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RIASSUNTO

La malattia linfoproliferativa dei linfociti granati (LDGL) € una malattia rara
caratterizzata da una linfocitosi cronica dei Imfogranulati (GL). Da un punto di vista
immunologico, si distinguono due forme di LDGL, [BLDGL, caratterizzata dalla
proliferazione di GL CD3+ CD16+, e la NK-LDGL ca®izzata dalla proliferazione di GL
CD3- CD16+.

L’eziopatogenesi della LDGL rimane attualmente matdi dibattito, gli studi condotti
finora hanno permesso la formulazione di un’ipotesiogenetica a favore della tesi che il
clone cellulare in espansione sia inizialmente fteda proliferare in risposta ad uno stimolo,
probabilmente virale, per cui si crea una rispastaunitaria che successivamente si protrae
nel tempo a causa di un evento ancora sconosciuo potrebbe essere una continua
stimolazione citochinica o una protratta preseotaidell’'antigene scatenante. Nella fase di
Innesco si pensa siano positivamente selezionatst#uire il clone in espansione le cellule
caratterizzate da profili fenotipici maggiormenteattivi, quali cellule NK o linfociti T
contraddistinti da recettori attivanti le loro fuoai citotossiche. Inoltre, si ritiene che i GL
posseggano alterazioni molecolari che porterebladleo perdita dell’equilibrio vita-morte
cellulare risultante nella linfocitosi caratterinta la LDGL. Nella fase del mantenimento
della linfocitosi, invece, si ritiene entrino inogo le cellule dendritiche (DC) tramite
secrezione di citochine, quali I'lL-2 e I'lL-15, ®amite prosecuzione della presentazione
antigenica.

Al fine di definire meglio queste ipotesi, nel nostaboratorio sono state sviluppate
diverse linee di indagine su entrambe le forme@GL, T ed NK.

Per quanto riguarda la NK-LDGL, un primo oggetto sdudio sono stati Killer
Immunoglobulin-like ReceptdKIR), recettori classificati in attivatori e intbri in base al
tipo di segnale che sono in grado di mediare. len&oattivatoria dei KIR conferisce alle
cellule NK carattere citotossico/reattivo. TranfR€R su DNA, abbiamo rilevato nei pazienti
un’aumentata presenza di geni KIR attivatori rigpai controlli sani e la presenza di genotipi
KIR caratteristici dei pazienti. | risultati otteinhuhanno evidenziato nei pazienti una
predisposizione genica alla malattia che confermc&L CD3- un fenotipo maggiormente
reattivo.

Il riconoscimento dell’effettiva importanza dei geattivatori, insieme a nostri dati
preliminari che indicavano la tendenza dei paziexti esprimere il recettore attivatorio

KIR3DSL1 rispetto al corrispondente inibitorio KIRBD, ci hanno successivamente spinto a
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studiare questa coppia di recettori. Abbiamo quindiagato se il principale meccanismo
epigenetico dell’'espressione genica, la metilazidosse responsabile dello sbilanciamento a
favore dell’espressione del recettore KIR3DS1 attive su quello inibitore 3DL1 nei GL dei
pazienti. | risultati hanno rilevato un’alterazioaecarico del meccanismo di metilazione che
risulta nella tendenza dei GL patologici a silerziam maniera molto intensa il KIR3DL1
contribuendo alla costituzione nei pazienti di wolpdi GL piu reattivi rispetto ai controlli
normali.

Nellambito della LDGL sostenuta dalle cellule Thbédamo preso in esamephthway
molecolare JAK/STAT (Janus chinasi/trasduttore elimmle e attivatore di trascrizione). E
riportato in letteratura che i GL dei pazienti haralti livelli d’espressione di STAT3 in
forma attivata, suggerendo che tale proteina dmunca al’accumulo clonale delle cellule
patologiche. L'obiettivo del nostro studio € stgteello di analizzare, tramiteeal TimePCR,

il patternd’espressione della proteina SOCS3, principalatmie di STAT3. | risultati hanno
indicato che la proteina SOCS3 nei GL patologion solo esibisce bassi livelli di mMRNA,
come avviene nelle cellule quiescenti dove STAEBIta poco espresso, ma dimostra anche
di non essere in grado di aumentare i propri lickImRNA in risposta allo stimolo dell’lL-6,
manifestando una mancanza d’efficienza dei meccanisgolatori delpathwayJAK/STAT

nei pazienti.

Un ultimo obiettivo di ricerca che coinvolge enttagre forme di LDGL, si € sviluppato
dal riscontro, tramite osservazione citofluorimedri di una peculiareverespressione di
CXCL16 sulle DC di un piccolo gruppo di pazientipsattutto a livello midollare. Lo scopo e
stato, quindi, quello di indagare una possibilezfane di questa chemochina nella LDGL e
guello di verificare il suo coinvolgimento, insieragsuo recettore CXCR6 presente sui GL,
nel cross-talktra DC e GL. | dati raccolti hanno confermato suampio gruppo di pazienti la
elevata espressione di questa chemochina a livaliollare e la sua positiva influenza sul
prevenire I'apoptosi dei GL. Inoltre, tramite osseaioni al microscopio confocale, abbiamo
rilevato la sua localizzazione con CXCR6 nel siteahtatto tra DC e GL suggerendo che le
DC giochino il loro ruolo chiave nella LDGL trami@XCL16.

L’insieme dei risultati prodotti durante questo getio di ricerca sono in linea con i
dati precedentemente pubblicati dal nostro gruppordribuiscono a definire nuovi aspetti
nella comprensione della patogenesi e del decaka IADGL.



ABSTRACT

The lymphoproliferative disease of granular lympjtes (LDGL) is a rare disease
characterized by chronic proliferation of granulgmphocytes (GLs). According to the
immunologic analysis, the proliferating lymphocytasiong to the T cell lineage, T-LDGL
(CD3+), or are represented by natural killer céNIK;LDGL (CD3- CD16+).

The pathogenesis of this disorder is still a maifetebate. Recent studies suggest that a
stimulus, likely of viral origin, would induce Gls proliferate. The proliferation and survival
of the neoplastic clone is likely to be furthertairsed by unknown events, such as cytokine
stimulus (mostly IL-15) or an extending antigeniegentation. The possibility that GLs
display molecular alterations that affect survikegulting in LDGL lymphocytosis has been
also suggested. Moreover, during the lymphocytplsase, dendritic cells (DCs) would play a
role by secreting cytokines, such as IL-2 and Il.drid by continuing to present antigen.

To better define the pathogenetic mechanisms efdisiorder, in our laboratory several
lines of investigation have been pursued both @amd NK LDGLSs.

Regarding NK-LDGL, in this project research, wedstd theKiller Immunoglobulin-
like ReceptorgKIRs) expressed on the surface of NK-cells. Adowy to the signal they can
mediate, these receptors are classified into dattyand inhibitory receptors. The activating
KIRs confer a cytotoxic phenotype to NK cells. histstudy, by PCR on genomic DNA, we
found an higher presence of activating KIR genelsDGL patients as compared to controls.
This result suggested that a genetic predispositiomd confer to CD3- GLs a more reactive
phenotype and pointed out the importance of thieatatg phenotype in the pathogenesis and
clinical course of this disorder. In agreement wtlifs result our preliminary data indicated
the tendency of patients to express the activagenge KIR3DS1 rather than the equivalent
inhibitory KIR3DL1. When we evaluated if DNA metlaylon could be responsible of
KIR3DL1 silencing, we found an altered methylatmfiKIR3D1 promoter, that explained the
silencing of KIR3DL1 in the GLs contributing to genate a more reactive GL pool in patients
as compared to controls.

Regarding T-LDGL, we examined the molecular pathwd&K/STAT (Janus
kinase/signal transductor and transcription aabiijatt is reported in literature that GLs of T-
LDGL patients present high levels of activated SBABuggesting that this transcription
factor could play a role to favour the pathologicalls expansion. Considering these findings,

by Real TimePCR, we evaluated the expression pattern of SOC&8ip, i.e. the principal



STATS3 inhibitor. We found that in pathological eBOCS3 exhibited low mRNA levels, as
commonly occurs in quiescent cells where STAT3 Xpressed at low levels. Moreover,
SOCS3 resulted unable to increase its expressien k6 stimulus, showing a defect on
regulatory mechanisms of JAK/STAT pathway.

Finally, our previous observations, by flow cytomgeinalysis, that DCs of a small
group of LDGL patients overexpressed the chemoKiXCL16, mostly in bone marrow,
prompted us to investigate the putative functiothaf chemokine in LDGL and the role of its
receptor CXCRG6, expressed by GLs, in DC-GL cro#is-fehe data obtained on a large group
of patients confirmed the high expression of thliemokine in bone marrow, demonstrating
its positive influence on the prolonged survival@ifs. Moreover, by confocal microscopy,
we found CXCL16 with its receptor CXCR6 in the it site between DC and GL,
suggesting an important role of CXCL16 in DCs dtgiand DC-GL cross-talk.

Overall, these results confirm and complete ouviptesly published data and contribute
to get new insights into the pathogenesis and dpwetnt of LDGL.



INTRODUZIONE

LA MALATTIA LINFOPROLIFERATIVA DEI LINFOCITI GRANUL ATI (LDGL)
Generalita della LDGL

La malattia linfoproliferativa dei linfociti granati (LDGL) rappresenta una rara, ma
ben definita patologia, caratterizzata dalla preaedi una linfocitosi cronica sostenuta da
linfociti con tipiche granulazioni citoplasmatichdefiniti linfociti granulati (GL). | GL sono
cellule di dimensioni medio-grandi (15-181) con nucleo eccentrico, reniforme o rotondo, e
citoplasma abbondante, ricco dei caratteristichgtisazzurrofilt. Essi rappresentano il 10-
15% delle cellule mononucleate del sangue perdedcpossono essere suddivisi in due
gruppi: i GL di tipo NK e quelli di tipo T. In umdividuo adulto normale, la maggior parte di
gueste cellule (85%) e rappresentata da cellule IKrestante porzione (15%) €& invece
rappresentata da cellulé.T

| GL di tipo NK appartengono al sistema immunitaiimato e hanno capacita
citotossica non MHC-ristretta. Essi sono caratiatizdal fenotipo CD3- CD16+ CD56+ e da
una configurazione di tipo germinativo del recettper I'antigene dei linfociti T (TCRY.

| GL di tipo T, invece, esprimono un fenotipo CD3D16+, vanno incontro a
riarrangiamento del TCR e sono in grado di medimrejitro, un'attivita citotossica MHC-
ristretta. Si ritiene che queste cellule rapprasentin vivo, linfociti T citotossici (CTL)
attivatp.

Attualmente, sulla base delle caratteristiche figrmgdte dei linfociti granulati, si
distinguono due gruppi principali di pazienti: riqpo, che include circa I'85% di tutti i casi di
LDGL, e caratterizzato dalla proliferazione di GID&*, ossia di origine T (T-LDGL), ed
evidenzia generalmente un riarrangiamento monotgodal TCR; il secondo gruppo &
caratterizzato dalla proliferazione di GL CD3-,iasdi origine NK (NK-LDGL), per i quali
non vi & un definito marcatore di monoclonatfta

Sebbene siano descritti casi pediafficia malattia colpisce soprattutto persone anziane
(media 60 anni); generalmente meno del 10% deieptizha un’eta inferiore ai 40 anni. La
malattia presenta un decorso iniziale asintomaticorca il 40% dei casi, dove la linfocitosi
rappresenta l'unica anomalia ematologica riscoilgatiNei restanti casi, la malattia e

caratterizzata da sintomi correlati principalmeaita neutropenia e/o all’anemia.



Le caratteristiche fondamentali dei pazienti con@AlDpossono essere cosi riassunte:
moderata linfocitosi, di solito inferiore a 20.008llule/mms3, sostenuta da GL; presenza di
anemia e/o neutropenia; decorso clinico cronico r(¥®i) e generalmente non progressivo;
frequente associazione con malattie croniche dui@zioni virali, disordini autoimmuni (es.

artrite reumatoide) o neoplasfe’
La LDGL di tipo NK

La LDGL di tipo NK €& contraddistinta dalla prolitegione di linfociti granulati
caratterizzati dal seguente fenotipo: CD3-, CDDBBE CD16+, CD56+ e CD57+/-.

Si tratta di una patologia prevalentemente asintimamatuttavia i pazienti possono
presentare sintomi correlati allanemia e/o allaitregpenia. Da studi irvivo € emerso |l
coinvolgimento dell’espansione patologica dei GlllI'inébizione dell’eritropoiesi®, dovuta
alla capacita delle cellule proliferanti di soppeira la formazione di colonie eritroidi.
Parallelamente, la neutropenia potrebbe esserenda&ta ad una soppressione cellulo-
mediata dei precursori mieloidi in seguito al rliasdi interleuchina 2 (IL-2) ed interferornye
(INF-y) da parte delle cellule NK proliferahti Alternativamente, potrebbe essere coinvolta
una deficienza funzionale di GM-CSgrénulocyte macrophage-colony stimulating faptor
Studi di citotossicita condottn vitro mostrano una marcata attivita citotossica siaulzell
mediata che anticorpo-dipendefite

Una rara variante della NK-LDGL,dggressive natural killer-cell leukem{&NKL), &
stata descritta per lo piu in Giappone, con sporaciksi nei Paesi Occidentali. Questa
patologia e caratterizzata da una proliferaziostesiica di linfociti NK, fenotipicamente
identificati come CD16- CD56+ CD57- e presenta wtalso clinico aggressivo, nella

maggior parte dei casi fatafe
LaLDGL ditipo T

La diagnosi di T-LDGL si basa sul riscontro di Umdocitosi sostenuta da GL con un
immunofenotipo caratteristico dei linfociti T citssici (CD3+, CD8+, CD57+) e sulla
dimostrazione della clonalita della linfocitosirrdée studio del riarrangiamento del gene del
TCRB ey™.

Sono stati descritti casi di associazione tra T-LD& patologie con disfunzione

midollare come sindromi mielodisplastiche, anenastica e emoglobinuria parossistica
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notturna. Nel 25-35% dei casi, inoltre, si € osa&vun’associazione con patologie
autoimmuni, come l'artrite reumatoide (AR), ladiiome di Sjogren (SS) o, piu raramente, il
lupus eritematoso sistemico (LES) e la tiroiditeddshimoto. Prima di stabilire la diagnosi di
T-LDGL € importante escludere tutte le linfocitasattive sostenute da GL. Aumenti
transitori o policlonali dei GL possono essere dowa infezioni virali o a patologie

autoimmuni. L'invecchiamento favorisce, invece, @mtn di tipo oligoclonale/monoclonale.

Popolazioni clonali di GL CD3+ sono state osseriagazienti dopo il trapianto d’orgaho

EZIOLOGIA DELLA LDGL

L’eziologia di questa malattia € ancora materidibattito. Tra le ipotesi piu accreditate
c’é quella che sostiene vi sia un agente esogemobapilmente virale, che vada
preferenzialmente a stimolare la proliferazionenale di una cellula specificamente
selezionata per particolari caratteristiche e cloeasssivamente la linfocitosi venga mantenuta
nel tempo a causa di una protratta stimolazionégemta e citochinica (figura 1). Le
caratteristiche che rendono i GL dei possibili ¢dati a costituire la linfocitosi sono
differenti in base al tipo di LDGL in questione.

Nella LDGL-NK recenti studi immunofenotipici e fuionali hanno evidenziato la
tendenza delle cellule NK patologiche ad esprim@memaggior numero di KIRK(ller
Immunoglobulin-like Receptpmttivatori, facendo quindi supporre che cellutecahite di
questo tipo di recettori siano selezionate dalfagehe innesca la proliferazione cellutiré
KIR si prestano a questa ipotesi, essendo essomeapili dell'attivazione delle cellule NK a
rispondere a minacce quali cellule tumorali o irafiet da viru¥*"

Nella T-LDGL le cellule in espansione spesso maitdfieo un fenotipo sovrapponibile
quasi interamente a quello dei linfociti T citotessnaturi, come fossero stimolati contro un
antigene sconosciuto. Oltre alla espressione dtti@t citotossici, dati funzionali hanno
indicato che i GL hanno potenzialita citotossiclee esprimono costitutivamente enzimi
citolitici quali “perforin” e “granzyme” eup-regolano proteasi citotossiche® Un‘altra
caratteristica che identifica i GL-CD3+ patologiei che spesso manifestano un’alterata
regolazione di diverse vie di trasduzione del skgnatracellulare (FAS/FAS-L, PI3K,
MAP/ERK, JAK/STAT), che porta all'inibizione dellfpoptosi, con conseguente accumulo di
GL*,

Alcuni dati conferiscono alle cellule dendriticheQ) un ruolo critico nella fase del

mantenimento nel tempo della linfocitdi Sebbene un loro diretto coinvolgimento non sia
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ancora stato definitivamente dimostrato, si ip@tizehe, inizialmente, sono le DC le
responsabili delimprinting antigenico e che sono loro che continuano a stireol GL a
mantenersi in proliferazione continuando a darenakegli stato inflammatorio in corso. In
effetti, il quadro patologico dei pazienti € paragbile ad uno stato inflammatorio che non
giunge a risoluzione. Il coinvolgimento delle DC sato ipotizzato grazie a dati
immunoistochimici che hanno individuato la strettdocalizzazione di DC e GL nel midollo
osseo dei pazienti affetti e dopo analisi in vithee hanno dimostrato come i GL patologici
siano spinti a proliferare se messi in cocolturm d®@ DC. Inoltre, dati di letteratura
affermano che nella LDGL un ruolo chiave nella fephzione venga svolto da alcune
citochine, quali I'lL-2 e I'IL-15, secrete da cekudi linea monocito-macrofagica, quali

appunto le D&,

PRIMO EVENTO

(VIRUS?) SECONDO EVENTO

(ALTERAZIONI GENETICHE?)

“’Q@& isﬁszgz'. %
Q '.: %9

&
IL 2 oL
Linfociti o O . . © LDGL
Granulati Proliferazione
(GL) dei GL
DC

Figura 1. lllustrazione schematica degli eventi patogenatiotetici che potrebbero portare allo sviluppo aell
LDGL™.

| KILLER IMMUNOGLOBULIN-LIKE RECEPTOR (KIR)

Diversi studi hanno dimostrato I'importanza delbdisi di espressione dei recettori delle
cellule NK, come parametro diagnostico, suggereadbpotenziale utilizzo come marcatore
clonalé®. Diverse analisi dei recettori delle cellule NKarnite I'utilizzo di Ac specifici,
hanno permesso di individuare nei pazienti I'esgioee ristretta di un determinato K"
differenziando quindi le cellule NK di LDGL da umepolazione NK normale, solitamente

caratterizzata dal’omogenea espressione dei direasttorf*.
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| KIR sono recettori a singola catena, apparteratgifamiglia delle immunoglobuline.
Ognuno di questi recettori riconosce un determisatodi molecole HLA di classe | (tabella
1). La loro tipizzazione molecolare ha evidenziatmime molecole codificate da diversi
MRNA possano mostrare la stessa specificita alefia reattivita opposta. Questo fenomeno
e stato spiegato con la scoperta che molti KIR gcadoro omologhi per quanto riguarda la
loro mastimento HLA-ristretto, mentre

porzione extracellulare, responsabile del

differiscono per quanto riguarda i domini transmeamnla e citoplasmatico.

Tabella 1. Caratteristiche strutturali e specificita di legadei recettori KIR. Nelle due colonne di destracso
indicati rispettivamente gli anticorpi monoclonafiecifici per i diversi KIR e la loro denominaziosecondo il
clusterdi differenziazione (CD)

KIR Domini Ig |Residuo| LIGANDO AcMo
2DL1 D1-D2 - HLA-C gruppo 2 EB6
2DL2,3 D1-D2 - HLA-C gruppo1| GL183
2DL4 D0-D2 Arg HLA-G -
2DL5.1 D0-D2 - - -
2DL5.2 D0-D2 - - -
2DS1 D1-D2 Lys |HLA-C gruppo 2 EB6
2DS2 D1-D2 Lys |HLA-Cgruppol| GL183
2DS3,5 D1-D2 Lys - -
2Ds4 D1-D2 Lys - FEST172
1D - - - -
3DL1 D0-D1-D2 - HLA-Bw4 Z27/DX9
3DL2 D0-D1-D2 - HLA-A Q66
3DS1 D0-D1-D2 Lys - 727

Non si conoscono ancora tutti i ligandi per ciasélR attivatorio, ma vista la loro
frequente omologia con le controparti inibitorie,ridiene che riconoscano lo stesso allele
HLA-I. E importante anche notare che non c’@ un KKt ogni specifica molecola MHC-I,
ma che ogni coppia di KIR riconosce determinantidiaisi da un gruppo di molecole MHC-
I. Inoltre i KIR specifici per molte molecole HLA-Ae HLA-B non esistono e, di
conseguenza, HLA-C e l'isotipo di classe | maggiente coinvolto nella regolazione della
funzione delle cellule NK

| KIR possiedono una specifica nomenclatura, cha @rado di distinguerli uno

dall’altro (figura 2).
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Figura 2. | recettori KIR. CM=membrana cellulare. D=domimmunoglobulinico extracellulaf

A seconda che abbiano rispettivamente 2 o 3 domanmunoglobulino-simili essi
vengono denominati con i suffissi 2D (p58/p50) e @0/pl40). Le lettere LLONQg) e S
(Shor) indicano invece se i recettori possiedono un damintracitoplasmatico lungo o
corto, che corrisponde, rispettivamente, ad uwitinibitoria o attivatori&’.

L’'unica eccezione a questa regola é rappresenghtal@2DL4, che, pur possedendo un
dominio citoplasmatico di tipo inibitorio, media wsegnale di tipo attivatorio, attraverso
l'interazione con una proteina accessoria. Qued® iKoltre sembra essere I'unico a non
avere una controparte con un dominio intracitoptggra corto e, a differenza degli altri KIR,
si e visto che esso non ha una distribuzione oblpmah € invece espresso in tutte le cellule
NK.

Nella denominazione dei KIR, infine, il numero cbegue la lettera L o S identifica

ciascun gene/molecola e le cifre dopo I'asterisratterizzano l'allele (figura 3).

prima proteina 2DL descritta

2 domini divisore
acron|mo Ig- S|m|l|

I numero di serie dell’allele
KIR2DL1*0030202

coda citoplasmatica lunga

Figura 3. Designazione genica dei geni KIR; nell’esempiagpresentato un allele di un KIR inibitorio.
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La distribuzione dei KIR all'interno di una popolaze di cellule NK di un individuo e
eterogened. | geni KIR posseduti da una persona non vengepoessi necessariamente in
tutte le cellule NK e quindi ogni cellula ha un é&ipo KIR caratteristico. Una volta che una
cellula e stata indirizzata ad esprimere una pa#ie combinazione di geni KIR, platterndi

espressione rimane stabile nel tempo e duranteikiahe cellularé’.

Il ruolo dei KIR per le cellule NK

Visto I'elevato numero di recettori presenti sudlgerficie cellulare, la loro attivita deve
essere regolata e coordinata finemente per otteleereinzione richiesta (attivatoria o
inibitoria).

| recettori inibitori. Si ritiene che questa sottoclasse dei KIR abbiaompito di
proteggere le cellule normali da aggressioni agtedoda parte delle cellule NK. | KIR
inibitori, infatti, mediano il loro segnale in pmwa, sulla superficie delle cellule bersaglio,
dei loro ligandi HLA-I. Nel caso in cui vi sia undownregolazione di tali recettori, ad
esempio nel caso di infezioni virali o trasformaioeoplastiche, essi non sono piu in grado
di mediare il loro segnale inibitorio e, di consegma, le cellule bersaglio diventano
suscettibili alla lisi da parte delle cellule RfK

| recettori attivatori Il loro ruolo non & ancora del tutto chiaritontia piu che nella
stessa cellula possono essere presenti coppieRlickih attivita opposta. Questi recettori
riconoscono il ligando con meno affinita rispettla @ontroparte inibitoria e si ritiene quindi
che la loro azione stimolatoria sull'attivita cibesica e sulla produzione di citochine possa
verificarsi solo nel caso in cui, nello stesso motogil segnale inibitorio sidownregolato,
scendendo sotto una soglia critica. Questo meaovaniprobabilmente, serve ad assicurare
una prevalenza del segnale inibitorio su quellwattrio, nel caso in cui la singola cellula co-
esprima i due tipi di recettori (figura 4).

In particolare, se la cellula NK esprime contempeeanente recettori attivatori e
inibitori con specificita diversa per le molecoléAldi classe I, i KIR attivatori entrerebbero
in funzione solo dopo che la cellula bersaglio aljerso in maniera selettiva tutti gli alleli
HLA riconosciuti dai KIR inibitori. Questo meccani® e stato gia dimostrato in alcuni
tumori o infezioni viraff’. Il segnale attivatorio pud risultare predominaaehe nel caso in

cui i recettori attivatori siano sovraespressi,reopo di conseguenza il segnale inibitorio.
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Numerosi studi concorrono a suffragare l'ipotes cKIR attivatori abbiano la capacita
di riconoscere peptidi“non-self” o “inusuali”, ricoprendo un possibile ruolo nel

riconoscimento di cellule estranee o trasformate.

A NON LISI

KIR
INIBITORI

KIR

c

KIR
INIBITORI

ATTIVATORI ATTIVATORI LIGANDI
ATTIVATORI
B LISI D NON LISI

KIR

INIIRITMNDI

KIR
INIBITORI

KIR LIGA
ATTIVATORI ATTIVATORI

R
ATTin/aTAD1 LIGANDI

ATTN/ATNDI

Figura 4. Regolazione dell'attivita delle cellule NK attrase i recettori KIR di tipo attivatorio e di tipo
inibitorio. | KIR inibitori riconoscono come ligande molecole MHC di classe | (HLA) sulla superécilelle
cellule e trasmettono un segnale di inibizione'diVita citolitica delle cellule NK. I KIR attiveori in seguito al
riconoscimento dei propri ligandi, mediano un sédgdtivatorio che innesca I'azione citolitica @etlellule NK.
A) Quando i recettori inibitori legano gli HLA, iassenza dell'interazione tra il recettore attiviateril proprio
ligando, € generato un netto segnale negativo teed I'azione citolitica contro la cellula bersaglB) Al
contrario, I'impegno del recettore attivatorio insanza dell'interazione tra i KIR inibitori e i o ligandi
genera un netto segnale d’'attivazione che innestiaildella cellula bersaglio. C) In questo cdsdinterazioni
tra ligandi e KIR attivatori predominano sulla débmterazione tra ligando e KIR inibitore con dtto risultato
dell'attivazione della cellula NK e la lisi delleeltula target Questa situazione si puo verificare quando i
recettori attivatori o i ligandi sono sovraespressppure quando belfligandi MHC di classe | sono
sottoespressi, evento caratteristico durante lkeziohi o le trasformazioni tumorali. D) Qui, predoano le
interazioni tra HLA e KIR inibitori che preservateocellulatargetdalla lisi®.

La regione genomica dei KIR

| recettori KIR sono codificati da una famigliagkni che mappano sul cromosoma 19
(19913.4), in una regione chiamaiucocyte Receptor CompléxRC) (figura 5).

| geni e gli pseudogeni KIR ricadono tutti in unana specifica della LRC e
costituiscono una regione che puo essere costitldate8 a 14 loci, ordinati in maniera
sequenziale lungo il cromosoma. Tale regione emstmente variabile e allo stesso tempo

altamente organizzata.
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Figura 5. Organizzazione genomica del complesso dei recétarocitari (LRC) ed un aplotipo KIR.

La LRC e una regione con una struttura estremanwogdieata, con la presenza, in tutti
gli aplotipi, di tre geni ed uno pseudogene (KIR3pPsituati sempre nelle medesime
posizioni: KIR3DL3 e situato sempre all’estremi@ntromerica, 3DP1 e 2DL4 al centro e
3DL3 all’estremita telomeric

In questa regione anche la distanza tra un geradt® lé costante e misura 2,4 kb, ad
eccezione dello spazio che separa i geni centralntisura approssimativamente 14 kb.

Questa regione, inoltre, si caratterizza per uniampriabilita aplotipica tra individuo e
individuo, che riguarda sia il contenuto genica, ishumero dei geni presetttill fattore che
maggiormente contribuisce alla variabilita dellgiome e costituito dal polimorfismo dei geni
KIR, che presentano alleli multipli conosciuti @egumibilmente, altri ancora non identificati
per ciascun loci®3®! Il vantaggio di tale variabilita &, probabilmerie diversificazione della
risposta immunitaria, in un contesto di patogerda@do cambiamento.

Sui genotipi KIR sono stati fatti diversi studi gopolazione che hanno dimostrato
I'eterogeneita del repertorio genico KIR da indivada individuo. Sulla base di questi studi

sono emersi 2 gruppi di aplotipi KIR maggiormentgfienti, I'aplotipo A e I'aplotipo &.
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Aplotipo A
L’aplotipo A € composto, dall'estremita centromari& quella telomerica, dai seguenti
geni KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DL4, 3DL1, 2DS4 e 3DLfigura 6).

2Ds4
3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 1D 3DL2

_ au  puliey pellasBiey palliey

Figura 6. Rappresentazione schematica dell'aplotipo di gouppOgni casella rappresenta un gene KIR, il cui
nome € riportato sopra. Le caselle in rosso s@@ni codificanti KIR inibitori e quelle in gialleappresentano i
KIR attivatori presenti (KIR2DS4, la sua variantdata KIR1D e KIR2DL4). Le caselle in grigio rappeatano

gli pseudogeni (2DP1, 3DP1).

In diversi studi di popolazione condotti finoragdmante I'analisi del contenuto genico
KIR, si e identificata un’alta percentuale di indiwvi omozigoti per I'aplotipo A, stimata nella
popolazione caucasica tra il 30 e il 40%, mentrrdguenza aplotipica & circa del 55%.
Da sottolineare che tale frequenza € diversa szi@he alla popolazione etnica che si va a
considerare.

La caratteristica peculiare dell'aplotipo A € ilgsesso di un unico gene che codifica un
KIR attivatorio sui 7 che lo compongono, il KIR2DSE stato anche dimostrato che la
tipizzazione tradizionale per il gene KIR2DS4 nooapace di discriminare il gene intero da
una sua variante comune, identica a 2DS4 ad eceeziobuna delezione di 22 paia di basi
nella sequenza codificante il dominio immunoglobiglh extracellular€. La delezione causa
una interruzione nella traduzione e la prematunaniteazione a livello del dominio
transmembrana. Questa variante del gene 2DS4 & chiamata KIR18. La funzione di
KIR1D é sconosciuta, ma la struttura proteica acourisponde implica che probabilmente
non svolga le stesse funzioni del recettore atinatintero. Con l'identificazione di KIR1D
I'aplotipo A puo essere diviso in 2 aplotipi, I'apibo A-1D e l'aplotipo A-2DS4, il primo
ricorre con una frequenza del 38% nella popolazameasica e il secondo ad una frequenza
dell'11,8%. L'identificazione dell'aplotipo A-1D haichiamato su di s&€ molto interesse,
perché indica che l'aplotipo piu frequente nellap@azione caucasica manca di tutti i
recettori KIR attivatori funzionali. L'unico recette con funzione attivatoria, in questo
aplotipo, rimane il gene strutturalmente centralR2DL4, data la sua abilita, come spiegato

precedentemente, di mediare un segnale attivattir®ma quello inibitorid>>¢

18



Aplotipo B
Mentre I'aplotipo di gruppo A e unico e ha KIR2D8&dme suo unico gene codificante

un KIR attivatorio, I'aplotipo B e rappresentato da gruppo di molteplici combinazioni
geniche, caratterizzate dalla presenza di piu detipo attivatorio, che possono essere esibiti
in diverse combinazioni e il cui numero va da 1 8 Bumero di geni inibitori &€ generalmente
contribuire maggiormente alla variabilita del plofaplotipico. Ciascun gene che caratterizza

I'aplotipo A e ritrovabile anche nell’aplotipo B,amon necessariamente (figura 7).

2Ds3 2DL51 2Ds3  2DS4
3DL3 2DS2 2DL2 2DL5.2 2DP1 2DL1 3DPL  2DL4 3DS1 1D 3pp2
2DS5 2DL52 2DS5  opsi

. sEly o SENsENs S SN  SENoENs

Figura 7. Rappresentazione schematica di un aplotipo B wibini possibili geni che lo possono comporre. Ogni
casella rappresenta un locus e sopra vi & seghatonie dei KIR che lo possono occupare. In rossmw so
rappresentati i loci occupati da KIR inibitori, gmallo quelli occupati da KIR attivatori, in grigiguelli occupati
da pseudogeni (2DP1, 3DP1).

La frequenza nella popolazione caucasica dell'gmdB € simile a quella dell’aplotipo
A (50%) mentre la presenza di omozigosi per I'dpmtB non € stimata, in quanto
rappresentata da molteplici genotipi. Esiste, thfah numero molto alto di diversi genotipi
omozigoti per I'aplotipo B ed eterozigoti AB.

Tra i geni annoverati nell’aplotipo B & di recemtefinizione KIR2DL5, presente in
diversi sottotipi, distinti in varianti espresse IRRDL5.1) e varianti non espresse
(KIR2DL5.2)*'. La particolarita di questo gene & che questevdtianti, pur essendo alleli tra
loro, non si comportano necessariamente comeQ@alsi aspetterebbe, infatti, che I'una o
I'altra variante occupi lo stesso locus, mentreosstate invece trovate contemporaneamente
entrambe le varianti nello stesso aplotipo in dogzioni differenti. La loro presenza fa si che

esista la possibilita di avere fino a 14 differdati KIR in un unico aplotipo.

Polimorfismo allelico dei geni KIR

La caratteristica che maggiormente contribuisca \adiriabilita della regione genomica
KIR e certamente il suo polimorfismo genetico, chedovuto principalmente a due
meccanismi: le mutazioni puntiformi e la ricombiita® omologd. Tale polimorfismo
ricorda quello della regione genica MHC, ancheiselta essere di entita minore, a causa,

presumibilmente, del numero limitato di geni KIRhosciuti.
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A dimostrazione dell’elevato polimorfismo allelicdi questa regione, studi di
genotipizzazione hanno distinto, in soli quattroi IKIR2DL1, 2DL3, 3DL1 e 3DL2), 22
differenti aplotipi A, evidenziando come meno delli®4% degli individui non legati da
parentela possa possedere un identico gerfdtiia sottolineare che la diversitd negli
aplotipi di gruppo A e soprattutto a livello aldi, mentre gli aplotipi di gruppo B variano
molto nel contenuto genico, manifestando, inveasjerato polimorfismo allelicB.

Un elevato grado di polimorfismo e stato recenteamevidenziato per il locus genico
del KIR3DL1. Questo recettore e il suo corrispettiattivatorio KIR3DS1 venivano
inizialmente considerati come due geni distinti.eSinvece scoperto, mediante analisi di
segregazione, che essi segregano come alleli skeléso locus genitd Complessivamente
sono stati identificati 22 alleli, di cui 17 (*0010*00102, *002, *00401, *00402, *005, *006,
*007, *008, *009, *01501, *01502, *016, *017, *018019 e *020) codificano il recettore
inibitorio KIR3DL1 ed i rimanenti 5 (*010, *011, "2, *013 e *014) l'attivatorio KIR3DS1
(www.ebi.ac.uk/ipd/kir). Questi due recettori posseggono un’omologiaedjusenza pari al

97%, ma differiscono notevolmente per quanto rigaaif dominio intracitoplasmatico. Il
KIR3DS1 infatti, possiede un dominio intracitoplasgioo corto, tipico dei recettori attivatori,
mentre il KIR3DL1 ha una coda intracitoplasmaticada, che media un segnale di tipo
inibitorio. E’ stato finora dimostrato che KIR3DLHa una specificita di legame per HLA-
Bw4, mentre il ligando di KIR3DS1 non e stato amcatentificato. Poiché la sequenza che
codifica per la porzione extracitoplasmatica di sjuelue recettori € omologa, si puo
ipotizzare che essi riconoscano lo stesso liga@diostudi finora condotti non hanno ancora
confermato, per il KIR3DS1, tale specificita e wwale ipotesi piu accreditate suppone che il
meccanismo di riconoscimento dell’HLA specifico essiti di fattori addizionali, come, ad

esempio, la presenza di particolari peptidi assioctan covalentemente al’HLA-Bw4,

La regolazione dell’'espressione dei KIR

Affinché non vi siano cellule NK con una marcatadenza ad essere inibite o,
viceversa, attivate e fondamentale che il numeral @gpo di recettori KIR inibitori ed
attivatori espressi siano finemente controllati. dedezione dei recettori avviene secondo un
meccanismo stocastico e questo fa si che all'iotéella popolazione NK di un individuo
ogni clone riconosca un diverso repertorio di moledLA*,

Il meccanismo molecolare che controlla I'espressioallulo-specifica dei recettori

senza dubbio molto complesso, tuttavia e stato stimtw che la metilazione del DNA svolge
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un ruolo importante nel mantenergdtterndi espressione dei KIR nell’ambito di ogni clone
NK?"2 piu di 25 anni fa, due gruppi di ricercatori igarono che tale meccanismo
epigenetico fosse responsabile  dell’espressione sutespecifica dei  geti**
Successivamente e stato dimostrato che, nei mamné#emnetilazione interessa le citosine
delle isole CpG, localizzate principalmente nelrpotore e nella regione 5 dei geni. Un
elevato grado di metilazione corrisponde all'asseazad un basso livello di trascrizione e
questa correlazione € stata riscontrata nei gelncrenosoma X non trascritto, nei geni
soggetti allimprinting, nei geni transfettati e nei transgéni

Ad eccezione del KIR2DL4, che viene espresso da tetcellule NK, gli altri geni KIR
sono espressi da una frazione ristretta della papmie NK, con modalita clonafe In cellule
NK purificate da sangue periferico di donatori sd&analisi del promotore dei geni KIR non
espressi ha evidenziato un’elevata frequenza dilanemne delle isole CpG. Nelle stesse
cellule successivamente trattate con 5-aza-2’-d@bdma, un inibitore delle DNA
metiltransferasi (DNMT), é stata riscontrata I'esggione di quei geni KIR originariamente
silenziati ed una consistente demetilazione d& fpomotori. Le DNMT, ovvero gli enzimi
che catalizzano la metilazione del DNA, comprendwadsoforme tra le quali DNMT1, che
assicura il mantenimento dehtterndi metilazione durante la replicazione, rappresepiella
maggiormente espres8a Nel loro insieme, questi risultati dimostrano chie & una
correlazione diretta tra la metilazione del prometed il silenziamento del gene KIR?

La metilazione non € pero l'unico meccanismo epatjen responsabile del controllo
dell'espressione dei geni; e stato, infatti, dimatst che I'acetilazione degli istoni H3 ed H4, a
livello di determinati residui aminoacidici, svolgen ruolo altrettanto importante. Inoltre,
questi due meccanismi interagiscono tra loro in onoverso e si suppone che operino in
modo sequenziale. L'acetilazione degli istoni edmetilazione del promotore sono correlate
all'espressione del gene, mentre, al contrariajdacetilazione degli istoni e la metilazione
del promotore si accompagnano al silenziamentacgeni

Ipotizzando che I'acetilazione degli istoni abléasktessa importanza della metilazione
del DNA nel regolare I'espressione dei geni KIRgclilister KIR potrebbe trovarsi in una
conformazione eucromatinica con gli istoni H3 ed &fzetilati e gli alleli KIR espressi
sarebbero solamente quelli il cui promotore risuip@mmetilaté®. Gli studi condotti
recentemente su cellule NK trattate con tricos&at{iSA), un inibitore delle deacetilasi
istoniche, non sembrano avvalorare tale ipotesiqueste cellule non si nota, infatti, un
significativo aumento dell’espressione dei geni K#R contrario di quello che accade nelle

stesse cellule trattate con [linibitore delle DNMTomplessivamente, questi risultati
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dimostrano che, nel caso delle cellule NK, la raetdne del DNA e il principale meccanismo

che regola la trascrizione dei geni KiR
LA CASCATA MOLECOLARE JAK/STAT

Le citochine e i fattori di crescita regolano nuoserprocessi biologici attraverso la
loro interazione con i recettori legati alla memmaaellulare. A dispetto del numero e della
diversita di citochine e di fattori di crescita senti, le cascate di segnale sono altamente
conservate. Una delle piu importanti coinvolgedmiglia delle tirosin chinasi Janus (JAK) e
delle proteine trasduttrici di segnale e attivatdc trascrizione (STAT). Finora sono state
identificate 4 diverse JAK e 7 STAT, che tramiteldeo diverse combinazioni mediano il
segnale di pit di 40 citochiffe Le citochine che utilizzano quegtathwaysi legano al loro
recettore citochinico che, mancando di attivitanekica propria, sfrutta la tirosin chinasi JAK
associata alla sua porzione intracitoplasmaticdegame tra ligando e recettore induce la
dimerizzazione del complesso recettoriale che tdasuil una giustapposizione delle JAK e
nella loro crossfosforilazione. Le JAK attivate fosforilano a lorgolta le porzioni
citoplasmatiche dei recettori citochinici reclutand fosforilando le STAT. Le STAT, una
volta fosforilate, formano un dimero o tetramer@vato che trasloca nel nucleo cellulare
dove si lega a specifiche sequenze di DNA andartiatdvare I'espressione dei geni
bersaglio (figura 8). | geriarget di questa cascata sono geni deputati alla regoiazdi
crescita, differenziazione, proliferazione, sopraeiza e apoptosi cellulare. La trasduzione
del segnale citochinico deve essere, quindi, fimgen€ontrollata per evitare un’eccessiva
stimolazione. Tra i diversi meccanismi deputatiuegjo ruolo, uno dei principali € quello
mediato dalla famiglia dei soppressori del segrmtiechinico, le proteine SOCS. Queste
proteine sono sintetizzate in seguito alla stimolaa citochinica depathwayJAK/STAT e le
stesse proteine SOCS estinguono il segnale cheénhalato la loro produzione, agendo in un
classicdoop afeedbaclknegativd”*®

Proprio per il ruolo critico delle STAT nel regatarla crescita cellulare e la
proliferazione, una qualsiasi deregolazione di tupathwaypuo portare ad un’attivazione
inappropriata di STAT ed ad un suo conseguente od@mpento da oncogene. Difatti, vi
sono diversi lavori di letteratura che descrivonPAS implicata in molte forme tumorali
solide ed ematologiche. Nel particolare, I'attivam costitutiva di STAT3 e stata ritrovata
coinvolta nella leucemia acuta e cronica, dimostoache ['alterazione della cascata di

segnale JAK/STAT pud essere cruciale nello sviluppemorale delle cellule

22



ematopoietich€° Il dato interessante & che I'alterazione di qupsthwayé stata descritta
anche nella T-LDGL nei lavori di E. Burnette e diafle, che riscontrano nei pazienti affetti

la presenza di STAT3 costitutivamente attivatverespressa -

Il recettore citochinico
attivata inizia la cascata di
fosforilazione

Recettore
citochinico

I Citachina

‘Fosforlazmne di

‘ STAT dimerizzato e
G attivata trasloca nel
nucleo
SOCS interagisce
con il complessa

recettore
citochinicalJAK per Target gene
inibire il segale 50CS

citochinico STAT MW\—/

Il legame di
STAT al DNA
attiva la
trascrizione dei

geni target

Figura 8. Rappresentazione della cascata molecolare JAK/STAfterazione recettore-citochina risulta nella
formazione di un complesso recettoriale dimerizzatdtivato. Tale complesso coinvolge I'associagidnJAK
che crossfosforila e fosforila il recettore citochinico. @ge il reclutamento di STAT che viene fosforilato.
STAT attivato dimerizza quindi trasloca nel nucldove induce la trascrizione di diversi geni, tra STAT
stesso, SOCS e altri geni regolanti la crescitaleeé.

La proteina SOCS3

SOCS é una famiglia di regolatori a feedback nggatndotti da segnali citochinici. La
famiglia comprende 8 membri caratterizzati dallesenza di un dominio SH2 (Src Homolgy
2), richiesto per interagire con i residui fosfosimici bersaglio, un dominio N-terminale di
variabile lunghezza non sempre presente e la cuzidne rimane sconosciuta e un dominio
carbossi-terminale conservato chiamato SOX box, sthigensa sia coinvolto nédrgeting
proteosomict. Gli effetti inibitori delle proteine SOCS derivadalla diretta interazione con
I recettori citochinici o con le JAK, impedendo tdsreclutamento di STAT. Le proteine
SOCS regolano il loro stessorn-over marcando le proteine per la poliubiquitinazionka e
degradazione proteosoma-mediata

Nella famiglia di SOCS, SOCS3 e stata molto stadgr il suo coinvolgimento nello
sviluppo delle cellule T: essa é costitutivamergigressa a bassi livelli nelle cellulen@ivee
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differentemente regolata nelle cellule T attiv@e/ersi dati attestano che, a questo proposito,
il grado di inibizione dei livelli di mMRNA di SOCS& inversamente proporzionale ai livelli di
proliferazione delle cellule T e che SOCSS3 puo fomare in concerto con altre proteine per
mantenere lo stato quiescente nei linfociti e imione transiente della sua espressione puo
essere essenziale per permettere alle cellule agnBsdi rispondere a segnali di crescita e
proliferazion&® Tra le citochine e gli stimoli che inducono SOC®S3principali sono I'IL-6,
'ormone della crescita, l'eritropoietina, la lem la leukemia-inhibitory factor e la
lipopolisaccarid®®". Siccome SOCS3 media il suo effetto inibitoriodrdosi al recettore
specifico per le citochine che attivano STAT3, conquelle sopracitate, I'effetto soppressivo
di SOCS3 e stato dimostrato essere relativamersieetto a STAT3. Questa stretta
correlazione é stata provata anche da studi carsiptopi privati di SOCS3 che manifestano
come diretta conseguenza STAT3 iperattiatimoltre, I'interesse per questa proteina, tra le
altre della sua famiglia, e nato dal suo coinvolgimo in diverse forme ematologiche, quali la
leucemia mieloide cronica e acuta (CML e AMAY in cui invece di comportarsi da
oncosoppressore, svolgendo la sua funzione iniditmntro STAT3, muta la sua funzione ad

oncogene. Non vi sono attualmente dati sul ruol®@CS 3 nella LDGL.

LE DC NELLA LDGL

Le DC sono cellule specializzate, tra le piu imaoti cellule presentanti I'antigene
(APC), capaci di indurre I'attivazione delle cediul' e, secondo recenti dati di letteratura,
coinvolte anche nell'attivazione delle cellule ffK% Esse vanno incontro a maturazione a
seqguito dell’esposizione a microorganismi di cutwano gli antigeni, tramite una regolata
endocitosi e fagocitosi. Le DC si dividono in dustidti sottogruppi: le DC mieloidi (mDC)
CD11c+ BDCAl+ e quelle plasmocitoidi (pDC) CD11cb®A2+ (CD303+), le prime
secernono IL-12p70 e vengono attivate in rispostpasogeni microbici o all'interferone
gamma (IFN), le seconde secernono alti livelli di interferattietipo | (IFN-I) in risposta a
virus. Dipendentemente dal microambiente in cutrevano, entrambi i sottogruppi sono
capaci di indurre diversi tipi di risposta immunmnigasia innata che adattativa.

Sebbene un loro diretto coinvolgimento non sia staio dimostrato, si ritiene che le
DC giochino un ruolo in diverse fasi della LDGL. INBnesco della malattia si ipotizza che i
GL stabiliscano un contatto con le DC che presenthtarget specifico, infatti le cellule
patologiche proliferanti appartengono all'arma wissica della risposta immunitaid®® A
conferma di questa ipotesi, per quanto la natuattasleltarget rimanga tuttora sconosciuta,

la relazione con le infezioni virali come eventaziale della LDGL é stata ipotizzata da
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diversi gruppi*®’. Unaltra fase cruciale della LDGL in cui potrebbéntervenire le DC, &
quella del mantenimento della proliferazione dei, @Gifatti, diverse citochine, quali I'lL-2,
'L-12, I'lL-15 e I'lL-18, definite avere un ruolaruciale nello stimolare il clone patologico
in espansione, sono abbondantemente espress®daifé®® A ulteriore sostegno di un ruolo
delle DC in questa patologia, nel nostro grupptatogprecedentemente provato che, in vitro,
I GL da NK-LDGL proliferano in presenza delle DCt@loghe e allogeniche derivanti da SP,
anche se, inversamente, lo stesso effetto nont@ evidenziato nella T-LDGE. Tuttavia,
hanno rilevato che le DC autologhe ottenute da hoidosseo manifestano un effetto
stimolatorio verso la proliferazione dei GL in emtibe le forme di malattia. Da analisi di
biopsie ossee, inoltre, si & osservata una pregsabuzione topografica delle DC e dei GL
che indicava lo stretto contatto tra i 2 tipi cklhu nel midollo osseo, una colocalizzazione
riscontrata solo nei pazienti con LDGL e mai negdlividui normali (figura 9). Tutti questi
dati comprovano che siano le DC a presentare ¢jang specifico capace di innescare la
malattia a seguito del contatto con i GL e aggiwmagbimportante informazione che questo
avvenga in modo specifico a livello del midollo @ss Inoltre, visto I'andamento della
malattia e i dati finora conseguiti, si puo ipotirz che siano le DC a stimolare i GL a
proliferare in modo protratto nel tempo come sesiaurasse una risposta immunitaria che
non trova risoluzione finale, bensi rimane continaate sollecitata.

Inoltre, & da sottolineare che rebsstalk tra DC e GL si svolgono interazioni multi-
direzionali, non solo le DC influenzano il desti@ GL, ma a loro volta i GL sono in grado
di controllare, far maturare o uccidere le DC igdoai segnali citochinici di scambio. Questo
meccanismo e stato preso in esame anche all'intigh® NK-LDGL da un recente lavoro di
Vitale che studia le reciproche influenze tra DGle CD3- (dati non pubblicati).

Figura 9. Immagini al microscopio di immunoistochimica rapgentanti sezioni di biopsie del midollo osseo di
pazienti con LDGL, in nero sono colorate le DCrasso i GL. Le frecce bianche indicano i due tigdidari in
contatto, peculiarita riscontrata in molti paziemtinai nei controlli normali.
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La chemochina CXCL16

Tra le molecole coinvolte neross-talktra DC e GL, in questa tesi, abbiamo preso in
esame CXCL16, espressa sulle DC, e il suo receft®f@R6, espresso sui GL.

CXCL16 e stata recentemente caratterizzata, urfieanochina nella sua capacita di
esistere in due forme distinte, quella transmendm@rguella solubile, ciascuna capace di
adempiere a diverse funzioni. CXCL16 €& un piccadipeptide chemotattico della famiglia
delle chemochine. Essa € sintetizzata come molatiolaembrana, ma puo essere clivata
sulla superficie cellulare e produrre una protectemotattica solubile ad opera della
disintegrina e metallo-proteasi ADAM-10, azione mualmente amplificata dall’enzima
strettamente correlato ADAM-£%

Strutturalmente la sua forma transmembrana e aitatidla piu domini: nella porzione
extracitoplasmatica vi € un dominio chemochinico e wamfo flessibile mucino-simile
altamente O-glicosilato, quindi segue un dominamémembrana ed, infine, una piccola coda
citoplasmatica contenente i potenziali siti di iegaalle proteine SH2 (figura 10). La forma
solubile di CXCL16, invece, € costituita solo dalmdnio chemochinico e gran parte del
gambo extracellulare. Il fatto di essere I'unicHalsua famiglia, insieme alla fractalchifiaa
possedere anche una forma transmembrana la reaedealspe di particolare interesse, tutte le
altre chemochine conosciute, infatti, esistono selita forma secreta.

CXCL16 e espressa sia sulle mDC che sulle pDC, cespressione costitutiva e
maggiormente presente sulle prime che nelle secalme i valori transmembrana sono piu
bassi a favore di una maggiore quantita di proteaiabile. L'espressione di CXCL16 basale
e up-regolata dai mediatori dell’inflammazione che indoo le DC a diventare potenti cellule
presentanti I'antigerfé

Funzionalmente questa chemochina appare esercigdtigita omeostatiche e
inflammatorie, nella sua forma legata alla membrsineomporta da recettore endocitico e
molecola di adesione e nella sua forma solubilera una chemochina capace di attrarre le
cellule T CD4+ e CD8+ attivate e quelle N®T>"2 || fatto che la sua forma solubile sia stata
riscontrata ad alti livelli nel siero sotto diversendizioni inflammatorie, in particolare nel
fluido sinoviale di pazienti con artrite reumatdide nei BAL di pazienti con sarcoidosi
polmonaré’, indica che il clivaggio della chemochina transmbeana & associato con la
cascata inflammatoria e, quindi, si ritiene chélana solubile possa servire commarkerdi
inflammazione. Da studi in vitro, inoltre, € statiportato che CXCL16 non si limiti al

reclutamento leucocitario, & stata infatti ritr@avahdurre la produzione di citochine e la
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proliferazione cellulare nelle cellule vascolamelle cellule muscolari lisce (SME) infine,
& stata dimostrata anche una sua attivita pro-gegioa sulle cellule endoteli&li

Il recettore di CXCL16 e CXCR6 (chiamato anche BopnEYMSTR o STRL33). Esso
e stato inizialmente scoperto come co-recettorel peus umano d'immunodeficienza (HIV)
877 & espresso da sottogruppi di linfociti Thl o ®tissici di tipo 1 (Tcl), cellule NK/T,
SMC, cellule plasmatiche del midollo osseo e celldil mielom&*®"°e la sua espressione
sulle cellule Tnaive &€ incrementata dall’incontro con le DC. L'interaze tra CXCL16 e
CXCR6 conduce ad un’adesione cellula-cellula moésistente, al contrario, il clivaggio
conduce allalowntregolazione delle proprieta adesive e puo riselgarche nel distacco delle
cellule legate. Anche CXCR®6, come il suo ligandgreésente nei siti di inflammazione, é

responsabile dell'infiltrazione leucocitaria in ¢af non-linfatici ed € stato ritrovato

caratterizzare le cellule T presenti nell’artrigeimatoide e in diversi tipi di tumdfe

CXCR6

} dominio
chemochinico

gambo
mucino-simile

metalloproteinasi
ADAM10
ADAM17

dominio
.................................. transmembrana

dominio

citoplasmatico
COOH

CXCL16

Figura 10. Rappresentazione schematica di CXCL16 in formastrembrana, a destra sono indicati i Suoi
domini, a sinistra & rappresentato I'enzima ADAMLBDAM17 che genera la forma solubile di CXCL16dal
sopra c'e il suo recettore specifico, CXCR6.
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SCOPO DELLA TESI

Questo progetto di ricerca ha sviluppato diversedidi indagine su entrambe le forme
di LDGL, T ed NK, per studiare molecole e meccanistoinvolti nell'innesco e
mantenimento della patologia.

Alla luce della scoperta che GL esprimenti in ptemaa KIR attivatori sono
preferenzialmente selezionati nei pazienti con NBGEL a costituire il clone in espansione,
un primo scopo del nostro studio é stato quellapgirofondire che ruolo abbiano i geni KIR
in questa forma di patologia, se vi sia nei paziemtaumentata presenza di geni KIR
attivatori rispetto ai controlli sani e se esistagenotipo KIR che predisponga allo sviluppo
della malattia.

Il riconoscimento dell’effettiva importanza dei geattivatori, insieme alla precedente
scoperta della tendenza dei pazienti ad esprinheeeattore attivatorio KIR3DS1 rispetto al
corrispondente inibitorio KIR3DL1, ci hanno sucdeamente indotto ad indagare su questa
coppia di recettori. La nostra attenzione si € liazata, inizialmente, sulla valutazione della
loro espressione genica e, successivamente, sslbpescoinvolgimento del meccanismo
epigenetico che regola I'espressione dei KIR.

Per quanto riguarda la forma T della LDGL, invealghiamo posto la nostra attenzione
sul pathwayJAK/STAT. Secondo dati di letteratura questa dasdasegnale € alterata nella
T-LDGL per unaoverespressione di STAT3 in forma attivata. Il nostlmettivo & stato
quindi quello di valutare e analizzare la proteB@QCS3, deputata a inibire e bloccare il
segnale di STATS3.

Come ultimo obiettivo, abbiamo studiato in entramlee forme di LDGL due
chemochine che potrebbero essere coinvoltenosis-talktra DC e GL, “dialogo” ipotizzato
cruciale nello sviluppo della malattia. Abbiamo mpii analizzato il ligando CXCL16,
espresso dalle DC, e il suo recettore specifico R&Cespresso dai GL. Con questo scopo
siamo andati a valutare la loro espressione spettisi tipi cellulari, la loro presenza nella
sinapsi immunitaria tra DC e GL, la localizzaziothieCXCR6 neilipid rafts e, infine, la
capacita di CXCL16 in forma solubile di influenzaaevitalita dei GL.

Tutte le analisi sono state eseguite mediantdimti di tecniche di citofluorimetria, di
biologia cellulare e molecolare e di microscopiafocale e i dati raccolti dai pazienti sono

stati confrontati con quelli raccolti da un grupgiacontrolli.
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MATERIALI E METODI

PAZIENTI E CONTROLLI

In questa tesi sono stati studiati pazienti afidgdgtiLDGL di tipo T ed NK. La diagnosi
di malattia & stata posta in accordo con i critgmortati in precedenZaln tutti i casi era
dimostrabile nel sangue periferico una linfocitgsonica, protratta per almeno 6 mesi e
sostenuta da almeno 2.000 GL/mm3. In ciascun pgzikn proliferazione linfocitaria era
rappresentata da una percentuale di GL compresiadae 1'85%. Al momento dello studio
nessun paziente era sottoposto a terapia spediitie le analisi sono state condotte anche su

individui sani rappresentativi della popolazionemale.

SEPARAZIONE DEI LINFOCITI DA SANGUE PERIFERICO

Le cellule mononucleate (linfociti e monociti) dglngue periferico ottenute dai pazienti
affetti da LDGL e dagli individui sani, sono stateolate attraverso stratificazione su
Ficoll/lHypaque (F/H) (figura 11). Tale metodo sfeutla diversa densita delle cellule
mononucleate rispetto agli altri elementi del sangdufatti, linfociti, monociti e piastrine,
avendo una densita minore, si concentrano sops&rdto di F/H; al contrario i globuli rossi
(RBC) ed i granulociti, caratterizzati da una maggidensita rispetto al F/H, si raccolgono
sul fondo della provetta (figura 11). Il sangueifeeico viene prima diluito 1:3 con una
soluzione sterile di sodio cloruro 0,9% (soluzidigologica) a temperatura ambiente ed
agitato delicatamente; in seguito viene stratibclintamente sopra la soluzione di F/H. Si
procede quindi con una centrifugazione a 900g gerninuti a 20°C, senza freno, e
successivamente si preleva I'anello di cellule nmuoteate formatosi all'interfaccia con il
F/H. Queste ultime vengono sottoposte a due lavaggiessivi con soluzione fisiologica per
eliminare gli elementi contaminanti (piastrine)nttdugate a 400g per 10 minuti con freno ed
infine risospese in 1 ml di soluzione fisiologidae cellule ottenute vengono infine contate
nella camera di Burker. Un’aliquota corrispondeated milioni di cellule viene centrifugata a
400g per 10 min a 20°C con freno ed il fondelleotito viene conservato a -20°C per la
successiva estrazione del DNA. | restanti milionicellule vengono lasciati in fisiologica
perché siano successivamente analizzati al citofhedro e purificati tramitesorting
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Figura 11. Separazione delle cellule mononucleate dal sangudéepco mediante stratificazione su Ficoll-
Hypaque (F/H). PBMC: cellule mononucleate del sangeriferico; PMN: cellule polimorfonucleate; RBC:
globuli rossi.

ANALISI CITOFLUORIMETRICA E SORTING DEI GL

Le cellule mononucleate ottenute dal sangue partfedei pazienti e dei controlli
normali sono state caratterizzate mediante analtsifluorimetrica utilizzando anticorpi
monoclonali (AcMo) diretti verso linfociti T e celle NK. Per I'analisi € stato impiegato il
citofluorimetro FACSCalibur (Becton Dickinson, Symale, CA, USA) ed i dati sono stati
processati usando il programma CELLQuest (BectarkiBson). Per la caratterizzazione di
ogni campione cellulare sono stati acquisiti alm&no1d eventi e I'analisi & stata condotta
sovrapponendo gli istogrammi dei campioni otteratn i diversi anticorpi all'istogramma
ottenuto con il controllo isotipico.

Gli AcMo impiegati in questo studio sono commelreizhti dalla Becton Dickinson ed
includono: I'anti-CD3, 'anti-CD16, I'anti-CD56, &nti-CD57 per distinguere le popolazioni
cellulari d’interesse, I'anti-CXCL16 e l'anti-CXCR6d i relativi controlli isotipici. Per i
recettori delle cellule NK sono stati utilizzati WMo purificati specifici: EB6 (IgG1 o
CD158a) che riconosce KIR2DL1/2DS1; GL183 (lgG1D16G8b) che lega KIR2DL2/2DL3
e KIR2DS2; FEST172 (lgG2a) che riconosce KIR2DS427 Z(IgGl) che lega
KIR3DL1/3DS1 e Q66 (IgM) che riconosce KIR3DL2 (&l 1).

Il processo disorting (separazione) e stato utilizzato per purificaredule NK o i
linfociti T dei pazienti e dei controlli sani. Umguantita di cellule mononucleate compresa tra
30 e 125 x 19D & stata incubata con un anticorpo coniugato cofiudrocromo FITC
(isotiocianato di fluoresceina) e diluito in buffealino fosfato (PBS), per 20 minuti a 4°C.
Dipendentemente dal fenotipo cellulare della papiolze cellulare che si voleva isolare sono

stati utilizzati diversi anticorpi: I'anticorpo arf€D16 per isolare le cellule NK e i GL-CD3-,
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I'anticorpo anti-CD3 per isolare i Linfociti T eGL-CD3+ o I'anticorpo anti-CD56 o CD57
se i GL patologici possedevano questi antigenadollo superficie cellulare. Come controllo
isotipico e stato utilizzato I'anticorpo IgG1l FITédniugato. Dopo la marcatura, le cellule
sono state sottoposte a due lavaggi ed infine peses in  PBS-EDTA
(etilendiamminotetraacetato). Le cellule marcateosstate isolate dalla popolazione cellulare
totale mediante I'impiego del FACSAria cell sor®D Biosciences, San Jose CA, USA),
usando un filtro “passa banda” a 530 nm ed il laskeargon (488 nm, 100 mW) per eccitare il
fluorocromo FITC. Per ogni campione analizzato sstadi acquisiti 5.000 eventi/secondo. Le
aliquote cellulari ottenute sono state infine arrdie per testarne la purezza e la vitalita,
risultate sempre maggiori del 95%.

Le cellule ottenute dopo tale passaggio sono statdivise in aliquote da 4 e 10 milioni
per essere poi sottoposte rispettivamente all’Zsine dellRNA totale e del DNA. Le
aliquote da 4 milioni, ottenute dopo centrifugaa@400g per 10 minuti, sono state risospese
nel tampone di lisi del kitRneasy Mifi (QIAGEN, Hilden, Germanypddizionato diB-
mercaptoetanolo 14,5M, e conservate a -80°C. Daveesite, le aliquote da 10 milioni sono
state centrifugate a 400g per 10 min, ed il fortdettenuto e stato conservato a -20°C.

PURIFICAZIONE DEI GL MEDIANTE BIGLIE IMMUNO-MAGNETI CHE

Per alcuni esperimenti € stato utile selezion&é icon un metodo diverso dsbrting,
al fine di evitare di stimolare i GL legando i lorecettori di attivazione. E’ stata quindi
applicata una metodica che seleziona i GL dai PBkQegativo, utilizzando anticorpi
coniugati a microbiglie magnetiche e colonnine aieoMilteny Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany).

| PBMC ottenuti dalla separazione tramite F/H vergaentrifugati a 300g per 10
minuti, con freno, in modo da ottenere un fondallocellule che viene risospeso in un
tampone costituito da PBS e siero fetale di vit@ital calf serumFCS, Gibco Laboratories,
Grand Island, NY, USA) al 20% sterile. Si procediliaionando alla sospensione le biglie
magnetiche coniugate con I'anticorpo monoclonaleMAa) specifico (8Qul di tampone e 20
ul di biglie per 10 cellule). Per ottenere i GL-CD3+ viene fatta untibazione di 20 minuti a
4°C con biglie coniugate all'anticorpo anti-CD3tigdD14 e anti-CD19; per ottenere i GL-
CD3- si utilizzano invece biglie coniugate all’adrpo anti-CD4, anti-CD14 e anti-CD19. Al
termine dell’incubazione viene effettuato un lavaggel tampone di purificazione a base di
PBS 1X, BSA 0.5% (Bovine Serum Albumine), EDTA 2 méyla questo punto, le cellule
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sono state fatte fluire in apposite colonnine pEpasazione, quindi sono state raccolte le
cellule selezionate in negativo, poiché le positike portano legato I'anticorpo coniugato con
le biglie magnetiche vengono trattenute in coloridaluito cosi ottenuto e stato lavato in

PBS e i GL isolati sono stati contati ed utilizzaer i successivi esperimenti.
ANALISI MOLECOLARE
Estrazione del DNA

Il DNA & stato estratto da 10 x %6ellule mononucleate o cellule NK ottenute da sangu
periferico, utilizzando il kit Genomic DNA Purifitian (Gentra, MN, USA) che prevedeva i
seguenti passaggi:

= Lisi delle cellulecon 'aggiunta al campione di 3 ml @ell Lysis Solution

= Trattamento con RNasi: si aggiungono al lisatoutale 15ul di RNase A Solutigral

fine di eliminare 'RNA presente nel campione sidncuba a 37°C per 15-60 minulti.

» Precipitazione proteica: il campione viene postaglmaccio per 3 minuti. Al lisato
cellulare trattato con RNasi A viene aggiunto 1dnProtein Precipitation Solution
Si centrifuga quindi a 2.000g per 10 minuti. Letphoe precipitate formeranno un

fondello ben adeso.

= Precipitazione del DNA: si trasferisce il sovramétacontenente il DNA in una
provetta contenente 3 ml di isopropanolo al 100%. nfiscelano i campioni
invertendoli gentilmente per precipitare il DNA. &ntrifuga a 2.000g per 3 minuti. Il
DNA dovrebbe essere visibile come un piccphllet bianco. Il sovranatante viene

quindi eliminato e si fa un lavaggio in di etanalo70%.

= |dratazione del DNA: Si aggiungono 1QDdi DNA Hydration Solutiomper reidratare
il DNA. Il DNA viene conservato a 4°C. Per conseaieai a lungo termine, il DNA
viene posto a -20°C o a -80°C.
La resa ottenuta e di 50-10@9 di DNA.
Il DNA estratto viene quindi quantificato tramitgtura allo spettrofotometro.
Per verificare la qualita del DNA ottenuto ne satetti seminati ful per ogni campione
in un gel di agarosio allo 0,8% in tampone tristate(TAE) 1X con bromuro di etidio al 5%

v/v (da una soluzione madre di 10 mg/ml).
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Estrazione dellRNA

L'RNA totale & stato estratto da 4 x°l¢ellule NK o linfociti T ottenuti da sangue
periferico utilizzando il protocollo del kiRneasy Miri (QIAGEN, Hilden, Germany).

I linfociti sono stati lisati utilizzando una solome contenent-mercaptoetanolo e
tampone di lisi e successivamente processati teanpetute aspirazioni con ago da 20G.
Dopo aggiunta di 350 di etanolo al 70%, il campione e stato trasfentaina colonnina di
purificazione (fornita dakit) e poi centrifugato a 8.000g per 15 secondi, astcessiva
eliminazione dell’eluito. E stato eseguito, quingi, lavaggio con 7Q0 di tampone RW1 e,
dopo centrifugazione a 8.000g per 15 secondi, siab effettuati altri due lavaggi del
materiale nella colonnina con 5@0di tampone RPE contenente etanolo. Per eluirBlAR
legato alla membrana, sono stati aggiunti allarmalea 3@l di H,O priva di RNAsi ed e
stata eseguita una centrifugazione a 8.000g peinltoy raccogliendo I'eluito contenente
I'RNA.

Per verificare la qualita del’RNA ottenuto, sortatsseminati Rl di campione in un gel
di agarosio all'1% in tampone tris-acetato (TAE), ¥n bromuro di etidio (10mg/ml) al 5%
V/IV; lelettroforesi € stata eseguita a 60V per &0nuti. L'RNA estratto € stato poi
quantificato tramite lettura allo spettrofotometkd stata preparata una diluizione 1:200 del
campione di RNA e sono state determinate le asspeb@®) alle lunghezze d’onda di 260nm
(A dei nucleotidi) e 280nm\(delle proteine). E stato calcolato, dunque, i@ Avsy/Asss:
in caso di in valore inferiore a 2, il preparatoRINA €& contaminato da proteine e non e
utilizzabile. E stata, infine, calcolata la concamtone di RNA del campione, applicando la
seguente formula:

Azso X fattore di diluizione x 40 = concentrazione tRNA in tg/mil.
Il valore 40 corrisponde alla concentrazione di RbéRpressa ipg/ml, alla quale si ottiene

Aggo pari a 1.

Analisi del genotipo KIR

Reazione a catena della polimerasi (PCR)

La sequenza da amplificare viene determinata inanodvoco da due oligonucleotidi
sintetici di circa venti basi (denominati primesgjnuno complementare ad un tratto terminale
della regione da amplificare e con l'estremita Bolta verso linterno della sequenza

bersaglio.
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La reazione di amplificazione permette di ottenareslevato numero di copie del DNA
stampo, mediante la ripetizione ciclica di tre fels¢ avvengono a temperature diverse; dopo
molti cicli si giunge ad un “plateau” nella sintescausa della rinaturazione dei frammenti a
singolo filamento e dell’eccesso di substrato (cheteato dal DNA neo-sintetizzato).

Le tre fasi che vengono ripetute ciclicamente sono:

» Denaturazione: posti ad elevata temperatura (94PCilue filamenti che
costituiscono il DNA stampo si separano e diventapondi disponibili per
I'appaiamento dei primer.

» Ibridazione oannealing a temperatura inferiore e specifica per ogni @pp
primer si appaiano alle loro sequenze complemempt@senti sul DNA stampo.
Poiché anche i filamenti di DNA stampo tendonoraturare, € necessario che i
primer siano presenti in eccesso nella miscelaatiione.

» Estensione: utilizzando come copia il DNA bersagik DNA polimerasi sintetizza
un nuovo filamento di DNA. La durata dell'estengatipende dalle dimensioni del
frammento da amplificare.

La miscela di una reazione di amplificazione e costituita:

- i quattro dNTP necessari per la sintesi dei nfiainenti;

- la Tag DNA polimerasi: si tratta di una DNA poknasi termoresistente e pertanto
stabile anche alla temperatura di 94°C e con uwitit5 - 3’ polimerasica e 5.3’
esonucleasica. In genere la temperatura ottimalagmlimerizzazione ¢é attorno ai 72°C.
Per questa tesi e stata utilizzata 'AmpliTaqg G@#g@plied Biosystems, Branchburg, New
Jersey, USA), una versione ricombinante della tladsaqg che viene prodotta i&. coli,
fornita in una forma inattiva; I'attivazione infatichiede un passaggio iniziale ad una
temperatura di 94-95°C per almeno 7 minuti. L’atib di questo enzima ci ha permesso
di allestire una PCRHot Start che prevede una fase iniziale ad alta temperaiara
I'attivazione della Taq polimerasi. Questa procedba il vantaggio di ottimizzare il
corretto appaiamento dei primer, evitando la forior@z di prodotti aspecifici e di dimeri
dei primer stessi.

- il tampone di reazione con la concentrazione canottimale per lattivita della
polimerasi utilizzata. La DNA polimerasi € senghdllla concentrazione di ioni magnesio
e presenta attivita massima a concentrazioni di Mg@ri a 1.5-2 mM mentre per

concentrazioni di 10 mM si ha una inibizione detiiata del 40-50%.
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- DMSO (dimetil solfossido): soluzione utile a mayhre la resa e la specificita della
PCR, soprattutto nei casi in cui 'amplificazioneogtacolata dalla presenza di strutture
secondarie o da un alto contenuto di GC nella sexpiarget

Per evitare problemi di contaminazione, la misadilaeazione viene preparata con
micropipette impiegate solo per PCR, utilizzandpposita cappa adibita unicamente a

questo scopo.

Amplificazione dei genkiller immunoglobulin-like receptdramite PCR-SSP

L’amplificazione tramite PCR é stata utilizzata pefinire il genotipo KIR dei pazienti
affetti da NK-LDGL e dei controlli normali. Quindidiversi geni KIR (riferiti a 12loci
differenti) sono stati amplificati impiegando unnpello di primer sequenza-specifici (SSP)
(tabella 2). Le coppie di primer sono state diségmeer attaccarsi a posizioni polimorfiche
uniche di ciascun gruppo di KIR e sono state saéerlteodo tale da limitare la lunghezza dei
prodotti di amplificazione a non piu di 2 kb. Pedividuare i geni di cui si conoscono due
gruppi di varianti alleliche ad un dallmcus abbiamo utilizzato coppie di primer alternative.
geni con diversi alleli conosciuti sono KIR2DL1, PR 2DS1, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1 e
3DS1. Come si puo notare dalla tabella 2 per alduguesti geni (KIR2DL1, 2DL5, 2DS1,
2DS3 e 3DL1) é stato utilizzato un uguale prirfeexvard o reverseed un secondo primer
diverso discriminante le varianti alleliche.

Le condizioni di PCR utilizzate non sono identiclper tutte le reazioni di
amplificazione e sono state preliminarmente stathdaate per ottenere quelle ottimali per
ciascuna coppia di primer.

Per la maggior parte dei KIR la miscela di reazi@ifeul totali) & stata cosi preparata:
7,21 il H,0 sterile

1,5 il Buffer 10X (Applied Biosystems)
0,9 il MgCl, 25 mM (Applied Biosystems)
0,3 il di ogni dNTP 10 mM (Applied Biosystems)

0,15 il DMSO (Sigma, Steinheim, Germany)
0,04 il DNA Polimerasi Taq Gold 5 Wl (Applied Biosystems)

1,0 il DNA 30 ngpul
15 il primerforward 4 pMApul (Invitrogen, Paisley, UK)
1,5 il primerreverse4 pM/ul (Invitrogen)
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Tabella 2. Primer sequenza specifici (SSP) utilizzati per heiieare il genotipo KIR di pazienti e controlli.

Gene KIR | Primer forward Primer reverse bp | Referenza
KIR2DL1 act cac tcc ccc tat cag g agg gcc cag agggic a 175( 30
KIR2DL1v | act cac tcc ccc tat cag g agg gcc cagaagggtt 1750 30
act cac tcc ccc tat cag g agg gcc cag agg aaa gtk | 1750 30
KIR2DL?2 cca tga tgg ggt ctc caa a gcc ctg cag agaac a 1800 32
KIR2DL3 cct tca tcg ctg gtg ctg cag gag aca acg#pca 798 32
KIR2DL4 gta tcg cca gac acc tgc atg ctg gca ggagggtgac ctt aga cg 1082 37
KIR2DL5.1 | ctc ccg tga tgt ggt caa cat gta pa  g@oagh ggg ccc atg agg at 1883 37
KIR2DL5.2 | gta cgt cac cct ccc atg atg ta ggg g @@g ccc atgaggat 1893 37
KIR2DS1 tct ccatca gtc gcatgar agg gcc cag agogyi 1800 32
tct cca tca gtc gca tgar agg gcc cag agg aaa gtk | 1800 37
KIR2DS2 tgc aca gag agg gga agt a cac gct ctgtccda 1750 32
KIR2DS3 tca ctc ccc ctatca gtt t gca tct gta ggttec t 1800 32
gac atg tac cat cta tcc ac gca tct gta ggt tct tcc 130 37
KIR2DS4 atc ctg caa tgt tgg tcg ctg gat aga tgaatgdc 1902 37
KIR1D atc ctg caa tgt tgg tcg ctg gat aga tgg @gcay 1885 37
KIR2DS5 aga gag ggg acg ttt aac c tcc gtg ggt ggoo 1950 30
ctg cac aga gag ggg acg ttt aac ¢ tcc aga gggdaggc 179 37
KIR3DL1 tac aaa gaa gac aga atc cac a tag gtacachgg gca a 1600 30
tcc cat ctt cca tgg cag at tag gtc cct gca aggagca 1600 30
KIR3DL2 cgg tcc ctt gat gcc tgt gac cac acg cagamc 1900 32
KIR3DL3 gga cct aca gat gtt gc tag ttg acc tgggaag 1575 30
KIR3DS1 ggc aga ata ttc cag gag g agg ggt cctgagaer a 1750 32
cag cgc tgt ggt gcc tcg ¢ ctg tga cca tga tcd cca 249 37

Per i geni KIR 2DL5.1, 2DL5.2 e le 2 varianti di 3D, tutti i reagenti sono in quantita
doppia per un volume totale di reazione di @D ed e stata raddoppiata anche la
concentrazione di partenza dei primer. Inoltre M®O e sostituito con acqua sterile, infatti,
l'utilizzo di questo reagente, seppur utile per teaere lineari gli amplificati, non e risultato
vantaggioso in tutti i casi e sperimentalmente @nos ottenuti migliori risultati non
aggiungendolo alla miscela di reazione. Queste ficadioni sono state adottate per le

difficolta di amplificazione rilevate per questig&IR, rispetto agli altri.

La miscela di reazione (34 totali) che ne risulta e la seguente:

8,72 ul H.O sterile

3,0 u Buffer 10X

1,8 MgCl, 25 mM

0,6 di ogni dNTP 10 mM

0,08 ul DNA Polimerasi Taq Gold 5 Wl
20 u DNA 30 ngful

6,0 u primerforward 4 pMAul (Invitrogen)
6,0 u primerreverse4 pMiul (Invitrogen)
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Il programma di amplificazione utilizzato per la gggor parte dei KIR € il seguente:
1 ciclo: 95°C 8 minuti attivazione dell’enzima
35 cicli: 95°C 30 secondi  denaturazione del DNAgia

55°C 45 secondi  appaiamento dei primer

68°C 1.30 minuti estensione delle eliche di nuomtesi

1 ciclo; 68°C 7 minuti estensione finale

Il programma di amplificazione utilizzato per KIR3D (la prima variante), 2DS5 (la
prima variante) e 3DL2 € il seguente:
1 ciclo: 95°C 10 minuti
35 cicli: 95°C 30 secondi
60°C 45 secondi
72°C 1.30 minuti
1 ciclo: 72°C 10 minuti

Il programma di amplificazione utilizzato per KIRRD, 2DL5.1, 2DL5.2 e 2DS1 (la

seconda variante) e il seguente:
1 ciclo: 95°C 10 minuti
40 cicli: 95°C 30 secondi
65°C 45 secondi
68°C 1.30 minuti
1 ciclo: 68°C 10 minuti

25 pl degli amplificati 2DL5.1, 2DL5.2 e 2DS1 e 18 degli altri amplificati sono stati
sottoposti ad elettroforesi in un gel di agarosdid% p/v in TAE 1X e bromuro di etidio al

5% v/v per 5 ore a 120 V. Il gel risultante e stafne fotografato agli UV.

Amplificazione dei genkiller immunoglobulin-like receptaramite PCR-SSP multiplex

Nel nostro laboratorio é stata in seguito speri@wantn’ulteriore metodica di
amplificazione dei geni KIR, definita PCR-SSP npi&. | nuovi primer forniti da Sun
J.Y & ci hanno permesso di avere una conferma dei nistliati e di verificare la validita

della metodica di genotipizzazione precedentemeederitta.
Questa nuova metodica presenta, rispetto alla geate PCR, diversi vantaggi: 1)

permette di analizzare piu campioni in minor tem@Y;richiede una minor quantita di
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reagenti; 3) consente di ottenere buoni risultatha in presenza di DNA parzialmente
degradato in quanto la lunghezza degli amplicarorapresa tra 108 e 565 bp.

Tuttavia, questa metodica non ci ha consentito ibaadonare completamente la
precedente PCR in uso, in quanto non permettestangione delle due varianti alleliche del
KIR2DL5 (5.1 e 5.2). Per questa nuovo metodo di P¥ORo state utilizzate 14 coppie di
primer suddivise in 4 distinte reazioni di multipld nuovi primer sono sequenza specifici e
permettono di ottenere 15 ampliconi tra i qualoenpresa una variante deleta del KIR2DS4,
denominata KIR2DS4r. Le 4 diverse reazioni di nplitk permettono di amplificare i

seguenti KIR:

MIX 1: KIR 2DL1 (437bp), KIR 2DS3 (279bp), KIR 2DL@32bp) e KIR 2DL2 (164bp).
MIX 2: KIR 3DL1 (565bp), KIR 2DL3 (334bp), KIR 2DS@04bp) e KIR 3DS1 (171bp).
MIX 3: KIR 2DS1 (231bp), KIR 3DL2 (142bp) e KIR 2B3L(113bp).

MIX 4: KIR 2DS5 (194bp), KIR 3DL3 (155bp), KIR 2DS430bp) e KIR 2DS4r (108bp).

La miscela di reazione per ciascun campione € gil16tali ed € composta da:
1,98 il H,0 sterile
1 il Buffer 10X (Applied Biosystems Branchburg, Newshy, USA)
0,9 il MgCl, 25 mM (Applied Biosystems)
0,25 il di ogni dNTP 10 mM (Applied Biosystems)
0,12 il DNA Polimerasi Tag Gold 5 W (Applied Biosystems)
1,0 ul DNA 15 ngjl
4 il primer MIX (1, 2, 30 4)

Il programma di amplificazione utilizzato € comuaike 4 reazioni ed e il seguente:
1 ciclo: 95°C 10 minuti
3cicli: 95°C 20 secondi
68°C 60 secondi
30 cicli: 95°C 20 secondi
65°C 40 secondi
72°C 20 secondi
1 ciclo: 72°C 5 minuti
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10 pl degli amplificati sono stati sottoposti ad elettiresi in un gel di agarosio al 3% p/v in
TBE 0,5X (tampone tris-borato) e bromuro di etidld% v/v (da una soluzione madre di 10
mg/ml) per 3 ore a 100 V. Il gel risultante é stafine fotografato agli UV.

Analisi dell’espressione genica dei KIR 3DL1 e 3DShnediante reverse transcription-
PCR (RT-PCR)

Per Il'analisi dell’espressione genica € innanatuttecessario convertire 'RNA
messaggero (MRNA) estratto aomplementaryDNA (cDNA) utilizzando il processo di
retrotrascrizione; dopo questo primo passaggipusi allestire la reazione di amplificazione
del cDNA mediante PCR.

Reazione di retrotrascrizione

La RT-PCR e basata sull'attivita dell’enzima retagtrittasi, una DNA polimerasi
RNA dipendente, che genera un filamento complemerdaDNA utilizzando 'RNA come
stampo. In questa tesi e stato utilizzato come mbaiiRNA totale e la reazione é stata
eseguita con un primer oligo-dT, in grado di apsaialla coda di poliA tipica del’RNA
messaggero eucariotico. Cio consente alla retwittesi di sintetizzare cDNA dalle
molecole di mRNA presenti nella reazione. La re&sdrittasi utilizzata e I'AMV dvian
myeloblastosis virys questo enzima ha un’attivitd polimerasica-3’ (con RNA o DNA
come stampo) ed un’attivita 3’5’ di RNasi H, che degrada il filamento di RNA @etloppia
elica RNA-DNA, prodotta durante la reazione.

Per la sintesi del cDNA é stato impiegato il kit oBtrotrascrizione Reverse
Trascription System(Promega Corporation, Madison, WI, USA).

La miscela di reazione utilizzata &€ composta da:

4,0 ul MgCl, 25 mM

2,0 ul Buffer 10X

2,0 ul miscela dei 4 dNTP (dNTRiix) 10 mM

0,5 ul enzima inibitore delle RNasi 40 j/(RNAsin)

0,75 AMV retrotrascrittasi 25 Uil

1,0 ul primer Oligo dT 0,5ug/ml

1,0 ug RNA

H>O priva di RNasi fino ad un volume finale di gD
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La miscela e stata incubata per 15 minuti a 42%C,ppsta a 95°C per 5 minuti per
bloccare la reazione ed infine posta in ghiaccioquelche minuto. Il cDNA cosi ottenuto e

stato conservato a —80°C.

Reverse transcripticPCR (RT-PCR)
Il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione e statgpipgato per studiare I'espressione dei

geni KIR3DL1 e KIR3DS1 nei linfociti granulati di4lpazienti con NK-LDGL e di 10
donatori sani. Per amplificare in modo univoco e &R sono state utilizzate delle coppie di
primer ricavate dalla letteratura (tabella 3). trel e stata eseguita 'amplificazione ddila

actina per verificare I'integrita dei campioni anati.

Tabella 3.Sequenze dei primer impiegati per lo studio di esgione genica.

Gene Primer forward Referenza| Primer reverse Refemreza | bp

KIR3DL1 | acatcgtggtcacaggtcc 32 acaactttggatctgggctt 93 663
KIR3DS1 | ggcacccagcaacccca 32 aagggcacgcatcatgga 32 247
B-actina cgcgagaagatgacccagat 93 ttgctgatccacatctgctgg 93 734

La miscela di reazione (25 pl totali) € cosi contigos

11,48 ul H,O sterile
2,5 ul Buffer 10X (Applied Biosystems)
2,0 ul MgCl, 25 mM (Applied Biosystems)
2,0 ul miscela dei 4 ANTP 25 mM (Applied Biosystems)
2,5 ul primer F 5 pmoll
2,5 ul primer R 5 pmoldl
2,0 ul  cDNA
0,02 ul DNA Polimerasi Tag Gold 5 W (Applied Biosystems)

Il programma utilizzato per 'amplificazione deiKle il seguente:
1 ciclo: 94°C 7 minuti
5cicli: 94°C 60 secondi
61°C 60 secondi
72°C 45 secondi
29 cicli: 94°C 30 secondi
60°C 45 secondi
72°C 45 secondi
1 ciclo: 72°C 10 minuti
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Il programma per I'amplificazione delfizactina e il seguente:
1 ciclo: 94°C 10 minuti
27 cicli: 94°C 30 secondi
60°C 30 secondi
72°C 40 secondi
lciclo: 72°C 7 minuti

Infine, 15ul degli amplificati ottenuti sono stati sottopoatl elettroforesi in gel di agarosio
all'l% p/v in TAE 1X e con bromuro di etidio al 5%v, per 1 ora a 100 V.

Analisi dell’espressione genica di DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, STAT3 e SOCS3

mediante Real Time-PCR

Real TimePCR

La Real TimePCR €& una tecnica che permette di monitoraremptereale la reazione

di amplificazione del cDNA ed e basata sulla diretiorrelazione tra I'emissione di
fluorescenza e la quantita di cDNA amplificato.

Per quantificare i livelli di mRNA di ogni campiore stato adottato un metodo di
quantificazione relativa che si riferisce ad un#arestandard, costruita tramite diluizioni
seriali (1:5, 1:25, 1:125) di un cDNA di controlloel nostro caso sono state utilizzate cellule
T purificate da buffy coat.

Per ogni campione €& stata eseguita lI'amplificazioneduplice copia dei geni
d’'interesse, DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, SOCS3 e STAT3de un gene espresso
costitutivamente in tutte le cellule, avente lazimne di normalizzatore interno, il GAPDH
(gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi). | primefizeati per amplificare i geni in esame sono
elencati nella tabella 4, sono stati tutti trovatietteratura, tranne quelli per SOCS3 che sono

stati disegnati nel nostro laboratorio.

Tabella 4.Primer utilizzati nella reazione &eal TimePCR.

Gene Primer forward Primer reverse Referenza
82

GAPDH | cgaccactt ttc aag ctc a agg ggt cta cat ggtgaac

DNMT1 | cca aag ccc gag aga gtg cct gag cct tag cag atttett t 49

DNMT3a | tat tga tga gcg cac aag aga g¢ ggg tgt tcc aggogtdtg ag 82

DNMT3b | ggc aag ttc tcc gag gtc tct g tgg tac atg gcigidt tag ga 82

SOCS3 cag ctc caa gag cga gta cca aga agc cgc tctad g

STATS3 agg agg agg cat tcg gaa a agc gcc tgg gtc agc tt 83
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Per le reazioni dReal TimePCR € stato impiegato lo strumento 70868quence
Detection Systerf6DS, Applied Biosystems).
Il protocollo utilizzato per l'amplificazione presle che per ogni campione da
analizzare si utilizzi una miscela di reazione (1 ¥tali) composta da:
1,5ul  cDNA
4,2ul  H»0O priva di RNasi
0,9ul  primer F 5uM (Sigma)
0,9ul  primer R 5uM (Sigma)
7,5ul  SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystemedntenente la Taq
polimerasi, i nucleotidi A, C, G, U, il tampone deazione, il cloruro di

magnesio, I'uracil N-glicosilasi (UNG) ed il SYBRr&en.

Il protocollo di reazione utilizzato per eseguieeReal TimePCR prevede un primo
passaggio ad una temperatura di 50°C per 2 mimutuesto modo avviene I'attivazione
dell’enzima UNG che permette di degradare eventudtaminazioni costituite da amplificati
precedenti che presentano l'uracile (U) al postiladémidina (T). Il secondo passaggio
avviene a 95°C per 10 minuti e porta alla disatiimae dell’enzima e alla denaturazione del
cDNA stampo. A questo punto inizia la reazione alimperizzazione che consiste in 45 cicli
in cui si ripetono, in sequenza, le fasi di deretigne (a 95°C per 15 secondi), appaiamento
dei primeral cDNA ed estensione (a 60°C per 1 minuto).

Per ogni campione, & stato eseguito il rapportdetiguantita iniziali di cDNA relative
ai geni d’interesse e quelielative al GAPDH.

ANALISI DEL PATTERN DI METILAZIONE DEI GENI KIR3DL1 E KIR3DS1

Modificazione del DNA con sale di bisolfito

Il DNA estratto da cellule NK purificate e statattato con il kit MethylampDNA
Modification” (Epigentek, NY, USA) Il protocollo prevede la modificazione chimica del
DNA con il bisolfito di sodio che agisce in modoesgico sulle citosine non metilate,
deaminandole. In questo modo le citosine non meté®ono convertite in uracile, mentre
guelle metilate non vengono modificat&ffinché [l'efficienza della modificazione sia
ottimale, la quantita di DNA di partenza deve essempreso tra 50 e 200 ng.

Il protocollo prevede i seguenti passaggi:
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Aggiungere al campione di DNA un volume di acqustillata fino a raggiungere un
volume di 24 pl e miscelare. Aggiungere successardenl pl di R1 (soluzione di
denaturazione del DNA), miscelare e incubare il giame a 37°C per 10 minuti.
Durante l'incubazione preparare la soluzione RIR32/aggiungere 1,1 ml di R3
(soluzione di modificazione del DNA) ad una fialaR2 in polvere e miscelare con |l
vortex fino ad ottenere una soluzione limpida, serizstalli. Aggiungere 40 pl di R1
alla soluzione R2/R3 e miscelare.

Al termine dell'incubazione aggiungere 1z2Edella soluzione R1/R2/R3 al campione.
Miscelare ed incubare a 65°C per 2 ore.

Porre una colonnina di purificazione in una proxelit raccolta. Aggiungere 300ul di
R4 (soluzione per il recupero del DNA modificatbampione, miscelare e trasferire
tutto il volume nella colonnina. Centrifugare a4®g per 15 secondi ed eliminare
I'eluito.

Porre 200 ul di R5 (soluzione per la purificaziated DNA modificato addizionata
con etanolo al 100%) nella colonnina e centrifugaid.400g per 15 secondi.
Addizionare 10 pl di R1 ad 1,1 ml di etanolo al 9Q%scelare ed aggiungere 50 pl
della soluzione ottenuta nella colonnina. Porredlannina per 8 minuti a temperatura
ambiente, poi centrifugare per 15 secondi a 13.400g

Aggiungere 200 pl di etanolo al 90% nella colonreneentrifugare a 13.400g per 15
secondi. Eliminare I'eluito e ripetere tale passaggntrifugando per 35 secondi.
Porre la colonnina in una provetta sterile da 1l5Aggiungere 14 pl di R6 (tampone
di eluizione) direttamente sul filtro della colonaie centrifugare a 13.400g per 20
secondi per eluire il DNA modificato.

Conservare il DNA modificato a -20°C fino ad un sia® di due mesi.

PCR sul DNA modificato

Al fine di studiare la metilazione del gene KIR3DBMDS1 e stata eseguita una PCR sul

DNA modificato che ha permesso di amplificare unagione genomica lunga

approssimativamente 400 bp, comprendente il promad’inizio del primo esone del gene

KIR in analisi. In questa regione, infatti, sonamalmente localizzate le principali isole CpG

per il controllo epigenetico dell’espressione gartramite metilazione.

I geni KIR3DL1 e KIR3DS1 in analisi sono forme déithe dello stesso gene ed

occupano lo stesstocus Al momento attuale, non & stato ancora condotto studio
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approfondito del promotore di questo gene, ma ¢gporee da noi esaminata sembra essere
identica per i due alleli. Per questo motivo, inper disegnati per amplificare tale sequenza
non riescono a discriminare tra i due KIR in esalreesequenze dei primer utilizzati sono:
KIR3DL1-F (5'-gga att ccg ttt ttt atg tta gta tafy t#a-3')* e KIR3DL1-R (5'-cgg gat ccc gcc

ata tct tta cct cca aat c-3")

La miscela di reazione (50 totali) e stata cosi preparata:

2,0 ul DNA modificato

27,5pl H,O sterile

50 ul Buffer 10X (Applied Biosystems)

3,0 ul MgCl, 25 mM (Applied Biosystems)

1,0 ul di ogni dNTP 10 mM (Applied Biosystems)

4,0 pl primer F 20 pM (Sigma)

4,0 ul primer R 20 pM (Sigma)

0,5 ul DNA Polimerasi Taq Gold 5 WI (Applied Biosystems)

Il programma di amplificazione utilizzato e il semte:
1 ciclo: 94°C 7 minuti
35 cicli: 94°C 30 secondi
48°C 30 secondi
72°C 1 minuto
1 ciclo: 72°C 10 minuti

Per controllare la corretta riuscita della PCR,osstati seminati ol dell’amplificato in
un gel di agarosio all’'1,5% p/v in TAE1X, con etidiromuro al 5% v/v. Il prodotto di PCR e
stato poi conservato a -20°C.

Per evitare che i componenti della miscela di @azidella PCR inibiscano i passaggi
successivi, e stata eseguita la purificazione detiqito di PCR mediante I'utilizzo del kit
“QIAquick PCR Purificatioh (QIAGEN). Successivamente dl degli amplificati sono stati
sottoposti ad un’elettroforesi di controllo in ual@ll’1% di agarosio in TAE1X, con etidio

bromuro al 5% v/v.
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Clonaggio del prodotto di PCR

Il prodotto di PCR purificato € stato inserito nektore di clonaggio “pCR 2.1-TOPO”
seguendo il protocollo del kitTOPO TA cloning (Invitrogen). Questa metodica consente
I'inserzione diretta di prodotti di PCR, amplificalal’enzima Taq Polimerasi, in un vettore
plasmidico tramite un singolo passaggio.

Il vettore di clonaggio “pCR 2.1-TOPQO” e un vettgiasmidico di 3.931 bp, presente
nel kit in forma linearizzata, provvisto di codehliT 3’ terminali e legato covalentemente
all'enzima Topoisomerasi | (virugaccinig. | residui terminali di deossitimidina permettono
all'inserto di PCR di legarsi efficacemente al gett Infatti, la Taq Polimerasi utilizzata nelle
reazioni di amplificazione aggiunge alle estrem®adi entrambe le eliche del DNA
neosintetizzato dei nucleotidi non corrispondeifib atampo, solitamente deossiadenosine.
L’enzima Topoisomerasi | fornisce I'energia necessper il legame tra I'inserto ed il vettore
plasmidico.

L’inserto da clonare si inserisce nel sito di poiaggio (MCS Multiple Cloning Sitg
situato all'interno di un breve tratto di DNA plaghco (acZa), contenente le regioni
regolatrici ed il frammento codificante la porzioremino-terminale dell’enzimap-
galattosidasi. Le cellule dt. coli, trasformate con questo tipo di vettori, codificala
porzione carbossi-terminale deflayalattosidasi.

| due frammenti proteici codificati dal DNA cromas@o e dal plasmide possono
associarsi secondo il processo d-complementazione, e formare una proteina
enzimaticamente attiva. Quando i ceppiHli coli, capaci di produrre If-galattosidasi,
vengono fatti crescere su piastre di agar contenentsubstrato incolore detto X-gal, la
demolizione di questa sostanza da parte dellenzonddetto produce un composto blu
insolubile. Pertanto, le colonie d&. coli contenenti plasmidi privi dell'inserto di DNA
esogeno risulteranno blu; al contrario, le colartie portano I'inserto e che quindi possiedono
un enzima inattivo saranno incolori. La resisteraampicillina, presente nel vettore,
rappresenta un fattore selettivo perché permettedscita su piastre di agar arricchite con
I'antibiotico solo di colonie dE. coli che siano trasformate con il vettore di clonagfigura
12). La miscela di reazione per la reazione diziigae contiene:

1-4ul amplificato

1,0ul Salt SolutionInvitrogen)

1,0ul vettore “pCR 2.1-TOPQO” 10 ng¥ (Invitrogen)
H.0O sterile fino ad un volume finale diy6.
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PRODOTTO DI PCR

Figura 12. Vettore di clonaggio.

In ogni reazione di ligazione sono stati utilizztil del prodotto di PCR purificato. La
reazione di ligazione é stata miscelata delicatamaémcubata a temperatura ambiente per 10-
15 minuti e poi posta in ghiaccio. Nel frattempockdlule diE. coli competenti TOP1Q
Invitrogen), conservate a —80°C, sono state scatgatantendole in ghiaccio.

Per trasformare un’aliquota di batté&ri coli pari a 50ul sono stati utilizzati i Gl totali
della miscela di ligazione. Dopo aver aggiunto, zeerpipettare, il DNA plasmidico
ricombinante, i batteri sono stati sottoposthacktermico: la provetta con la reazione e stata
posta in ghiaccio per 30 minuti, poi portata a 4p&E 30 secondi in un bagno termostatato e
quindi rimessa in ghiaccio per qualche minuto. $asivamente sono stati aggiunti 28l
terreno SOC (fornito dal kit) a temperatura amlaenta provetta e stata incubata a 37°C per
1 ora, in agitazione. Dopo lincubazione, i batteono stati suddivisi in due aliquote,
rispettivamente di 5@ e 250ul, piastrati in due capsule Petri con terreno diuca Luria-
Bertani (LB) addizionato con agar, ampicillina eg&} e successivamente pd3fiN a 37°C.

Per la preparazione del terreno di coltura LB i0 & totali di HO sterile si sono sciolti 5,0
gr di triptone 1%, 2,5 gr di estratto di lievitdb®, 5,0 gr di NaCl 1%; il terreno viene poi
portato a pH 7.00 con NaOH e autoclavato.

Per la preparazione del terreno solido si aggiuadhb gr di agar in 100 ml di LB prima di
autoclavare ed in seguito I'ampicillina ad una @nicazione finale di 5@g/ml. Le piastre

pOSSoNo essere cosi conservate per alcuni meSCa +4

Miniprep

Le colonie bianche ottenute dalla trasformazionapsstate inoculate in 4 ml di terreno
liquido di coltura LB, addizionato di gl di ampicillina (50 mg/ml) ed incubate in agitaze
a 37°COIN.
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L’estrazione del DNA plasmidico dalle cellule baitbe cresciute in sospensione
(miniprep si basa su un protocollo di lisi alcalina svilapp da Birnboim e Doly nel 1979.
Tale protocollo sfrutta il fatto che i plasmidi omolecole di DNA superavvolto, mentre il
DNA cromosomico e molto piu grande ed ha un liveilavvolgimento inferiore.

Queste differenze a livello topologico permettoagotecipitazione selettiva del DNA
cromosomico e delle proteine cellulari che, in qoiesodo, si separano dal DNA plasmidico
e dal’RNA. La lisi cellulare avviene a pH alcalifidaOH, pH 8.0) e induce la denaturazione
degli acidi nucleici e delle proteine. Quando ldusmne viene neutralizzata mediante
I'aggiunta del sale acetato di potassio (pH 5/9)NA cromosomico e le proteine precipitano
sotto forma di aggregato macromolecolare percha&paci di ritornare allo stato originale; al
contrario, i plasmidi riescono a recuperare la confzione nativa e rimangono in soluzione.

I DNA plasmidico e stato estratto utilizzando iit KQIAprep Spin Miniprep”
(QIAGEN) ed il DNA ottenuto e stato conservato 4G4

Il protocollo prevede i seguenti passaggi:

» centrifugare gli inoculi batterici a 1.300g per fOnuti con freno ed eliminare il
sovranatante;

» risospendere il pellet in 250 del buffer di risospensione P1 (addizionato disR8&l A
solution), vorticare e poi trasferire il volumeuna provetta da 2 ml;

* aggiungere 25@l del buffer di lisi P2, mescolare gentilmente ireado le provette
4-5 volte ed attendere non oltre i 5 minuti;

* aggiungere 35Ql del buffer di neutralizzazione N3 e mescolare mdmtamente
invertendo le provette 4-5 volte;

» centrifugare le provette a 17.900g per 10 min4ti@,;

« trasferire il sovranatante nelle colonnine QIApycando di non toccare il pellet
bianco;

» centrifugare le colonnine QlAprep a 17.900g pe6BGsecondi;

* aggiungere 75Qu del buffer di lavaggio PE e centrifugare a 17®Qfer 30-60
secondi;

* eliminare il sovranatante e poi centrifugare un@sda volta le colonnine QlAprep a
17.900g per 60 secondi eliminando cosi il buffer&gduo;

* inserire le colonnine in provette da 1,5 ml, sussesnente aggiungere 30 di H,O
sterile sul filtro della colonnina ed infine cefilgare a 17.900g per 1 minuto eluendo

in questo modo il DNA plasmidico. Conservare il Diglasmidico a +4°C.
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Controllo del clonaggio mediante restrizione

Per verificare che i plasmidi ottenuti dopo I'egtoae contengano effettivamente
inserto, abbiamo eseguito una restrizione mediafenzima EcoRI; infatti, il vettore
“pCR2.1-TOPO” (Invitrogen) possiede due siti ditrezsone per I'endonucleasi EcoRl,

flancheggianti la regione in cui si inserisce len®.

La miscela di reazione (50 totali) per ogni campione € composta da:
20 DNA plasmidico
50 ul BufferN3
0,3 u EcoRI (NewEngland Biolabs, Beverly, MA)
42,7 H,0 sterile
| campioni ottenuti sono stati poi sottoposti adingubazione di 1 ora a 37°C.
Successivamente, abbiamo seminatouR8ella miscela di reazione in un gel di agarosio
all'l% p/v in TAE1X con etidio bromuro al 5% v/v. dampioni di DNA plasmidico
ricombinante sono stati identificati tramite la ggaza nel gel di una banda lunga circa 400

bp, corrispondente al prodotto di PCR precedenténganato.

Sequenziamento

La reazione di sequenziamento € stata condottazzatiido il metodo dei
dideossinucleotidi, che consiste nella sintesiitrowdi un filamento di DNA ad opera di una
polimerasi, utilizzando uno stampo di DNA a singfilamento.

Per il sequenziamento e stato utilizzato il k&g Dye Terminator Cycl&equencing
Ready ReactidnApplied Biosystems), che contiene IRéady Reaction Mibxcomposta da: 4
diversi deossinucleotidi marcati, DNA polimer@snpliTaq MgCl, etampone Tris-HCI (pH
9.0). L'enzima utilizzato € una variante della DpalimerasiTaqg nel sito attivo contiene
infatti una mutazione puntiforme che causa una minore idiB@zione verso |
dideossinucleotidi. Questo enzima ha inoltre unzoisg¢a mutazione nel dominio amino-
terminale che elimina virtualmente [lattivita 53’ esonucleasica della DNA polimerasi
AmpliTaq

Per un singolo inserto sono state allestite dugioeadi sequenziamento, ognuna
condotta con un singolo primer: il primer KIR3DL1pEr la sintesi del flamentorward ed

il primer KIR3DS1-R per il filamentaeverse Le reazioni di sequenziamento sono state
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condotte con il metodo delcycle sequencirigche sfrutta la ripetizione dei cicli di
denaturazione termica, allineamento ed estensi@neapmentare il livello del segnale e,

contemporaneamente, diminuire la quantita di DNakgto richiesta.

La miscela di reazione per ogni singolo campiondieae:
8,0ul Ready Reaction Mix (scongelata in ghiaccio)
1,0l primer Fo R 3,2 pMil
8,0ul H,O sterile
3,0ul DNA (200 ng circa)

La reazione dicycle sequencirige stata programmata secondo le seguenti condtizion
25 cicli: 96°C 10 secondi
50°C 5 secondi
60°C 4 minuti

| prodotti di PCR sono stati purificati tramite tilizzo delle colonnine CENTRI-SEP
(Applied Biosystems). Questo procedimento perméiteliminare i BigDye Terminator ed

altri reagenti in eccesso.

Dopo la purificazione i campioni da sequenziareosetati sottoposti alla seguente
procedura:
— aliquotare nelle provette utilizzate per sequerzid? ul di Template Suppression
Reagen(TSR, Applied Biosystems) e 10di campione purificato;
— vorticare e centrifugare i campioni;
— porre i campioni a 95°C per 2 minuti per la deratione del DNA, riportarli a +4°C

e conservarli in ghiaccio fino all'uso.

Il TSR é un tampone che serve per mantenere demiatditamenti da sequenziare. Il
sequenziatore utilizzato, ABI PRISM 31Benetic Analyzere dotato di un sistema di
elettroforesi capillare provvisto di un laser chduce fluorescenza.

| campioni sono stati introdotti nel capillare prdentemente riempito con un polimero
(POPG Applied Biosystems); i frammenti di DNA marcatin® stati quindi sottoposti ad una
corsa elettroforetica attraverso il polimero nelalgusi separano in base al loro peso

molecolare. Durante [l'elettroforesi i frammenti paiso attraverso la finestra ottica del
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capillare e qui vengono colpiti dal raggio laserfluorocromi coniugati ai 4 diversi
dideossinucleotidiBigDye Terminator emettono luce ad una lunghezza d’'onda specifica e
tale caratteristica viene sfruttata per identicher diverse basi che compongono la sequenza
di DNA in analisi. La luce emessa viene raccoltseparata da uno spettrografo a seconda
della lunghezza d’'onda. | dati ottenuti sono statilizzati mediante software”Sequencing
Analysis: tale programma elabora i segnali di fluoresceraecolti dal’ABI PRISM 310
Genetic Analyzee i converte nei picchi dell’elettroferogramma,rbppresentazione grafica

da cui I'operatore puo determinare la sequenzeaentidica.

Screening delle isole CpG metilate

Ogni sequenza ottenuta, che rappresenta per cdowenit filamento stampo, € stata
confrontata con la sequenzaconsensus originale, ottenuta presso il sito
http://www.genecards.org (GenelD 3811).

Dal confronto della stessa regione genomica prindap® il trattamento con il sale di
bisolfito abbiamo distinto le sequenze dinucleatid CpG metilate da quelle non metilate.
Infatti, poiché il trattamento modifica in uracleecitosine (C) non metilate, nella sequenza in
analisi queste ultime vengono sostituite da tin{ifg al contrario, le C metilate rimangono

immodificate e vengono ritrovate come C.

COLTURE CELLULARI

| PBMC sono stati coltivati in apposite piastréaatoncentrazione di 1-2x3 @i
cellule/ml, con terreno RPMI1640, contenente L-ghina (2 mM) e HEPES (25 mM)
(Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA), adadiato di FCS alla concentrazione del
10%. Al terreno sono stati aggiunti gli antibiotgnicillina (100 U/ml) e streptomicina (100
pg/ml, Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USE@. cellule sono state mantenute a 37°C
in un incubatore a flusso di G@l 5% ed in ambiente umido. Tutti i trattamentileleellule
sono stati fatti sotto cappa sterile a flusso larerBiohazard.

Le colture cellulari sono state utilizzate perdgusenti analisi:

1) la valutazione della mortalita dei GL dopo 2 erelopo 1, 3, 5 e 7 giorni in seguito a
somministrazione della chemochina CXCL16 (10 ng/R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) o dell’agente apoptotico desametazone (10 h@d®mgma Aldrich; Milano, Italia) o dei

due fattori insieme;
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2) per la valutazione dei livelli d’espressiones@CS3 dopo somministrazione di IL-15, IL-2
e PHA (fitoematoaglutinina) (10 ng/ml) (R&D SystenMinneapolis, MN, USA) dopo 2, 12
e 24 ore e di SOCS3 e STAT3 dopo somministraziané-8 (10 ng/ml) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) dopo un’ora.

TEST DI VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI MEDIANTE ANNESSIN AV

Il test di valutazione dell'apoptosi mediante armmies V (Kit Bender MedSystem
Vienna, Austria) permette d’identificare le celludg@optotiche con la citometria a flusso,
analizzando il legame dellannessina V (AnV), cgata con il fluorocromo FITC, alla
fosfatidilserina (PS). L'apoptosi e caratterizzadéauna varieta di modificazioni morfologiche:
la perdita dell’asimmetria e delle proprieta didewe della membrana, la condensazione del
citoplasma e del nucleo ed il clivaggio internuslemico del DNA. Una delle prime fasi di
apoptosi € la traslocazione del fosfolipide di meamb PS dal foglietto interno a quello
esterno della membrana plasmatica. In questo miodii di legame sulla PS diventano
accessibili al’annessina V, una proteina di 35K38a C&*-dipendente, con alta affinita per
la PS. La traslocazione della PS precede altri teveame la perdita dell’integrita della
membrana plasmatica, la frammentazione del DNA &dadensazione della cromatina.
Percio I'AnV-FITC puo essere usata come indicattaiée cellule in apoptosi precoce.

Di conseguenza le cellule possono risultare o negall’AnV, quindi considerate
vitali, o positive all’AnV, considerate in apoptosi

Il test e stato effettuato utilizzando il protocotlescritto nel kit dell@ender(Bender
MedSystein Un quantitativo di 5x10PBMC sono stati lavati in PBS, risospesi in 195li
tampone di legame (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mBICl, 5 mM CaGl)
precedentemente diluito 1:4 in acqua bidistill&,incubati con .l di AnV-FITC, 4 ul di
anti-CD16-PE (Ficoeritrina), 4u di anti-CD8-TC (Tricolor) e 4ul di anti-CD3-APC
(Alloficocianina), al buio per 10 minuti a tempernst ambiente. La marcatura permette di
individuare nella popolazione di PBMC i GL e ladarontroparte normale. Dopo un lavaggio
in PBS, il pellet & stato risospeso in 20i tampone di legame. Infine, é stata effettdata
lettura al citofluorimetro.

Tutti i campioni sono stati analizzati usando |kmatore FACSCalibur Becton
Dickinsor).
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ALLESTIMENTO PREPARATI PER MICROSCOPIO CONFOCALE

| GL (40x1C cellule) sono stati fatti aderire su vetrini préertemente ricoperti con
polilisina alla concentrazione di 5@/ml e, di seguito, fissati con paraformaldeideAPIBo).
Dopo lavaggio in PBS, e stata effettuata la peritizahzione con Triton X-100 0,1% e
Sodio Citrato 0,1% prima di procedere alla satamazicon PBS-BSA 2%. Le cellule sono
state poi incubate per un’ora a temperatura ambi¢oppureovernighta 4°C) con gli
anticorpi primari anti-CXCL16yoat anti-humanlgG (5 pg/ml) e anti-CXCR6mouseanti-
humanlgGzg (25 pug/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e, dope tavaggi con
PBS, sono state lasciate per 30 minuti al buio l@mticorpo secondaridlexa Fluor 488
donkeyanti-goat (1 pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Quindire state lavate
di nuovo per tre volte con PBS e poi lasciate gem8nuti al buio con un altro anticorpo
secondario, iTexas Regoatantimouse(1l pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Infine, si effettuano tre lavaggi in PBS e il vatrsiviene chiuso con un vetro coprioggetto.

| vetrini sono stati osservati al microscopio cardie Leica TCS SP3_¢ica Milano,
Italia). Le immagini acquisite sono state ulterierte elaborate mediante i softwameage J
3.14e Adobe Photoshop

PATCHING

La tecnica depatchingserve a rilevare se una molecola della membrahalaze,

cellulare. Questa tecnica ci & servita per indigiduse CXCR6 si localizza all'interno dei
lipid rafts dei GL.

La quantita di cellule necessarie sono 2,5 & dlla concentrazione di 1 x @i
cellule/ml. Per individuarelipid rafts vengono eseguiti i seguenti passaggi: viene mataat
molecola specifica ddipid rafts GM1, con il frammentaabbit cholera toxinB (CTB) non
coniugato (lug/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), lasciahel ad incubare per 10
minuti in ghiaccio; quindi si incubano le cellulercl'anti-CTB non coniugato (ug/ml)
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) per 15 minuti3&°C; infine, si marca con
'anticorpo secondarioTexas Redgoat anti+abbit IgG (1 pg/ml) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) per 10 minuti in ghiaccio kebaio. Questa marcatura viene fatta sui
GL in sospensione e i lavaggi vengono fatti con REMato + Ab + FCS 2%. Una volta

marcati ilipid rafts, le cellule vengono fatte aderire al vetrino. CXCRiene marcato
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direttamente sui GL adesi al vetrino. La marcatueme effettuata con lI'anticorpo primario
anti-CXCR6 mouseanti-human (25 pg/ml) un’ora a temperatura ambiente e con anticorpo
secondarioAlexa Fluor 488 goat antiimouselgG (1 pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) mezzora a temperatura ambiente e al bDmpo ogni marcatura si fanno tre
lavaggi con PBS. Una volta chiuso il vetrino conwatro coprioggetto € pronto per essere
osservato al microscopio.

| vetrini sono stati osservati al microscopio awa#le Leica TCS SP5. Le immagini
acquisite sono state ulteriormente elaborate mesdiarsoftwarelmage J 3.14e Adobe

Photoshop

ANALISI STATISTICA

Tutti i dati sono stati espressi come medliagrrore standard della media; I'analisi

statistica si € basata su tdstdi Student e sono stati considerati valori staashente

significativi solo quelli con p<0,05.
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RISULTATI

ANALISI FENOTIPICA

Attraverso I'analisi citofluorimetrica, abbiamo etiuto dati rappresentativi dei profili
fenotipici delle cellule NK proliferanti nei pazigraffetti da NK-LDGL. Complessivamente
sono stati analizzati i linfociti di sangue pender di 35 pazienti e di 6 individui sani,

utilizzati come controlli normali.

Tabella 5. Risultati dell’analisi fenotipica dei linfociti diangue periferico dei 35 pazienti studiati.

Espressione immunofenotipica dei KIR
Pz n.| GL x10° KIRZEDBL61/81 KlRZ%Ié?gz/Ls KIR3ZDZL71/81 KIRQ3?36L2 Eliszglgj
1 5.1 + + - - -
2 8.6 - - - - -
3 3.6 + - - - -
4 2.4 - + - - -
5 3.1 - + + - -
6 4.1 + - - - +
7 3.0 + + - - -
8 5.9 + + - - -
9 4.8 - - - - +
10 3.5 - - - - +
11 2.9 - - - - -
12 4.1 - ; ] } n
13 3.5 - - - + -
14 3.3 + - - - -
15 2.8 - + + - -
16 5.0 - - - - -
17 2.5 - + - - -
18 8.8 + + - - +
19 2.9 - - - - -
20 5.6 - - - - -
21 6.3 - - - - -
22 2.6 - - - - -
23 3.4 - + - - -
24 5.9 - - + - +
25 5.1 + + - - -
26 4.1 - - - - -
27 2.1 - + - - -
28 3.4 - + - - -
29 5.2 - - - - -
30 2.5 + + - - -
31 3.1 - + - - +
32 4.8 - - + - +
33 3.0 - - - - -
34 2.2 + + - - -
35 4.0 + - - - -
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La presenza di ciascun recettore KIR é stata \al@al'intera popolazione linfocitaria
e confermata con l'analisi a doppia marcatura stéleule CD3- CD16+. A questo scopo, é
stato utilizzato un pannello di anticorpi monoclbnanti-KIR che distinguesse
fenotipicamente 5 sottopopolazioni all’interno @eimpartimento espanso di cellule NK. 1
risultati, riportati nella tabella 5, dimostranonoe i KIR siano espressi sulla superficie delle
cellule NK nella maggior parte dei pazienti anaizz25 casi su 35, e che in diversi pazienti
l'intera popolazione delle cellule NK sia omogeneate marcata da un solo anticorpo anti-
KIR, mentre la popolazione di cellule NK dei coffirmormali manifesti I'atteso fenotipo
KIR eterogeneo, in cui sono presenti tutte e 5otopopolazioni riconosciute da ciascun
anticorpo utilizzato.

Complessivamente, i nostri dati attestano che folaaione di cellule NK dei pazienti
affetti da NK-LDGL, rispetto a quella degli indiwvid normali, € caratterizzata da una
rappresentazione anormale dei sottogruppi di eINK, dove ilpattern di reattivita agli
anticorpi anti-KIR e ristretto. Inoltre, sulla badella espressione KIR, in un terzo dei pazienti

e ipotizzabile la monoclonalita della proliferazéocellulare.

ANALISI GENOTIPICA

| profili genotipici dei KIR di 50 individui normale di 35 pazienti sono riportati
rispettivamente nelle tabelle 6 e 7. Le analisicsstate condotte tramite la tecnica di PCR-
SSP, descritta in precedenza, che ha permessagaivase I'assenza o la presenza di ciascun
gene KIR. | geni analizzati per ogni individuo sohb, per un totale di 22 reazioni di
amplificazione: infatti, per alcuni geni sono statdizzate piu coppie di primer al fine di
individuare tutti gli alleli finora noti. | due padogeni KIR2DP1 e KIR3DP1 non sono stati
presi in esame in questo studio. A conferma dej daasi tutte le analisi sono state ripetute
con una nuova tecnica di PCR multiplex, sperimentatentemente nel nostro laboratorio.
Questa ulteriore prova ha confermato tutti i nosisultati ottenuti con la precedente
metodica.

| genotipi dei pazienti e dei controlli analizzagresentavano tra i 7 e i 15 geni
(KIR2DS4 e KIR1D sono stati considerati come uncargene, in quanto alleli dello stesso
locug. Il confronto del contenuto genico (per genotiglb)entrambi i gruppi esibiva una
media di 10 geni per il gruppo dei controlli e di §eni per i pazienti, senza evidenziare
alcuna differenza significativa. Il quadro cambi&eaveniva considerato il valore della moda
(funzione statistica che restituisce il valore paorrente in un intervallo di dati). Osservando

la frequenza di ogni genotipo, distinto per la ntmséa dei geni KIR, il contenuto genico piu
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Tabella 6. Profili genotipici dei controlli. Le caselle grigimdicano la presenza dei singoli geni, le caselle
bianche ne indicano I'assenza.

cControlli | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2D1sa | 2pisb J2psi |eps2 J2pss |epsa | ip | 2pss |spLa | spLz | spis | spsi
1,2 n2
3
4.7 n4
8.9 n2
10
11,12 n.2
13
14
15
16
17,18 n.2
19
20
21
22,23 n.2
24-26 n.3
27
28
29-31 n3
32-37 n.6
ag
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Tabella 7. Profili genotipici dei pazienti. Le caselle grigiraicano la presenza dei singoli geni, le caselle
bianche ne indicano I'assenza.

pazienti 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5a 2DL5b | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 | 2DS4 1D 2DS5 | 3DL 1| 3DL2 ] 3DL3 | 3DS1
1,2 n.2

3-5 n3
6
78 n2

9-11 n3
12

13

14

15

16

18 n.2

19
20
21
22,23 n.2
24

25

26

27

28
29

30
31
32
33

34,35 n.2
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frequente diveniva di 8 geni nel gruppo di individani e di 14 geni in quello dei pazienti
(figura 13). In questi ultimi sono quindi signifibeamente piu frequenti genotipi a piu alto
contenuto genico (p<0,05).

25

20

15 -

10

Frequenza genotipi (%)

7 8 9 10 11 12 13 14 15

Numero di geni KIR in un profilo genico

25

Frequenza genotipi (%)

Numero di geni KIR in un profilo genico

Figura 13. Istogrammi della frequenza di ogni genotipo distiper il numero di geni che lo compongono nel
gruppo di individui normali (pannello A) e in queltlegli individui affetti da NK-LDGL (pannello B).

Questo dato non solo indica una differenza tranglividui affetti ed i controlli sani, ma
e anche discordante con quello riportato nella [agane caucasica, in cui il numero piu
frequente di geni per genotipo & Trisultato quasi interamente dovuto ad un’alt@tienza
di genotipi omozigoti per I'aplotipo A (costituia soli 7 geni). Infatti tutti gli altri genotipi,
eterozigoti per la combinazione degli aplotipi Be@ppure omozigoti per I'aplotipo B, sono
caratterizzati da un contenuto genico maggiore.die7 differenze fra genotipi date da un
maggior numero di geni KIR, sono dovute ad una nuggesenza di geni KIR attivatori
che, rispetto ai recettori inibitori, risultano neritamente piu variabili.
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Analisi delle frequenze dei profili genotipici

Gli studi condotti finora sulla popolazione caucasindicano che per quanto vi sia
vasta eterogeneita genotipica KIR all'interno dayopolazione, esistono profili genici piu
frequenti, in particolare quello costituito dalllappo A in omozigosi. Carrington definisce
che la sua frequenza nella popolazione caucasieasia del 279 e Uhrberg sostiene che un
individuo su tre ne sia in posse¥sduesto dato & stato per noi di estremo intergssehé
sorprendentemente i dati da noi raccolti non hanmmnifestato questa predominanza:
'omozigosi per l'aplotipo A € stata riscontrata in solo individuo tra i pazienti
(frequenza=0,03) e in 6 casi nel gruppo dei cohtfblequenza 0,12). Il risultato non é
mutato neanche utilizzando una nuova metodica @iiicazione di recente sperimentazione,
formulata e proposta da J.I. Senal®.. E’ importante precisare che, nel nostro studitij t
genotipi KIR sono stati caratterizzati in accordm @ modello di Hsu et a, che include la
tipizzazione di 2 geni di recente scoperta: KIR1IKKR2DLS5. | profili da noi trovati
appartengono prevalentemente al gruppo eterogegiegedotipi di tipo B caratterizzati dal
possesso di piu di un gene KIR attivatorio. L’asialiei profili genotipici nel gruppo di
controllo ha portato all’identificazione di 34 dige genotipi KIR: 24 riscontrati una sola
volta e 10 osservati da 2 a 4 volte ciascuno. Kgbgp dei pazienti sono stati identificati 26
diversi genotipi KIR, 16 non ripetuti e 7 ossenasdi 2 a 3 volte. In ciascun gruppo sono stati
identificati quindi alcuni genotipi condivisi datpdi un individuo, tuttavia i profili ricorrenti
osservati nel gruppo dei pazienti non sono statiemuti nel gruppo di controllo e viceversa.
Questi dati ci portano ad ipotizzare che determigamotipi siano piu facilmente ritrovabili
nei pazienti affetti da NK-LDGL. Al contrario, thaprofili ritrovati una sola volta abbiamo
identificato 2 profili genici condivisi dai due gypi in esame (pz.19 con ctr.21 e pz.16 con
ctr.28).

VALUTAZIONE DEI RECETTORI KIR3DL1 E KIR3DS1
Analisi del genotipo di KIR3DL1 e KIR3DS1
L’analisi immunofenotipica, condotta in precedemed nostro laboratorio su linee di

cellule NK ottenute da pazienti con NK-LD&)| aveva evidenziato la tendenza delle cellule

patologiche ad esprimere il recettore attivatoridRBDS1 rispetto al corrispondente
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inibitorio. Abbiamo quindi voluto confermare talesservazione conducendo analisi
genotipiche e d’espressione dei due recettori igruppo di pazienti.

Innanzitutto, € stata valutata a livello genotipileo presenza o meno degli alleli
KIR3DL1 e KIR3DS1 in 14 pazienti e 10 controlli meali tramite PCR-SSP su DNA e con i
risultati ottenuti ne abbiamo calcolato le frequeifiabella 8). L'allele KIR3DL1 é risultato
presente, in entrambi i gruppi di studio, con ureqiienza del 100%. Il KIR3DS1 é stato
ritrovato nel gruppo di controllo con una frequernzd’80% e nel gruppo dei pazienti con
una frequenza leggermente inferiore (64%). Nel desgw, I'indagine non ha evidenziato
differenze significative tra i controlli sani edpazienti analizzati, in particolare, l'allele

inibitorio risulta presente con la stessa frequerealue gruppi.

Tabella 8. Risultati dell'analisi genotipica relativa ai KIBDL1 e 3DS1, condotta sui pazienti con NK-LDGL
(pannello a sinistra) e sui controlli normali (pallo a destra). Le caselle colorate indicano las@mnea dei
rispettivi alleli.

KIR3DL1 | KIR3DS1

KIR3DL1 | KIR3DS1
DNA DNA

pazienti controlli

ctrl
ctr 2
ctr3
ctr4
ctr5
ctr 6
ctr7
ctr8
ctr9
ctr 10
frequenza| 100% 80%

frequenza

Espressione degli alleli KIR3DL1 e KIR3DS1

Una volta determinato il genotipo per il gene KIR3IBDS1, ne abbiamo valutato
I'espressione mediante RT-PCR nelle cellule NKasoimediantsorting da pazienti affetti
da NK-LDGL e da controlli normali (tabella 9). Pegni paziente ed ogni controllo normale

analizzato e stata amplificata anch@actina, in quanto gene costitutivamente espresie n
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cellule, con lo scopo di controllare I'integrital d®NA di partenza. | nostri risultati hanno
evidenziato che la forma attivatoria KIR3DS1 e smmpspressa (100%) nei pazienti,
confermando i dati immunofenotipici precedentemeatinuti; inoltre, abbiamo potuto
osservare che questo stesso gene, nei contralliesagpresso con una frequenza pari al 75%.
L’'aspetto piu interessante della nostra indaginengerso, pero, dai risultati di
espressione dell’allele inibitorio: comparando loeo i dati relativi ai due gruppi, analizzati
mediante il testt di Student e risultata significativa la ridotta espressiael recettore
inibitorio KIR3DL1 nei pazienti (dimostrabile nell2 dei casi) rispetto ai controlli sani, nei

quali e espresso con una frequenza del 90% (p<Qdllla 9).

Tabella 9. Risultati dell'analisi dell'espressione dei KIR 3Dé& 3DS1 nei pazienti con NK-LDGL (pannello a
sinistra) e nei controlli normali (pannello a de¥tie caselle colorate indicano la presenza di genessaggeri
dei KIR analizzati.

Pazienti KIR3DL1 KIR3DS1 controli KIR3DL1 KIR3DS1
DNA | mRNA | DNA | mRNA DNA |mRNA | DNA |mRNA

pz 1 ctrl
pz 2 ctr 2
pz 3 ctr3
pz 4 ctr4
pz 5 ctr5
pz 6 ctr 6
pz 7 ctr 7
pz 8 ctr 8
pz 9 ctr 9
pz 10 ctr 10
pz 11

pz 12

pz 13

pz 14

Analisi della metilazione a livello del promotore @gli alleli KIR3DL1 e KIR3DS1

La mancanza d’espressione del recettore inibit&iliR3DL1 nei pazienti affetti da
NK-LDGL, ci ha indotto a focalizzare la nostra att®ne sulla metilazione del
corrispondente promotore genico, per indagarelsertaccanismo epigenetico potesse essere
responsabile della sudownregolazione. Nel promotore sono normalmente lazate le
principali isole CpG, che permettono il controlltiveello genetico dell’espressione genica. La

by

loro metilazione, infatti, come €& confermato daed$¥ studi, rappresenta il principale

63



meccanismo responsabile della regolazione dellsspone dei recettori KIR, sia nelle cellule
NK di linea, che nelle cellule NK ottenute da damasant”®

In generale, i promotori dei geni KIR presentancelevato grado di similaritj che &
tuttora oggetto di studio. Il KIR3DL1 ed il KIR3DSIn quanto alleli dello stesso locus
genico, ma codificanti due recettori con attivifgposta, rappresentano un caso unico ed al
momento attuale non é stata ancora compiuta ursarzgdprofondita dei polimorfismi che
caratterizzano il loro promotore. Tuttavia, la tegg da noi esaminata, subito a monte del
codone d’inizio, sembra essere identica per i diei.&Per questo motivo, i primer utilizzati
nella nostra indagine non permettono di discrinertea le forme alleliche del KIR3DL1 e del
KIR3DS1.

La valutazione dello stato di metilazione é statadotta sulle cellule NK di 3 dei
pazienti analizzati in questo studio (pz.1, pzfzet). A livello genico, i pazienti n.1 e n.3
possiedono entrambi gli alleli ma esprimono soKIR3DS1, mentre il paziente n.4 presenta
esclusivamente I'allele inibitorio e non lo esprifteella 9).

Come controlli sono stati analizzati 3 soggettilalgdopolazione sana, che hanno
presentato risultati pressoché sovrapponibili.Ataali normali (ctr.1, ctr.3, ctr.6) presentano
ed esprimono sia la forma inibitoria che attivatorel recettore; le cellule studiate
costituiscono la frazione della popolazione NK tar&zata dalla mancata espressione di
entrambi gli alleli; tali cellule, infatti, non vgono marcate, in presenza dell’anticorpo
monoclonale Z27 (specifico per il KIR3DL1 ed il KIBRS1), risultando quindi CD16+ CD3-
ZIN-.

Come ci aspettavamo, tutte le sequenze dei cantodienute dopo il trattamento,
sono state ritrovate metilate (figura 14, pannéljo Diversamente, la maggior parte delle
sequenze relative ai pazienti n.1 e n.3 sono awulimetilate e solo alcune, invece,
completamente non metilate (3 su 10) (figura 14nnpdo B). Poiché i due pazienti
possiedono entrambi gli alleli a livello genico reaprimono solo I'attivatorio, abbiamo
ipotizzato che le sequenze metilate corrispondessdliallele inibitorio non espresso;
viceversa, quelle non metilate corrisponderebbdfallele attivatorio, che viene invece
trascritto. A conferma di questa ipotesi, le seqeettel paziente n.4, che presenta solo l'allele
KIR3DL1 e non lo esprime, risultano tutte metiléfiigura 14, pannelli B e C).

Affinché i risultati dell'indagine sulla metilazienfossero comparabili tra loro, abbiamo
considerato solo le sequenze metilate, ovvero euelie ipotizziamo corrispondano al
promotore dell'allele KIR3DL1 silenziato; in seguitper i pazienti e i controlli, sono state

calcolate le frequenze di metilazione relative gdiasola CpG presente nel promotore (dati
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non rappresentati). Infine, e stata eseguita laianddlle frequenze dei pazienti e questa
messa a confronto con quella dei controlli, me@ahtestt di Student(figura 14, pannello
D).

| dati ottenuti hanno evidenziato che nel promotbgeKIR3DL1 dei pazienti vi € una

maggiore frequenza di metilazione rispetto a quaglacontrollo (p<0,05).

A Start cgdon B Start cadon
-14 -10 5 +1 +5 -14 -10 -5 +1 +5
otr 1 Ooooéooooéoooo@oé 21 O0e0eeeeseee0e00 9
068 __© 08 e oo
@0 0000000 O ©
068 | ® 0680 __ o¢ |
06 00 060 6 6  _ o
00 | 00 00068 . & & 08
0.0 O . 08 00  000e
000 .. 000 600 O © ) 000000000000 0000000
00 00 . 000 ., 0 © . O 0000000000000000000
C Start codon D
-14 -10 -5 +1 +5
za  GO00000000000000000 9
0000000 000 00000 2 1.0, p<0.01
: i
CO00000000000000000 5 0.8
5 0.8
0000000000 00000000 E
000080 000000 00000 5 06
0000000 8000 000000 8 04
c
0O e00000000000000°0 g
3 0.2
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Pazienti controlli
090008 0000000 0000 con LDGL

Figura 14. | pannelli A, B e C riportano ipattern di metilazione del gene KIR3D1, quello A raffiguia
sequenze di un controllo rappresentativo, quelle B quelle di due pazienti rappresentativi. | cemkni
indicano le isole CpG metilate, quelli vuoti quetien metilate. Nelle figure é indicata la posiziata sito
d’inizio, indicato dalla freccia nera, e le isol@®& sono numerate prima e dopo il sito d’inizio irdine
progressivo. Per | controlli, I'analisi & stataemiita su cellule NK purificate COBD16'KIR3DL1/KIR3DST,
invece, per i pazienti l'analisi & stata ottenutacsllule NK purificate CD3- CDI6 Come si pud osservare dal
numero di cerchi pieni nei pannelli A, B e C, l&duenza di metilazione risulta aumentata nei p&zan
confronto con i controlli, rispettivamente 0.76D\s 0.49+0.10, p<0.05, quindi la metilazione delldésGpG
correla con l'attivita trascrizionale del gene KIRB Nel pannello D é riportato I'istogramma delor@ medio
della frequenza di metilazione riscontrato nei dugopi di studio.

Espressione delle DNA metiltransferasi (DNMT)

Il meccanismo epigenetico della metilazione indindnelle DNMT i suoi principal
effettori. Le differenze riscontrate tra pazientiantrolli, a livello di frequenza di metilazione,
ci hanno indotto a valutare I'espressione delleNfVX¥ (DNMT1, DNMT3a e DNMT3b),
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responsabili della metilazione del DNA. L'indagiaestata condotta, tramite I'impiego della
metodicaReal TimePCR, sulle cellule NK isolate mediargerting dai 14 pazienti e dai 10
controlli normali, affinché i valori di espression#enuti rispecchiassero realmente I'attivita
delle DNMT in queste cellule.

Per quanto riguarda le isoforme DNMT3a e DNMT3bspressione del messaggero é
risultata esigua e non quantificabile, in quanteriore al livello minimo di sensibilita dello
strumento. Questo risultato € in linea con divetgdi, nei quali € stato dimostrato che queste
due DNMT sono normalmente poco esprésse

Al contrario, i livelli d’espressione della DNMTDbso stati rilevati sia per i pazienti che
per i controlli normali e la successiva normalizaae e stata eseguita sul gene GAPDH. La
media dei valori dei pazienti e risultata pari @75(DS= 2,78) mentre quella dei controlli & di
4,98 (DS= 3,23). | dati sono stati analizzati mathal testt di Studentdal quale € emerso che
le differenze fra le medie osservate non sono ssizdimente significative (dati non
rappresentati). Nel complesso, questi risultath@nno portato ad escludere le DNMT dai
possibili fattori coinvolti nella deregolazione dphttern di metilazione e quindi nella
patogenesi della LDGL di tipo NK.

VALUTAZIONE DI SOCS3 NELLA T-LDGL

Analisi d’espressione di SOCS3

Basandoci sul dato di letteratura che STAT3 siditctivamente attivato eover
espresso nella T-LDGP>! abbiamo analizzato nei pazienti affetti i livetli mRNA di
SOCSS3, la cui trascrizione viene attivata da STATéhe di STAT3 stesso é inibitore in un
circuito a feedback negativo. Prima di studiare S@Cpero, abbiamo voluto esaminare
gual’era I'espressione effettiva di STAT3 nei patiee nei controlli del nostro studio, per
verificarne la confrontabilitd con i dati di letédura. | dati sono stati ottenuti tramiReal
TimePCR sui GL isolati da PBMC di SP tramite la teenttelsorting Nei controlli normali
sono state purificate e prese in esame le cellDig l&2ight, considerate gli equivalenti dei GL
patologici nei normali. | risultati conseguiti s@ pazienti e 11 controlli hanno confermato
che I'espressione di STAT3 e piu alta, in modoigiaamente significativo, nel gruppo dei
pazienti (1,29 * 0,68) rispetto a quello dei colitr®,41 + 0,09) (figura 15; p<0,05) ed e
emerso che l'espressione media di SOCS3 nei paz&a0+0.18) non e diversa in modo

statisticamente significativo da quella osservaiecontrolli (0.32+0.17) (figura 16).
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Figura 15. Istogramma dei livelli d’espressione di STAT3 @di dei pazienti, in arancione, e nelle cellule CD8
bright dei controlli, in verde. | valori sono stati ottéhtramiteReal TimePCR e normalizzati su GAPDH. Nel
grafico e riportata in linea tratteggiata la mediaiascun gruppo di studio con la relativa dewaei standard
(1,29 £ 0,68 nei pazienti e 0,41 + 0,09 nei colfi)ida differenza tra le medie & statisticamerigniicativa

(p<0,05).
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Figura 16. Istogramma dei livelli d’espressione di SOCS3@kidei pazienti, rappresentati in arancione, eenell
cellule CD8bright dei controlli, rappresentati in verde. | valorinsostati ottenuti tramit&eal TimePCR e
normalizzati su GAPDH. Nel grafico é riportata iinela tratteggiata la media di ciascun gruppo diistgon la

relativa devi

azione standard (0.20£0.18 nei pazefAt32+0.17 nei controlli).
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Quindi, abbiamo analizzato le variazioni dei livellespressione di SOCS3 in risposta a
citochine considerate importanti nello sviluppolaéIDGL, quali I'lL-2 e I'lL-15%*®8 al fine
di valutare se SOCS3 reagiva in modo adeguateeoasdta questi stimoli. Per ottenere questo
dato, abbiamo messo in coltura i GL dei pazienke eellule CD8bright dei controlli e
abbiamo confrontato, a diversi tempi, la condiziomlene con quella successiva alla
somministrazione di IL-2 e/o IL-15, utilizzando PHA come controllo positivo di
stimolazione. | risultati emersi hanno indicato ¢h&ariazioni dei livelli di mRNA di SOCS3
in pazienti e controlli sono paragonabili. Piu psamente, rispetto alla condiziomdéone
abbiamo osservato un aumento dell’espressioneasiangene d’interesse sotto entrambi gli
stimoli, nei controlli come nei pazienti, e quesftitetto era riscontrabile nelle prime ore di

coltura, mentre, oltre le 24 ore, i livelli di mRNsA stabilizzavano a valori ridotti.
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Figura 17. 1l pannello A indica i risultati ottenuti da unropione rappresentativo dei controlli, quello B dei
pazienti. L'ascissa indica i livelli d’espressiode SOCS3, ciascuna colonna rappresenta una condizid
coltura diversa per tempo e stimolo. | valori scstati ottenuti tramiteReal TimePCR e normalizzati su
GAPDH.
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Da precisare, che con i CO8ight da Buffy Coate stato possibile costruire tutto il
patternd’espressione nelle diverse condizioni, mentrepaeienti, per il limitato numero di
cellule ricavabili, siamo riusciti a valutare sala tempo, oltre a quello di partenza, e uno
stimolo per campione (nella figura 17 il pannell@Aappresentativo dei controlli, il pannello
B dei pazienti).

Da questi primi dati abbiamo potuto affermare ckECS3 nei GL dei pazienti appare a

livelli normali d’espressione e reagisce fisiolagitente all'lL-2 e all’IL-15.

Analisi del delta d’espressione tra SOCS3 e STAT3

| risultati ottenuti da questi primi esperimenti n@embravano indicare nessuna
alterazione di SOCS3, ma considerando che i Glpdgienti accumulano elevate quantita di
STAT3 in forma attivata, ci aspettavamo di trovare overespressione anche a carico di
SOCS3. Il nostro obiettivo successivo e stato dujnello di affiancare i valori di STAT3 a
quelli ottenuti di SOCS3 e per ciascun individubiaimo calcolato la differenza tra i livelli di
MRNA di queste due proteine (figura 18). Dai damseguiti, € emerso che nei pazienti vi &
un grande scarto d’espressione tra STAT3 e SOCEEi valore medio € pari a 1,09 £ 0,71,
mentre nei controlli I'espressione delle due progeg quantitativamente simile, rendendo |l
delta d’espressione molto basso, la media risoftdti pari a 0,09 + 0,20. La differenza tra le
due medie risulta statisticamente significativgyfa 18, pannello B; p<0,05).

Questi risultati suggeriscono che, nella T-LDGL,G&&3, invece di variare insieme a
STAT3, suo attivatore di trascrizione, rimane ieato come se ci fosse un blocco di
comunicazione tra le due proteine o come se SO@SSefincapace di controbilanciare
STATS.

A conferma di questa ipotesi, abbiamo cercatoateare nelle cellule CDBright dei
controlli normali il quadro presente nei GL patatbgabbiamo quindi cercato di indurre
'aumento d’espressione di STAT3 per osservaraitazessiva reazione di SOCS3. Abbiamo
messo le cellule CDBright in colturaaloneo con aggiunta di IL-6, citochina che stimola la
trascrizione prima di STAT3 e poi di SOCS3, e abtmabsservato, tramiteeal TimePCR, i
livelli d’espressione dei due geni d’interesse daptra. Queste analisi sono state condotte
su 5 campioni. Dai dati ottenuti & apparso chdermdllule degli individui normali, SOCS3
aumenta la sua espressione in risposta all'lL-8oetido quasi a zero il delta con STAT3 o
addirittura superandone i livelli d’espressiondattii, contemporaneamente allaumento di

SOCS3, STATS3 perlopiu rimane invariato o aumenggéemente (figura 19, pannello A).
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espressione di SOCS3 e STAT3
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Figura 18. Pannello A) Istogramma dei livelli d’espressioneS®CS3 (colonne azzurre) e STAT3 (colonne

viola). La parte sinistra del grafico riporta i idattenuti dai GL dei pazienti, la parte destralljwtenuti dalle

cellule CD8bright dei controlli. Pannello B) Rappresentazione geafitel delta d’espressione tra SOCS3 e

STAT3, ogni colonna rappresenta la differenza ltdavéllo di mRNA delle due proteine in un individuin

arancione sono indicati i pazienti e in verde itoolii. Nel grafico sono riportate in linea tratgggta le medie di

ciascun gruppo di studio con la relativa deviazistamdard (1,09 + 0,71 nei pazienti e 0,09 £ 0&Ccantrolli).
La differenza tra le medie € statisticamente sigaiifva (p<0,05). Tutti i valori sono stati acqtiisramite Real
TimePCR e normalizzati su GAPDH.
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Quest'ultimo risultato suggerisce che, a un’oracditura, STAT3 ha gia svolto la sua
funzione di trascrittasi, che ha come effetto lalmamento dei livelli di mRNA di SOCS3.
SOCS3, in compenso, sembra mantenere stabilillildieSTAT3. Al fine di supportare tale

ipotesi, sara necessario ripetere gli stessi espeti a tempi piu brevi e ravvicinati, per
seguire con precisione le variazioni d’espressotglle due proteine prima e dopo un’ora.

Gli stessi esperimenti li abbiamo condotti anche de cellule dei pazienti per
osservarne le risposte li dove STAT3 € gia adiaélli d’espressione. Abbiamo rilevato che
le due proteine, dopo un’ora di coltura con IL-6 B pazienti su 5 rimangono
quantitativamente quasi invariate, lasciando italel'espressione molto alto, negli altri 2
pazienti, SOCS3 rimane basso e vi € un aumentoldiTS, quindi il delta d’espressione
aumenta (figura 19, pannello B). Questi risultatlicano che SOCS3 rimane inalterata anche
dopo stimolazione e che STAT3 continua ad ess&®epte in uno stato dverespressione

in grado di aumentare ulteriormente sotto stimolo.

espressione di SOCS3 e STAT3 nei

A espressione di SOCS3 e STAT3 nei pazienti
controlli

1,80 1,80 |
160 { A 1,41 1,60 -
1,40 - 1.40 -
1,20 - ,
msocsz| 120
1,00 - 1,00 -
080{ 067 0,62 BSTATS | g0 |
| 0,51 0,49 '
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Figura 19. Il pannello A indica i risultati ottenuti da unrogione rappresentativo dei 5 controlli (ctr.11)elm
B dei 5 pazienti (pz.15). L'ascissa indica i livellespressione di SOCS3 (colonne azzurre) e STE&bd®Nne
viola). Ciascuna colonna rappresenta una condizibre®ltura diversa per tempo e stimolo. | valans stati
ottenuti tramiteReal TimePCR e normalizzati su GAPDH.

Complessivamente, i risultati raccolti sembrano asitrare che nella T-LDGL
I'attivazione patologica della via di segnale JAKAS non é solamente dovuta ad unger
espressione dei componenti della cascata, ma pholesite anche alla perdita di fattori
inibitori richiesti per I'equilibrio omeostatico miamico.

Questi dati, seppur suggestivi, sono preliminardeyono essere confermati su un

numero piu alto di pazienti.
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VALUTAZIONE DI CXCL16 NEI PAZIENTI CON LDGL DI TIPO  CD3+ E CD3-

Analisi citofluorimetrica di CXCL16 e del suo recetore CXCR6

L'ultimo argomento di studio coinvolge entrambe fikme di LDGL. Grazie a
precedenti analisi citofluorimetriche avevamo ditret® che le cellule dendritiche
plasmocitoidi rappresentano flubsetprevalentemente presente a livello midollare nei
pazienti con LDGE. L’analisi di espressione della chemochina CXClirifueste cellule ha
dimostrato una elevata espressione di questo aetigelle DC dei pazienti affetti da LDGL.
Sulla scorta di questo dato siamo andati a valusapgesenza di CXCRG6, recettore specifico
di CXCL16, sulla superficie cellulare dei GL. Iloa sono stati ottenuti tramite analisi
citofluorimetriche su SP di 14 pazienti con LDGL-8H 12 pazienti con LDGL-CD3- e 5
controlli e su SM di 9 pazienti con LDGL-CD3+, 5znti con LDGL-CD3- e 6 controlli.
Nei grafici A e B, figura 20, sono illustrati i uvBati riguardanti CXCR6 sui GL
rispettivamente da SP e da SM. | grafici C e Dstllano i valori di CXCL16 sulle DC
rispettivamente da SP e da SM. | risultati indicenpercentuale di cellule che presentano la
proteina d’interesse (%) e l'intensita di fluoresza media (MFI), valore quantitativo dei
livelli d’espressione della proteina d’interesselati dimostrano che CXCR6 non manifesta
differenze significative tra il gruppo dei paziemtiquello dei controlli se non, a livello
midollare, tra MFI di pazienti con LDGL-CD3- e couiti (6,20 vs 2,67) (p<0,05). Il dato
interessante riguarda piuttosto CXCL16, che rispléaticolarmente espresso nei pazienti
rispetto ai controlli, nello specifico, I'MFI €& pialto nei pazienti con LDGL-CD3- che nei
controlli nel SP (20,7@s 7,60) (p<0,05), e a livello di SM la MFI dei paziecon LDGL-
CD3+ e CD3- € piu alta rispetto a quella dei cdht(ospettivamente 63,88s 27,80 e 38,75
vs 11,20), cosi come anche la % dei pazienti LDGL-EDBpetto ai controlli (37,8&s
11,20) (p<0,05). Questa caratteristica ci ha imddt pensare che sia tramite questa
chemochina che le DC esercitino un ruolo chiavéaneDGL, come sappiamo da dati di

letteratura™.
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Figura 20. Istogrammi riportanti le medie della percentualéedeellule che esprimono CXCR6 (%) (colonne in
arancione) e dell'intensita di fluorescenza meinhidice quantitativo d’espressione di CXCR6, (MFplponne in
azzurro). | valori sono stati ottenuti tramite le# citofluorimetrica in pazienti con LDGL-CD3+, guelli con
LDGL-CD3- e in individui normali di controllo. Il@fico A riporta i risultati ottenuti su cellule &P, il grafico
B quelli ottenuti su cellule da SM. | risultati d&L patologici devono essere messi a confronto ictmmo
corrispettivi normali, i GL-CD3+ con le cellule CO8ight, i GL-CD3- con le cellule NK. L'unica differenza
che risulta statisticamente significativa € tra FIMdi CXCR6 su SM dei GL-CD3- e quello delle cefiulNK
normali (6,20vs 2,67) (p<0,05). Il grafico C riporta i risultatitetuti su DC da SP. L'MFI di LDGL-CD3-
risulta significativamente piu alta di quella deaintrolli (20,70vs 7,60) (p<0,05). Il grafico D riporta i dati
ottenuti su DC da SM. % e MFI di LDGL-CD3+ risultasignificativamente piu alte rispetto ai valosaontrati
su normale (rispettivamente 63,88 27,80 e 37,88/s 11,20), cosi anche I'MFI di LDGL-CD3- rispetto al
normale (38,7%s11,20) (p<0,05).

Analisi dell’effetto di CXCL16 in forma solubile sulla mortalita cellulare

Il ruolo che si ritiene abbiano le DC si collocdladase di innesco e mantenimento del
clone in espansione, stimolando i GL a proliferamg non € ancora stato chiarito il
meccanismo attraverso cui esercitino questa indaeAbbiamo pertanto voluto verificare un
possibile coinvolgimento di CXCL16, vista la padligre espressione sulla superficie delle
DC. Come primo obiettivo abbiamo voluto testare®¢CL16 in forma di chemochina
solubile fosse in grado di modificare la vitalitdi €6L. Abbiamo messo in coltura i PBMC da
paziente e ne abbiamo valutato la percentuale diaftita dei GL a diversi tempi nella

condizionealonee in quella successiva ad aggiunta di CXCL16.ttaphbbiamo valutato gli
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effetti di CXCL16 anche in condizioni di apoptosilalare indotta, per cui abbiamo messo in
coltura le cellule aggiungendo I'agente apoptotdesametazone (DEX), da solo e insieme a
CXCL16. Tutti i risultati sono stati confrontati maquelli ricavati da colture di cellule di
individui sani. La vitalita e stata rilevata traminisurazione dell'incorporazione cellulare del
colorante Annessina, effettuata con lettura citnflmetrica. Per ottenere i valori in modo
selettivo sulle cellule d’'interesse, ossia i GL ppazienti e le cellule CDBright ed NK per
gli individui sani, le celluletarget sono state selezionate tramite marcatura conaaptic
specifici legati a fluorocromi. Gli esperimenti sostati condotti su 4 pazienti con LDGL-
CD3-, 9 pazienti con LDGL-CD3+ e 5 controlli normal

Dai risultati € emerso che CXCL16 abbassa la péweéandi mortalita cellulare, quindi
salva da apoptosi, in 5 casi su 9 degli LDGL-CDi8+2 su 4 degli LDGL-CD3- e in nessun
controllo normale (figure 21 e 22). L'effetto salfoptosi si e verificato sia rispetto alla
condizionealone che quella con desametazone e abbiamo quantifatetal valore medio
della percentuale di salvataggio dalla mortalita @rca del 30%. Tultti i risultati sono stati

uniformati esprimendo ogni valore in proporzione.

mortalitd dei GL di paziente con T-LDGL
100

—e—alone

—=— CXCL16
DEX
DEX+CXCL16

% di mortalita cellulare

0 24h 299 3g9 799

tempo di coltura

Figura 21. Istogramma rappresentativo dell’landamento dellaatitx delle cellule da paziente messe in coltura
in 4 diverse condizionalone con CXCL16, con DEX, con CXCL16 e DEX. Le cellgleno state poi raccolte a
diversi tempi (0, 1, 2, 3 e 7 giorni) e tramitetlea citofluorimerica é stata valutata la perceletuf mortalita
cellulare.
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Figura 22. Istogramma rappresentativo dell'andamento dellatatitr delle cellule da normale messe in coltura
in 4 diverse condizionalong con CXCL16, con DEX, con CXCL16 e DEX. Le cellgleno state poi raccolte a
diversi tempi (0, 1, 2, 3 e 7 giorni) e tramitetled citofluorimerica € stata valutata la perceletch mortalita
cellulare. 1l pannello A riporta i dati relativilalcellule CD8 bright, controparte normale dei GD33, e il
pannello B riporta quelli relativi alle cellule Niéguivalenti normali dei GL CD3-.

Analisi al microscopio confocale

Valutazione della presenza di CXCL16 nel sito ditatio tra DC e GL

Per capire ulteriormente se e tramite questa mialeztte le DC influenzano gli eventi
della LDGL, abbiamo voluto osservare se CXCL16ieime a CXCRS6, e coinvolta netoss-
talk tra DC e GL, che costituisce un passaggio chial® sviluppo della LDGL. A questo
scopo, tramite microscopia confocale, siamo aral&grificare la loro presenza nella sinapsi
immunitaria di contatto tra i due tipi cellulariePeffettuare queste osservazioni, le DC e i GL
sono stati messi in cocoltura e successivamentaagmul vetrino. CXCL16 é stato marcato
con il fluorocromo Alexa Fluor 488, che emette melde, e CXCR6 con il fluorocromo
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Texas Red, che emette nel rosso. Dalle immagicbisecon le cellule dei pazienti possiamo
affermare che, a differenza dei controlli, quandme visibili i due tipi cellulari in contatto di
regola entrambe le citochine erano polarizzatesibeldi legame. Le immagini della figura 23
sono rappresentative dei risultati, che sono tigtancora preliminari, di questa analisi
condotta su cellule derivanti da SP. La prospefiitara € quella di ampliare la casistica, per
ora ristretta a 7 pazienti, e condurre le stesserwazioni su cellule purificate da SM, dove

CXCL16 e stata dimostrataverespressa.

Paziente n.4

..

Controllo n.3

Figura 23. Immagini al microscopio confocale rappresentatiled cross-talktra DC e GL, successivo a
cocoltura. In verde € marcato CXCL16 sulle pDCrasso CXCR6 sui GL. Si puo osservare come nelle 3
immagini superiori vi sia un addensamento di flsoenza nel sito di contatto dei due tipi cellutiaipaziente.

Le 3 immagini in basso sono quelle di un contredippresentativo.

Valutazione di CXCRG6 all'interno dei Lipid Rafts

Inoltre, visto il coinvolgimento di CXCR6 nekoss-talktra GL e DC abbiamo voluto
osservare la localizzazione di CXCR6 sulla membregilare dei GL. E’ infatti riportato
che nei pazienti con LDGL, vi sia wubset all'interno delpool cellulare in espansione,
costituito da GL particolarmente ricchi lipid rafts®. Si ipotizza siano tali cellule a essere

responsabili del continuo rinnovo dei GL e, quindiél mantenimento della proliferazione
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cronica. |l nostro obiettivo e stato quello di fieare se CXCR6 si situa nelle zattere lipidiche
di attivazione dei GL, ossia nipid rafts. | risultati sono stati ottenuti tramite la tecnidel
patchinge la successiva osservazione al microscopio catdote immagini raccolte hanno
indicato che CXCRE6 risiede all'interno digid rafts (figura 24), condizione che sarebbe stata
evidenziata dalla sovrapposizione delle due mareaiterde per CXCR6 e rosso per GM1,
proteina delipid rafts. Al contrario, abbiamo spesso riscontrato CXCRI6site opposto dei

lipid rafts sia nei pazienti che nei controlli.

Figura 24. Immagini al microscopio confocale rappresentatiie® dei pazienti che dei controlli dei GL
processati con la tecnica dehtching In rosso sono marcatilipid rafts e in verde CXCR6. Tra il gruppo di
pazienti e quello dei controlli non si sono evidate differenze significative.
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DISCUSSIONE

Sfruttando le peculiarita di ciascuna delle duemierdi LDGL, abbiamo evidenziato
delle caratteristiche che contribuiscono a deswziviesta patologia di cui I'eziologia e i
meccanismi che la sviluppano sono ancora matedésditito.

| nostri primi dati riguardano la NK-LDGL sulla geaabbiamo condotto degli studi
sulla famiglia dei KIR, che sono recettori NK eeidi in diverse forme alleliche,
funzionalmente divise in KIR attivatori e inibitort la loro azione concertata che regola e
indirizza lattivitd delle cellule NK. I risultatemersi dalla analisi citofluorimetrica hanno
evidenziato che le cellule NK patologiche della giaganza dei pazienti erano caratterizzate
dalla presenza dei recettori KIR e che, in piu ditarzo di questi pazienti KIR-positivi,
'intera espansione delle cellule NK risultava omogamente -caratterizzata da un
determinato KIR. Grazie a questi risultati, abbiasnggerito la natura monoclonale di queste
proliferazioni di GL. Mentre nella forma T-LDGL kaonoclonalita della linfoproliferazione e
stata gia accertdtanella forma NK rimaneva solo un’ipotesi non arcopnfermata. | dati
ottenuti ci hanno indotto, inoltre, a ritenere gbarticolari fenotipi rendano una cellula
preferibilmente selezionabile a costituire il clopatologico. A questo proposito, in un
precedente lavoro del nostro gruph@vevamo evidenziato come le cellule esprimeni K
di tipo attivatorio fossero piu suscettibili a pfetare, essendo, nel pool di cellule NK, quelle
che meglio si adattano ad una risposta a stimtédrmis Si puo quindi ipotizzare che uno dei
primi eventi nello sviluppo di questo disordine féiproliferativo sia rappresentato dal
riconoscimento di cellule infette o tumorali da teardi cellule NK fenotipicamente
caratterizzate da KIR di tipo attivatorio.

Successivamente, le nostre analisi si sono sposthtello genotipico, per rilevare se
nella regione dei KIR, diversa in ciascun individugr numero e tipo di geni, si rispecchiasse
la tendenza, osservata a livello fenotipico, dei @dtologici a esprimere KIR di tipo
attivatorio. | dati raccolti ci hanno permesso ainfermare questa ipotesi. Difatti, dalle analisi
sul DNA, abbiamo riscontrato che le regioni KIR geizienti erano costituite da un piu alto
numero di geni rispetto ai controlli. Causa la zelae diretta tra numerosita genica della
regione KIR e numero di geni KIR attivatori checlampongono, questo risultato indica che i
genotipi dei pazienti sono ricchi di KIR attivatoriDa sottolineare, inoltre, che nella
popolazione europea, secondo dati di letteratlirgenotipo KIR piu frequente € quello a
basso contenuto genico, corrispondente a omozfgrsl’aplotipo A, genotipo di carattere

inibitorio. L’osservazione del contenuto genicoafhscun paziente ha invece delineato la
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mancanza di questo genotipo a favore del gruppgedotipi B, di carattere attivatorio.
Inoltre, abbiamo riscontrato corredi genici ricoieed esclusivi nel gruppo dei pazienti, che,
tenendo conto della bassa probabilita che due persondividano la stessa regione KIR,
indica la possibilita che esistano genotipi cargtiei dei pazienti affetti da NK-LDGL. |
risultati complessivi avvalorano I'ipotesi che & sina predisposizione genetica che favorisce
lo sviluppo della NK-LDGL, supportando l'idea cleepresenza di molteplici geni codificanti
KIR attivatori potrebbe portare ad una maggiorestgiita delle cellule NK a sviluppare una
proliferazione patologica. L'importanza riscontradallo studio genotipico dei pazienti,
insieme ad un ampliamento della casistica, potrepbdare ad adottare questo tipo
d’'osservazione nella diagnostica della NK-LDGL.

Gli interessanti risultati ottenuti dallo studioi dgnotipi KIR ci hanno portato, in un
secondo momento, ad analizzare il meccanismo draltmdell’espressione genica di questi
recettori. Come primo passo, abbiamo valutato fespone dei KIR 3DL1 e 3DS1. In
precedenza, infatti, avevamo evidenziato la tenaleletle cellule patologiche all’'espressione
del recettore attivatorio, rispetto al corrisportéemibitorio, ipotizzando il coinvolgimento
del KIR3DS1 nello sviluppo della NK-LDGt.

L’analisi di espressione nelle cellule NK dei patieha dimostrato che il recettore
attivatorio KIR3DS1 €& sempre espresso, qualoraeilegsia presente, confermando i dati
immunofenotipici ottenuti dal nostro studio prece®&. Questo risultato, tuttavia, non si
discosta in modo significativo dalla frequenza dpressione rilevata nelle cellule NK dei
controlli. L'aspetto piu interessante di questaliah@ emerso dalla valutazione dei risultati
relativi all’allele inibitorio KIR3DL1: infatti, canparando tra loro i dati del gruppo dei
pazienti e del gruppo dei controlli e stata evidataz nei primi, la significativa assenza di
espressione del KIR3DL1 (p<0,05). Da questi datssmmo formulare lipotesi che
'associazione di una predominante espressioneeckttori di tipo attivatorio e di una
completa mancanza di KIR inibitori possa essere deb meccanismi alla base della
patogenesi della LDGL. Nel nostro laboratorio abimacercato di capire il possibile
meccanismo delladownregolazione del recettore inibitorio, prendendo esame la
metilazione del DNA, considerato il principale maesmo che regola la trascrizione e il
silenziamento genico. | nostri risultati sphttern di metilazione relativo al promotore
dell'allele KIR3DL1 hanno evidenziato che nel prdore dei pazienti vi € una maggiore
frequenza di metilazione rispetto a quella dei mht(p<0,05). Questi dati suggeriscono che
il principale meccanismo di regolazione dell'esprese dei recettori KIR sia di tipo

trascrizionale e che, di conseguenza, eventi idayoih modulare la trascrizione siano cruciali
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nello sviluppo di questa patologia. Le cause deataant questa alterazione trascrizionale
potrebbero essere molteplici; studi preliminaridatti nel nostro laboratorio escludono dalle
possibilitd un coinvolgimento degli enzimi dellanfaglia delle DNMT, principali effettori
della metilazione. Le potenziali prospettive futuse indirizzeranno ad analizzare
I'espressione di altre coppie di recettori KIR itoipio/attivatorio e alla ricerca di mutazioni
nelle sequenze coinvolte in modo specifico nelgplazione della trascrizione dei geni KIR.
Sulla LDGL di forma T i nostri risultati si insedeno nello studio depathway
molecolare JAK/STAT, di cui esistono gia diverstiddi letteraturd®>%, che riportano nei
pazienti un aberrantggnalingcausato da un eccesso della proteina STAT3 indattivata.
Nel nostro laboratorio abbiamo analizzato uno d&igpali meccanismi che dovrebbero
regolare questa cascata di segnale, rappresentdl® proteine inibitrici del segnale
citochinico, le proteine SOCS. Precisamente, abbidnocalizzato la nostra attenzione su
SOCSS3, proteina citoplasmatica inibitrice specifité&sTAT3 tramite un circuito &eedback
negativo. La sua trascrizione e, infatti, indottaSITAT3 e la sua funzione & quella di inibire
JAK, che di conseguenza blocca I'attivazione edadrizione di STAT3. STAT3, essendo un
attivatore di trascrizione di molecole chiave @eciescita e proliferazione cellulare, nella sua
forma costitutivamente attiva e in quantita eccéidencomporta da oncogene. SOCS3, vista
la sua funzione inibitrice, funge da oncosoppressba proteina SOCS3 e stata riportata
essere coinvolta in diverse patologie ematologidbge non riesce a svolgere la sua funzione
protettrice®*® | risultati da noi ottenuti hanno rilevato che G&8 nella T-LDGL & presente
in quantita esigue e sembra non contrastare kalpeessione di STAT3; pertanto, anche nella
malattia linfoproliferativa oggetto del nostro smd SOCS3 non si comporta da
oncosoppressore, bensi da protettore delle celioderali. Infatti, dalle nostre analisi SOCS3
nei GL dei pazienti € presente a bassi livelli drasonali, ossia in una quantita che é
caratteristica delle cellule quiescenti e non delguin attiva crescita e proliferazione dove
sono riscontrabili alti livelli di STAT3 attivatooene riscontrato peraltro nei GL patologici.
Inoltre, i nostri risultati hanno evidenziato ch@@GS3, pur manifestando risposte fisiologiche
in risposta a stimoli citochinici, quali I'lL-2 e’lL-15, ha dimostrato di non essere
influenzabile dall’lL-6, che stimola la trascrizierdi STAT3 e di conseguenza la sua stessa
espressione. Possiamo supporre, quindi, che SOGB3icopra la sua specifica funzione
nella T-LDGL, e si dimostra inattiva a questo sfpeai stimolo citochinico. L'aberrante
signalingdei GL-CD3+ serve come esempio che l'attivazioa®logica di una via di segnale
non e necessariamente dovuta adueiespressione dei componenti della cascata, ma anche

dalla perdita di fattori inibitori richiesti perdquilibrio omeostatico dinamico.
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Infine, i nostri risultati contribuiscono ad agggere determinanti dettagli sciloss-talk
tra DC e GL nella LDGL (sia NK che T). E gia ripatd in letteratura che le DC abbiano un
ruolo nell'innesco della malattia e nel manteninsedel clone patologico nel tempo. Si
ipotizza, infatti, che le DC intervengano nel prdsee il probabile agente esogeno,
presumibilmente virale, che stimola inizialmente peoliferazione dei GL. Infatti, i GL
patologici presentano un fenotipo caratteristicocdilule citotossiche mature. A questo
proposito abbiamo recentemente dimostrato che CGB+ sono di regola dotati sulla loro
superficie cellulare di recettori citotossici, chigggerisce che alla base della T-LDGL vi sia
una risposta immunitaria di tipo citotossico nemftonti di un antigene che funge da stimolo
antigenico cronict. Come successiva ipotesi del ruolo delle DC, sispeche esse siano
responsabili della produzione di citochine capacmantenere il clone in espansione. Sul
protrarsi dell’esistenza del clone nel SP dei pazigi € un’ulteriore ipotesi, formulata
recentemente dal gruppo di Vitale (dati non anpaoiablicati), che la LDGL non sia altro che
uno stato inflammatorio di cui non vi sia risoluzéo finale, la cui causa deriva da
un’alterazione del normale dialogo che dovrebberaarrere tra DC e GL, gli uni come APC
e gli altri come effettori della risposta immunitarE’ stato quindi di grande interesse studiare
espressione e funzione delle proteine che potrelbdssere mediatrici del colloquio tra DC e
GL. | primi dati raccolti hanno evidenziato la peaga di quantita elevate di CXCL16 sulla
superficie delle DC isolate da paziente, quandomatmente essa ha un’espressione
costitutiva molto bassa. Questo dato ha evidenziatopeculiarita delle DC dei pazienti e ci
ha fatto ipotizzare una possibile importanza distmehemochina naross-talkcon i GL,
visto che il suo recettore specifico € CXCR6, pmésesui GL. Il fatto che CXCL16
normalmente siap-regolata solo durante gli stati infiammatori conia che nella LDGL sia
in corso una risposta immunitaria. Da sottolinedre l'overespressione di CXCL16 e stata
riscontrata soprattutto a livello delle DC plasntoicii del midollo osseo dei pazienti e questo
avvalora I'ipotesi, da noi precedentemente fornafathe il sito di contatto tra DC e GL, che
stimola la proliferazione, avvenga proprio nel nilid@sseo e solo in un secondo tempo i GL
attivati migrino nel SP.

Successivamente, sapendo che in alcuni tipi duleele in diverse forme tumorali
CXCL16 ha manifestato, tramite il legame a CXCR@6feteé di stimolazione alla
proliferazione cellulare delle cellutarget abbiamo ritenuto interessante valutare se CXCL16
in forma solubile avesse qualche influenza sultalité dei GL da paziente messe in coltura
alone o sotto induzione apoptotica. | nostri risultatinho fatto emergere che in diversi

pazienti I'aggiunta di CXCL16 alla coltura abbassda percentuale di apoptosi dei GL,
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risultato mai riscontrato sui controlli analizzatandoci la possibilita di ipotizzare che questa
chemochina rilasciata dalle DC ricopra un ruolo ngntenere il clone patologico in
espansione. Infine, i dati raccolti dalle immagihimicroscopio confocale di cocolture tra GL
e DC da pazienti e controlli ci hanno permessosdeovare che le due proteine sono presenti
abbondantemente e che li dove si riscontcao$s-talktra i due tipi cellulari le due citochine
sono polarizzate verso il sito di contatto. Quekstti suggeriscono che siano CXCL16 e
CXCR6 che mediano il contatto tra DC e GL e chenit@ esse intercorra il segnale di
proliferazione e sopravvivenza delle cellule pagaibe. L'insieme di questi ultimi dati ci
permettono di ipotizzare che le DC svolgano il lawolo chiave nello sviluppo della LDGL
tramite la chemochina CXCL16.

In conclusione, i dati raccolti finora su entramkeforme di LDGL portano nuove
conferme a diverse linee di ricerca ed aprono nupk@spettive di approfondimento,
contribuendo a costruire un quadro patologico ctepmiglia sempre di piu ad uno stato

inflammatorio in cui si aggiungono alterazioni infreche ai GL proliferanti.
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