoprecipitazione su lisati totidile cellule HMC-1 trasfettate. La Figura 18A-
18B mostra che la proteina Rab27a co-precipitagaquantita maggiore della forma Munc1%'4
rispetto alla forma mutata Munc13°4*¢ suggerendo che la variazione ¢.2768C>G era in giado
influenzare negativamente l'associazione tra MurtE8Rab27a e quindi probabilmente anche il

processo di fusione delle vescicole secretoriel@anembrana plasmatica.

Mock WT S923C

anti-Sv5 p—— TR

anti-actina | N Sl S

Figura 17

Espressione della forma mutata di Munc13-4 in celle HMC-1

Cellule HMC-1 sono trasfettate, per 48 ore, corosekttore (mock), con i diversi costrutti
contenenti il cDNA della forma wild-type (WT) e teeforma mutata (S923C) di Munc13-4.

La rilevazione e effettuata con un mAb anti-Sv50KR2a). La normalizzazione é verificata tramite
un mADb anti-actina (43kDa).
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Figura 18

Associazione di Munc13-4 con la proteina Rab27a

(A) Co-Immunoprecipitazione di Muncl3-4 con la formtiiva di Rab27a in lisati di cellule
HMC-1 trasfettate. La co-immunoprecipitazione eliamata in western blotting mediante un mAb
anti-Sv5; la normalizzazione é verificata tramiternAb anti-Rab27a.

(B) Listogramma mostra I'analisi densitometrica e€g%a come rapporto tra le bande Sv5 e
Rab27a. Il rapporto delle cellule trasfettate @forma wild-type e posta uguale al 100%.

Analisi statistica con test U di Mann-Whitnéyp&0.05).
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Paziente

Il paziente e un soggetto che é stato in cura pridBipartimento di Pediatria dell’'Universita di
Torino. Sono inoltre stati analizzati i genitoril gaziente e 100 soggetti sani di controllo ottenut
dallo stesso centro. | prelievi di sangue perifesono stati ottenuti da ogni soggetto con consenso
informato. La diagnosi della malattia e stata éffsta secondo i criteri indicati nel’lALPS NIH
International Workshop [118].

Lo studio e stato effettuato secondo le linee gdelecomitato etico locale.

Cellule

Cellule mononucleate del sangue periferico (PBM@Gios state isolate da sangue periferico
mediante separazione su gradiente di Ficoll (LinlygeeH, Cedarlane Laboratories, Olanda) dopo
essere stato diluito in PBS. Il sangue e stataiféegato a 1800 rpm per 30 minuti. In seguito sono
stati recuperati i PBMC, lavati con PBS e centrdtigina seconda volta a 1500 rpm per 10 minuti.
Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI @§&ibco, New York, Usa) addizionato di 1%

L-Glutammina, 1X Antibiotici (Penicillina, Streptaoina, Gentamicina) e 10% siero fetale bovino
(FBS) in presenza di PHA (1ug/ml) e 10U/ml IL-2dg®ia-Aldrich, St. Louis, MO) per 6 giorni.

Amplificazione del DNA e ricerca di variazioni nuebtidiche

Le regioni del DNA corrispondenti al promotore, gtioni con le regioni introniche adiacenti e il 5’
e 3 UTR dei genFAS(ID:355), XIAP (ID:331), UNC13D (ID:201294),CASP1((ID:843), PRF1
(ID 551), STX11(ID:8676), SAP (ID:4068) eOPN (ID:166490) sono state amplificate mediante
PCR e sottoposte ad analisi tramite sequenziantirgétio per cercare mutazioni e polimorfismi
noti e non noti. | campioni sono stati sequenzimédiante Applied Biosystem 3100 Genetic
Analyzer utilizzando il kit ABI PRISM BigDye Termator Cycle-Sequencing (Applied Biosystem,
Foster City, CA), dotato di dideossinucleotidi ciaso legato ad un fluorocromo differente.
Seguendo il protocollo consigliato dalla ditta, pervolume finale di reazione di 10 pl, sono stati
addizionati al DNA purificato, 2 pl di BigDye Seqeng Buffer (in dotazione con il kit),

I'oligonucleotide (3.2 uM/ul). La reazione di sega@mento prevede l'utilizzo del seguente

programma:
96°C 1’ 1 ciclo
96°C 10"

50°C 5” 25 cicli
60°C 4’
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Il prodotto della reazione e stato purificato, iakfdi eliminare gli oligonucleotidi non incorparat
mediante il kit Montage SEfQ Sequencing Reaction Cleanup (Millipore, BilleridédA). 5 pl del
purificato sono stati addizionati a 10 ul di fornmarde e denaturati (3 minuti a 95°C), e caricati su

piastra ottica per la successiva analisi al seqatne.

Analisi funzionale della variazione nel gene FAS

Il plasmide pcDNA3.1 (Invitrogen, San Diego, CA)ntenente il cDNA wild-type di Fas, con
'epitopo FLAG all’estremita 5’, e stato donato ldaDott.ssa Giovina Ruberti (National Research
Council, CNR, Roma). Il plasmide contenente la farmE178K € stato ottenuto per mutagenesi
sito specifica, mediante PCR, della forma wild-typ&er amplificare la sequenza del cDNA
contenente il nucleotide da sostituire, & statézméita una coppia di oligonucleotidi uno dei quali
disegnato in modo da permettere la sostituzion®56G2A. | clonaggi sono stati confermati con il
sequenziamento del cDNA BASinserito nel plasmide mediante Applied Biosystelf@Genetic
Analyzer utilizzando il kit ABI PRISM BigDye Termator Cycle-Sequencing (Applied

Biosystem).

Immunofluorescenza

PBMC isolati dal sangue del paziente e da sogdetibntrollo sono stati coltivati in terreno RPMI
1640 (Gibco) addizionato di 1% L-Glutammina, 1X Humtici (Penicillina, Streptomicina,
Gentamicina) e 10% FBS in presenza di PHA (1pgenl0U/ml IL-2 (Sigma-Aldrich). Dopo 6
giorni, le cellule sono state sottoposte ad analisifluorimetrica per valutare I'espressione del
recettore Fas. L'immunofluorescenza é stata vizmala con un anticorpo anti-CD95 coniugato con
fluoresceina (FITC) (Biolegend, San Diego, CA). Peni condizione 5xI0cellule sono state
lavate con una soluzione contenente 1% FBS, 0,1%I3Na PBS (Staining Buffer) e
successivamente centrifugate per 5 minuti a 1500. rAl pellet é stato aggiunto I'anticorpo
coniugato con il fluorocromo ed e stato incubatondifuti a 4°C. Dopo un lavaggio in Staining
Buffer le cellule sono state centrifugate, risogpas 200ul dello stesso buffer e analizzate in

citofluorimetria.

Trasfezione in cellule 293T
Cellule 293T sono state coltivate in terreno DMEMUKco) addizionato di 1% L-Glutammina, 1X
Antibiotici (Penicillina, Streptomicina, Gentamiay 10% FBS e incubate a 37°C in atmosfera

umidificata. Le cellule 293T sono state trasfettaia solo il plasmide (Mock), con la forma wild-

49



Materiali e Metodi, Sezionel

type (WT) e la forma mutata (E178K) di Fas utilizda il kit Lipofectamina-2000 (Invitrogen)
seguendo il protocollo fornito dalla ditta.

Western Blotting

Cellule 293T, dopo trasfezione, sono state lisateiri buffer di lisi (Tris-HCI 20 mM pH=7.4,
Triton 1%, NaCl 150mM, EDTA 5mM, Glicerolo 10%) denente inibitori di proteasi (Aprotinina,
Leupeptina, Pepstatina, PMSF) per estrarne le ipmtetali. Dopo un’incubazione di 30 minuti in
ghiaccio, € stata eseguita una centrifugazione2@@8m a 4°C per 15 minuti. L'estratto proteico
e stato dosato mediante I'uso di Protein AssayréipHercules, CA). 150g di proteine di estratto
cellulare sono stati separati mediante SDS-PAGHEeudi poliacrilammide secondo protocollo
standard.

Le proteine sono state analizzate con mAb anti-FLEgmMa-Aldrich) e mAb anti-tubulina
(Sigma-Aldrich). La rivelazione degli anticorpi prari € stato effettuata con un mAb IgG anti-topo
coniugato con perossidasi (HRP, GE, Healthcare,Usapande sono state quantificate mediante
GelDoc EQ system (BioRad).

Attivita di Caspasi-8

Cellule 293T trasfettate sono state incubate ceenza anti-CD95 in ghiaccio e, dopo 30 minuti,
per 3 ore a 37°C. L'attivita di caspasi-8 e statdutata sui lisati proteici mediante un saggio
fluorimetrico (MBL, Watertown, MA). Le cellule sorsiate lisate con Lysis buffer fornito dal kit, e

il lisato ottenuto, incubato con il rispettivo striaso. Il kit utilizzato prevede l'incubazione db pg

di lisato totale in tampone in presenza di un sabstspecifico, soggetto all’azione proteolitica
della caspasi-8, e in grado di emettere fluorestera fluorescenza emessa dai campioni, a seguito
di incubazione per 1 ora a 37°C, viene rilevatantta I'utilizzo di un fluorimetro (FluoroCount,
Biorad, Hercules, CA). Due o piu lisati di contmliderivati da controlli sani, sono stati analizzat

in parallelo per ciascun esperimento, per defihir@nge di normalita.

Analisi funzionale della variazione nel gene XIAP

L’'RNA totale dei PBMC della madre del paziente @&tatisolato mediante Trizol (Invitrogen). I
cDNA della forma wild-type di XIAP é stato ottenuttalla retrotrascrizione di 500ng di RNA
mediante ThermoScript RT PCR System (Invitrogema)fdrma della variante mutata ¢.1189delA e

stata ottenuta con una mutagenesi sito specifiedjante PCR, della forma wild-type.
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Per amplificare la sequenza del cDNA contenentealéazione, e stata utilizzata una coppia di
oligonucleotidi uno dei quali disegnato in modo garmettere la delezione c.1189delA. | clonaggi
sono stati confermati con il sequenziamento del ADMN XIAP inserito nel plasmide pEGFP
(Invitrogen) mediante Applied Biosystem 3100 Gemeétnalyzer utilizzando il kit ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle-Sequencing (Applied Biogys).

Trasfezione in cellule Hela

Cellule Hela sono state coltivate in terreno DME®Ico) addizionato 1% L-Glutammina, 1X
Antibiotici (Penicillina, Streptomicina, Gentamiay 10% FBS e incubate a 37°C in atmosfera
umidificata. Le cellule Hela sono state trasfetteoa la forma wild type (pPEGFP/XIAP) e la
forma mutata di XIAP (pEGFP/XIAP’) utilizzando il kit Lipofectamina-2000 (Invitroggn

seguendo il protocollo fornito dalla ditta.

Western Blotting

PBMC sono stati lisati in buffer AKT (Tris-HCI 10mMH=7.5, Triton 1%, NaCl 10mM, Mggl
10mM, NP-40 1%) contenente inibitori di proteasp(étinina, Leupeptina, Pepstatina, PMSF) per
estrarne le proteine totali. Dopo un’incubazione3@i minuti in ghiaccio, € stata eseguita una
centrifugazione a 13200 rpm a 4°C per 15 minutéstratto proteico é stato dosato mediante I'uso
di Protein Assay (Biorad). 1509 di proteine di estratto cellulare sono stati safpanediante SDS-
PAGE su gel di poliacrilammide secondo protocotimdard. Le proteine sono state analizzate con
un mAb anti-XIAP (Sigma), un mAb anti-tubulina (81g) e mAb anti-Caspasi-9 (Upstate, New
York, USA).

Cellule Hela, dopo trasfezione, sono state osseraiamicroscopio confocale per la fluorescenza
della proteina GFP. | lisati proteici ottenuti (Baf di lisi: Tris-HCI 20 mM pH=7.4, Triton 1%,
NaCl 150mM, EDTA 5mM, Glicerolo 10%, Aprotinina, leeptina, Pepstatina, PMSF) sono stati
analizzati con mAb anti-GFP (Sigma), mAb anti-tubal(Sigma).

La rivelazione degli anticorpi primari e stato éfi@ta un mAb anti-Ig di topo coniugato con HRP

GE-Healthcare). Le bande sono state quantificatiange GelDoc EQ system (BioRad).

Attivita di Caspasi-9

PBMC sono stati coltivati in terreno RPMI 1640 (Gap addizionato di 1% L-Glutammina, 1X
Antibiotici (Penicillina, Streptomicina, Gentamiene 10% FBS in presenza di 10 U/ml IL-2 e
attivati con 1pug/ml (t=0) e riattivati con 0,lug/ml (t=8) di PHA. Al 4° giorno dopo la

ristimolazione (t=12), 6x10cellule sono state incubate con o senza etop¢sjdgml) in ghiaccio.
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Dopo 30 minuti, le cellule sono stata incubate pare a 37°C. Le cellule sono state lisate con
Lysis buffer, e il lisato ottenuto, incubato conrigpettivo substrato. Il kit utilizzato prevede
'incubazione di 50ug di lisato totale in tampone in presenza di unsgabo specifico, soggetto
all'azione proteolitica della caspasi-9, € in grali@mettere fluorescenza. La fluorescenza emessa
dai campioni, a seguito di incubazione per 1 o@/&C, € stata rilevata tramite I'utilizzo di un
fluorimetro. Due soggetti sani di controllo sonatstnalizzati in parallelo per definire il range d

normalita.

Analisi funzionale della variazione nel gene UNC13D

Il cDNA wild type di Munc13-4, contenuto nel plasieipOTB7 (ImaGenes, Berlino, Germania), €
stato clonato nel plasmide di espressione pcDNABvitrogen) mediante digestione enzimatica. Il
tag Sv5 (Simian-Virus 5) é stato inserito, mediaR@R, all'estremita 5' del cDNA della forma
wild-type (pcDNA3.1/Muné™) e della forma mutata (pcDNA3.1/Mutied. | clonaggi sono stati
confermati con il sequenziamento del cDNA di MundlBiserito nei plasmidi mediante Applied
Biosystem 3100 Genetic Analyzer utilizzando il KBl PRISM BigDye Terminator Cycle-
Sequencing (Applied Biosystem).

Trasfezione in cellule HMC-1

Cellule HMC-1' sono state coltivate in terreno RPMI 1640 (Gibewmdizionato di 1% L-
Glutammina, 1X Antibiotici (Penicillina, Streptonm@, Gentamicina), 10% FBS e incubate a 37°C
in atmosfera umidificata. Le cellule HMC-1 sono tetdrasfettate con la forma wild type
(pcDNA3.1/Mund’™) e la forma mutata di Munc13-4 (pcDNA3.1/MAfE) utilizzando il kit
Lipofectamina-2000 (Invitrogen) seguendo il proitwdornito dalla ditta. L'avvenuta trasfezione,
dopo 48 ore, € stata valutata al microscopio adsrmenza con un plasmide di controllo contenente

la proteina GFP (Green Fluorescent Protein).

Western Blotting

Le cellule HMC-1, dopo trasfezione, sono statetdisa un buffer di lisi (Tris-HCI 50 mM pH=8,
Triton 1%, NaCl 150mM, MgGl 1mM) [130] contenente inibitori di proteasi (Aproha,
Leupeptina, Pepstatina, PMSF) per estrarne le ipsotetali. Dopo un’incubazione di 30 minuti in
ghiaccio, € stata eseguita una centrifugazione2@@8m a 4°C per 15 minuti. L’estratto proteico

e stato dosato mediante I'uso di Protein Assayrégip

! Linea cellulare umana di mastcellule immature [130
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Le proteine sono state analizzate con mAb anti-Bvb anti-actina (Sigma) e mAb anti-Rab27a
(Santa Cruz, CA, USA). La rivelazione degli antqurimari e stato effettuata con un mAb anti-Ig

di topo coniugato con HRP (GE-Healthcare). Le basul® state quantificate mediante GelDoc EQ
system (BioRad).

Immunoprecipitazione

Le cellule HMC-1 sono state trasfettate con le igeforme di Muncl3-4 come descritto in
precedenza. Dopo 48 ore, le cellule sono stateoktace centrifugate 1500 rpm per 5 minuti. Al
pellet risospeso in Tyrod Buffer (Hepes 10mM pHzM™N&Cl 173mM, KCIl 2.9mM, NaHC®
12mM addizionato di Cagll.6mM e Glucosio 5mM) & stato aggiunto lo stimdioLP 10% M
(Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine, Sigma-Aldhn) ed é stato incubato 10 minuti a 37°C.

La stimolazione delle cellule € stata bloccata auat#i una centrifugazione a 1500 rpm per 1 minuto
a 4°C. In seguito le cellule sono state lisatennbuffer di (Tris-HCI 20 mM pH=7.4, Triton 1%,
NaCl 150mM, EDTA 5mM, Glicerolo 10%) contenente bitori di proteasi (Aprotinina,
Leupeptina, Pepstatina, PMSF) per estrarne leipsotetali.

La Proteina-G Sepharose (Amershahnlington Heights, IL) e stata incubata can mAb anti-
Rab27a (Santa Cruz). Dopo un’incubazione di 2 ct&Gin agitazione, il complesso é stato lavato
con PBS e centrifugato a 1200 rpm per 5 minuti @. 48l complesso € stato aggiunto I'estratto
proteico ed é stato incubato 2 ore a 4°C in agitazial fine di favorire il legame del complesso
Proteina-G/mAb con la proteina Rab27a. Dopo tradggvin PBS a 1200 rpm per 5 minuti a 4°C, il
complesso Proteina-G/mAb/Rab27a e stato caricaigebudi poliacrilammide secondo protocollo
standard. La membrana e stata incubata con un midSe5 e mAb anti-Rab27a. La rivelazione
degli anticorpi primari é stato effettuata con g&ImAb anti-Ig di topo coniugato con HRP (GE-

Healthcare).

Analisi in silico

La mutazione e stata analizzata con il software Y@RHEN 2.0 (Bork Group, Sunyaev Lab,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) per valutée#etto della sostituzione aminoacidica sulla
funzione della proteina. Il software considera méoimazioni filogenetiche e strutturali della
proteina; in questo modo una sostituzione € defifitobabilmente dannosa” quando raggiunge un
valore superiore a 2, “possibilmente dannosa” cormpunteggio da 1.5 a 2 e “benigna” con un
valore inferiore a 1.5. La presenza di nuovi sitsplicing e valutata con il software SpliceView
(CNR-ITB, http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwsphtew.html).
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Analisi statistica

L’analisi statistica dei risultati ottenuti dalltuglio sulla funzionalita delle proteine é statkcalata

con il test U di Mann-Whitney (p<0.05). Tutti i wad delle p sono stati assunti dal test a due code
(cut-off p<0.05).
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L’analisi del quadro clinico del paziente (Tabdl)adimostra un fenotipo che rispetta i criteri iin
necessari per la diagnosi di ALPS, in presenzdatinaaspetti tipici di XLP, ovvero la riduzione
del numero di cellule NK e NKT, e di FHL, ovvero fiebbre ricorrente simil-settica, pur senza
raggiungere gli “score” diagnostici necessari e fdiagnosi di queste malattie. Questo quadro
complesso € in linea con le mutazioni identificag geni di FAS, Muncl3-4 e XIAP coinvolti
nello sviluppo di ALPS-FAS, FHL3 e XLP2.

L’analisi familiare dimostra che il paziente avearaditato tutte queste variazioni dalla madre (I:1)
che non presentava nessun segno di ALPS, FHL e XlaRera pero¢ affetta da Artrite Reumatoide.
Il mancato sviluppo di FHL e XLP non e sorprendantguanto la madre presentava le mutazioni
di UNC13De XIAP in eterozigosi, mentre lo sviluppo di FHL3 richiddepresenza di mutazioni su
entrambi gli alleli diUNC13D inoltre XLP2 si sviluppa in maschi emizigoti perutazioni su
XIAP. La madre, pur essendo portatrice della mutazion&AS non presentava un difetto
funzionale di Fas evidenziabile in vitro, probakeime a causa di una compensazione funzionale tra
la mutazione antiapoptotica &AS e quella proapoptotica KIAP. Questa compensazione non
sarebbe stata efficace nel figlio a causa del smotypo linfoproliferativo non solo per ALPS-FAS,
ma anche per XLP2. Va inoltre sottolineato cheatipnte potrebbe avere anche ereditato altri
fattori genetici favorenti lo sviluppo di ALPS daladre (I:4), il quale presentava un difetto
funzionale di Fas pur in assenza di difetti gemeidi. Inoltre, il padre aveva trasmesso al figho
genotipo diOPN noto per indurre la produzione di elevati livelii asteopontina e favorire lo
sviluppo di ALPS probabilmente a causa dell'aziandapoptotica di questa citochina. Il fenotipo
dello zia materna del paziente (I:2), che presentma linfoadenomegalia cronica ed era portatrice
della mutazione drASe del genotipo dOPN predisponente per ALPS dimostra che la mutazione
di FAS ha un lieve ma evidente effetto clinico in presedi altri fattori predisponenti. Un’ulteriore
spinta verso lo sviluppo del quadro linfoprolifevat poteva essere stato dato dalla mutazione di
UNC13D, tuttavia, il fatto che lo zio materno (1:3), paidre solo della mutazione eterozigote a
carico diUNC13D, fosse sano dimostra che questa mutazione dansola in grado di indurre un
fenotipo clinico. L'analisi funzionale delle mutani ha dimostrato che tutte avevano un effetto
deleterio sul rispettivo prodotto genico. La mubaz di XIAP portava a una ridotta produzione
della proteina, probabilmente a causa di un acatetegradazione del mMRNA, come atteso per una
mutazione di quel tipo.

La mutazione dFAScausava una ridotta espressione di Fas in vivaaeridotta capacita di Fas di
attivare caspasi-8 nelle cellule trasfettate.
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La mutazione diUNC13D poteva ridurre la funzione di Munl13-4 alterandoslea capacita di
interagire con Rab27a, fondamentale per il processecrezione dei granuli citotossici di cellule
NK e linfociti CTL.

Il fenotipo del paziente suggerisce che tutte cquesttazioni cooperavano al quadro clinico,
probabilmente agendo su diversi meccanismi coinvailh nello spegnimento della risposta
immunitaria sia nella risposta citotossica antieirdnfatti, i difetti di Muncl13-4 e XIAP possono
cooperare nel ridutte l'attivita dei linfociti ctimssici, che sono in prima linea nel controllo eell
infezioni virali, ma sono anche coinvolti nello gpanento della risposta immunitaria attraverso il
“fratricidio” di cellule immunitarie attivate. D’&lo canto Fas e coinvolto nella apoptosi dei liitfoc
attivati, ma & anche uno strumento utilizzato dadule citotossiche per uccidere il bersaglio.
Pertanto il quadro linfoproliferativo del pazienpoteva essere legato sia a una prolungata
sopravvivenza dei linfociti attivati dovuta al dife di spegnimento della risposta immunitaria,asia
una loro iperproliferazione mirata a compensareia ridotta efficacia nel contrastare le infezioni
virali.

La possibilita di questa cooperazione tra difeitéak e difetti a carico delle cellule citotossieéhe
anche sostenuta da precedenti lavori che dimostoagche mutazioni eterozigoti nel geR&F1,
insufficienti da sole a causare FHL2, possono fa&do sviluppo di ALPS se associate a difetti

genetici a carico del sistema di Fas [82].
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SEZIONE 2

“Mutazioni del gene di Muncl13-4 come fattore dchg
per lo sviluppo di ALPS/DALD”

Come descritto in precedenza, 'ALPS é causatafdtidjenetici in grado di ridurre la funzionalita
del sistema Fas ed e caratterizzata da linfoadéaopEo splenomegalia, manifestazioni
autoimmuni e dalla espansione periferica di liffloDNT e che e stata chiamata DALD. ALPS e
una malattia monogenica a penetranza incomplet €tdto proposto che lo sviluppo del quadro
clinico richieda il concorso di fattori geneticiaambientali indipendenti dalla mutazione causale
[113].

Dal punto di vista dei fattori genetici predispotigih nostro laboratorio ha proposto un ruolo per
variazioni nei geni di osteopontin@®PN) e perforina PRF1) [82-127].

Per quanto riguard@PN, sono state identificate varianti polimorfiche dehe che determinano la
produzione di elevati livelli basali di questa citina antiapoptotica e che aumentano il rischio di
sviluppo di ALPS e DALD nei soggetti portatori da sistema Fas ipofunzionante. E’ stato quindi
proposto che I'azione antiapoptotica degli eleVigglli di osteopontina potrebbero peggiorare lo
stato di ridotta suscettibilita all'apoptosi deifbiciti di questi pazienti e favorire percio lalsyppo
della malattia.

Per quanto riguard@RF1sono state identificate mutazioni del gene checodo la funzionalita di
perforina, la quale svolge un’azione chiave petiVaa citotossica dei linfociti CTL e delle celku
NK, e che in eterozigosi possono agire come fattorischio per lo sviluppo di ALPS e DALD,
mentre in doppia eterozigosi possono causare FHEtaEo quindi proposto che la ridotta attivita
citotossica causata da queste mutazioni potreblzgife lo sviluppo di ALPS e DALD attraverso
due meccanismi: a) una ridotta efficienza del icatio delle cellule immuni attivate da parte di NK
e CTL, che € un meccanismo di spegnimento del@sis immunitaria alternativo a Fas, oppure b)
una ridotta efficienza nel contrasto delle infezigimali che potrebbe determinare una esagerata
linfoproliferazione compensatoria. Da questo putit@ista era anche interessante I'osservazione,
descritta nella sezione 1, di un paziente con ABAS- portatore di una mutazione a carico del
geneUNC13Dcodificante per Muncl13-4, una proteina chiavelpeecrezione di perforina, e a sua
volta coinvolta nello sviluppo di FHL. Per valutage, oltre alle mutazioni d#RF1 anche quelle di

UNC13Dpossano agire come fattori di rischio per lo syiloipli ALPS e DALD, é stato condotto il
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lavoro descritto in questa Sezione 2, che ha sedutetND13D nei pazienti con ALPS o DALD

disponibili nel laboratorio.

Identificazione di nuove variazioni nel gene UNC13D pazienti affetti da ALPS/DALD

La regione di DNA corrispondente al promotore, @goni con le regioni introniche adiacenti e il
5 e 3 UTR diUNC13D e stato sequenziato nel DNA genomico di 22 paziafféitti da ALPS
(n=8 ALPS-FAS, n=14 ALPS-U) e 20 affetti da DALD.

Sono state identificate sette variazioni eterozigogrado di determinare un cambio aminoacidico a
livello della proteina. Quattro variazioni eran@ @itate descritte in banca dati in pazienti affiti
FHL: p.A59T (c.175G>A), p.R928C (c.2782C>T), p.l184&.2542A>C) e p.A995P (c.2983G>C)
[130-131-132]. Tre variazioni, invece, non erana state descritte: p.C112S (¢.335G>C), p.V781lI
(c.2342G>A) e p.S923C (c.2768C>G). Le variazioniaeloro ereditarieta sono descritte nella
Figura 19 e nella Tabella 2. L'ereditarieta dimasthe p.A995P e p.I848L, presenti nello stesso

paziente, erano ereditate dallo stesso genitoteneligerano presenti sullo stesso allele.

109 284 557 677 788 894 904 1047
1 EZA MHD1 MHD?2 C2B 1088
a4 3jf 4 6'E~1111111111222222N2@N222’|33131—
A A T T T T
A59T C112s V781I 1848L S923C AQ95P
R928C

Figura 19

Rappresentazione grafica (non in scala) del genediticante per la proteina Muncl13-4

| numeri indicano la posizione degli aminoacidiigquadri gli esoni, le frecce indicano le variazion
identificate. C2A/B: domini C2A/B; MHD1: Munc13 Hastogy Domains.
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Tabella 2
Variazioni nel geneUNC13Didentificate in pazienti con ALPS o DALD

Paziente| i ngsi | FUNZione d FAS UND13D Altri geni OPN
(sesso) Fas
P L L. - 1239
z P M | Variazione Eredt Variazione | Eredt | Variazione | Ered T ASC
M
Pz.B ALPS- | o | o | \ | PEL7T8K| p.S923C XIAP c
(maschio) FAS c.580G>A €.2768C>G M c.1189delA
(fezfﬁizna) ALPS- 1 | p | N |PQ257TH|  p | pR928C| M i c
FAS c.819G>C c.2782C>T | or Pt
Pz.3 ALPS- p.E245K p.C112S
(maschio)] FAs | D | M| nd} ceigal P c336sc | M - A
Pz.4 p.A59T
(femmina) ALPS-U 1 D D | D i i ci7sGoA | M i c
Pz.5 cpz.é?éfl;c M
(maschio) ALPS-U | D D | D i i p.A99SP | ) ¢
€.2983G>C
Pz.6 p.V781l nd
(femmina) ALPS-U | D | nd| nd i ) C.2342G>A i c
Pz.7 p.A59T
(maschio) DALD WD D i i c.175G>A P i c
Pz.8 p.R928C PRF1
(femmina) DALD bbb i i corg2cst| M A91V ¢
Pz.9 p.R928C
(maschio) DALD D | D |nd ) i co782csT| M c

*. D= difettiva, N= normale, B= borderline, Pz= [gatte, P= padre, M= madre

t: Ereditarieta: P= padre, M= madre; nd= non deteatai (nessun genitore con ALPS, DALD,

XLP o FHL); Madre del paziente-1 affetta da AR.

1. Entrambi i genitori sono eterozigoti per p.R928C

8: Il paziente 1 e lo stesso analizzato in detagdlla sezione 1
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Al fine di valutare la frequenza di mutazioni UNC13D nella popolazione sana, il gene é stato
sequenziato anche in 61 controlli sani etnicamertteelati ai pazienti. In questo gruppo di
controllo e stata identificata la variazione p.A5RITcinque soggetti (frequenza allelica 4%), la
variazione p.R928C in otto (frequenza allelica 6.5 € stata inoltre identificata in un soggetto
una nuova variazione p.P271S (c.811C>T), assentaai nostri pazienti sia nelle banche dati
(Tabella 3). L'analisi statistica dei dati indicache la frequenza delle variazionmissense

“private” (ovvero identificate in un solo soggettea significativamente piu alta nei pazienti con

ALPS rispetto ai pazienti con DALD e ai controfigquenza allelica: 9% vs 0% e 0.8%, p=0.017).

Caratterizzazione delle variazioni presenti nel @ggdNC13D

Al fine di determinare gli effetti delle variaziosull’'espressione e funzione della proteina Munc13-
4, e stata inizialmente compiuta una analisi “ircel mediante I'uso dei software POLIPHEN,
SIFT e SpliceView. | risultati sono mostrati nellabella 3 e suggeriscono che solo p.S923C e
p.P271S hanno caratteristiche tali da far prevedereffetto sull’espressione o sulla funzione della
proteina.

Per valutare in vivo gli effetti delle mutazionstato clonato il cDNA codificante per la forma wild
type (Mund'™) e per le forme mutate Mufi¢> Munc™®® Muncd®!, Mund*®:, Munc®*©, Munc®>"

e per il doppio mutant&unct48L/995P

che sono poi state trasfettate nella linea maatac HMC-1,
comunemente utilizzata per studiare la secrezi@seigolare. Tutti i cDNA erano anche portatori
dell'epitopo Sv-5 necessario per il riconoscimedwla forme trasfettate. Dopo una trasfezione
transiente di 48 ore, € stata valutata I'espressitsile diverse forme mediante western blotting con
un anticorpo anti-Sv5. La Figura 20 mostra chedbule trasfettate con il costrutto MUne’
Munc®™*® e soprattutto Murf¢®%*" presentavano una espressione inferiore rispettjuela
ottenuta nelle cellule trasfettate con il costrwitd-type, mentre il costrutto Muit” esprimeva

livelli maggiori e i costrutti Mun®®", Mund®' e Munc®*“livelli simili al wild-type.
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Tabella 3

Variazioni missense identifcate in pazienti con ALB, DALD e controlli sani

Effetto previsto Alleli Alleli Alleli
Variazioni ALPS DALD Controllo
arazion Poly [ rt | Splice (N=44) | (N=40) | (N=122)
Phert View?
R928C D T NSD 1 2 8
A59T B T no 1 1 5
Alleli totali con variazioni 2 3 13
Variazioni
private
S923C D NT no 1 0 0
1848L B T no 1 0 0
A995P B T no 1 0 0
C112S B T no 1 0 0
V781l B T no 1 0 0
pP271S D T NSD 0 0 1
Variazioni totali 5 0 1
Alleli totali con variazioni 4 0 1
P=0.017

*. D= probabilmente dannosa, B= benigna

T: NT= non tollerata, T= tollerata

$: NSD= nuovo sito donatore di splicing, no= nessfiietto
8: Test di Fisher per gli alleli con variazioniyate
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Figura 20

Espressione delle forme mutate di Munc13-4 in celle Hela trasfettate

(A) Cellule Hela non trasfettate (Ctr); costrutto temrente il cDNA della forma wild-type di
Muncl13-4 (WT); costrutto contenente il cDNA dellarrha mutata p.C112S (112S), p.P271S
(271S), p.v781l (781l), p.I1848L (848L), p.S923C 3@), p.A995P (995P), p.I848L+A995P
(848L/995P). L'analisi € compiuta 48 ore dopo lastezione. La rilevazione é effettuata con un
mADb anti-Sv5 (120kDa); la normalizzazione é vedfatramite un mAb anti-actina (43kDa).

(B) L’istogramma mostra I'analisi densitometrica dedipressione proteica di Munc13-4 in cellule
Hela. Il valore della normalizzazione relativa ddama wild-type € posta uguale a 100%.

Dati preliminari.
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Pazienti

Sono stati analizzati 42 pazienti affetti da ALPS& ALPS-FAS, n=14 ALPS-U) e 20 pazienti con
DALD provenienti dal Dipartimento di Pediatria delhiversita di Torino. | prelievi di sangue
periferico sono stati ottenuti da pazienti e cdhtsotto consenso informato. La diagnosi della
malattia e stata effettuata secondo i criteri iatlioel’ALPS NIH International Workshop [118].
Nessun paziente rientrava nei criteri diagnostei PHL. Sono stati analizzati 61 soggetti sani
come controllo. Tutti i pazienti e i controlli erftaliani di origine caucasica e non imparentati t

loro. Lo studio e stato effettuato secondo le ligemla del comitato etico locale.

Amplificazione del DNA e ricerca di variazioni nglene SH2D1A

La regione del DNA corrispondente agli esoni conrégioni introniche adiacenti del gene
UNC13DMuncl3-4 (ID:201294) e stata amplificata mediaR@R e sottoposta ad analisi tramite
sequenziamento diretto per cercare mutazioni enpofismi noti e non noti. | campioni sono stati
sequenziati mediante Applied Biosystem 3100 Gengtialyzer utilizzando il kit ABlI PRISM
BigDye Terminator Cycle-Sequencing (Applied Biogys) dotato di dideossinucleotidi ciascuno
legato ad un fluorocromo differente. Seguendo atgeollo consigliato dalla ditta, per un volume
finale di reazione di 10 pl, sono stati addiziors@tDNA purificato, 2 pl di BigDye Sequencing
Buffer (in dotazione con il kit), I'oligonucleotidé3.2 uM/ul). La reazione di sequenziamento

prevede I'utilizzo del seguente programma:

96°C 1’ 1 ciclo
96°C 10”

50°C 5” 25 cicli
60°C 4’

Il prodotto della reazione e stato purificato, iakfdi eliminare gli oligonucleotidi non incorpaiat
mediante il kit Montage SEfQ Sequencing Reaction Cleanup (Millipore). 5 ul petificato sono
stati addizionati a 10 pl di formammide e denaty@iminuti a 95°C), e caricati su piastra ottica
per la successiva analisi al sequenziatore. Lexiani missense identificate nei pazienti soncestat

ricercate anche nei genitori.
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Plasmidi e clonaggio della forma wild-type e delteme mutate di Munc13-4

Il cDNA wild type di Muncl13-4, contenuto nel plagtei pPOTB7 (ImaGenes) é stato clonato nel
plasmide di espressione pcDNA3.1 (Invitrogen) metgiadigestione enzimatica. Il tag Svb5
(Simian-Virus 5) e stato inserito, mediante PCRestremita 5’ del cDNA della forma wild-type e

delle forme mutate.

La mutagenesi sito specifica della forma wild-tyge stata ottenuta, tramite PCR, con
oligonucleotidi contenenti le mutazioni specifichBer amplificare la sequenza del cDNA
contenente il nucleotide da sostituire, e statiizméita una coppia di oligonucleotidi uno dei quali
disegnato in modo da permettere le diverse sosiituzl clonaggi sono stati confermati con il

sequenziamento del cDNA di Muncl13-4 inserito ne@isplidi mediante Applied Biosystem 3100
Genetic Analyzer utilizzando il kit ABI PRISM Big@yTerminator Cycle-Sequencing (Applied

Biosystem).

Trasfezione in cellule Hela

Cellule Hela sono state coltivate in terreno DME®co) addizionato di 1% L-Glutammina, 1X
Antibiotici (Penicillina, Streptomicina, Gentamiay 10% FBS e incubate a 37°C in atmosfera
umidificata.

Le cellule Hela sono state trasfettate utilizzaidkat Lipofectamina-2000 (Invitrogen) seguendo |l
protocollo fornito dalla ditta. Le trasfezioni sostate effettuate con il plasmide contenente la&or
wild-type di Munc13-4 (Munc134") e le forme mutate (Munc13-4> Munc13-4"*> Munc13-
4781 Munc13-4*8", Munc13-42%¢, Munc13-4%" Munc13-4*Y9%% | 'ayvenuta trasfezione, dopo
48 ore, é stata valutata al microscopio a fluonesgecon un plasmide di controllo contenente la
proteina GFP (Green Fluorescent Protein).

Western Blotting

Dopo la trasfezione, le cellule Hela sono statatdisn un buffer di lisi (Tris-HClI 50 mM pH=8,
Triton 1%, NaCl 150mM, MgCI2 1mM) [130] contenenteibitori di proteasi (Aprotinina,
Leupeptina, Pepstatina, PMSF) per estrarne le ipeotetali. Dopo un’incubazione di 30 minuti in
ghiaccio, € stata eseguita una centrifugazione2@@8m a 4°C per 15 minuti. L'estratto proteico
e stato dosato mediante I'uso di Protein Assayrégip 150ug di proteine di estratto cellulare sono
stati separati mediante SDS-PAGE su gel di polanrnide secondo protocollo standard.

Le proteine sono state analizzate con mAb anti-8\&h anti-actina (Sigma-Aldrich).

La rivelazione degli anticorpi primari € stato dffi@ta con un un mAb IgG anti-topo coniugato-
HRP (GE-Healthcare). Le bande sono state quaritfiteediante GelDoc EQ system (BioRad).
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Analisi in silico

Tutte le mutazioni identificate sono state ricegdatbanca dati (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).
Le mutazioni sono state analizzate con il softwR@_YPHEN 2.0 (Bork Group, Sunyaev Lab,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) per valutégtetto delle sostituzioni aminoacidiche sulla
funzione della proteina. Il software considera méoimazioni filogenetiche e strutturali della
proteina; una sostituzione e definita “probabilneetidnnosa” quando raggiunge un valore superiore
a 2, “possibilmente dannosa” con un punteggio 8aR e “benigna” con un valore inferiore a 1.5.
L’'analisi € stata compiuta, anche, con il softw®&T 4.0.3 (J. Craig Venter Institute,
http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) basato smfhologia di sequenza; il software definisce un
cambiamento aminoacidico “tollerante” o “non-tadlete” quando raggiunge un valore compreso
tra 0 e 1 (cambiamenti “non-tolleranti” presentamovalore <0.05).

La presenza di nuovi siti di splicing e valutatancil software SpliceView (CNR-ITB,

http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview.html

Analisi statistica

L'analisi statistica della distribuzione allelicaséata calcolata con il test di Fisher. Tutti ioral

delle p sono stati assunti dal test a due codeofty<0.05).

68



Discussione

Sezione?2

69



Discussione, sezione?2

| pazienti affetti da ALPS o DALD sono portatoridifetti funzionali a carico del sistema Fas/FasL
e sviluppano malattie autoimmuni e linfoprolifer@ze [118]. Vari dati suggeriscono che queste
siano malattie geneticamente eterogenee e cheralsloluppo possono contribuire vari fattori
genetici in parte causali e in parte predispon@attori modificatori) oltre che fattori ambientali
probabilmente di tipo infettivo in analogia con gt@proposto per molte malattie autoimuni [113].
In lavori precedenti era stato proposto che umfatpredisponete per lo sviluppo di ALPS e DALD
potesse essere una ridotta funzionalitd su basetigee di perforina [82], uno dei principali
effettori della citotossicita cellulo-mediata. Qtieati indicavano che, mentre gravi difetti a cari

di entrambi gli allelidel gene di perforina causano FHL, difetti mondigilenodesti e incapaci di
indurre di per se un fenotipo patologico possonioeagome fattori di rischio per lo sviluppo di
ALPS e DALD. Il presente lavoro conferma questasfmbta osservando come i pazienti con
ALPS e DALD presentano con considerevole frequemzdazioni a carico di un altro gene
coinvolto nello sviluppo di FHL, ovvero il gene diuncl3-4, una proteina coinvolta nella
secrezione di perforina. Anche in questo caso,Utamoni del gene di Munc13-4 sembrano causare
FHL nel caso di gravi lesioni genetiche che col@mir entrambi gli alleli del gene, mentre
agirebbero da fattori di rischio per ALPS e DALD naso di lesioni minori che colpiscano un solo
allele.

In particolare sono state identificate variaziorel dene di Muncl3-4 in 6/22 pazienti affetti da
ALPS (27%), 3/20 pazienti DALD (15%) e 14/61 cofitreani (23%). Il dato sembra acquisire
maggior interesse valutando solo le mutazioni ‘ge¥ del gene, ovvero quelle riscontrate solo in
un soggetto, risultate presenti in 4/22 pazieni 84PS-FAS (18%), 0/20 con DALD (0%) e 1/61
controlli (0.8%).

Questa seconda analisi non tiene conto di due moniazp.R928C e p.A59T, che sono state
inizialmente identificate in pazienti con FHL, miaecappaiono presenti anche nel 13% (8/61) e 8%
(5/61) dei controlli con una frequenza sovrappdeibi quella dei pazienti, il che contrasta con
loro possibile ruolo in ALPS e DALD. Per quantougayda p.R928C, presente nel 7% dei pazienti
(3/42) e 13% dei controlli (8/61), I'analisi “inlgio” suggerisce che possa avere un effetto dannoso
sulla funzione della proteina. Inoltre un recentied® genotipo-fenotipo ha identificato la sua
presenza in otto pazienti portatori di mutaziorlleliche provenienti da sette famiglie con FHL
non imparentate tra loro [133] ed é stata suggeht possa essere un modificatore della malattia.
Un dato particolare € che nel paziente-8 (DALD) sjaemutazione era presente insieme alla
mutazione p.A91V di perforina nota per avere umtitaeffetto negativo nella funzione di questa
proteina [60]. E’ anche degno di nota che il pa&aeh (ALPS-FAS) aveva ereditato p.R928C dal

padre e la mutazione @AS dalla madre, il che suggerisce che nel figlio diamulo delle due
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mutazioni possa aver favorito lo sviluppo dellALFZer quanto riguarda p.A59T, presente nel 5%
dei pazienti (2/42) e 8% dei controlli (5/61), ldisi “in silico” non ha mostrato effetti sulla
funzione della proteina ed il suo ruolo & ancorqmatroverso di quello di p.R928C dato che e stata
ritrovata in due famiglie FHL, ma sempre sullo stesllele contenente una seconda mutazione
patogenica.

Le mutazioni “private” presenti nei pazienti con RS erano p.1848L e p.A995P, precedentemente
descritte in pazienti con FHL, e p.C112S, p.V781.8923C, mai descritte prima. Inoltre nei
controlli é stata identificata la mutazione p.P27d&h’essa mai descritta prima.

La mutazione p.S923C identificata nel paziente-LRB-FAS, gia descritto nella Sezione 1) e
localizzata nel dominio C2B, l'analisi “in silicdia mostrato un possibile effetto della variazione
sulla funzione della proteina. Come descritto n@ifama parte di questa tesi, la forma mutata

Mun C923C

poteva ridurre la funzione della proteina, altd@nia sua capacita di interagire con
Rab27a fondamentale per il processo di secreziaiegnuli citotossici. La mutazione era
ereditata dalla madre insieme alla mutazioneAdse ad una mutazione HIAP.

La mutazione p.C112S identificata nel paziente-BRB-FAS) é localizzata nel dominio C2A
coinvolto nelle funzioni di Munc13-4. Mentre |'amsl“in silico” non mostrava effetti dannosi sulla
proteina, I'analisi in vivo in cellule trasfettat@nostrava una sua ridotta espressione. La mutazion
era ereditata dalla madre, mentre la mutazionaslifa ereditata dal padre.

Il paziente-5 era portatore sullo stesso allelaurlh doppia mutazione, p.1848L localizzata nel
dominio MHD2 e p.A995P localizzata in prossimitd deminio C2B. Le analisi “in silico” e in
vivo non hanno mostrato nessun effetto per ciasdipeste variazioni, ma I'analisi in vivo ha
dimostrato che la loro combinazione ha un effettafgndamente negativo sull’espressione della
proteina.

Questi dati suggeriscono che le variazioni nel gingNC13D possano essere considerate parte di
un “background” oligogenico in grado di predispoatid sviluppo del’ALPS insieme ad altri geni
come perforina, mutato nel paziente-8, e osteopanticui allele predisponente per ALPS/DALD
era presente nei paziente-1, -2, -4, -5, -6, -7/-9-8

| risultati ottenuti sono dati preliminari; per cgie motivo un obiettivo futuro sara quello di
confermare gli effetti delle variazioni sull’espseme di Muncl3-4 e valutare eventuali effetti a
livello funzionale con particolare attenzione abaciazione con la proteina Rab27a.

E’ da notare che variazioni nel ged®& C13D potrebbero essere coinvolte anche nello sviluppo d
malattie autoimmuni diverse da ALPS, come sugged#ouno studio condotto su un paziente

affetto da Artrite Idiopatica Giovanile Sistemidaecera portatore di una mutazione eterozigote nel
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gene UNC13D e presentava ridotta attivita citotossica delldlutee NK in assenza delle
manifestazioni tipiche della FHL [134].

E’ pertanto possibile ipotizzare che andlWdC13D possa essere coinvolto nella predisposizione a
varie malattie autoimmuni, come gia dimostrato PBF1le cui variazioni sono state associate a
ALPS, DALD, diabete mellito di tipo-1, sclerosi npla, anemia emolitica e artrite reumatoide
giovanile [135-136].
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SEZIONE 3

“Polimorfismi del gene di SAP come fattore di rigch
per lo sviluppo di ALPS/DALD”

SAP € una proteina adattatrice intracellulare caraizata da un dominio SH2. La proteina e
coinvolta nella trasduzione del segnale e nelVattione dei linfociti; essa regola la funzione di
alcuni recettori appartenenti alla famiglia di SLAMquali sono coinvolti nei processi di
regolazione della citotossicita delle cellule NKelld formazione delle cellule NKT, della
stimolazione delle cellule 4R, dello switch isotipico e del mantenimento delle cellule secetine
anticorpi [83-87]. Il geneSAP é localizzato sul cromosoma X (Xg25-926) e consiltguattro
esoni e tre introni. Mutazioni deleterie a caridcoSAP sono una causa della XLP (X-linked
lymphoproliferative disease) o sindrome di Duncém sindrome colpisce i maschi ed e
caratterizzata da una ridotta capacita di comrelle infezioni da EBV (Epstein Barr Virus) con
infezioni fulminanti di mononucleosi, linfoprolifazione policlonale e/o linfoma delle cellule B e
disgammaglobulinemia che puo progredire in ipogagiatalinemia [94].

Il ruolo di SAP nell’autoimmunita non € ancora c¢hiatuttavia, alcuni studi hanno suggerito il suo
possibile coinvolgimento in alcune malattie autoiomincome artrite reumatoide e sclerosi multipla
[107].

Komori et al. hanno mostrato che in topi MBipr una mutazione nel gerf®APpuo causare la
perdita di espressione di SAP determinando unaigarprotezione dalla malattia autoimmune
linfoproliferativa tipica del carattergpr [128]; questo dato ha suggerito una relazione &ijist

opposta tra i difetti di Fas e quelli di SAP.

Scopo di questo lavoro é stato quello di anateziageneSAP (SH2D1A in pazienti affetti da
ALPS e DALD per valutare il coinvolgimento del geoeme fattore modificatore per lo sviluppo

della malattia nelluomo al fine di confermare hedimo i dati ottenuti nei topi MRlpr/lpr [128].
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Analisi genetica

Al fine di valutare un coinvolgimento &APnello sviluppo di ALPS e DALD, la regione del DNA
corrispondente al promotore, ai quattro esoni earedjioni introniche adiacenti e al 5’ e 3' UTR del
gene é stata sequenziata nel DNA genomico di 3ikem@aaffetti da ALPS (n=6 ALPS-FAS; n=9
ALPS-U) o DALD (n=16) e in 369 soggetti di contmlltutti di sesso maschile dato che le malattie
legate al cromosoma X colpiscono in prevalenzasahia

| risultati del sequenziamento non hanno mostrassuna mutazione nei pazienti e nei controlli,
ma hanno evidenziato tre polimorfismi a singolo leatde (SNP): -346C>T (rs12164382),
-494G>A (rs7357894) e -631G>A (rs990545) (numemaidTG=+1). Gli SNP erano gia descritti
nelle banche dati

L’'analisi della distribuzione allelica di questi BMei pazienti e nei controlli ha dimostrato che gl
alleli -346T e -631A sono piu frequenti nei paziemgpetto ai controlli (-346T: 61% vs 36%
p=0.01; -631A: 61% vs 37% p=0.01) (Tabella 4).

L’analisi ha mostrato, anche, che la presenzaalielle -346T aumenta di circa 2 volte il rischio di
sviluppare ALPS o DALD (OR=2.78; 95% IC: 1.24-6.33;0.01), e un simile effetto & esercitato
dall'allele -631A (OR=2.74; 95% IC: 1.22-6.22; p60) (Tabella 4). Nessuna differenza
significativa e stata trovata per I'allele -494G>A.

L’analisi € stata quindi estesa alle femmine valdtale frequenze alleliche e genotipiche in 20
pazienti con ALPS (n=3 ALPS-FAS; n=9 ALPS-U) o DALD=8) e in 165 controlli. | risultati
hanno mostrato che le frequenze alleliche e gesbgperano uguali tra pazienti e controlli e simili
a quelle osservate nei controlli maschi (Tabella 5)

Inoltre, le frequenze alleliche delle variaziond63 e -631A erano significativamente piu alte nei
pazienti maschi che nelle pazienti femmine (-346I% vs 31% p=0.029; -631A: 61% vs 34%
p=0.049). Nessuna differenza significativa e’ statavata nella frequenza dell’allele -494G>A
(Tabella 5).

2 http://snpper.chip.org
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Tabella 4
Frequenza allelica degli SNP nel gen@H2D1Ain pazienti maschi con ALPS/DALD e controlli

-346 C>T -494 G>A -631 G>A
Allele Controlli? Pazienti Allele Controlli Pazienti Allele Controlli Pazienti
C 235 12 G 215 22 G 234 12
(64%) (39%) (58%) (71%) (63%) (39%)
T 134 19 A 154 9 A 135 19
(36%) (61%) (42%) (29%) (37%) (61%)
Totale 369 31 369 31 369 31
OR: 2.78 (1.24-6.30) NS OR: 2.74 (1.22-6.22)
P=0.0? P=0.01

a: numero di soggetti; la proporzione é indicaggprentesi
b: pazienti vs controlli; OR: Odds Ratio (95% intetgali confidenza)
Cc: non significativo

Tabella 5
Frequenza allelica degli SNP nel gen&H2D1A in pazienti femmine con ALPS/DALD e
controlli

-346 C>T -494 G>A -631 G>A

Allele Controlli? Pazienti Allele Controlli Pazienti Allele Controlli Pazienti

C 206 27 G 191 25 G 203 26
(62%)  (69%) (58%)  (59%) (61%)  (66%)

T 124 13 A 139 15 A 127 14
(38%)  (31%) (42%)  (41%) (38%)  (34%)
Totale 330 40 330 32 330 32

Genotipo

CcC 67 9 GG 55 8 GG 65 9
(40%) (45%) (33%) (40%) (40%) (45%)

CT 72 9 GA 81 9 GA 73 8
(44%) (45%) (49%) (45%) (44%) (40%)

TT 26 2 AA 29 3 AA 27 3
(16%) (10%) (18%) (15%) (16%) (15%)
Totale 165 20 165 20 165 20

a: numero di cromosomi; le proporzioni sono indddah parentesi
b: numero di soggetti; le proporzioni sono indidaéeparentesi
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Al fine di identificare una associazione tra i patirfismi identificati nelle regione del promotoee,
stato utilizzato il software Haploview per I'analdel linkage disequlibriun{LD). Il programma ha
permesso di rilevare un elevato LD tra i tre SNPparticolare I'allele -346C>T era in perfetto
equilibrio con I'allele -631G>A (D’ 0.967210.8) come mostrato in Tabella 6.

L’analisi “in silico” con il software TESS (Transption Element Search Systénha permesso di
osservare che i tre SNP identificati non eranoradg di modificare il sito di legame per i fattori
trascrizionali. Tuttavia, dati in letteratura handentificato I'allele -346C come un potenzialeosit
di metilazione [137] suggerendo che la variazioB46C>T possa influenzare I'espressione del
gene SARP Per questo motivo, il lavoro €& stato successivdaendocalizzato sulla variazione
-346C>T.

Tabella 6
Linkage Disequilibrium dei tre SNP nel geneSH2D1A

-631G>A -494G>A -346C>T
D=1 D'=0.96
-631G>A
r’=0.5 r’=0.8
D=1 D'=0.95
-494G>A
r’=0.5 r’=0.46
D'=0.96 D'=0.95
-346C>T
r’=0.8 r’=0.46

? http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess
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Per valutare I'associazione di -346C>T in ALPS elIDAseparatamente, i pazienti sono stati
suddivisi secondo la loro diagnosi. | risultati harmostrato che la frequenza dell’allele -346T era
sovrapponibile nei pazienti affetti da ALPS o DAIda nei maschi (ALPS: 60%, n=15; DALD:
62%, n=16) che nelle femmine (ALPS: 33%, n=12; DA%, n=8).

In sequito, lo studio € stato esteso a paziengttafla Sclerosi Multipla (SM) al fine di valutase
-346T fosse un fattore predisponente allo sviluppanalattie autoimmuni diverse da ALPS e
DALD. La tipizzazione di -346C>T in 386 pazientirc®SM (229 maschi, 157 femmine) ha
mostrato che le frequenze alleliche e genotipiohguiesti pazienti erano simili a quelle dei cotitrol

con nessuna differenza di genere (38% sia nei malemelle femmine).

L’analisi e stata quindi estesa ai genitori deii@atz tipizzando -346C>T nei padri (n=21) e nelle
madri (n=22) disponibili di pazienti maschi affeda ALPS o DALD. | risultati hanno mostrato che
tra gli alleli non-trasmessi (allele paterno e lallmateno non-trasmesso), le frequenze erano simili
a quelle osservate nel gruppo di controllo (-3460%; -346T: 40%), il che conferma che la
popolazione utilizzata come controllo era etnicarmemogenea alle famiglie dei pazienti. Inoltre
I'analisi delle madri eterozigoti per -346C>T maalie il Test di Trasmissione Disequilibrium
(TDT) ha mostrato una tendenziale maggiore trasamesdell’allele -346T (allele trasmesso:allele
non-trasmesso = 9:4), ma il dato non era statisicde significativo a causa del piccolo numero di
soggetti (p=0.166).

Analisi funzionali

Una prima analisi ha valutato se -346C>T venissetexessare un sito di metilazione del gene,
analizzando lo stato di metilazione dell’allele 684in PBMC di soggetti sani di controllo mediante
una PCR metilazione-specifica. | risultati hanncstratto che I'allele -346C era metilato per circa il
30% (dato non mostrato), il che suggeriva un cdmgiweento dello SNP nella regolazione

dell’espressione di SAP.

Al fine di valutare l'influenza della variazione48C>T sull’espressione della proteina, sono stati
analizzati i livelli di mRNA di SAP nei PBMC deritiada soggetti maschi sani di controllo
portatori dell’'una o dell'altra variante dello SNF846C n=10, 346T n=10) mediante real-time
PCR. L'analisi dell’espressione del’lmRNA di SAPs&ata effettuata sulle cellule dopo 3 giorni di
coltura con PHA+10U IL-2 poiché in condizioni bask¢spressione di SAP € minima. Come

mostrato in Figura 21, i portatori dell’allele -3A@roducevano piu alti livelli di mMRNA di SAP
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rispetto ai portatori dell’allele -346C (p=0.001)yesto dato supporta l'ipotesi che la metilazione

dell'allele -346C possa ridurre I'espressione diFSA
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Figura 21

Espressione di SAP a livello del’'mRNA in PBMC attvati

Analisi dell’'espressione di SAP a livello del’mRNA PBMC derivati da pazienti maschi (-346C.:
n=5; -346T: n=4) e da soggetti sani (-346C: n=B8a6T: n=10).

La quantificazione del’mRNA di SAP ¢ valutata tiéerReal time PCR.

Il livello medio di espressione dei campioni -34&@osto come 100%; la linea orizzontale indica il
valore medio, il box-plot I'intervallo di interquide. Analisi statistica con test U di Mann-Whitney
(**p<0.01; *p<0.05).
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Al fine di verificare gli effetti della variazione346C>T sull’espressione di SAP nelle diverse
popolazioni linfocitarie, & stata effettuata unaifjzazione di cellule NK (CD19, linfociti T
helper (CD4), T citotossici (CD8) utilizzando biglie magnetiche in positivo su PBMCsoggetti
maschi sani (-346C n=6; -346T n=6) dopo la lorawal con PHA+10U IL2. | risultati hanno
mostrato che i portatori dell’allele -346T espriragw livelli di mMRNA di SAP piu elevati rispetto
ai portatori dell’allele -346C a livello delle cele CD16 (p=0.002) e CD8(p=0.009), ma non dei
CD4" (Figura 22, pannello di sinistra).

Per confermare questi risultati, questi esperimgoiio stati ripetuti purificando in negativo con la
tecnica delle rosette cellule NK e linfociti T CD8i soggetti maschi sani di controllo (-346C n=5;
-346T n=5) partendo da PBMC freschi; le celluleifozate sono poi state attivate con PHA+10U
IL-2. L'analisi dell’espressione del’mRNA di SARaltonfermato I'espressione di livelli piu elevati
nei portatori dell'allele -346T rispetto ai portataell’allele -346C in entrambe le popolazioni

cellulari (Figura 22, pannello destro).

Purificazione Purificazione
Positiva Negativa
* * * *

50
a5 []-346C

40 B -346T
35

30
25

20 i
15
10 H E =S

% espressione relativa mRNA di SAP

o

Ty CT NK CTL NK

Figura 22

Espressione di SAP a livello del’'mRNA in linfocitie cellule NK in soggetti maschi sani

Linfociti T helper (Th), linfociti T citotossici (T), cellule NK (NK) sono stati purificati
positivamente da PBMC attivati (-346C: n=6; -348F6) con biglie magnetiche. La purificazione
negativa da PBMC attivati e stata effettuata caedaica delle Rosette (-346C: n=5; -346T: n=5).
Quantificazione del’lmRNA di SAP mediante Real tiRER. La linea orizzontale indica il valore
medio, il box-plot I'intervallo di interquartile. Walisi statistica con test U di Mann-Whitney
(*p<0.05).
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Inoltre la valutazione dello stato di metilazionei @ampioni -346C ha dimostrato che era piu
metilato nei PBMC rispetto alle cellule NK e aiftgiti T CD8" (Figura 23).

Al fine di confermare i dati ottenuti nei soggetticontrollo, I'analisi quantitativa del’mRNA di
SAP e stata estesa ai PBMC ottenuti da pazientcimadfetti da ALPS/DALD. | risultati hanno

mostrato che i pazienti portatori dell’allele -34¢i=4) mostravano piu alti livelli di mRNA

rispetto ai pazienti portatori dell’allele -346C=§), confermando i dati ottenuti nei soggetti sani
(espressione relativa, [intervallo di mediana]: 219158-262]; 100%, [33-150] p=0.016). L'analisi

dello stato di metilazione, inoltre, ha mostrate dlallele -346C era metilato per circa il 24%

(intervallo 17-29) nei PBMC dei pazienti portatdella variante -346C.

% livello mutilazione -346C

15;

[EEN
Q

42}

PBMC CTL

Figura 23

Metilazione allele -346C in soggetti maschi
sani

Metilazione del DNA a livello dello SNP
-346C>T. Le cellule sono state purificate con
la tecnica delle Rosette.

Il livello di metilazione €& espresso come
valore medio e intervallo di interquartile della
proporzione relativa delle C metilate non-
convertite rispetto alle C metilate convertite.
La linea orizzontale indica il valore medio, il
box-plot lI'intervallo di interquatrtile.

Analisi statistica con test U di Mann-
Whitney.

(*p<0.05).

81



Sezione 3

Al fine di valutare se alla differenza di espreasi@el mMRNA di SAP corrispondesse una analoga
differenza di espressione della proteina, e statalatto un saggio di western blotting su lisatakiot

di PBMC di soggetti maschi sani di controllo (-346€10, -346T n=10) tenuti in coltura con
PHA+10U IL-2 per cinque giorni. Come mostrato ingliia 24, i portatori dell'allele -346T
esprimevano livelli di SAP significativamente pilti aispetto ai portatori dell’allele -346C
(p=0.02).
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Figura 24

Espressione della proteina SAP in PBMC di soggetthaschi sani

PBMC da soggetti maschi sani (-346C: n=10; -346TL:Q) sono stati coltivati con PHA e IL-2.

(A) L'espressione di SAP € valutata in western bigtti.’'mAb anti-SAP riconosceva una banda a
17 kDa; la normalizzazione é stata effettuata acoméb anti-actina (45kDa).

(B) L’istogramma mostra I'analisi densitometrica de#lspressione proteica di SAP in PBMC: la
mediana dell’espressione proteica relativa alllalle346C € posta uguale a 100%; la linea
orizzontale indica il valore medio, il box-plotrtervallo di interquartile. Analisi statistica ctest

U di Mann-Whitney (*p<0.05).
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| soggetti portatori dell’allele -346T mostrano umainore secrezione di IFN~

Al fine di valutare il ruolo del polimorfismo -346{ nell'attivazione dei linfociti T, e stata
analizzata la proliferazione cellulare e la produa di citochine (IFNg, IL-4, IL-10 e IL-17) in
PBMC di soggetti maschi sani di controllo dopo nguani di coltura con PHA+IL2 per aumentare
I'espressione di SLAM. Dopo questa coltura le delkpno state attivate con un anticorpo anti-CD3
in presenza e assenza di un anticorpo anti-SLAMG6E3n=8, -346T n=8). | risultati ottenuti dal
saggio di proliferazione hanno dimostrato che l@po anti-SLAM aumentava la proliferazione
cellulare, ma senza sostanziali differenze trael giwppi di donatori (Figura 25B).

Al contrario, come mostrato in Figura 25A, i pootatdell’allele -346T producevano una minore
guantita di IFNy rispetto ai portatori dell’allele -346C in segudella stimolazione del CD3 sia in
assenza (mediana [range interquartile]: 3.1 ng/b-4.2]; 8 ng/ml [11.3-4.9]; p=0.01) sia in
presenza (mediana, [intervallo di mediana]: 3.6mdAL.9-4]; 6.8 ng/ml [10.2-5]; p=0.02) della
stimolazione di SLAM (Figura 25B). Viceversa i lliredelle altre citochine non presentavano

differenze significative tra i due gruppi di donat@ato non mostrato).
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Figura 25

Produzione di IFN-y e proliferazione delle cellule T in soggetti masclsani

PBMC di soggetti sani di controllo (-346C: n=8; 634 n=8) sono stati coltivati in presenza di
PHA e IL-2. Dopo 9 giorni, le cellule sono statengtlate con un mAb anti-CD3 per tre giorni con e
senza un mAb anti-SLAM. E’ stata valutata la seomez di IFNy (A) e la proliferazione cellulare
(B). La linea orizzontale rappresenta il valore medibox-plot I'intervallo di interquartile. Analis
statistica con test U di Mann-Whitney (*p<0.05).
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Pazienti

Sono stati analizzati 27 pazienti affetti da ALRS (maschi, 12 femmine) e 24 pazienti con DALD
(16 maschi, 8 femmine) provenienti dal DipartimedidPediatria dell’Universita di Torino e 534
soggetti sani come controllo. La diagnosi dellaatia € stata effettuata secondo i criteri indicati
nel ALPS NIH International Workshop [118]. | genitali alcuni pazienti sono stati utilizzati per
effettuare una analisi genotipica.

Sono stati analizzati anche 386 pazienti (229 mad&yY femmine) affetti da Sclerosi Multipla
arruolati dal centro Sclerosi Multipla dell’'Univéesdel Piemonte Orientale di Novara.

Tutti i pazienti e i controlli erano italiani diigine caucasica e non imparentati tra loro. | preldi
sangue periferico sono stati ottenuti da pazientrdrolli dopo loro consenso informato. Lo studio
e stato effettuato secondo le linee guida del @mitico locale.

Cellule

Cellule mononucleate del sangue periferico (PBMGhos state isolate da sangue mediante
separazione su gradiente di Ficoll (Limpholyte-Hed@rlane Laboratories, Olanda). Per valutare
'espressione di SAP e la metilazione di -346C, RBBbno stati stimolati conugy/ml di PHA
(Sigma-Aldrich) in terreno RPMI 1640 addizionato 1%slutammina, 1X Antibiotici e 10% FBS
in presenza di 10U/ml IL-2 (Sigma-Aldrich). Dopdb3giorni di coltura, cellule CDIGNK), CD8'
(CTL) e CD4(Ty), sono state purificate positivamente con bigliagnetiche (Miltenyi Biotec,
GmbH, Germania) e analizzate per I'espressioneAdfi. 3n alcuni esperimenti, linfociti T CD&
cellule NK CD56 sono stati purificati negativamente da PBMC meigialrkit RosetteSépHuman
CDS'T Cell Enrichment Cocktail e il kit RosetteSeduman NK Cell Enrichment Cocktail (Stem
Cell technologies, Vancouver, Canada). In entratelmurificazioni, le cellule sono state messe in
coltura come descritto sopra.

Per valutare la proliferazione cellulare dei PBNEC¢ellule sono state stimolate con PHAdAMI,
Sigma) e IL-2 (2U/ml, Sigma) al fine di aumentaiespressione del recettore SLAM. Dopo 9
giorni di coltura, le cellule sono state attivat¥ 2 ore con un mAb anti-CD3 (OKT3ud/ml) in
presenza/assenza di un mAb anti-SLAMu¢Iml, BioLegend, San Diego, CA).

La proliferazione e stata valutata mediante I'agtayu durante le ultime sei ore di coltura, di 0.5
uCi/pozzetto di timidina triziat3H-TdR (Amersham Biosciences, GmbH, Friburgo, Gefiajaim
tutti i pozzetti. Le cellule sono state analizzateontatore (Wallac-Perkin Elmer, Boston MA,
USA). Ogni saggio e stato effettuato in quadruptica
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Amplificazione del DNA e ricerca di variazioni ngiene SH2D1A

La regione del DNA corrispondente al promotoreyattyo esoni con le regioni introniche adiacenti
e il 3 UTR del geneSAP e stata amplificata mediante PCR e sottoposta atisartrramite
sequenziamento diretto per cercare mutazioni enpofismi noti e non noti. | campioni sono stati
sequenziati mediante Applied Biosystem 3100 Gengtialyzer utilizzando il kit ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle-Sequencing (Applied Biogys) dotato di dideossinucleotidi ciascuno
legato ad un fluorocromo differente. Seguendo atgeollo consigliato dalla ditta, per un volume
finale di reazione di 10 pl, sono stati addizior@tDNA purificato, 2 pl di BigDye Sequencing
Buffer (in dotazione con il kit), l'oligonucleotidé3.2 uM/ul). La reazione di sequenziamento

prevede I'utilizzo del seguente programma:

96°C 1’ 1 ciclo
96°C 10”

50°C 5” 25 cicli
60°C 4’

Il prodotto della reazione e stato purificato, iakfdi eliminare gli oligonucleotidi non incorpaiat
mediante il kit Montage SE Sequencing Reaction Cleanup (Millipore). 5 ul petificato sono
stati addizionati a 10 pl di formammide e denatyBaminuti a 95°C) e caricati su piastra ottica pe

la successiva analisi al sequenziatore.

Analisi della metilazione

| campioni sono stati trattati con bisolfito di smanediante il kit EZ DNA Methylation-Gold kit-
Zymo Research (Irvine, CA) seguendo le indicazamiproduttore.
In breve, il DNA (500 ng) é stato unito con 1d0i reagente di conversione, la mix € stata pwsta
un termociclatore a 98°C per 10 minuti, 64°C pér @e e mantenuta a 4°C per 1 ora. Il DNA
trattato e stato purificato mediante colonna Zynp@SC ed fluito in 1@l di M-Elution Buffer. |
campioni sono conservati a -20°C. La regione cartenlo SNP di interesse é stato amplificata
mediante PCR con specifici primer, uno dei quaitibilato.
L’amplicone e stato sequenziato usando un PyroseguePyroMark ID (Biotage AB and
Biosystems, Uppsala, Svezia). La singola elicaMA® stata isolata dalla reazione di PCR usando
il Pyrosequencing Vacuum Prep Workstation (Biot#f®) e biglie di sefarosio-streptavidina
(Streptavidin Sepharose TM High Performance beadsef(sham Bioscences, Arlington heights,
IL) che legano il primer biotinilato. Un primer espfico € utilizzato per I'analisi in Real Time. Lo
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SNP bersaglio € stato valutato convertendo il paogna in un valore numerico in relazione

all’altezza del picco.

Real-Time RT-PCR
L’'RNA totale dei PBMC e stato isolato mediante ®tiZlnvitrogen). 500ng di RNA sono stati

retrotrascritti con ThermoScript RT PCR System ithwgen). L'espressione di SAP e stata valutata
con un saggio di espressione genica (SAP: saggidd90158978 m1; Applied Biosystem, Foster
City, CA). Il gene GAPDH (saggio N° Hs99999905 mlgtato usato per normalizzare la quantita
di cDNA. La Real Time PCR, in duplicato per ciasaampione, e stata condotta nello strumento
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystengultati sono stati analizzati con il metodo

con il metodo delle curve standard.

Western Blotting
Le cellule sono state lisate in un buffer di li$rié-HCI 20 mM pH=8.0, NaCl 150mM, EDTA
5mM, NP-40 0.5%) contenente inibitori di proteaspiotinina, Leupeptina, Pepstatina, PMSF). |

lisati proteici sono stati separati su un gel S&E e trasferiti su un foglio di nitrocellulosa cae
stata quindi incubata con un mAb anti-SAP (Upstatke Placid, NY) e un mAb anti-actina
(Sigma). La rivelazione degli anticorpi primari tate effettuata con un mAb anti-lg di topo
coniugato con HRP (GE, Healthcare). Le bande state sjuantificate mediante un GelDoc EQ
system (BioRad, Hercules, CA).

Quantificazione delle citochine

La concentrazione delle citochine é stata valuteissurnatanti, dopo 72 ore di coltura: i livelli d
IL-4 e IFN-y sono stati misurati con il kit ELISA MAR" Deluxe (BioLegend) mentre i livelli di
IL-10 e IL-17 con il kit Human DuoSet (R&D SysteMjnneapolis, MN). | valori di assorbenza a

450 nm sono stati valutato mediante un lettoreidropiastre (Bio-Rad).

Analisi statistica

L’analisi statistica della distribuzione allelicagenotipica € stata calcolata con il test Chi-goadr
applicando la correzione di Yates. Tutti i valoeild p sono stati assunti dal test a due codedifut-
p<0.05). L’analisi dell’aplotipo € stata valutatancil programma Haploview (versione 3.11, Broad
Institute di MIT e Harvard, 2003-2006). Questo pesgma € stato utilizzato, anche, per valutare il
valore di linkage disequilibrium (LD) tra i diverSiNP.
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La trasmissione allelica dalle mamme ai figli malatstata valutata con il metodo AFBAC
(Affected Family-BAsed Control) nel quale individoaun figlio affetto in una famiglia, gli alleli
parentali non trasmessi al figlio malato sono usatne “alleli-controllo” mentre gli alleli parental
trasmessi sono usati come “alleli-caso”. L’anatiel Test di Trasmissione Disequilibrium (TDT) e
stato effettuato con il software Haploview. L'usondiclei familiari in studi di associazione caso-
controllo é stato sviluppato al fine di evitareagrretnici tra i pazienti e controlli scelti in mod

casuale. | dati funzionali sono stati analizzatinch test U di Mann-Whitney (p<0.05).
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Questi risultati dimostrano che la variazione -346Clel geneéSAPé associata con ALPS e DALD
nei soggetti di sesso maschile e suggeriscono ohsta associazione sia legato alla possibilita di
metilare la variante -346C, ma non quella -346fuksto SNP. Questo puo influenzare i livelli di
espressione della proteina SAP e quindi la fundi@nali recettori che si servono di questo
trasduttore del segnale, probabilmente appartealatfamiglia SLAM, e quindi anche la risposta
linfocitaria a stimoli di attivazione.

In particolare, i maschi affetti da ALPS o DALD nti@o una frequenza piu elevata dell’allele
-346T; questo allele non &€ metilabile e la suagnea si associa ad una espressione piu elevata di
SAP nelle cellule NK e nei linfociti T CD8e ad una minore secrezione di IFNA seguito
all'attivazione linfocitaria.

Questi dati confermano i risultati ottenuti su uepgo mutante spontaneo derivato da topi
MRLIpr/lpr, nel quale I'inserzione di una adenina nel 21°ocmd di SAP (esone 1) causa uno
slittamento nella cornice di lettura con una dinzione nell’espressione della proteina, cui
consegue una attenuazione dei principali parandetmalattia, ovvero ipergammaglobulinemia,
livelli di autoanticorpi, espansione dei linfocitDNT, linfoadenopatia e splenomegalia,
glomerulonefrite e vasculite [128]. Questo datoshggerito una relazione epistatica opposta tra i
difetti del recettore Fas e quelli di SAP.

L’associazione dell'allele -346T con lo sviluppoAlLPS/DALD sembra in parte supportata dalla
analisi della trasmissione allelica dalle madriigii affetti in quanto I'allele di suscettibilits346T
sembra essere preferenzialmente trasmesso rispittlele -346C; i dati ottenuti non erano
statisticamente significativi dato il piccolo nuroeli soggetti analizzati.

Nella popolazione esaminata sono stati identifitatiSNP, tutti ifinkage disequilibriuntra loro;

in particolare, le variazioni -346C>T e -631A>Ggraficativamente associate con ALPS/DALD,
mostravano un LD quasi assoluto (D’ 0.98).8).

L’associazione piu forte con 'ALPS/DALD e mostradalla variazione -346C>T, la cui variante
-346C era un potenziale sito di metilazione, tr@asm in un sito ricco di isole CpG, come proposto
dalla letteratura [137] e comprovato dalla nostraliai in vivo.

Tuttavia, I'associazione tra I'allele -346T e lalatha sembra riguardare soltanto i pazienti maschi
che presentano una frequenza della variazionefisgiiwvamente piu alta rispetto alle femmine.
Questo risultato potrebbe essere dovuto ad un stivetilizzo del sito di metilazione -346C o di
altri siti regolatori tra i soggetti di sesso makxlo femminile oppure ad una diversa influenza di
fattori di genere. Dal punto di vista delle differe di genere, € degno di nota quanto osservato da

Maric e coll. [138], i quali hanno descritto chdinfonodi dei pazienti maschi affetti da ALPS
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presentano frequentemente aspetti istopatologicstaticitosi dei seni che invece sono rari nelle
pazienti femmine.

La proteina SAP comprende due domini funzionalprimo € un dominio SH2 mentre il secondo
dominio e costituito da una corta coda di 28 antithall’estemita C-terminale che presenta due
tirosine fosforilabili.

SAP puo legare, grazie al suo dominio SH2, una regicit@plasmatica presente sui recettori
SLAM caratterizzata da tre motivi consensus [79PSlega questa regione con alta affinita e
impedisce l'interazione con la tirosina-fosfataslFs2. II secondo dominio, invece, puo legare la
tirosina chinasi Fyn, che e richiesta per 'attivae di SLAM [80-95].

Questi segnali sembrano svolgere un ruolo impatar@io sviluppo dell’autoimmunita e della
linfoadenopatia nel topo MRyr/lpr; infatti, i linfociti T portatori del caratterfor mostrano una
maggiore attivazione di Fyn che suggerisce un rdotpuesta chinasi nella sopravvivenza anormale
di queste cellule [99].

Inoltre, I'induzione di un deficit di Fyn in quest@nimali determina una riduzione della
linfoadenopatia e della produzione di autoanticptpi0], che mima l'effetto prodotto dal deficit di
SAP.

ALPS e la DALD presentano un quadro clinico singlena ridotta funzionalita del recettore Fas,
ma si distinguono per I'espansione dei linfociti Dhe sono presenti soltanto nellALPS.

Questa differenza e importante da un punto di d&tgnostico dato che la ricerca dei linfociti DNT
e la prima analisi di laboratorio per la diagnosildLPS. Questa differenza pud pero anche
indicare un differenza immunopatologica tra ALP®ALD dal momento che i linfociti DNT
sembrano svolgere un ruolo patogenetico importaeite sviluppo dell’ALPS.

Nonostante queste differenze, questo lavor&AR e precedenti lavori SOPN e PRF1indicano
che il background genetico predisponente per ALHFAED abbia molti aspetti simili dato che
variazioni in questi geni predispongono allo sviapi entrambe le malattie.

| lavori precedenti suggerivano che le variazionPBF1e OPN potessero agire insieme al difetto
di Fas nello sviluppo di ALPS e DALD alterando maaismi di spegnimento della risposta
immunitaria alternativi a Fas, ovvero I'apoptogiatta da riattivazione dei linfociti (AICD), inilat
dalla osteopontina, e il fratricidio delle cellulmmunitarie attivate, inibita dalla carenza di
perforina [82-127-139].

In questo quadro l'effetto predisponente dell'&leB46T potrebbe essere legato alla minore
secrezione di IFN- associata a questo allele; infatti questa citachéncapace di aumentare
I'espressione di FasL nei linfociti T helper, per ana sua ridotta secrezione potrebbe peggiokare i

difetto funzionale di Fas dei pazienti [140]. Vieesa, I'effetto non &€ dovuto ad una azione diretta
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diretta sull’AICD o sulla capacita di Fas di tragguil segnale apoptotico dal momento che non
sono state osservate differenze in queste rispestienfociti dei portatori degli alleli -346C e48T
(dato non mostrato). Questo quadro € diverso dihogosservato nei pazienti XLP che mostrano un
difetto nell’AICD e una normale apoptosi indottafes [62].

| geni dei recettori della famiglia SLAM mappand stomosoma 1 e comprendono un gruppo di
sette recettori transmembrana appartenenti allerfmpiglia delle immunoglobuline: SLAM
(CD150), 2B4 (CD244), CD84 (SLAMF5), CD48, NTBA (8MF6 o Ly108 nel topo), Ly9
(CD229) e CRACC (CD319) [75-76-103-107]. Molti memnlella famiglia SLAM mediano
interazioni omotipiche; tuttavia, 2B4 (recettoreattivazione nelle cellule NK e linfociti T CDB
lega CD48 la cui espressione € incrementata dalézione da EBV. Probabilmente, i pazienti
affetti da XLP mostrano un difetto nella rispostée anfezione da EBV per un deficit della
citotossicita mediata dal recettore 2B4.

Nei nostri pazienti I'effetto predisponente di -34Bon sembra attribuibile a una diminuzione della
citotossicita cellulo-mediata, poiché questa vamiae si associa con un aumento dell’espressione di
SAP e quindi dovrebbe supportare la funzione cssita [141].

| nostri dati non hanno mostrato differenze neiléa NK in vitro, sia basale sia dipendente da
2B4, tra i portatori delle due varianti di -346Qati non mostrati). Tuttavia non si puo escludere
che la ridotta produzione di IFiNosservata nei portatori di -346T possa causaveveuna ridotta
attivita citotossica, normalmente sostenuta datquechina nella risposta immunitaria.

Il coinvolgimento di SAP nellautoimmunita potrebbedare oltre al caso particolare di ALPS e
DALD. Infatti é stato descritto che il difetto 8AP potrebbe anche proteggere i topi dallo sviluppo
della EAE (Encefalomielite Autoimmune Sperimentaiedello animale della sclerosi multipla) e
del LES [77].

Tuttavia, il nostro lavoro indica che la variazior@B46C>T non sembra essere coinvolta nella
Sclerosi Multipla (SM), in quanto non e stata rigitata nessuna associazione tra questa variazione
e la malattia. Questo risultato e differente rigpai dati ottenuti con le variazioni @PN e PRF1
che mostravano una associazione non solo con ALB3Lé®, ma anche con Sclerosi Multipla
[127-135-142-143-144].

In conclusione, questo lavoro suggerisce che elévalli di espressione di SAP possano favorire
la linfoproliferazione nei pazienti affetti da ALRSDALD confermando i dati osservati nei topi
MRLIpr/lpr. E’ pertanto possibile suggerire che una parzaileizione farmacologica di SAP
potrebbe in futuro essere utile per il controlltiaenalattia.
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Questa tesi ha mostrato che variazioni nei gerXl4iP, Muncl3-4 e SAP possono agire come
fattori modificatori per lo sviluppo di ALPS e DALI® si affiancano ai dati precedenti che
dimostravano un effetto simile per variazionRRF1 ALPS e DALD sono malattie geneticamente
eterogenee e in differenti famiglie possono essenavolti diversi fattori genetici che si affianaan
al difetto principale, responsabile della ridottanZione di Fas. | dati presentati in questa tesi
indicano che un ruolo chiave in questa azione naadiice pud essere svolta da fattori coinvolti
nella citotossicita cellulo-mediata svolta da dellNK e CTL e nello sviluppo di malattie
linfoproliferative diverse da ALPS e DALD, quali EHe XLP. Infatti variazioni diPRF1 e
UNC213D, coinvolte nello sviluppo di FHL2 e FHL3, e MIAP, coinvolte nello sviluppo di XLP2,
sembrano poter influire sullo sviluppo di ALPS o DA In parte diverso € invece il casoS#Ple

cui mutazioni deleterie causano lo sviluppo di XLRtentre lo sviluppo di ALPS e DALD sembra

essere favorita da varianti geniche associate adnaggiore espressione della proteina.
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Background

Abstract

Background Buruli Ulcer (BU) is a severe cutaneous and subcutaneous disease due to
Mycobacterium uleerans infection, mainly distributed in sub-Saharan Alfrica and tropical
areas. The role of T helper (TH) cytokines in the development and clinical course of the
disease has been previously studied by investigating the in vitro immune response of lym-
phocytes from affected patients and immunohistochemical analyses of bioptic samples.
Methods TH cytokine levels (IFNy, TNF-, IL-2; IL-10, IL-4, IL-5, IL-17) were evaluated in
serum of 34 Beninese subjects by cytofluorimetric and immunoenzymatic assays: 18
patients affected with active BU, 4 patients who had healed after specific therapy, and 14
matched controls.

Results Levels of IFNy were higher in patients with late BU (>2 months from onset) and
healed patients than in controls, and in ulcerative than in pre-ulcerative patients. Analysis
of 4 patients with “late” disease evaluated both at the beginning of antibiotic therapy and 6
manths later showed that IFNy levels were always lower in the second evaluation. By con-
trast, no differences were found in levels of the other cytokines.

Conclusions IFNy production is low in early BU, and increases in late BU and healing,
suggesting a role of this cyloking in infection clearance. Moreover, evaluation of IFNy
serum levels may be a useful tool to monitor the immune response during the BU course.

requires long time and evaluation of the real status of the
disease may be difficult.

Buruli ulcer (BU) 15 a severe discase caused by Myecobac-
terium uleerans infection and characterized by polymor-
phic cutancous lesions, ranging from small nodules to
wide ulcers. It can also affect the subcutancous tssues,
muscles, joints, and bones, causing ankilosis and osteo-
mychits. It 18 mainly distobuted 1n sub-tropical arcas,
where it represents the third most common Mycobacteri-
osis after tuberculosis and leprosy. It mamly affects chil-
dren and young aduls with high incidence of severe
secondary disahilities and muonlations, even afrer speafc
treatment.”  Intriguingly, wide ulcerative lesions are not
necessarily related ro persistence of M. wlcerans, when
adequate regimen of antibiotic therapy 1s precociously

started. Even in these cases, cutancous healing frequently

@ 2010 The Interratioral Society of Damaloiogy

The pathogenesis of BU depends on the toxin produced
by M. wlcerans, Le. Mycolactone, which can induce apop-
tosis of subcutancous adipocytes and other cell types.t?
Moreover, Mycolactone may also be involved in bactenal
cluosion of the immune response as it has been shown to
inhibit the anti-M. wlcerdns response.® In the last years,
several studies investigated the immune response in BU
patients. Even if some controversial results have been
reported, most of them showed a predominance of a
T helper type 2 (THz) response, with high secredon of
interleukin (IL)-to, during the early phases of the disease,
followed by a TH type 1 (TH1) response, with high secre-
non of [FN-7, in the advanced phases and healed subjects.
These studies have been performed either in wvitro on

International Journal of Dermatology 2010, 49, 12571302
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peripheral blood mononoclear cells or whole blood cul-
tures stimulared with mycobacwerial antigens, or @ vivo
by immunohistochemical evaluation of cytokine expres-
To date, dama on direct mea-

ot =1

sion on skin biopsics.”
surement of serum levels of cytokines in BU patients are
lacking. The aim of this study was to investgate serum
levels of TH1 and THz cytokines in different clinical
phases of BU. Furthermore, we evaluated the levels of
IL-t7, produced by THr7 cells which are a novel proimn-
flammatory subser of TH cells.

Methods

Patients

Recruitment of patients and controls took place during our
(G.L. and E.Z.) visit to the "Centre de Depistage et de
Trattment de 'Ulcére de Burul" (CDTUB) of Allada, Benin.

A total of 34 subjects were enrolled. They were divided into the
following three groups: (i) 16 patients with active BU (11 males,
five females; mean age 13.6 years), (ii) four patients with a
previous history of BU (three males, one female; mean age
18.2), but healed after antibiotic therapy, and (i) 14 subjects
were healthy controls (eight males, six females; mean age
12.4 years). All patients met the WHO criteria for M. ulcerans
disease, and subjects with history of tubercolosis and leprosy
were excluded.™ ™ Furthermore, active bacterial, protozoan
and viral diseases were excluded by medical history and
physical examination of the enrolled patients. All subjects were
HINV negative and lived in the same endemic areas for BU in
Couffo and Atlantique departrments in Benin. BU diagnosis was

Zavattaro at al.

confirmed in all cases by Ziehl-Neelsen stains or PCR
(152404). Each patient was classified clinically according to the
lesion morphalogy (nodule, plaque, ulcer, and edema) and
administration of antibiotic therapy according to the WHO
Guidelines (intramuscular streptomyecin 15 mg/kg body weight
plus oral rifampicin 10 mg/kg body weight, administered dally
for 8 weeks)'® (Table 1). According to therapy, patients with
active BU were divided into three groups: untreated patients
(n = 5), patients who had started therapy <15 days before our
analysis (n = 6), and patients who had started therapy 15—

30 days before our analysis (n = 5). According to clinical
lesions, they were grouped into those showing pre-ukcerative
(i.e. plague, nodule and/or lymphedema, n = 7) or ulcerative
lesions (n = 9). According to the onset of infection, as reported
in the case notes of each patient, they were grouped into those
with early (<2 months from onset, n = 8) or late (=2 months,
n=8) disease.

Three millilters of venous blood were collected under
complete aseptic conditions from each patient or control
subjects, and were left to clot for 30 min. After coagulation, the
sample was centrifuged for 15 min at 1000 g to obtain serum,
and stored at —80 °C for the subsequent assay. Informed
consent was obtained from all patients and controls or from
their parents or caregivers for minors. The study was carried
out according to the principles of the Declaration of Helsinkl.

Cylokine analysis

Serum levels of IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, tumor necrosis factor
(TNF)-2, and IFN-y were evaluated with the cytofluorimetric
Human TH1/THZ CBA kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, MNJ,

Table 1 Characteristics of the patients

Obsarved Dissase Days ol 5 2 - s

Pafiert Gadder Age:  lasion S ek tscacais: 8 with Buruli ulcer in the study
1 F 10 Plague Right am 2wk N 1]
2 M B Ukcer Left thigh Jwk ZN 1]
3 M 12 Plague Left elbow 3wk PCH (1]
4 M 12 Edama Left lower imb 1 mo ZN [+]
5 M 14 Ulcer Back 1 mo PCR 15
6 M 12 Edema Laft lower limb 2 mo PCR 15
7 F 40 Ulcer Right hand 2mao PCR 7
] F 1 Ulcer Abdomen 2mo PCHR 3
:] M 15 Naodule Right knee 3mo PCR 7
10 M 9 Ulcer Left thigh 3 mo PCH 30
11" F 9 Plague Left knea Amo PCH T
12* M <3 Plague Thaorax 6 mo ZN 14
13" M 15 Ulcer Left am 7 mo PCR :: ]
147 F 18 Ulcer Abdomen 1yr PCR (4]
15 M 18 Ukcer Left foot 2yr ZN 21
16 M 18 Ulcer Left am Syr ZN 30

The median line in the Table separates “early™ BU and “fate™ BU. The asterisks
mark the patents who underwent to a follow-up withdrawal for the second

evaluation of cyvtokine levels.

wk, week; mo, month; yr, vear; ZN, Ziehl-Neelsen; PCR, polymerase chain reacrion.

Infermational Jotrnal of Dematodogy 2010, 49, 12871302
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USA), while concentration of IL-17 was evaluated using
Quantikine Human IL-17 Immunoassay (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer's
instructions. All values represent the medians and are
expressed in pg/ml.

Statistical analysis

Results were analyzed using GraphPad Prism 4 software
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Cytokine values
were compared with the Kruskal—-Wallis test, followed by the
Mann—Whitney (Ftest. The Spearman correlation test was used
to compare distribution of intedferon (IFN)y and IL-10 values in
BU patients. Longitudinal data were compared with the
Wilcoxon matched pairs tesl. Significance was set at P < 0.05.

Results

Interlenkin-r7, 1L-4, and IL-5 levels were always ander
the detection limis of the assays in both patents and
controls, whereas [L-z; IL-10, [FNy, and TNFx were
detectable (Table 2). Companson of levels in patients
with active BU, healed panents, and controls showed that
IFN-v levels were higher in healed patents than in con-
trols (P = o.015), whereas patients with active BU dis-
played levels not different from controls. A similar trend
was displayed by IL-2 and TNFx, but differences were

Table 2 Concentrations of cytokines in the samples

IFM =y
BL 4680 Early BU: 2.8 Pre-ulcerative: 3.40
Late BU: 5.8 Uleerative: 5.00
Healed 15.25 Late Healed® 4.05
Caontrols 1.45
IL-2
BU 285 Early BU: 2.85 Pra-ulcerativa: 2.90
Late BL: 2,80 Ulcerative: 2.80
Healed 4.15 Late Healed™ 2.65
Controls 285
THF-=
BL 1.80 Early BU: 1.75 Pre-ulcerative: 1.90
Late BU: 1.8D Ulcerative: 1.70
Healed 555 Late Healed® 1.85
Controls 2.20
IL-10
BL 7.00 Early BU: 7.00 Pre-ulcerative: 5.50
Late BU: 5.95 Ulcamtive: 12.10
Healed 8.20 Lale Healed® 8.85
Controls 8.60

?Data obtamed in four panents, 6 months after antibiotic
therapy.

Concentranons of detectable cytokines (IFNy, IL-2, TNFa,
and IL-to) in sera of patients. All values represent the
median and are expressed in pg/ml.

@ 20 The Interrational Socedy of Damnatciogy
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not significant. By contrast, IL-10 levels were similar in
all groups (Fig. 1).

These data show that [FNy and, possibly, other TH1
type cytokines (i, [L-2, TNFxa) are produced at low lev-
els in the phase of active disease, and are up-modulated
upon healing, which soggests they play a role in cleanng
of mfecnon. Therefore, we analyzed the kaneoc of this
response by comparing cytokine levels in patients with
“carly”™ vs. “late” active BU.. Resolts showed that patents
with late infection displayed higher IFNy levels than those
with early infecrion (P = o,01). Moreover, early infection
levels were significantly lower than those of healed sub-
jects (P = 0.008), whereas late infection levels were signif-
icantly higher than those of healthy subjects (P = 0.036).
A similar trend was displayed in the levels IL-2 and
TNFz, but differences were not significant. No difference
was found in IL-1o levels (Fig. 1), which did not display
any correlaton with the level of other cytokines, as
detected by the Spearman test (data not shown).

Analysis of patients according to
showed that level of IFN-y was higher in ukcerative than
in pre-ulcerative phases (P = o.023), while any significant

other THr cytokine levels

clinical lesions

difference was found in
(Fig. 1).

Amnalysis of patients according to therapy did not detect
any significant difference of cytokine levels in the differ-
ent patient groups (untreated, treated for >15 days, and
treated for 15-30 days; dama not shown).

Finally, four patients (all with “late” BU) were evalu-
ared both ar the
(<2 weeks from starung of therapy) and 6 months later,

beginning of antibiodc therapy
when  three had reached complete recovery, and one

showed marked clinical improvement of the lesions.
Resuls showed that IFNy levels were always lower in the

second evaluation (Fig. 2).

Discussion

Mycobacternion slcerans infection 1s a severe cutancous
and subcutancous disease mainly affecting sub-Saharan
Africa, where it represents a severe health problem.
Therefore m 1998, WHO developed the Global Buruli
Ulcer Initiative, and thereafter the interest had increased
on this disease from both a clinical and research perspec-
tive,'®

With some contradictions, studies assessing the in vitro
lymphocyte response to bacrerial antigens or cytokine lev-
els in the skin lesions suggested that the infection is char-
acterized by downregulation of the THr response and
predominance of the THz response in the carly phases,
followed by increase of the THr response evenmally
bringing to healing.*” ™ It has been suggested that TH1
cytokines might protect exposed subjects from developing

International Jowrnal of Demaiciogy 2010, 49, 12971302
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Figure 1 Serum cvtokine levels in Buruli
ulcer (BU) patients and controls. Com-
parison of patients affected with actuve
BU (early BU, late BU, pre-ulcerative,
and ulcerative), healed patents, and
controls. *Early BU vs. healed patients
(P = c.oo8); **Late BU vs. controls

[P = c.036). Boxes show the medians

Iy

the discase and that mounting of a THr response might

52 Therefore,

mark initdal recovery m affected subjects.
these data soggest that the THr response 1 erucial w
clear the infection, which 15 m line with the general model
of the immune response to mycobacteria.””"* However,
in vitro studies and analysis of the skin lesions are rela-
tively difficult and time consuming, and they can be

de IFN-y

=
-

!
& &

Figure 2 Interferon (IFN}y levels in four patents at the
beginning of antibiotic therapy and & months later. In all
patents, the [FNy levels decreased after treatment. The
horizontal dotted line represents the median of IFNy levels in
controls

Interrational Journal of Dematology 2010, 49, 12871302

77

T and inrerquartile ranges (z5th and 75th
percentiles), bars show the whole
ranges. Note that scales are different
for each cyrokine.

atfected by several confounding and technical factors.
Therefore, we performed this work to monitor the TH
response by measuring the serum cytokine levels. Our
analysis iovolved a relatively small number of subjects,
bur seems to confirm the model thar the THr response,
and particularly IFNy production, is important to clear
the infection. [FNy levels, indeed, were low in early and
pre-ulcerative phases of the discase, but they increased in
late and ulceratve phases, and in healed subjects. By con-
trast, levels of THz-type cytokines and IL-10 did not cor-
relate with the discase stmams. Moreover, the immune
response seemed not to involve IL-17, secreted by proin-
flammatory THi7 cells, whose levels were undetectable
in all subjects.

The data suggest thar increased IFNy levels may mark
not only mounting of an effective immune response that
may favor tissue damage and uleer development, but also
infection clearance and healing. This view 1s supported by
analysis of the four patients evaluated both at the begin-
ning of antibiotic therapy and 6 months later (when three
had reached complete recovery, and one showed marked
clinical improvement of the lesions) as [FNy levels were
always highest in the first evaluation. This model is in
line with data reported by other authors. Gooding et al.?
showed that the IFNy response @1 vifro is downreguolated
after healing following surgical treatment. Yeboah-Mann
et al,*” showed that the [FNy response in v#tvo returns to

& 2010 The Intematonal Soclaty of Dermatology
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normal levels up to 1o months after BU infection. Sarfo
et al.** showed that IFNy secretion in witro peaks after
8 weeks of antibiotic therapy, especially in the large
ulcerative forms. Phillips et al. have performed a compre-
hensive study on chemokines and cytokines produoction in
serum . samples and in mycolactone-stimulated  whole-
blood culture supernatants of BU patients from Ghana.
Interestingly, they found that patients with active disease
displayed a distinctive profile of reversible immune sup-
pression that was induced early in the disease and
resolved after antibiotic therapy. Worthy of note, they
showed that seric mflammatory cytokines were not modu-
lated during the course of antibiotic therapy, except for
IL-4 which displaved a significant higher serum level
ro months after completion of the antibiotic therapy.™ In
our study, IL-4 levels were under the detection limits in
all samples, confirming thar such cytokine is down-regu-
lated during active disease and the first 6 months after
therapy.

Recent findings have reported that presence of granulo-
mas correlates with high 1FNy production in vitro, ™4
furthermore, our study did not evaluate the correlation
berween eytokine levels and histological features of
lesions (presence of granulomas and intra- or extra-cellu-
lar Mycobacteria), as an accurate analysis of lesions
would require w extend the analysis to the whole
lesion, ™ +*F

In conclusion, oor data suggest that [FNy production is
low in ecarly BU, and increases durning its evolution and
healing, supporting the model that the THr response is
crucial to clear the infecion. Moreover, even if the pres-
ent study has been performed with a mere experimental
and speculative aim, our data suggest that evalnation of
I[FNy serum levels may represent, in the near future, a
useful tool to monitor the immune response and the clini-
cal course of the disease, mainly in selected clinical cases.

Our study suffers from a few limitations: first, the num-
ber of patients should be increased to obtain more signifi-
cant results and more homogeneous groups as concerning
various factors (onset of the disease, clinical lesions, and
antibione administranon) have to be chosen. Secondly, it
would be interesting to establish a correlaton berween
levels of serom cytokines and their productions in stimu-
lated blood cultures andfor histological specimens col-
lected from the same patients.

In conclusion, further studies are needed ® confirm
these prelimmary results, and a large sample size s
required.
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ATPS (Autoimmmne Lymphoproliferative Syndrome)
DALD {Dianzani Autoimmune Lymphoproliferative Disease)
CTL (Cytotoxic T Lymphocytes)

TCE. (T-cell Receptor)

DN T (Double-Negative T cells)

OFN (Osteopontin)

PRF1 (Perforin)

ATCTD (Activaction Induced Cell Death)

SAP (Slam Associating Protein)

SLAM (Signaling I ymphocyte Activation Molecule)
NE (MNatural Killer cells)

WET (MNatural Killer T cells)

NP (3{-linked Lymphoproliferative)

EBV (Epstein Barr Vimns)

SHP (Single Nucleotide Polvmorphism)

IFN-y (Interferon-y)

MS (Multiple Sclerosis)

PBMC (Peripheral Blood Monomuclear Cell)

FBS (Fetal Bovine Semn)

PHA (Phytohemaglutinin)

mAb (meonoclonal antibody)

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

IL (Interleukin)

LD (Linkage Disequilibrinm})
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Abstract

Inherited defects decreasing function of the Fas death receptor cause Autoimnmmne
Lymphoproliferative  Syndrome (ALPS) and its  wvanmant Dianzami  Auioimmune
Lymphoproliferative Disease (DATTY). Since a deleterions mutation of the SH2D 4 gene protects
MEBLipr/ipr mice from AT PS development. we investigated the role of SH2DJ 4 located in the 3
chromosome, in 51 patients with AIPS or DALD by mutational screening of coding and
regulative sequences.

Allelic frequency of the -346C=T polvmorphism was different in male patients and controls
(-346T: 61% versus 36%. p=0.01), with stmilar frequencies in ATPS and DATD. By contrast, no
differences were found among females or between the controls and patients with mmltiple sclerosis
(229 males. 157 females). Further analyses showed that -346C was a methylation site in CDE™ T
and Natural Killer cells, and SH2DJA expression was higher in -346T than in -346C males.
Finally, in witro activated T cells from -346T males produced lower amounts of interferon-y than
those from -346C males.

These data suggest that -3467 1s a predisposing factor for ALPS and DATD in males possibly

because of its effect on SAP expression influencing the T cell response.

Kevwords: SAP. Autoimmmne T ymphoproliferation. 3T P Fas
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1. Intreduction

Fas/Apo-1 (CDY5) is a ubiquitous death receptor and cells expressing it undergo apopiosis upon
mnteraction with Fas ligand (FasL) [1-3]. In lymphocyies. Fas triggering does not induce apoptosis
i resting and recentlv activated T cells, but the apoptosis-inducing pathway is connected to Fas
several days after cell activation. This FasTFasL interaction is involved in shuiting-off immume
responses. Ivmphocyte hifespan regulation and maintenance of peripheral tolerance. Moreover,
Cytotoxic T Lymphocytes (CTL). T helper 1 (Tm). and Natural Killer (NK) cells express FasL,
whose interaction with Fas expressed by target cells is one of the mechanisms they use to exert their
cvtotoxic fimction.

The autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) is characterized by defective function of
Fas, autoimmune manifestations that predominantly involve blood cells {ie. thrombocytopenia,
anemia. neutropenia). pelvelonal accumulation of lvmphocytes in the spleen and Iymph nodes,
and peripheral expansion of T cell receptor {TCE) af” CD4/CDE double-negative (DMN) T cells
[4-9]. Moreover, ATPS patients are predisposed to develop lvmphomas in adulthood [10].

Most ATPS cases are due to deleterious mutations of the Fas gene (ALPS-FAS). though a few
patients carry mutations of the FasL gene (ATPS-FASL) or the caspase 10 gene (AT PS-CASPI0).
However, the mutated gene 15 not known in a substantial proportion of patients (ATPS-1T) [4-9].
In mice, a disease overlapping ATPS is displaved by MELIpripr and gld/gld mice. carrying
mutations of the Fas and the Fasl. gene respectively [1.2.11]. Moreover. we described an
imcomplete form of ALPS fulfilling the first three criferia, but lacking an expansion of DN T cells.
These patients did not display Fas. FasL, or caspase 10 nwifations. although most of their parents
displayed the Fas function defect and we suggested an imvolvement of inherited nmitations hitiing
the Fas pathwayv downstream from the receptor [9.12-14]. Since the complete paradigm of ATPS
could not be demonstrated, this form has been named Dianzani Autommmmine Iymphoproliferative

Disease (DALD) by McEusick (OMIM Database ID: 601240, reference %%0605233) [9].
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In addition to the causal mutations, the genetic background may mfluence ATPS development.
This may explain the incomplete penetrance of mild mutations. In mice, the {pr and gld nmtations
cause the disease m homozvgosity. but they canse a much nulder clinical picture in strains other
than the MRL one [11]. Although most ATPS-FAS patients are heterozyeous for the Fas mutation,
the parent carrving the mutation 15 generally healthy. The same observation is true in DAID
patients, since both parents generally display defective Fas function, but are healthy [12-14]. Other
complementary factors may thus be required in function of the severity of the mufation [13]. In
previous works. we suggested that concwrrent factors mayv be variants of the osteopontin (OFPN)
and perforin (PRFI) gepes that were assoctated with both AIPS and DAID [16-18]. These
variants seem to influence the expression/function of the products of these genes and mav mhibit
immmne response switching off mechanisms alternative to the Fas one In particular. the OPN
gene variants increase expression of this cyvtokine that inhibits activation-induced cell death
(AICD) of lymphocytes, whereas the PRFI gene variants decrease function of this protein that is
involved in fratricide of activated mmmme cells by activated cviotoxic Ivmphocyies.

Signaling lymphocyte activation molecule (SLAM}-associated protein (SAP) 15 an intracellular
adaptor protein that consists of a single Src homology 2 (5H2) domain and is expressed by T cells.
NE cells. NE T (MET) cells. eosinophils, platelets. and some B cell populations [19]. SAP
regulates the function of many receptors belonging to the SLAM family by binding to their
cytoplasmic tails and serving as a docking platform for signaling molecules. Receptors of the
SLAM family have been implicated in the regulation of WE cell cvtotoxicity. NET cell
development, Ty cell pnming, 1sotype switching and mamtenance of long-term antibody-
secreting cells. The SAP gene (5H2D14) is located m the X chromosome (Xg25-¢g26) and consists
of 4 exons and 3 infrons spanning approximately 25 kilobase (kb) [20]. Deleterious nmutations of
5H2DIA cause X-linked lymphoproliferative disease (XLP), characterized by inability to mount

an effective imnmine response to Epstein—Bamr wirus (EBV) with fulminant infectious
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mononucleosis,  polvclonal  lvmphoproliferation andor B cell  lymphomas, and
dvsgammaglobulinaemia that can progress to hypogammaglobulinaemia [20-22]. A rarer
manifestation 15 the development of autoimmmine disorders such as vasculitis, colitis and psoriasis.
The phenotvpe of SAP-deficient mice recapifulates several features of X1LP [23].

This work analyzed SH2DI4 in ATPS and DALD patients and was prompted by the observation
of Komori H et al [24] that, in a breeding colony of MELpr/ipr mice, a spontaneous mutation of
SH2DIA causing the loss of SAP expression resulted in partial protection from the [pr disease.
that suggested an opposite epistafic relationship between the Fas and SAP defects. We found that
ATPS and DATD patients displayed an mcreased frequency of the -346T single nucleotide
polymorphism (SNP) in SHZD A causing a loss of the -346C methylation sife and correlating with
increased SAP expression and decreased inferferon (IFN}-y production. These data suggest that
high SAP expression favors development of ATPS and DALD in humans and confirm the data

reported on MELpr/ipr mice.
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2. Subjects and Methods

21. Patients

We analyzed 27 patients with inherited forms of ALPS (15 males. 12 females) and 24 patients
with DATD (16 males, § females) observed in the Paediatric Department, University of Turin.
Diagnosis of ALPS and DATD were done according to the criteria indicated in the 2000 ATPS
NIH International Workshop [%]. All patients were unrelated Mothers and fathers of a random
subset of unrelated patients were also available for genotyping. Moreover, we analyzed 386
pafients (220 males, 157 females) with Mulfiple Sclerosis (MS) from the M5 Center of the
"Amedeo Avogadro” Unmiversitv of Eastern Piedmont (Novara). The study was planned according
to the guidelines of the local ethical commuttee. A total of 534 matched healthv individuals were

used as control subjects. All patients, controls, and their parents were Italian

2.2 Celis

Penpheral blood mononuclear cells (PBMC) were separated by Ficoll-Hypagque (Limpholyte-H,
Cedarlane T aboratories. Netherlands) densify-gradient cenfrifigation To examine SAP expression
and evaluate the -346C methylation, PBMC were stimulated with 1 pg/ml phytohemaglutinin
(PHA. Sigma. 5t Lowms, MO) at day 0 and cultored for 3 or 5 days mm FPMI 1640 medmm
(Invitrogen. Burlington, ON. Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
Invitrogen). L-glutaminge. and penicillin-streptomyyein (Invitrogen) and IL-2 (10 U/mL) (Sigma).
At the end of the culture, CD4™ (Ty), CD8™ (CTL) and CD16™ (NK) cells were positively purified
using magnefic microbeads (Miltenyi Biotec, GmbH, Germany) and analyzed for SAP expression.
In some experiments. CTL and NE cells were negatively punified from fresh PBMC using the
RosetteSep® Human CDS8™ T Cell Enrichment Cocktail and the RosetteSep® Human NK Cell
Ennchment Cocktail (Stem Cell Technologies, Vancouver. Canada) and then culiured as reported

above.
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2 3. DNA amplification and seguence analysis

Genomic DNA was isolated from PBMC using standard methods. and 954 bp of the 5° UIR
region. exons 1 to 4 and intron‘exon boundaries. and the 3'UTE of 5H2D14 were amplified in
standard PCE. conditions. Samples were sequenced on an Applied Biosystem 3100 Genetic
Analyzer using the Big Dye termunator cvecle-sequencing reaction kit {Apphied Biosvstem. Foster
City. CA) according to the mamifacturer's instructions. In particular, the 5'UTR was amplified

using the pnmers forward S-AACAGATITTATGGACAAAAT-3 and reverse 3'-

L]
s

ACAGGGGAGGAACATTGGAA-F, and  sequenced wsing  the  primer

CTCAGGATCAAGACTTCICA-3".

2.4. Methylation analysis

DNA samples were modified by treatment with sodiom bisulphite using a bisulphite CT
conversion kit (EZ DNA Methvlation-Gold kit-Zymo Research Irvine, CA). Briefly, DNA (300
ng) was treated with Disulphite DNA conversion reagent according to the manufacturer's protocol
Bisulphite conversion was carried out in a thermal cyeler at 98°C for 10 min. 64°C for 2.5 hours,
and moved to 4°C for 1 hour. The bisulphite-treated DN A was purified by Zvmo-Spin IC Cohumn
and eluted in 10 pl of M-Elution Buffer. Samples were conserved at -20°C. The region covering
the SNP of interest was amplified by PCR using specific primers, one of which was biotinylated.
Hot-start PCE. was performed with Premix Fx Taq (Takara) with an annealing temperature of
55°C. 3 ul of bisulphite-converted DNA was used as a template. The amplicon was sequenced
using the Pyrosequencer PyroMark ID system (Biotage AB and Biosvstems, Uppsala. Sweden).
Single stranded DNA was isolated from PCE. reaction using the Pvrosequencing Vacium Prep
Workstation (Biotage AB) and Streptavidin Sepharose TM High Performance beads (Amersham

Bioscences, Arlington Heights. IL) that bind the biotinylated pnimer. A specific primer was used
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for Real Time sequencing. The target CpG was evaluated by converting the resulting pyrograms to

mumerical values for peak heighis.

2.5. Real-Time RT-PCR

Total FNA was 1solated from PBMC culiures, using TRIzol reagent (Invitrogen). ENA (500 ng)
was refrotranscribed by the Thermnﬁﬂfptm RT PCR System (Invitrogen). SAP expression was
evaluated with a gene expression assay (Assay-on Demand: SAP. Assay No. Hs00158978 ml;
Applied Biosystem). The Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH Assay No.
Hs00000005 ml) was used fo nommalize for cDNA amounts. Feal Time PCR was performed
using the 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystem) in duplicate for each sample in a
20 pL final volume contamning 1 pl diluted cDNA, 10 pL TagMlan vniversal PCR master nux
{Applied Biosystem), and 1 pL. Assay-on Demand nux. The thermocycler parameters were 95°C
for 10 munutes. followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 nun The results were

analyzed with a Delta-Delta CT method.

2.6, Western blot analysis

Cells were washed twice with PBS and lysed for 20 min on ice in a lysis buffer (150 mM NaCl, 20
mM Trs-HClpH 8. 0.5% Nonidet P40 Substitute, SmM EDTA  aprotinin 1 pg/ml. leupeptin 1
pg/ml, pepstatin A 1 pg/ml. PMSE 100 pg/ml). Lysates were then cleared by centrifugation for 20
min at 13000 rpm at 4°C and separated on 12% SDS-PAGE gel after denaturation in SDS-PAGE
loading buffer (63 mM Tns-HCI pH 6.8. 3% Glycerol, 1% SDS. 2.5% bromophenol-blue), and
transferred to nitrocellulose. Filters were then blocked in TBST btuffer plus 3% non-fat nulk for 1
hour and then incubated with anti-SAP monoclonal antibody (mAb) (Upstate, Lake Placid, NY)
overnight at 4°C m TBST buffer plus 3% Bovine Serum Aloumin. SAP signals were revealed with

a peroxidase-conjugated anti-mouse Ig secondary antibody (GE. Healthcare) and defected by
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enhanced chemiluminescence Beta-actin was detected with mouse mAb (Sigma) and detected
with the same secondary antibody. Bands were quantified with the GelDoc EQ) system (BioRad.

Hercules, CA).

2.7. Functional assays

PBMC were cultured for @ days in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS, PHA (1 pug/ml) and
IL-2 (2 Uml) to increase SLAM expression. Then. cells (I1x10°/well) were seeded in round-
bottom 96-well plates pre-coated with 100 pl of anti-CD3 mAb (OKT3. 1 ug'ml) overnight at
4°C. and cultured for 72 hours in the presence and absence of soluble anti-STAM mAb (1 pg/mi;
BioLegend, San Diego, CA). Secretion of cytokines was evaluated in the supernatants after 72
hours of culture by capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA): Interleuddn (TL)-4 and
IFN-y using ELISA MAX™ Deluxe (BioLegend). IL-10 and IL-17 using Human DuoSet (R&D
Systenl. Minneapolis. MN). To analyze cell proliferation. [H] thymidine (0.5 pCifwell) was
added during the Iast 6 h of culture; cells were then harvested and [*H] thymidine uptake was

evaluated with a p-counter (Perkin Elmer).

2 8_ Statistical analysis

Statistical analyses of allele and genotype distributions were performed using the y° test with
Yates's correction Haplotvpe analysis was performed using the Haploview program (3.11
version. Broad Institute of MIT and Harvard, 2003-2006). This program also calculated pairwise
linkage disequlibium (LD) values (r and Lewontin D) among the SNP alleles. Allele
transmission from the mothers to the affected sons was evaluated according to the Affected
Familv-BAsed Control (AFBAC) method. In families ascertained for the presence of an affected
chiid. the parental alleles not transmitted to the affected child were used as “control”™ alleles
whereas the parental transmitted alleles were used as “case”™ alleles. Transmission Disequilibrium

10
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Test (TDT) analysis was performed using Haploview program. The use of nuclear-fanuly data in
case-comiral association studies was developed to avoid possible ethnic mismatching between

patients and randomly ascerfamed confrols. Functional data were analyzed with the non-

parameiric Mann-Whitney U test.

11
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3. Results

To assess the role of SHZDNA m development of ALPS and DAID. the genomic DNA
corresponding to the 5'UTE the four exons and their infron/exon boundaries, and the 3'UTE of
SH2DI14 were sequenced i 31 male patients with ATPS or DALD (6 AILPS-FAS, 9 AT PS-U, and
16 DALD). and 369 male healthy controls. since variations of a X-linked gene would have a
prominent effect in males. In both patients and controls, we only found three SNPs. ie -346C=T
(rs12164382) in the 5'UTR. and 4%4G-A (r7357894) and -631G=A (rs990545) mn the 5
flanking region (mumeration is referred to ATG=+1). Results showed that the frequencies of the
-346T and -631A alleles were sipnificantly higher in the patients than in the controls (-346T: 61%
vs 36%; -631A: 61% vs 37%) and conferred an OR of 2.78 (CI 95%: 1.24-6.30; p=0.01) and 2.74
(1.22-6.22; p=0.01). respectively, for ALPS or DALD developmeni (Table 1). No significant
difference was found in the frequency of 494G=A

Too assess whether a sumilar association was defectable in females too, we tvped the three SNPs in
20 female patients with ATPS or DALD (3 ALPS-FAS, 0 AIPS-U, § DALD) and 165 matched
confrols. Results showed that allelic and genoivpic frequencies were similar m patients and
confrols among the females. Moreover, allelic frequency of -3467T and -631A were significantly
higher in the males than in the females among the patients (-3467: 61% vs 31%, p=0.029; -631A:
01% ws 34%, p=0.049). No significant difference was found m the frequency of the 494G=A
alleles (Table 2.

Highly significant pairwise LD was observed between the three SNPs and. in particular, -346C=T
was in almost perfect LD with -631G=A (D” 0.96. £ 0.8) (Table 3).

The Transcription Element Search System analysis program (hitps/www.cbil upenn edu/cgr-
bin‘tess) showed that the three SNPs did not modify the putative binding sites of transcription
factors, but -3460C was reported as a putative methvlation site [25], suggestmng that -346C=T may

influence the gene expression. Therefore, we focused our further analvses on -346C=T.
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Dhssection of data according to the ALPS or DALD diagnosis showed that frequency of -346T
was almost identical in ATPS and DATD patients in both males (ATPS: 60%, N=15; DAIDx
62%_ N=16) and females (ALPS: 33%_ N=12: DALD: 31%. N=8). Clinical analysis did not detect
any substanfial difference berween -346T and -346C patients m term of the Iyvmphoproliferative
picture and autoimmune manifestations (data not shown).

Typing of the -346C=T alleles m the available fathers (N=21) and mothers (IN=22) of the male
patients showed that, among the non transmitted alleles (paternal alleles and non fransmitted
maternal alleles), frequencies (-346C: 60%; -346T: 40%) were similar fo those detected in the
healthy control groups, which showed that the general population used as a control was ethnically
matched with the patients” families. Infriguingly, analysis of the heterorygous mothers by the
TDT analysis showed a preferential transmission of -3467 (transmitted:non-transmitted alleles=
O:4), but results did not reach statistical significance because of the small mumber of subjects.

To assess whether -346T has a predisposing effect on awtoimmnme diseases different from ATPS
and DATD, we tvped this SNP in 386 patients with MS (229 males and 157 females). Results
showed that allelic frequency of -3461 was similar in MS pafients (38% 1 both males and
females) and the controls, with no gender differences (data not shown).

To investigate whether the -346C=T alleles influence SAP expression. we analysed the SAP
mRNA level by Real Time PCR in PBMC after 3 days of culture in the presence of PHA and IT.-2,
since preliminary experiments showed that SAP was minimallv expressed in fresh cells. but it was
substantially upregulated mn these culture conditions. This analysis was performed in PBMC from
males carrying -346C (healthy controls N=10: patients N=53) or -340T (healthy confrols N=1i}:
patients N=4). Results showed that -346T carners, either controls or patients, displayed higher
levels of SAP mRENA than the respective -346C carners (p=0.001 and p=0.01. respectivelv) (Fig.
1). In some experunents, the cultured PBMC from the healthy controls (-346C: N=6:

-346T: N=6) were used to positively purify the CD4™ (Tg). CD8" (CTL) and CD16 (NK) cell

13
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subsefs using magnefic microbeads. Results showed that -346T carners displayed significantly
higher levels of SAP mRNA than -346C carriers, in CTL (p=0.009) and NK (p=0.002) cells; by
confrast, the difference was not significant in Ty cells (Fig. 2, left panel). To rule oui the
possibility that these results were influenced by the positive purification technique, CTL and NE
cells (-346C: N=5; -346T: N=53) were negatively punfied from fresh PBMC using the
FosetteSep® fechmique and then cultured as reported above. Analysis of SAP expression
confirmed that -3467T carners displayved lugher levels of SAP mRNA than -346C carners in both
cell types (CTL p=0.03; NEK p=0.04) (Figure 2. nght panel). Moreover. the -346C samples were
used to evalnate the methvlation state of this site by methylation-specific PCR. Results showed
that -346C was methylated and its methylation level was higher in PBMC than m CTL and NK
cells (Figure 3). Methylation analysis of PBEMC dermved from -346C male patients (N=3)
confirmed methylation of this site (range 17-29 %).

To assess whether the differential expression of SAP was detectable at the protein level too, we
analysed SAP expression by westem blot in PBMC from healthy males carrying -346C (N=10) or
-346T (N=10), after 5 days of culture i the presence of PHA and IL-2. Results showed that -346T
carriers displaved significantly higher levels of SAP than -346C camers (p=0.02) (Figure 4).

To assess whether the -346C=T variants influenced T cell activation. we analysed proliferation
and cytolane secrefion in T cells from healthy males carrying -346C (N=8) or -346T (IN=8).
PBMC were cultured for 9 dayvs with PHA and IT-2 to increase SLAM expression Then, they
were activated with anti-CD3 mAb m the presence and absence of anti-5LAM mAb, and secrefion
of TFN-y, IL4. TL-10 and T1-17, and cell proliferation were evaluated after 3 days. Results
showed that -346T carners produced significantly less IFN-y than -346C carmers without
substantial differences in the presence and absence of SLAM stinmlation (Figure 5. left panel). By
confrast, no substantial differences were found in secrefion of 114, I1-10 and I1.-17 {data not

shown), and cell proliferation (Figure 5. right panel} between -346C and -3467T carriers. These

14
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experiments also showed that SLAM stinmlation sinularly increased cell proliferation in -346C

and -346T carniers, ut it did not modulate cviokine secretion.

15
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4. Discussion

This work shows that the -346C>T variation of SH2DJ4 is associated with ALPS and DAILD and
hifs a methylafon site involved mm SAP expression. In particular, patients with ATPS and DAID
showed an increased frequency of the -346T allele whuch lacked the -346C methylation site and
was associated with mcreased expression of SAP in NE and CD8™ T cells and decreased secretion
of IFN-y. These data support the possibility of an opposite epistafic relationship between Fas and
SAP expression, that has been previously suggested in MELIpripr mice where a spontaneons 4
insertion at the 21% codon of SH2DIA (first exon) causing a frame-shift had resulted in defective
expression of SAP and a striking reduction of hypergammaglobulinemia. autoantibody production,
DN T cells counts, Ilymphadenopathy, splenomegaly. and pathological indexes for
glomerulonephritis and vasculitis [24].

In our patients and controls, we detected three SNP that were in strong 1D} and. in particular,
-346C=T and -631G=A, which were significanfly associated with ATPS/DALD, were 1o almost
perfect LD, whereas their LD with -494G=A was weaker. The -3400>T SNP was the only one
with a likely functional effect. The three SNPs were not included in transcription factor binding
sites, but -346C had previously been shown to be a putattve methyvlation site [25], and our work
experimentally confirmed thus possibility and showed that -346T henuzygotes expressed higher
levels of SAP than -346C hennzygotes in NK and CD8™ T cells. Therefore, our data strongly
suggest that -3467T is directly responsible for the predisposing effect to ALPS/DALD development
by 1ncreasing SAP expression. The finding that association with -346T was detected only mn males
and that, among patients. males displaved significantly higher frequency of -346T than females
may reflect differential nsage of the -346C methylation site or other regulatory sifes in males and
females. This would be intriguing as a gender influence in the ALPS picture was previously

reported by Maric [ et al. [26] who showed that Iymph nodes from male ALPS pafients frequently

16

Articoli

127



Articoli

displayed histopathological features of sinus histiocytosis with massive lvmphadenopathy, that
were rare in female AT PS patients.

SAP has two functional domains for protein inferaction [23 27-31]. The first 1s a SH2 domain
which binds to a unigue class of cytoplasnuc tyrosine-based motifs present in receptors belonging
to the SLAM familv, SAP binds this site with high affinity and blocks its interaction with the
tyrosme phosphatase SHP-2. The second domain binds the fyrosine kinase Fyn that propagates
downstream signals thaf are essential to the function of the SLAM family members. These signals
may play an important role to develop avtoimmunity and lymphadenopathy tn MREL{pr/{pr mice
since [pr T cells show an unusual activation of Fyn, that may support their survival [32.33]
Moreover. Fyn deficiency resulted in a marked reduction of Iymphadenopathy and autoantibody
production in these mice [34], that mimicked the effect of SAP deficiency.

ATPS and DATD share the clinical picture and defective Fas function, but are distinguashed by
DN T cell expansion that is only present in ATPS. This difference is important from a diagnostic
pomnt of view since the search for DN T cells 1s a first level laboratory analysis to diagnose ATPS,
but it may also mark immunopathologic differences as DN T cells might play a direct role in
ATPS development. Despite these differences. thus work on SAP and our previous works on the
OPN and FPRF genes indicated that the genetic background predisposing to ALPS and DATD may
be smmilar, since variafions of these three genes predispose to both diseases. We previously
suggested that the OFN and PRF gene variations cooperated with the Fas defect in slowing down
the immumne response switching off by mlubiting ATCD and cyiotoxic cell-mediated fratnicide of
activated mmmmme cells respectively, that flank Fas-induced apopfosis in elinunating activated
immmne cells [16-18]. A similar mechanism might also be involved in the predisposing effect
mediated by -346T since this vanation was associated with decreased secretion of INF-v, that 1s a
cyiokine capable to enhance FasL expression in Ty cells [353]. By contrast, the effect was not due

to a direct effect on AICD and Fas-induced cell death since they were similar in T cells denved
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from healthy males carrving -346C or -346T (data not shown). It 1= noteworthy that this picture 1s
different from that displayed by XLP patients showing defective AICD and normal Fas-induced
apoptosis [36].

The SLAM family of recepfors compnse seven members: SLAWM (CD130), 2B4 (CD244), CD34.
CD48, NTBA (SLAMF6 or Ly108 in the mouse), Ly9 (CD229), and CD2-like receptor activating
cytotoxic cells (CRACC or CD319) [27.30,31]. Most SLAM family members form homophilic
inferactions, whereas B4 an activating receptor for NE cells and CD8" cytotoxic T cells.
interacts with CD48 upregulated by EBV-infected B cells; the abnormal responses to EBV
infection displayed by XIP patients are probably due in part to defects of 2B4-mediated
cytotoxicity. However, 2B4 seemed not to play a role m our system since 2B4-mediated
cytotoxicity was similar i -346C and -3467 camiers (data oot shown). Moreover, no role was
found for SLAM whose triggerning did not influence the differential IFN-y secretion displayed by
these donors.

A general role of SAP i autoimnmmity has been suggested by the finding that SAP-deficient mice
are protected not only from the [pr disease but also from EAFE and pristane-induced lupus [31].
However. this general role does not seem to involve -348C=T since we did not detect any
association of this vanation with MS. This makes a difference with the osteopontin and perforin
oene variations that were found to be associated not only with ALPS and DATD. but also with MS
and other autoimmune diseases [37-40].

In conclusion. this work suggests that high SAP expression may favor Iymphoproliferation in
ATPS and DAID patients and opens the way to the possibility that partial pharmacological

inhibition of SAP might be beneficial to control these diseases.
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Table 1 Allele frequencies of different SNPs in SH2DJ 4 in male ATPS/DATD patients and

healthy controls
-346C=T -494G=A -631G=A

Allele Controls"  Patients Allele Controls  Padents Allele Controls Padents
C 235 (64%) 12 (39%) G 215 (58%) 22(71%) G 234 (63%) 12(39%)
T 134 (36%) 19(61%) A 154 (42%)  9{29%) A 135 (37%%)  19(81%)
Total 369 31 369 11 369 31

OR: 2.78 (1.24-6.30) N§* OR: 2.74(1.22-6.22)

p=0.01* p=0.01

a: mumber of subjects proportions are shown in the brackets.
b: patients vs controls; OR: Odds Ratio (93% confidence interval), p value uncorrected for

mumber of comparisons.

c: not significant
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Table 2 Allele frequencies of different SINPs in SH2D]A in female ALPS/DALD patients and

healthy controls
-346C=T -404G=A -031G=A

Allele Controls” Patients Allele  Contrals Patiant: Allele Control: Patient:
C 206(62%) 27 (69%) G 191 (58%) 25 (59%) e 203 (61%) 26 (66%)
T 124 (38%) 13 (31%) A 139 (42%) 15 (41%) A 127 (38%) 14 (34%)
Total 330 40 30 40 330 40
Genotype Control:®  Patients CGenoatype Control:  Patent: Genotype Contrel:  Patent:
cC ﬁ?hfdﬂ'%}l 9 (45%) GG 35(33%) 8 (40%) = 65 (40%) 9 (45%)
CcT T2 (44%)  9(45%) GA 81 (49%) 9(45%) GA T3 (44%) 8 (40%)
IT 26(16%) 2 (10%) AL 29(18%) 3 (15%) AA 27 (16%) 3 (13%)
Total 165 20 165 20 145 20
a: mumber of chromosomes: proportions are shown in the brackets.
b oumber of subjects; proportions are shown in the brackets.
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Table 3 Linkage disequilibrium pattern of the three SNPs

-631G=A 404G=A S346C>-T
631G=A D=1 D'=0.96
r=05 r=038
404G=A D=1 D'=0.95
=05 =046
346C-T D'=0.096 D'=0.05
=028 =046
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Figure Captions

Fig. 1. SAP expression at the mEIWNA level in activated PBMUC derived from healthy males and
patients carrying -346C or -346T.

PEMC from male patients {-346C: N=3. -346T: N=4) and healthy controls (-346C: N=10, -346T:
N=10) were cultured in the presence of PHA and IT.-2 for 3 davs. Quantification of the SAP
mBNA was evaluated by Real Time PCE. 100% expression was the median expression level
detected m -346C samples in each experument; horizental lines show the median values and boxes
the interquartile ranges; statistical analyses were performed with the non-parametric Mann-

Whitney U test. (**p<0.01: *p=0.05).

Fig. 2. SAP expression at the mRNA level in Ty, CTL. and NK cells denved from healthy males
carrying -346C or -346T by positive and negative purification.

Cell subsets were positively purified from PHA-activated PEMC (-346C: N=6. -346T: N=0) by
magnetic microbeads (lgf? panel) or negatively purified from fresh resting PBMC (-346C: N=5.
-346T: WN=3) and then cultured in the presence of PHA and IL-2 for 3 days (right panell.
Cruantification of the amount of the SAP mBRNA was evalvated by Real Tune PCR and data are

expressed as in Figure 1.

Fig. 3. SAP -346C methylation in PBMC. CTL. and NK cells derived from healthy males.

Cuanfitative analysis of DNA methylation at the -346C site in amplified bisulphite CT-converted
penomic DNA from the cells obtained from the -346C healthy males as described for the right
panel of Figure 2. The methylation level is expressed as median values and interquartile ranges of
the relative proportion of the unconverted methylated C and the T-converted unmethylated C;

statistical analyses were performed with the non-parametric Mann-Whitney U test, (*p=0.05).
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Fig. 4. SAP expression at the protein level in PBMC derived from healthy males carrying -346C
or -346T.

PBMC from healthy males (-346C: N=10_ -346T: N=10) were cultured m the presence of PHA
and IT-2 for 5 days and then SAP expression was evaluated by western blot. Laff panel:
Representative western blots of two -346C and two -346T samples. Right panel: Densitometric
cquantification of SAP of results from all expeniments. 100% expression was the median
expression detected i the -346C samples in each experiment; honzontal lines show the median
values. boxes the interquartile ranges; statistical analysis was performed with the Mann-Whitney

U test, (*p<0.05).

Fig. 5. IFN-y production and proliferation in T cells from healthy males carrving -346C or -346T.

PBMC from healthy controls (-346C: N=8_ -346T: N=8) were culiured for @ days in the presence
of PHA and IT.-2, then they were restimulated with anti-CD3 mAb for 3 days in the presence and
absence of anti-SLAM mAb. Then IFN-v secretion (left panel) and cell proliferation 7ight panel)
were measured. Horizontal lines show the median values, boxes the interquartile ranges; statistical

analysis was performed with the Mann-Whitney U test. (*p=0.05).
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Capsule summary: We describe a patient with monoallelic deleterious mutations in the FAS,

XIAP. and UNC13D genes. and displaying a complex phenotype with features of the different

lymphoproliferative diseases caused by mutations of these genes.

Key words: ALPS; FHL; XLP: FAS: XTAP: MUNC13-4
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Abbreviations:

ALPS (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome)
DN T (Double-Negative T cells)

EBV (Epstein Barr Virus)

FHL (Familial Hemophagoeytic Lymmphohistiocytosis)
HMC-1 (Human Mast Cells-1)

NK (Natural Killer)

NKT (Natural Killer-T)

OPN (Osteopontin)

PBMC (Peripheral Blood Mononuelear Cell)

PRF1 (Perforin)

SAP (Slam Associating Protein)

SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

KIAP (X-linked inhibitor of apoptosis)

XLP (X-linked Lymphoproliferative)

RA (Rheumatoid Arthritis)
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To the editor

Lymphoproliferation is a hallmark of three inherited diseases. autoimmune lymphoproliferative
syndrome  (ALPS). familial hemophagocytic  lymphohistiocytosis  (FHL). and X-linked
Iymphoproliferative disease (XLP). ALPS is due to defective function of the Fas death receptor
causing defective apoptosis of activated lymphocytes and it often displays autoimmune
manifestations. FHL is due to defective function of perforin involved in cell-mediated cytotoxicity
and is characterized by sepsis-like bouts due to massive macrophage activation. XLP is mostly due
to defective function of Slam associating protein (SAP) involved in Natural Killer (NK) cell
costimulation causing a defect of these cells and increased susceptibility to Epstein-Barr virus
(EBV) infection. A XLP variant is due to defective function of the anti-apoptotic molecule X-linked
inhibitor of apoptosis (XIAP). The causal genes. inheritances. and diagnostic criteria are shown in the
Table L.

This work describes a patient with a complex picture sharing clinical and genetic features of these
diseases and summarized in Table I. From the age of 6 months. he displayed unexplained massive
splenomegaly and lymphoadenopathy and. from 4 years old. recurrent severe thrombocytopenia.
autoimmune neutropenia and anemia. He had multiple bouts of septic-like fever that were only
responsive to steroids. His immunoglobulin levels were in the normal range, but included anti-
nucleus and anti-phospholipid antibodies. IgG antibodies against EBV were also evident. whereas
IzM. tested at every clinical evaluation. were always negligible. In the peripheral blood. TCRaf™
CD4/CDS8 double negative (DN) T cells (hallmark of ALPS) were slightly expanded (maximal
values: 3.5% of T cells), Moreover. he displayed decreased proportions of Natural Killer-T (NKT)
(C’D3+ TCR&34B11+) and NK (CD16+CD56+) cells (patient vs & percentile of controls: NKT=0.01%
vs 0.04%: NK=1.4% vs 5%, p<0.05). whereas B (CD197). T helper (CD37CD4") and T cytotoxic
(CD3"CDS8") cells were in the normal range (data not shown). At the age of 9. his spleen was

removed. He died 3 yrs later of sudden uncontrollable disseminated intravascular coagulation.
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Because of this picture. we sequenced the following genes: FAS and CASPI0 involved in ALPS!*:
PRFI1, UNCI3D, and STXII involved in FHL*: SAP and XI4P involved in XLP>® Morcover. we
typed wvariations of the Osteopontin (OPN) gene previously found to be predisposing factors for
ATPS developmem}.

The patient carried three monoallelic mutations in FAS (755G =4). XTAP (1189delA). and UNCI3D
(2768C>G). which were not detected in 100 normal donors. and the OPN 12394>C single
nucleotide polymorphism (SNP) that was previously associated with ATPS. No variation was found
in the other genes. The FAS, XI4P. and UNCI3D mutations were inherited from the mother who
was heterozygous for each of them. The father transmitted the OPN SNP.

The FAS mutation (exon 7) was predicted to cause a E178K amino acid substitution in the
imntracellular portion of the protein, adjacent to the death domain. In the patient’s peripheral blood
mononmuelear cells (PBMC). Fas expression was decreased (Fig 1A. left panel) and Fas function was
cither defective or borderline in repeated analyses. To further analyze the functional effect of the
variation. the wild-type (Fas™ 1) and the mutated (FasF!"®%) Fas ¢cDNAs. fused to the FLAG tag.
were transfected in 293T cells. Western blot analysis showed that both ¢DNA were simularly
cxpressed. However, caspase-8 activity, triggered by Fas signaling. was lower in the cells

8K than in those transfected with Fas" © (Fi g 1A, middle and right panels).

transfected with Fas™
The XTAP mutation (exon 0) was predicted to cause a frame-shift resulting in premature termination
codon and thus targeted by nonsense-mediated mRNA decay’. In the patient’s PBMC. western blot
analysis showed that XTAP was barely detectable and etoposide-induced activation of caspase-9. a
target of XIAP inhibition. was increased (Fig 1B).

UNC13D encodes for Muncl3-4 involved in secretion of perforin. The UNCI3D mutation (exon
29) was predicted to cause a S923C amino acid substitution. At the time of its detection. the patient
was deceased and expression of the Muncl3-4 protein in his cells could not be evaluated. but in

silico analysis using the POLYPHEN software classified the variation as deleterious. To confirm

this hypothesis. the wild type (Munc13-4™) and the mutant (Munc13-4>"3%) ¢cDNAs were cloned
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fused to the SV5-epitope tag. and transfected into the Human Mast Cells (HMC)-1 mastocytoma cell
line. Western blot analysis showed that both constructs were expressed at similar levels (Fig 1C. left
pancl). Sinee a key step in Muncl3-4 function is its interaction with Rab27a, involved in fusion of
the seeretory granules with the plasma membrane®. we assessed this interaction in the transfected
cells by co-immunoprecipitation. Densitometric analisys showed that Rab27a co-precipitated

substantially higher amounts of Munc13-4™" than Munecl 34 P2

(Fig 1C. right panel).

These deleterious mutations of FAS, UNCI3D. and XT4P may account for the patient’s complex
phenotype which fit the diagnostic eriteria of ALPS. but also had certain features of XLP and FHL.
such as decreased numbers of NK cells and bouts of macrophage activation, respectively (Table I).
All these variations were inherited from the mother (I:1) who displayed rheumatoid arthritis but no
signs of these diseases. The difference in clinical presentation between mother and son may be
related to the fact that the mutation in A7T4P was heterozygous in the mother but hemizygous in the
son (Fig 1D). Lyonization may also explain the different FAS function in mother and son. The
mother displayed normal Fas function which mayv be explained by the opposing effects of the FAS
and XTAP mutations on apoptosis in those cells that expressed the mutant XIAP. These cells.
showing a normal Fas function, would mask the expected reduced Fas function of cells expressing
the WT XIAP allele. On the other hand, the abnormal Fas funetion of the patient’s cells could be
due to an additional defeet in the Fas pathway inherited from the father. who was healthy, but
showed a measurable defect of Fas function. The father (I:4) transmitted also the OPN SNP that
may contribute to ALPS by increasing serum levels of this anti-apoptotic cytokine’.

The phenotype of the patient’s maternal aunt (I:2) who displayed unexplained lunphoadenomegaly
and defective function of Fas. and carried the FAS mutation and the OPN SNP. shows that the Fas
mutation “per se”’ had a mild. but evident clinical effect. Finally. the maternal uncle (I:3) was
healthy and carried the UNCI3D mutation (Fig 1D).

The phenotype reported by this patient shows that mutations of the FAS, UNCI13D, and XI4P genes

might cooperate in disrupting the ability of the immune system to shut off and interfering with the
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anti-viral response. These processes involve both Fas and NEK/NKT cell function whose cytotoxicity
is crucial for the clearance of virus-infected cells and fratricide of activated immune cells®,
Persistence of viral infection and inability to switch off the immune response may contribute to the
lymphocyte accumulation. the autoimmune reactions. and the bouts of macrophage activation
displaved by the patient. This possibility is in line with our previous reports suggesting that
mutations of PRF], that cause FHL when combined with a second PRFI wvariation. may act as

disease modifiers for ALPS in subjects carrying genetic defects hitting Fas function’.
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TABLE I. Revised diagnostic criteria for ATPS, FHL and XLP.

DIAGNOSTIC CRITERIA Pt

Fas (ALPS-Fas) X
Mutated | Fas (ALPS-sFas)

genes | Fasl (ALPS-FasLg)
CASP10 (ALPS-casp )
Required:

Lyvmphadenopathy and/or splenomegaly X

Elevated levels of TCRuf CD4 CDS8 double negative T cells X

Accessory:
Primary

ALPS’

Defective lymphocyte apoptosis
Gene mutation
Secondary
sFASL levels (=200 pg/mL)
Interleukin-10 levels (>20 pg/mL)
Vitamin B12 levels (>>1500 ng/L)
Interleukin-18 levels > 500 pg/mL
Autoimnune cytopemias AWND polyclonal hypergammaglobulinenua
Typical immunochistological findings
Family history of lymmphoproliferation

|

Clinical
criteria

v || A

Unknown (FHL1)
PRFI (FHL2)
UNCI3D (FHL3) X
STX14 (FHL4)
STXBP2 (FHL5)

§ Fever
FHL Splenomegalv
Cytopenia (2/3 cell lineages)
Clinical | Hypertriglhyceridenma and/or hypofibrinogenuia
criteria | Hemophagsocvytosis in BM. spleen or LN
Hyperferritinemia
High levels of soluble IT.2RA
Low/absent NK activity X

AMutated
genes

v || v

Mutated | S4P (XLP1)
genes XIAP (XLP2) X
Fulnunant infectious mononucleos s
HLH from EBV mfection (or other)
Hypogammaglobulinena/CVID

Clinical
criteria

Malignant B-cell lvmphoma
Family history of maternally related males with XLP

“diagnostic criteria of our patient are shown by ticked boxes

Tdiagnosis: both required criteria + 1 primary accessory criterion; probable diagnosis: both required criteria +
1 secondary accessory criterion

disease subtypes are shown in the brakets

Sdiagnosis.‘: biallelic gene mutations and/or 5 of the clinical criteria

NK activity was not evaluated, but WK cell counts were low

|| diagnosis: males with gene mutation and any of the clinical criteria

151



Articoli

Figure Legend
FIG 1. Characterization of the FAS, XT4AP, and UNC13D variations.

A) FAS: Fas expression in activated PBMC from the patient (Pt) and two control donors evaluated
by surface immunofluorescence and flow cytometry (left panel). and in 293T cells transfected with
the mock. wild-type (WT). and mutated (E178K) constructs (middle panel) evaluated by Western
blot; right panel: caspase-8 activity in the transfected cells. B) XT4P: Western blot analysis of XIAP
and caspase-9 expression in PBMC from the patient (Pt) and two control donors C) MUNCI3-4:
Western blot analysis of Munecl 3-4 expression in HMC-1 cells transfected with the mock. WT, and
mutated (S923C) constructs (left panel); Western blot analysis of the transfected Muncl3-4 co-
immunoprecipitating with the active form of Rab27a and its densitometric analysis (right panel). D)
Inheritance of FAS, XT4P, UNCI3D and OPN wvariations and defective (D) Fas function in patient’s
family.
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