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CARATTERIZZAZIONE GENETICA E FUNZIONALE
DI FIBROBLASTI ISOLATI DA
PAZIENTI AFFETTI DA SINDROME DI ALSTROM

La Sindrome di Alstrétm (ALMS) é una malattia genatiautosomica recessiva
estremamente rara (circa 560 casi descritti neldopoausata da mutazioni del
geneALMS] e caratterizzata da diversi quadri sintomatologh® coinvolgono
molteplici sedi anatomiche.

Nel nostro laboratorio € possibile effettuare @st genetico per la ricerca
di mutazioni nel gendALMS], basato sul sequenziamento diretto del gene in
soggetti che presentano un elevato sospetto claiédMS. Dato il ruolo ancora
dibattuto dell’'analisi genetica in pazienti ALMSrofamiliari, abbiamo cercato di
valutare I'impatto e I'utilita di questo servizieyidenziando come I'associazione
di un’accurata anamnesi clinica e del test genaeéso disponibile consenta la
formulazione di una diagnosi conclusiva in ciré0Pb6 dei casi sospetti.

In diversi reperti autoptici di tessuti di pazieALMS e stata descritta una
estesa fibrosi interstiziale, che si ritiene potessere responsabile delle
progressive alterazioni funzionali che si osservemmodo particolare a livello
cardiaco, epatico e renale, e che influenzano amarte la prognosi e la
sopravvivenza dei pazienti.

I meccanismi patogenetici alla base dello svilupietla fibrosi in ALMS non
sono ancora stati analizzati in dettaglio, e nahiaro se rappresentino un effetto
diretto della mutazione, o una risposta secondatia danno cellulare dovuto alla

perdita di funzione del gemd_MS1
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Il lavoro descritto in questa tesi analizza il lnuadi mutazioni del gene
ALMS1nello sviluppo della fibrosi utilizzando coltureiparie di fibroblasti di 4
pazienti ALMS, ottenute da una biopsia cutaneana mona che non mostrava
segni di fibrosi.

La caratterizzazione morfologica di colture bidims®nali ha evidenziato
nei fibroblasti ALMS una forma allungata e la pmeze di estroflessioni
citoplasmatiche, che non si osservano nei fibrobldiscontrollo. | fibroblasti
ALMS, coltivati su supporti tridimensionali di addialuronico, che mimano
condizioni dinamiche di stress fisiologico, stimuda la deposizione di matrice
extracellulare (ECM), mostrano una ridotta motili&x una incapacita di
migrazione all'interno della matrice di supportessta. Questo potrebbe indicare
possibili alterazioni delle strutture citoschelelie, come anche suggerito dalla
particolare disposizione delle fibre del citoschele parallela alla polarita del
nucleo, evidenziata nei fibroblasti ALMS mediantemscopia elettronica.
L’analisi del profilo d’espressione genica, medela tecnica dei microarrays, ha
permesso di evidenziare nei fibroblasti ALMS la miedione di numerosi geni
che codificano per proteine che svolgono funziotivello della proliferazione,
regolazione del ciclo cellulare e di fenomeni aptipt Sono inoltre risultati
modulati geni per proteine della ECM, strutture licgie nella replicazione
cellulare, microtubuli e filamenti intermedi.

In accordo con i dati di array, abbiamo confermaediante qPCR I'aumento
dell'espressione nei fibroblasti ALMS di componenlla ECM POSTNe
collageni), che correla con una maggiore produzidneproteine collagene,
quantificata attraverso I'analisi dell'incorporam® di *[H]-prolina. | fibroblasti

ALMS presentano inoltre un ciclo cellulare piu lengn diverse condizioni di
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coltura, una aumentata responsivita a fattori gomfici e una maggiore
resistenza alla morte cellulare indotta dal traéatm con diversi stimoli
apoptotici.

| risultati presentati in questa tesi descrivormuai aspetti del fenotipo dei
fibroblasti ALMS che possono essere utili nella poemsione della fisiopatologia
della Sindrome, con particolare riguardo alla fdird?ossiamo ipotizzare che la
presenza di mutazioni a livello del geA&MS1 determini nei fibroblasti un
rallentamento del ciclo cellulare e una maggiom@stenza a stimoli apoptotici.
Conseguentemente, i fibroblasti ALMS non vanno imom a fenomeni di
apoptosi, ma persistono, continuano a proliferseppur lentamente, producendo
un eccesso di componenti della ECM, responsabilé pegressivo
rimodellamento della normale architettura tissytgdertando allo sviluppo di
fibrosi. Il microambiente circostante potrebbe trmlessere caratterizzato dalla
presenza di numerosi mediatori pro-fibrotici e anfimatori, in grado di stimolare
ulteriormente l'attivita fibrogenica.

Nel loro insieme, i risultati ottenuti permettona dna parte di considerare
la fibrosi presente nella ALMS un difetto primartirettamente legato alla
presenza di mutazioni del geA&MS] dall’altra suggeriscono che ALMS1 sia

una proteina multifunzionale e intervenga in fenonetra- ed extra-cellulari.
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GENETIC AND FUNCTIONAL
CHARACTERIZATION OF FIBROBLASTS FROM
ALSTROM SYNDROME PATIENTS

Alstrom Syndrome (ALMS) is a rare monogenic autogbnecessive disorder,
characterized by a wide spectrum of clinical mastdgons with multiple organ
involvement and caused by mutations in AhéViIS1gene.

Since 2006 our Hospital has offered the possybilit search foALMS1
mutations under the full coverage of National He&ervice. The role of genetic
testing in ALMS individuals and families is stilhder debate. We evaluated the
impact and usefulness of this service on populaasnwell as the medical
community, showing that the combination of typisgns and symptoms with the
genetic investigation seems to reach a conclusivd@ diagnosis in almost 80%
of cases.

Severe systemic fibrosis is a universal obsermatio postmortem and
biopsy specimens of ALMS patients and may resuleanly organ failure and
death. The molecular mechanisms involved in theeldgwment of ALMS fibrosis
are poorly investigated and it is unknown if thierditic damage is a direct result
of mutations in theALMS1gene or, alternatively, a secondary responselligiare
insult due to the loss of ALMS1 function.

We suggest that ALMS fibrosis could be a primargrévand we focused
on the role ofALMS1 mutations in the development of fibrosis usingmany
cultured fibroblasts of 4 ALMS patients obtainednfr derma, a region with no

signs of fibrosis.
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Morphological analyses of two dimensional imaginfy hematoxylin-

eosin-stained fibroblasts evidenced that ALMS calls more elongated, with
well defined cytoplasmic extensions, compared tatrods. ALMS fibroblasts
cultured in hyaluronan-based scaffolds (3D cultutesmimic the dynamic stress
conditions stimulating formation of ECM showed keleton alterations and
migration impairment.
Microarray experiments detected 560 differentialypressed genes in ALMS
fibroblasts, including genes related to ‘extradaliumatrix (ECM) and fibrosis’,
‘cell cycle’, ‘apoptosis’ and ‘cellular architecturand motility’. Expression
changes of these gene clusters correlated withneebacollagen deposition,
increased cell cycle length, and resistance tedssth in ALMS fibroblasts.

Taken together all our results give many insightoua the ALMS
fibroblast phenotype which can help us to undetdstde pathophysiology of
ALMS, especially regarding the fibrosis.

We suggest that fibroblasts carryiAgMS1mutations divide more slowly and are
less susceptible to apoptosis. Consequently, tloeyinue to proliferate in an
uncontrolled manner and produce an excess of EE8dting in fibrosis. ALMS
fibroblasts are responsive to profibrotic inducttihat could be present in the
microenvironment and might contribute to the paxpgbn of fibrosis.

In conclusion, we show for the first time that @bis in ALMS is a
primary defect due toALMS1 mutations leading to the fibrotic phenotype
described in ALMS patients. Secondly, ALMS fibrosssa result of excessive
ECM production and a failure to eliminate myofibladis by cell death. Our
findings described ALMS1 as a multifunctional pintewith roles in cell cycle

progression, migration, apoptosis and ECM produactio










Introduzione

Introduzione

1. LA SINDROME DI ALSTROM

La Sindrome di Alstrom [ALMS (MIM #203800)] € unafologia monogenica
rara, a trasmissione autosomica recessiva, cadaatautazioni nel genALMS1
[1]. Fu descritta per la prima volta nel 1959 d&l CAlstrom et al. [2], in una
famiglia di tre pazienti svedesi. Attualmente, linmero di pazienti ALMS
diagnosticati € approssimativamente di circa 568i ¢database c/o Jackson

Laboratory, Bar Harbor, ME, USAttp://www.jax.org).

1.1. CLINICA

La Sindrome di Alstrom presenta diversi quadri amatologici e
coinvolge molteplici sedi anatomiche, in particelauore, reni, fegato, polmoni,
apparato genitale e riproduttivo. Le manifestaziafiniche piu importanti
includono una progressiva distrofia retinica, clomduce a cecita il 90% dei
pazienti entro la seconda decade di vita, perdlihva neurosensoriale bilaterale
e obesita [1, 3, 4]. Alcuni bambini presentano iamiopatia dilatativa, che pud
manifestarsi come insufficienza cardiaca congerlita.cardiomiopatia si puo
presentare anche in eta gia adulta, e in geneodipésce il 60% dei pazienti [3].
Con il sopraggiungere dell’adolescenza, si verifgpaasi costantemente una
condizione di iperinsulinemia e insulino resisterdee spesso si accompagna allo
sviluppo di diabete mellito di tipo 2 in eta adultslanifestazioni cliniche
secondarie sono ipotiroidismo, iperuricemia, ipgliteridemia e complicanze

dermatologiche, come acanthosis nigricans e alapddeno frequentemente,
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nell'infanzia, si pud osservare insufficienza reafaria con infezioni ricorrenti e
asma bronchiale. In eta adulta si possono risa@nttiaturbi urologici, nefropatia
cronica progressiva e, in alcuni casi, insufficenenale. La maggioranza dei
pazienti presenta bassa statura, come conseguenga’atcelerata maturita
scheletrica e bassi livelli di GH, a cui spessassiociano scoliosi e cifosi [3, 5, 6].
Il paziente adulto pud inoltre presentare ipogosradi maschile e
iperandrogenismo femminile, fibrosi polmonare e uifisienza epatica
progressiva. Sono stati descritti sintomi neuralpgcome assenze, atassia e
dolore muscolare inspiegato. | pazienti non presenttipicamente dimorfismi
facciali, né anomalie delle dita o ritardo mentafepstrano tuttavia alcune
caratteristiche facciali distintive, come occhi awmati, faccia rotonda, orecchie
ingrandite, calvizia frontale e anomalie dentaligt

La valutazione di alcuni reperti autoptici di disertessuti di pazienti
ALMS ha evidenziato la presenza di una fibrosi nstigiale diffusa in molti
organi e apparati, che correla con i fenotipi clirdsservati e che suggerisce un
meccanismo patologico comune [3]. L’analisi ha doteato in tutti i reperti
istopatologici osservati la presenza di fibrosialeninterstiziale e glomerulare,
che puo interessare un numero variabile di glomerguali appaiono confinati in
regioni di densa fibrosi interstiziale, eterogenger severita da paziente a
paziente. A livello epatico si e riscontrata lagmmeza di aree steatosiche o di
cirrosi epatica microlodulare, che spesso determina severa ipertensione
portale. Si & osservata fibrosi interstiziale paatica, fibrosi della vescica, fibrosi
del miocardio di vario grado. A livello testicolame stata descritta atrofia
caratterizzata da poche cellule di Leyding e fibrobliterante dei tubuli

seminiferi; a livello ovarico sono state osservagioni densamente fibrotiche
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con modificazioni cistiche. Alterazioni patologich@olmonari includono
bronchiolite obliterante ostruttiva, aree focali @ronchite suppurativa e
bronchiectasie, alveoli con parete inspessita teaiz¢ata dalla presenza di larghi
fasci di fibre collagene localizzati in prossimitiel tessuto normale e un
importante infiltrato macrofagico. E stata desariiduzione degli strati cellulari
posteriori della retina, con cellule retiniche feniche quasi assenti e presenza di

depositi di melanina [3].

Figura 1. Analisi istopatologica di tessuti carattezzati da fibrosi di pazienti ALMS. (A)

Corteccia renale. (B) Midollare del rene. (C) Paast (D) Fegato. (E) Miocardio. (F) Testicolo.
(G) Ovaio. (H) Polmone. Presenza infiltrato macgafa. (I) Polmone con bronchiolite obliterante
ostruttiva. (J) Vescica. (K) Retina. Tricromia diabson in A, B, C, D, G, |, J. Colorazione con

ematossilina-eosina in E, F, H, K. [3].

Non esiste alcuna terapia che possa curare o rprevie complicanze

della Sindrome.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

La frequenza stimata di ALMS é di un caso ogni TW0@uovi nati [7]. La
Sindrome e stata riscontrata in diverse etnie e geegrafiche dell’Europa, Asia,
Africa e America settentrionale. Non sono statecdis differenze etniche o
razziali legate all'incidenza della patologia, setd sia stata descritta
principalmente in individui dell’Europa settentrada e centrale. Diversi casi sono
stati riportati anche in Nuova Scozia (Canada)raéirno della comunita degli
Accadi [8].

Comunita chiuse e la consanguineita possono aumeelatdrequenza di
mutazioni in omozigosi, responsabili della patodogia consanguineita rende
infatti parte del genoma della prole omozigote tdapiu stretto e il grado di
parentela. Tratti di genoma omozigoti includeranmevitabilmente alleli
difettosi, e, dal momento che popolazioni consamggli presentano un’ugual
frequenza di mutazioni, e atteso che la consangaifevorisca I'insorgenza di
eterogeneita allelica e di locus [9]. La popolagiaell’Arabia Saudita & rimasta
confinata al suo interno per molti secoli e presamt grado di consanguineita di
circa il 50%. Si ritiene pertanto che le mutazimsiorte nelle vecchie generazioni
possano essere all'origine di condizioni autosomigkcessive presenti nel
territorio. Aldahmesh e collaboratori [9] studiacoguattro famiglie saudite che
presentavano uno o piu individui affetti da ALMSidentificazione di quattro
nuove mutazioni nel genALMS1 in questa famiglie dimostra la presenza di
eterogeneita allelica anche per una patologiaremaj ed € un esempio di come la
consanguineita diminuisca l'effetto fondatore, clheresuppone essere alla base

di patologie rare, anche in popolazioni altamemteservate, poiché é in grado di
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modificare I'assetto genetico nelle popolazioni eloVaccoppiamento tra

consanguinei avviene frequentemente.

1.3 IL GENE ALMS1
ALMS1e uno dei geni piu estesi del genoma umano assaila sviluppo di una
patologia [10]. E un gene relativamente “nuovo’ljaléunzione non ancora nota;
localizza sul cromosoma 2p13 ed € costituito de@s2$i che si estendono in una
regione genomica di circa 230 kALMS1 é ubiquitariamente espresso a bassi
livelli in tutti i tessuti coinvolti nella patologi e non mostra omologie di
sequenza significative con altri geni. Sono statscdtte diverse varianti di
splicing in differenti tessuti, sia nelluomo, gl topo. Il trascritto completo di
circa 12.9 kb codifica per una proteina putativat@i.2 kDa, costituita di 4169
aminoacidi. L'esone 1 codifica per un tratto diighitammato (aa 13-29), che
consiste in una ripetizione (GA®AA(GAG);, seguita da un segmento di 7
residui di alanina [11, 12]. Non sono state indiate associazioni tra la
lunghezza del tratto e I'insorgenza delle Sindrohiesone 8, che si estende per
circa 6 kb, & costituito quasi interamente da umid® di tandem-repeats, che
codifica per 34 ripetizioni imperfette di 45-50 amoacidi (aa 540-2201). La
natura idrofilica della proteina e l'assenza di us@we segnale o regioni
transmembrana suggeriscono una sua localizzazioinacellulare. Sono stati
invece identificati potenziali segnali di localizzane nucleare (aa 3805-3830 e aa
3937-3954), e una ricca regione in istidine (aa633823) nella sequenza murina
[11].

L'analisi in silico della sequenza proteica di ALMS1 predice pattern

leucine-zipper (aa 2480-2501) e numerosi siti iogilazione, N-miristilazione e
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fosforilazione Prositd. ALMS1 non presenta omologie significative cossima
proteina umana nota. Sono stati identificati geribloghi in diverse specie
animali  (NCBI:  National Center for Biotechnology fdnmation,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/entregfs].

Nonostante la funzione della proteina rimanga ssonta, |'analisi
proteomica basata sulla spettrometria di massaottanda Manret al. [13] in
centrosomi isolati durante I'interfase del cicldl@are ha rilevato la presenza di
ALMS1 a livello centrosomico. Hearet al [14] hanno confermato la co-
localizzazione di ALMS1 e di-tubulina a livello dei centrosomi e dei corpi Hasa
delle cellule ciliate. Il centrosoma € il centroatganizzazione dei microtubuli,
che regola I'assemblaggio del fuso mitotico e orgamle strutture microtubulari
citoscheletriche che guidano il traffico di vesdgcantracitoplasmatico. | corpi
basali invece ancorano l'assonema microtubulare ctia e flagelli e
contribuiscono a organizzare il traffico intracéhe. L'analisi di Hearret al.[14]
in colture di fibroblasti di un paziente ALMS ha st@to un normale
assemblaggio delle cilia primarie, suggerendo dherigine della Sindrome vi
sia un alterato funzionamento di queste struttereyon un difetto nella loro
formazione. Recentemente, le cilia primarie non ifhaiobno state descritte
possedere funzioni sensoriali [13, 15-21], e sembessere presenti in quasi tutti
i tipi cellulari [18, 21]. Sono state identificaiafatti in epatociti, cellulef3-
pancreatiche, e soprattutto nei neuroni ipotalaneisponsivi alla leptina [22, 23],
dove sembrano avere un ruolo nell’avvertire i ségraiferici di sazieta [22-24].
La localizzazione della proteina ALMS1 suggerisceindi un suo ruolo
nell'organizzazione dei microtubuli, nel trasportimtracellulare e nella

funzionalita ciliare, e consente di classificareABMS come ‘ciliopatia’, una
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classe di malattie genetiche umane che hanno irugerdifetti nella struttura o
nella funzione ciliare [25], tra cui la SindromeBRhrdet-Biedl (BBS), le malattie
policistiche renali, i difetti di lateralita e lastiofia retinica [17, 19]. La ALMS
condivide con la Sindrome di Bardet-Biedl diverswatteristiche fenotipiche,
come obesita addominale, insulino resistenza estiamellito di tipo 2 [13, 25].
Sono stati identificati 12 loci BBS [26], che cad#&no per proteine risultate
coinvolte nelle funzioni dei corpi basali e nelsjparto vescicolare in cellule
ciliate, suggerendo che alterazioni di questi meistai siano critici nella
patogenesi delle ciliopatie [18]. Mutazioni in gdBBS sono state recentemente
associate a difetti nel processo di ciliogenesi ena maggiore propensiorie
vitro di fibroblasti del derma ad accumulare triglicerddifferenziare in senso
adipogenico che potrebbe essere implicata nellup di obesita in pazienti
con BBS [27]. Un alterato trasporto delle vescicobmtenenti i trasportatori di
glucosio GLUT4 a livello della membrana plasmatmrebbe invece spiegare
I'insorgenza di insulino resistenza [28]. Sembmaltie che una ridotta fertilita dei
maschi ALMS [29] derivi da un difetto nella formane dei flagelli mobili delle

code degli spermatozoi.

1.3.1 Identificazione del gen&LMS1

La Sindrome di Alstrém € nota dal 1959, quandodattDAlstrém [2], un medico

svedese a cui si deve il nome della patologiasifled tale malattia e ricostrui gl
alberi genealogici di diverse famiglie di affefla questi a da altri studi [30], si
dedusse I'ereditarieta di tipo autosomico recesdelta patologia.

Nel 1992, i ricercatori del Jackson Laboratory immano a studiare le

caratteristiche genotipiche e fenotipiche di induri affetti imparentati tra loro e
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appartenenti alla popolazione degli Accadi, dellzoda Scozia. [8]. Gli Accadi
emigrarono dalla Francia settentrionale all’Accatiaova Scozia, Canada) nella
prima decade del diciassettesimo secolo. A seglatia ‘Grande Deportazione’
dalle loro colonie di origine durante la Guerra @&atte Anni in Europa, dli
Accadi stabilirono colonie in Francia, Quebec, Isiama, Sud Carolina,
Massachusetts e nelle Colonie Americane, vivenddivamente isolati in piccole
comunita per molti anni. La ricostruzione dell’albegenealogico attraverso 13
generazioni di una famiglia di Accadi con 5 individALMS, discendente da una
coppia ancestrale comune, permise di identificareaplotipo comune in una
regione di 14.9 cM del cromosoma 2p12-13 [31]. 8asivamente, Macaet al.
[32] confermarono il locuALMS1in una famiglia algerina. Un’ampia analisi di
linkage in altre 12 famiglie non imparentate chgregavano per la ALMS
permise di ridefinire la regione critica in un intello di 6.1 cM del cromosoma
2p13 [8].

Nel 2002, due gruppi di ricerca indipendenti (Jackkaboratory, USA e
Southampton University, UK) identificarono il geA&MS1 come responsabile
della Sindrome di Alstrom. Collin et al. [11], awerso un’ulteriore mappatura
fisica e di ricombinazione, definirono il loc#dMS1in una regione critica piu
ristretta di 2 cM, all'interno della quale identifirono 16 geni e cluster di EST
come candidati sulla base geltterndi espressione e di funzione. Tra questi, un
trascritto non caratterizzato (KIAA0328) risulto pessso in diversi tessuti
coinvolti nella ALMS. L’analisi di sequenza in indliui affetti evidenzio
variazioni del trascritto che segregavano con laM&Lin sei famiglie non
imparentate, permettendo di identificare il geABMS1 [11]. Nello stesso

periodo, Hearnet al. [12] riscontrarono in un paziente con le caradterine
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cliniche tipiche della ALMS una traslocazione cr@omica reciproca bilanciata,
che coinvolgeva la regione critica precedentemanicata nella Sindrome. La
traslocazione sull’allele materno interessava @ammento genomico di 1.7 kb,
comprendente I'esone 4 e l'inizio dell’esone 5 geheALMS], che determinava
la rottura della sequenza codificante. L’allele gpad portava invece una
delezione di 2 bp nell'esone 8 in posizione 21412{&l1 2142delCT]), che
determina lo slittamento del modulo di lettura @lasenza di un codone di STOP

cinque codoni a valle della delezione [12].

1.3.2 Mutazioni del genéALMS1
ALMS ¢ una patologia a trasmissione autosomicasgeg, causata da mutazioni
nel geneALMS1 La maggioranza degli individui diagnosticati sorsultati
essere eterozigoti composti. In letteratura sombestiportate un totale di 81
variazioni diALMS1associate alla Sindrome [7]. Sono state descritteazioni
non-senso, delezioni e inserzioni che causanattarakento del modulo di lettura
e una traslocazione reciproca, tutte predittivdad&rmazione di una proteina
tronca. La maggior parte delle mutazioni & locatiaza livello dell’esone 16
(circa il 40% delle mutazioni note), dell’esone (@3%) e dell’esone 8 (21%),
mentre meno frequentemente sono state riportatazioai negli esoni 12 e 18.
La variazione nota che é risultata essere piu &etgué una delezione dell’esone
16 (c.[10775delC]), descritta in circa 125 bamidnglesi [6]. Non & escluso che
mutazioni in altri esoni possano dare fenotipi mbentificati o non patologici, 0
avere effetti deleteri sulla sopravvivenza fetale.

Sono stati identificati numerosi polimorfismi a go nucleotide, il cui

significato funzionale non é noto [6].
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1.4  VARIABILITA FENOTIPICA
L’espressione ubiquitaria del geA&EMS1puo spiegare la natura sindromica della
ALMS.

La patologia mostra un’ampia variabilita fenotgic cui meccanismi alla
base non sono ancora stati chiariti.

Le mutazioni identificate nel gem®LMS1 associate all'insorgenza della
patologia localizzano in posizioni distinte del gem potrebbero concorrere in
maniera diversa allo sviluppo e alla progressioetadmalattia, spiegando la
variabilita fenotipica tra i pazienti ALMS. In ra@ne a questo, sono in corso
studi per la definizione di possibili correlazigg@notipo-fenotipo, volti a valutare
il ruolo della posizione delle mutazioni identifiea Marshall e collaboratori [3]
hanno evidenziato come mutazioni nellesone 16 semlessere maggiormente
associate a fenotipi patologici piu gravi. Vi eatif una correlazione significativa
tra mutazioni in questa regione del gene e I'ineorg di degenerazione retinica
nell'arco del primo anno di vita, disfunzioni urglohe, cardiomiopatia dilatativa
e diabete mellito di tipo 2. Pazienti con mutazioell’esone 8 mostrano invece
un’incidenza inferiore di malattia renale [3].

Le differenze nella progressione della ALMS iniwidui con la stessa
mutazione suggeriscono che la variabilita fenoippsservata in molti individui
affetti dalla Sindrome potrebbe essere inoltrésilitato di interazioni di elementi
genetici (genimodifierg e fattori ambientali con il locuALMS1 Il linkage al
locusALMS1e sicuramente necessario e sufficiente per sppdgastato morboso;
tuttavia, i geni responsabili della Sindrome di ®#rBield e di Laurence-Moon

potrebbero essere buoni candidati come gerdifiersdella ALMS.

18



Introduzione

Collin et al.[11] descrissero il caso di due giovani maschi moparentati aventi
la stessa mutazione in omozigosi nel g&ieMS1 (c.[10775delC]). | pazienti
presentavano entrambi retinopatia e cardiomiopafantile a esordio nei primi
medi di vita, obesita dall'eta di 2 anni, diabetellito di tipo 2 e insufficienza
renale dalleta di 10 anni. Il primo ebbe un’impvsa recidiva della
cardiomiopatia dilatativa all’eta di 18 anni, sermeuna evidenza di disfunzione
epatica. Il secondo paziente, invece, presento sewvara insufficienza epatica
all'eta di 20 anni e non manifesto alcuna recidlelia cardiomiopatia.

Un altro esempio di una stessa mutazione a capendtipi diversi e riportato in
una coppia di fratelli affetti da ALMS. | due paaig portatori di una sostituzione
nucleotidica in posizione 11571 dell’esone 16 (§11C>G]), predittiva di una
proteina tronca in posizione 3820, mostravano kiffiee fenotipiche
nell'espressione della malattia. Un soggetto sddfrilall’eta di 3 mesi di asma
bronchiale non allergica e, dall’eta di 9 anni, diabete mellito di tipo 2,
acanthosis nigrans e deficit uditivo neurosenserial secondo paziente
presentava invece dall’eta di 2 anni cardiomiopdiilatativa, e, al momento
dell'ultima osservazione, non mostrava le manitasta fenotipiche presenti nel
fratello. Alcuni di questi fenotipi, tuttavia, inggno in relazione all’eta e pertanto
non & certo possano essere considerati delle elitfer fenotipiche reali tra i due

fratelli.

15 DIAGNOSI
La Sindrome di Alstrom viene diagnosticata sullaseébalelle caratteristiche
cliniche osservate, senza richiedere generalmenterferma genetica. L’ampia

variabilita fenotipica e il ritardo con cui alcunearatteristiche fenotipiche
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insorgono rendono tuttavia la diagnosi molto diimella prima infanzia. Con la
crescita del bambino e il manifestarsi di alcumidigoi tipici della patologia, che
si rendono evidenti solo nella seconda decadetdj ia diagnosi clinica risulta
piu agevole.

Recentemente, sono stati definiti un set di critgsignostici in base all’eta del
paziente, attraverso i quali formulare una diagndsiALMS [1]. L’analisi
genetica per la presenza di mutazioni nel gelogIS1é consigliata nel momento
in cui 'anamnesi del paziente evidenzi la presesaa di alcuni aspetti clinici,
che non sono patognomonici per la diagnosi.

La diagnosi di ALMS e certa nel caso dell'idengfzeone di due mutazioni del
gene ALMS1 nel paziente, o di un singolo allefdMS1 mutato associato alla
presenza di caratteristiche cliniche conformi iestidiagnostici delineati, o di una

storia familiare di ALMS.

20



Introduzione

2. LA FIBROSI

La fibrosi viene generalmente definita un disordirfdroproliferativo,
caratterizzato da una produzione eccessiva e iraltaté di matrice extracellulare
(ECM), che determina il progressivo rimodellameatta perdita della normale
architettura tissutale, portando ad alterazionziomali del tessuto interessato.

Da un punto di vista clinico, pud essere considetata condizione irreversibile
del processo di riparazione tissutale, duranteualegviene persa la normale
omeostasi tissutale e non avviene la risoluziomengecanismi di cicatrizzazione

[33, 34].

2.1 IL FIBROBLASTO
Il fibroblasto € la cellula principalmente coinwlhell’eccessiva produzione di
ECM che caratterizza i disordini fibrotici.

In condizioni fisiologiche, il fibroblasto € una leda relativamente
guiescente a lunga vita, e generalmente non sesser\v@ la proliferazione e la
morte [35]. Nel tessuto adulto, riveste un ruoldagh nel mantenimento e
nel’omeostasi della ECM, regolandone il normalatwer, attraverso il controllo
del differenziamento epiteliale e dell'inflammazeon fibroblasti sintetizzano i
principali costituenti fibrillari del’lECM, quali allagene di tipo I, Il e IV e
fibronectina, e contribuiscono alla formazione eettembrane basali, attraverso
la secrezione di collagene di tipo IV e lamininan8& inoltre importanti per la
sintesi di proteasi, come metalloproteasi (MMPs$ge@aziali per la degradazione e
il innovamento della matrice. | fibroblasti somdine coinvolti nel mantenimento

dellomeostasi dei vicini epiteli, attraverso lacsezione di fattori di crescita e
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interazioni dirette tra cellule mesenchimali edeli [35, 36].

| fibroblasti hanno un ruolo prominente nei normdénomeni di
riparazione tissutale [35]. Durante questi progesisosserva la conversione del
fibroblasto dalla sua condizione di cellula quiedeea un fenotipo attivato che
esprime a-smooth-muscle actin afSMA), denominato miofibroblasto, e
caratterizzato da un’attiva proliferazione e seiorez di livelli elevati di proteine
della ECM. Fibroblasti attivati rilasciano liveiumentati di MMPs (in particolare
MMP2, MMP3 e MMP9), che favoriscono un rapido tureo dellECM,
determinandone in alcuni casi cambiamenti nellamposizione, e mostrano
un’aumentata sintesi di fattori di crescita, com&H1 IGF, NGF, EGF, FGF2 e
WNT1, che stimolano la proliferazione degli epitatliacenti. 1 miofibroblasti
possono inoltre modulare la riposta immunitariacessiva a un danno tissutale,
attraverso la secrezione di citochine e chemocluome interleuchina-1 e MCP1
[36, 37].

A seguito della loro attivazione, i miofibroblastvadono la sede della lesione del
tessuto, producono ECM che funge da supporto per @i cellulari, e
possiedono elementi citoscheletrici che favoriscolao contrazione nell
cicatrizzazione delle ferite [37].

Il normale processo di riparazione tissutale amomeno autolimitante,
che vede la riconversione dei miofibroblasti a aoadizione di quiescenza, o la
loro eliminazione attraverso meccanismi di apopt@d]. La rimozione dei
fibroblasti attivati risulta cruciale nella fase disoluzione delle risposte
fibroproliferative, e lo squilibrio tra proliferaane e apoptosi sembra essere
implicato nello sviluppo di fibrosi progressive. lecondizioni patologiche, i

miofibroblasti sembrano non andare incontro ad &®)p ma persistono nel
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tessuto, continuano a proliferare e a produrre eoesso di ECM, che é causa
della formazione del tessuto fibrotico [38-40].

Fibroblasti isolati da cheloidi sono infatti risatit resistenti all’apoptosi. Questo
suggerisce chen vivo i cheloidi possano formarsi come conseguenza di un
alterato processo di riparazione, caratterizzator@gaprolungata fase proliferativa
conseguente lo sviluppo di un fenotipo resisterf@apaptosi, che determina
l'instaurarsi di una condizione di continua ed estea produzione di collagene
[41]. Analogamente, fibroblasti di pazienti conréibi polmonare idiopatica isolati
dalla sede della lesione sembrano possedere pahprayapoptotici silenziati
rispetto a fibroblasti di controllo, nonostante peesenza di elevati livelli di
induttori di apoptosi [42].

I meccanismi cellulari coinvolti nello sviluppo reel mantenimento del
fenotipo attivato dei miofibroblasti, implicato telfibrosi progressive, non sono
conosciuti. Diverse citochine e fattori di cres@tadotti da cellule immunitarie, o
rilasciati localmente da cellule mesenchimali edtedipli, noti promuovere la
proliferazione dei fibroblasti, la sintesi di cakne, la migrazione, il
differenziamento e inibire 'apoptosi, riveston@pabilmente un ruolo chiave nel
determinare il verificarsi di normali eventi di agazione oppure di processi
patologici. Il TGFB (transforming growth factoB) € considerato uno tra i piu
importanti fattori pro-fibrotici. Questa citochinatimola ['attivazione e |l
differenziamento di fibroblasti in miofibroblasti}espressione di recettori di
superficie per fattori di crescita e di componedélla ECM, la resistenza
all'induzione di apoptosi, e inibisce la degradaeodel collagene down-
regolando gli enzimi responsabili della digestiaedla ECM e promuovendo

I'espressione di inibitori delle proteasi [34, 44].
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.  Scopo della tesi

La Sindrome di Alstrdm €& una rara patologia a tiasione autosomica recessiva
causata da mutazioni del gedMS1 e caratterizzata da un pleomorfismo
fenotipico con compromissione funzionale multiorgan

La fibrosi rappresenta una caratteristica fenoippomune in pazienti ALMS.
Aree di estesa fibrosi interstiziale sono statecdgs in molti tessuti, e sembrano
essere responsabili di importanti alterazioni fanali d’organo che influenzano
negativamente la prognosi e molto spesso determiilatecesso prematuro dei
pazienti [1].

Nel nostro laboratorio € stato possibile otteneddture primarie di
fibroblasti da una biopsia cutanea di 4 pazientiM&.che afferisco al nostro
centro per la gestione clinica.
| fibroblasti del derma rappresentano un buon mod=llulare per lo studio dei
meccanismi patologici che regolano l'inflammazianta riparazione tissutale, in
modo particolare nei disordini fibrotici, come pegempio nella formazione dei
cheloidi [41] e nello sviluppo della sclerodermé®].

Le culture primarie di fibroblasti da noi ottens@no state quindi utilizzate come
modello cellularein vitro per studi morfologici, di espressione genica e

funzionali, al fine di evidenziare cambiamenti dtalla presenza del trascritto

ALMS1mutato.
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[1l. Materiali e Metodi

1. SOGGETTI

In questo studio sono stati analizzati 4 pazidAtil-PT4), 3 maschi e 1 femmina
di eta compresa tra i 24 e 36 anni, che presental@amcaratteristiche cliniche
tipiche della ALMS e che afferiscono al repartolaléllinica Medica Il per la
gestione clinica. Il gruppo comprende una coppid fitatelli (PT2 e PT3). Tutti i
pazienti presentavano retinopatia dalla prima infarcecita, riduzione dell’'udito.

| PT1 e PT4 sono risultati affetti da diabete nbelldi tipo 2, secondo i criteri
WHO (World Health Organization). PT3 presentava aftarata tolleranza al
glucosio (IGT). Tutti i pazienti mostravano distipmia. Il PT4 risultava essere
obeso (BMI=34.4), mentre i PT2 e PT3 erano moderatde sovrappeso (BMI
25-30). Nessun soggetto presentava infarto cardiacardiomiopatia e
pneumopatie. Due pazienti (PT1 e PT3) manifestawdisiunzioni renali e tre
(PT2, PT3, PT4) ipogonadismo. Tutti i pazienti tn@gno disfunzione epatica
di vario grado.

In tutti i pazienti é stata identificata la mutamopresente nel gen&LMS]
ognuna delle quali e stata precedentemente desdattMarshalket al. [6]. Le
varianti sono state identificate dall’analisi deNAR genomico (gDNA) e dei
trascritti ottenuti da colture primarie di fibrobta isolate dai pazienti. Il PT1
presenta una mutazione in omozigosi nell’esonecl8938C>T]), predittiva di
una proteina tronca a livello dell'aa 2980 (p.Q2280 PT2 e PT3 sono portatori
della stessa mutazione in omozigosi nell’esone.84@5C>G), per cui si puo
predire la formazione di un codone di STOP in pgose 1142 (p.S1142X).
PT4 & un eterozigote composto e presenta una temigne nell’esone 8 e una
delezione di 4 nucleotidi a livello del’esone e provoca uno slittamento del
modulo di lettura. Entrambe le varianti predicoadfdrmazione di due proteine
tronche di 722 (p.K722X) e di 3790 (p.D3771fsX3788)rispettivamente.

Le caratteristiche fenotipiche e la descrizionelad@hutazione identificata in

ciascun paziente sono riportate in tabella 1.
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TABELLA 1. Caratteristiche genetiche e fenotipichedei pazienti affetti dalla ALMS.

PT1 PT2 PT3 PT4
O O v &
MutazioneALMS1*  ¢.[8938C>T] .[3425C>@] €.[3425C>Q] c. [2164A>T]
+[8938C>T] +[3425C>G] +[3425C>C] +[11313_11316delTAGA]
(esone 10) (esone 8) (esone 8) (esone 8)+(esonelb)
p.Q2980X p.S1142X p.S1142X p.K722X+D3771fsX3790
Eta 37 anni 24 anni 36 anni 29 anni
Sesso femmina maschio maschio maschio
BMI (kg/m’) 22.2 27 27.7 34.4
Bassa statura Si Si Si Si
Retinopati Si Si Si Si
(1 anno) (3 mesi) (3 mesi) (1 mese)
Perdita uditiva Si Si Si Si
(19 anni) (Lanno) (6 anni) (20 anni)
Diabete melito di Si No IGT Si
tipo 2 (32 anni) (34 anni) (27 anni)
Dislipidemia Si Si Si Si
(25 anni) (4 mesi) (13 anni) (20 anni)
Cardiomiopati No No No No
Pneumopatia No No No No
Disfunzioni epatiche ~ Moderato Moderato Moderato Si
(25 anni) (24 anni) (12 anni) (20 anni)
Nefropatia Moderato No Moderato Si
(32 anni) (35 anni) (24 anni)
Ipogonadism No Si Si Si

| parametri riportati sono relativi alle osservadial momento della biopsia cutanea.
La nomenclatura della mutazioni € definita secoledmdicazioni riportate da den Dunnenhal.

[46]; il numero dell’'esone in cui la mutazione édtizzata € riportatato in parentesi.

Tre soggetti sani, 2 femmine e 1 maschio di etapresa trai 53 e i 74
anni, che non presentavano alterazioni metabolietie endocrinologiche al
momento della biopsia cutanea, sono stati utilizzahe controlli.

Ciascun soggetto ha fornito il proprio consensmnmiato, sia per la
biopsia cutanea, sia per l'utilizzo del gDNA, epilotocollo di ricerca € stato

approvato dal Comitato Etico dell’Azienda Ospedalié Padova.
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2. ANALISI DI MUTAZIONI

2.1 PCR SU cDNA e gDNA

L’analisi genetica per la ricerca di mutazioni rggne ALMS1 é basata sul
sequenziamento diretto degli esoni 8, 10 e 16 gpots mutazionali) da DNA
genomico (gDNA) e sul successivo sequenziamentdingeto trascritto da
cDNA.

I gDNA e estratto da un prelievo di sangue peicterutilizzando colonnine
QIAamp®DNA Mini kit (QIAGEN, GmbH, Hilden, Germanyentre il cDNA é
ottenuto dalla retrotrascrizione del’'mRNA di cobuyprimarie di fibroblasti isolati
da una biopsia cutanea del paziente per il quadtaaksospetto di ALMS (vedere
paragrafo Materiali e Metodi 5.1)

| primers per I'analisi del gDNA (Tabella 1, Appecel 1) e del cDNA (Tabella 2,
Appendice 1) sono stati disegnati facendo riferitnenalla sequenza
NM_015120.4, depositata presso I'NCBittp://www.ncbi.nim.nih.gov/entrgz
utilizzando i  softwares  PRIMER3 higp://cbr-rbc.nrc-cnrc.gc.cal/cgi-
bin/promer3_www.cgi e OLIGOANALYZER
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligalyrer/Default.aspx
disponibili gratuitamente online.

Frammenti di circa 1 Kb sono amplificati mediantéRPutilizzando HotStarTaq
Master Mix Kit (QIAGEN), secondo le istruzioni dellditta fornitrice. Una
aliquota della reazione di PCR viene valutata medialettroforesi in gel di
agarosio (1.5%) con tampone TBE 1X e visualizzat&iamte colorazione con
Bromuro di Etidio (SIGMA, Sigma -Aldrich, St. LoyiMO, U.S.A.).

Il prodotto di amplificazione viene purificato utitando Exosap (USB, OH,
U.S.A), seguendo le indicazioni della ditta pradce, quantificato in gel di
agarosio utilizzando un marcatore di peso moleeo(®NA Molecular Weight

Marker VI, Roche, Germany) e successivamente eezjato.

2.2 PCR DI SEQUENZA

La reazione di sequenza viene realizzata utilizaaAdB! PRISM Big Dye
Terminator Cycle sequencing Ready Reaction Kitsp{i Biosystems, CA,
U.S.A)) (3 ng ogni 100 bp di prodotto purificate),l.6 pmoli degli stessi primers
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utilizzati per I'amplificazione. Successivamentelaalpurificazione con una
colonna Microcon (MICROCON PCR, Millipore, MA, U&), il prodotto di
reazione viene denaturato a 95°C per 2 min in pmsali HD Formamide
(Applied Biosystems) e analizzato utilizzando ABIOB Sequencing Analyzer
(Applied Biosystems). | cromatigrammi ottenuti veng analizzate e confrontate
con la sequenza depositata presso la Genebank NCBI.

3. COLTURE PRIMARIE DI FIBROBLASTI

3.1 COLTURE BIDIMENSIONALI (2D)

Le colture primarie di fibroblasti sono state otten da biopsie cutanee di 4
pazienti affetti da ALMS e di 3 controlli sani.

La biopsia cutanea viene asportata dalla superfitedra dell’avambraccio,
tagliata in piccoli pezzi e seminati in piastrerPatdiretto contatto con la plastica.
Ogni pezzo di tessuto viene coperto con una gatidiailbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (GIBCO, Invitrogen Corporation, Pag| Uk), 150 U/ml
streptomicina, 200 U/ml penicillina, 2 mM glutamrajrii mM HEPES (GIBCO)
(standard medium, SM), contente 20% siero bovinaldgFBS) (GIBCO) (v/v)
inattivato al calore. | fibroblasti fuoriescono spaneamente dal derma aderendo
al supporto di coltura, e replicano fino a raggemgla confluenza. Le cellule
vengono successivamente mantenute in coltura iralSN%. FBS.

Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti dopo samizzazione delle colture
cellulari, ottenuta al raggiungimento della subfbenza. Le colture
sincronizzate sono state analizzate al citofluoiongFACS Calibur, Becton
Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, JS#on sono state
evidenziate variazioni nella distribuzione dellfude nelle fasi del ciclo cellulare
tra fibroblasti ALMS e di controlli sani (dato noiportato).

Le colture primarie sono state utilizzate tra i° Ie il XII° passaggio, e gli

esperimenti sono stati realizzati utilizzando fltlesti allo stesso passaggio.

3.2 COLTURE TRIDIMENSIONALI (3D) IN HYAFF11 ™
Colture primarie di fibroblasti vengono seminate fseammenti (1x1 cm) di
HYAFF-11™ (Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Paddtedy), a una
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concentrazione di 1 x f0cellule/cnf. Le colture sono mantenute per due
settimane in SM al 10% FBS.

Lo HYAFF-11™ & un biomateriale che deriva dalla totale estadiione
dell'acido ialuronico con alcool benzilico. La motda e sintetizzata a partire da
80-200 kDa di ialuronato di sodio. Il prodotto fiea& un polimero lineare con
peso molecolare indeterminato, insolubile in salvexquosi, sebbene idrolizzi
spontaneamente nel tempo rilasciando alcool beozdliacido ialuronico

In queste condizioni, i fibroblasti proliferano 'aiterno degli interstizi dello
scaffold, mantenendo il loro fenotipo originaledepositando ECM contenente
collagene di tipo I, lll e IV, e molecole di adesgocome laminina e fibronectina
[47].

4, ANALISI ISTOLOGICA E MORFOLOGICA

Colture bidimensionali di fibroblasti fissate inrfiealina e colture tridimensionali
fissate in formalina e incluse in paraffina vengamalizzate al microscopio ottico
dopo colorazione standard con ematossilina-eosBi&MA). La lunghezza

cellulare di fibroblasti in 2D viene misurata w#ando il software Leica IM1000
Image Manager (Leica Microsystem, Heerbrugg Swdrel), in dotazione al

microscopio ottico. La superficie di adesione @rdiblasti in 2D durante la fase
logaritmica di crescita cellulare viene stimata idiéndo matematicamente il
numero totale di cellule contate in una fiasca Tidjzzata come supporto di
coltura, e l'area della fiasca T75. Le cellule vemg staccate dal supporto di
crescita mediante trattamento con 25% tripsina) (8/¢ontate in una camera di
Burker, dopo colorazione con 0.2% tripan blue.

Fibroblasti in sospensione, dopo trattamento co% 2Bpsina (v/v), vengono

sottoposti a 2 lavaggi in PBS e analizzati perote Iproprieta di forward e side
light scatter al citofluorimetro (Becton Dickinsdmmunocytometry System)

come stima della dimensione e granulosita cell k8¢

Per I'analisi ultrastrutturale, colture 3D vengdissate in 2.5% gluteraldeide in
buffer fostato pH 7.4 per 3 ore, trattate con 1%ethossido di osmio, disidratate
con etanolo, e incluse in araldeide (SIGMA). Serzigdtrafine vengono colorate
con acetato di uranile e analizzate al microscagaitronico (Philips EM400,

Philips, Eindhoven, The Netherlands).
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5. ANALISI DI ESPRESSIONE GENICA

5.1 ESTRAZIONE DI RNA TOTALE DA FIBROBLASTI

L’RNA totale di colture 2D di fibroblasti e statsteatto utilizzando RNeasy Mini
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), secondo il probllo della ditta

fornitrice.

Brevemente, il terreno di coltura viene eliminatoféroblasti vengono lisati con
il buffer RLT. Il lisato cellulare viene conservat -80°C fino al momento
dell'utilizzo. A ogni campione di solubilizzato déllare viene aggiunto un uguale
volume di 70%etanolo (v/v). Ogni campione viene nquitrasferito in una

colonna di purificazione RNeasy Spin Column, e Glmato per 2 minuti a

10000 g a temperatura ambiente. L'RNA, che si lejla membrana della
colonna, viene lavato con due buffer a diversaaoonica, ed eluito con 40 pl di
acqua RNase-free.

L'RNA estratto viene quantificato mediante lettugpettrofotometrica al

Nanodrop (Fisher Scientific SAS, lllkirch Cedex, akce) e analizzato
qualitativamente utilizzando il sistema Agilent P1®ioanalyzer (Agilent

Technologies, PaloAlto, USA).

5.2 TRATTAMENTO CON DNasi

L’RNA totale (2 ug) e stato trattato con DNasijimiando il kit DNase Treatment
& Removal Reagent (Ambion, Austin, TX, USA), pemghare la contaminante
di DNA genomico.

Brevemente, ciascun campione viene incubato coihea per 30 minuti a 37°C.
Successivamente, la reazione viene bloccata aggmgiagun 10% in volume di
Inactivantion Reagent, e incubando per 2 minuénapteratura ambiente. Ciascun
campione viene centrifugato a 10000 g per 2 mirauil, surnatante, contenente

I'RNA, é trasferito in una nuova provetta e cons¢ova -80°C.

5.3 DNA MICROARRAY
Il sistema dei microarrays ha cominciato a diffaisda partire dagli anni '90 e da
allora ha avuto un rapido sviluppo. Il grande vggta apportato da questo

metodo e rappresentato dalla possibilita di anatez'espressione di molteplici
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geni in due o piu condizioni simultaneamente, pdé¢teneo di identificare
modificazioni legate a intere vie di segnalaziome,consentendo inoltre di
formulare ipotesi per direzionare nuovi esperim@mtmodo estremamente utile,
in particolare quando siano disponibili poche infazioni rispetto al problema in
esame.

L’esperimento di microarrays € stato eseguito asdndo piattaforme di
ibridazione a oligonucleotidi (arrays), acquistatesso il CRIBI (Universita degli
Studi di Padovahttp://www.microcribi.unipd.i, che consistono in una collezione
di 21329 sequenze di settantimeri (Operon 2.0ggiate su cluster di Unigene
Human e corrispondenti alla regione 3’ terminalesdgquenze genica uniche,
depositate in doppio in un supporto di vetro (MIOQRE&X Glass Slides
SuperChip I, PerkinElmer).

Amplificazione del’RNA

L'RNA totale trattato con DNasi (1.;ug) € stato amplificato linearmente
utilizzando SuperScript™RNA Amplification Sistemnyitrogen), secondo il
protocollo sviluppato da Eberwirgtal. [49].

Nel passaggio di trascrizione vitro viene incorporato un nucleotide modificato
5-(3-aminoallyl)UTP (SIGMA) che possiede in posimo C5 dell’'uracile un
gruppo amminico. Il prodotto di amplificazione € RNA antisenso (aRNA),
complementare al messaggero originale, marcatacaruppo amminoallilico in
grado di reagire chimicamente con il gruppo estedc fluorofori (NHS-Cy).
L’aRNA amplificato viene quantificato mediante let allo spettrofotometro
(Nanodrop) e la sua qualita & valutata utilizzafidpplicazione mRNA Nano
assay del Bioanalyzer 2100 Agilent.

Marcatura dellaRNA

L’aRNA (5 pg) di ciascun campione viene marcato con un fllymimonouso
(Cy™3 o Cy™5) (Amersham Biosciences), purificatdl’decesso delle cianine
utilizzando le colonne fornite dal kit di amplifwane del’RNA (Invitrogen), ed
eluito con 100ul di H,0 DEPC (dietil pirocarbonato). L'incorporazione del
fluoroforo viene quantificata sulla base del rappatelle assorbanze a 650nm e
550nm, lette allo spettrofotometro (Spectrometemha 2S, PerkinElemr Life
Sciences INc., Waltham, USA).
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Ibridazione

Gli aRNA dei campioni di controllo sono stati ritinal fine di ridurre la
variabilita inter-individuale. L'aRNA di ciascun pante (PT1, PT2, PT3, PT4) e
stato quindi confrontato con il pool di controlliegiante co-ibridazione su
piattaforma a oligonucleotidi (array).

Prima di ibridare il campione, gli arrays vengomne-jbridati per 1 ora a 48°C in
un tampone appropriato (SSC 5X, SDS 0.1%, ss-DNAn@fQl, Denhardt’s
solution 5X), per ridurre il segnale aspecificocdmpioni, dopo essere stati
concentrati per precipiatazione, vengono risospasibuffer di ibridazione
appropriato (SSC 5X, SDS 0.1%, formammide 25%, N#&[B0 ngful). La sonda
cosi ottenuta viene denaturata a 95°C per 2 mirautgpplicata sull'array.
L’ibridazione viene condotta a 48°C per tutta unaiten in un sistema di
ibridazione automatico (ArrayBoosterTM, Advalytixghe mantiene la soluzione
in continua agitazione. Successivamente vengonguéseei lavaggi seriali con
SSC e SDS, per rimuovere I'eccesso di sonda e dameeia stabilita del legame
tra questa e gli oligonucleotidi depositati. Dopssere stato opportunamente
asciugato, il vetrino viene sottoposto a scansemreun sistema laser (ScanArray
Lite, PerkinElmer).

Repliche

Ciascuna condizione (Pversuspool di controlli) e stata analizzata in dupligato
effettuando l'inversione dei fluorofori: in una tea il campione del PT in esame
viene marcato con Cy™3 e il pool di controlli cog™5, mentre nel vetrino di
replica il primo viene marcato con Cy™5 e il seamntcbn Cy™3. Questo
consente di ridurre dell'errore derivato dalla eiffnziale efficienza di
incorporazione dei fluorofori.

Normalizzazione

| dati grezzi di intensita di fluorescenza ottenpér ogni esperimento nei due
canali sono stati organizzati in unico file, e ggivamente normalizzati secondo
un metodo LOWESS, in cui gli errori sistematici gosssi nella valutazione della
media del rapporto di fluorescenza tra i due casatio corretti per il valore
medio locale. Per questa analisi e stato utilizzhtsoftware MIDAS [50],

disponibile gratuitamente onlinén{tp://www.tigr.orgj.
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Replicati all'interno dello stesso vetrino e neiedweanali con un’elevata
deviazione standard sono stati esclusi, utilizzahdtetodo suggerito da Yareg

al. [51].

Analisi dei dati: identificazione di geni differenalmente espressi

Dopo la normalizzazione, per ciascun gene vienetifiigato un dato di rapporto
di espressione, corrispondente al livello di espoe®e del gene stesso diviso per il
valore ottenuto nel controllo. Il logaritmo in ba®ali questo valore consente di
identificare un intervallo all'interno del quale rgeche possiedono livelli di
espressione costanti avrannoologtio) pari a zero, mentre geni con espressione
up- o down- regolata avranno valori rispettivamestperiori o inferiori a un cut-
off scelto (nel nostro caso +0.7).

I geni che mostrano un significativo fold changéffédenzialmente espressi)
vengono identificati attraverso un’analisi statiatdi tipo SAM [52]. Questo test
combina l'assegnazione di un punteggio calcolatoaarso unt test ([S=
Ry/(c+SE )], dove R e la media del rapporto logaritminco dei livelli d
espressione per un singolo geney 8Eerrore standard e la costante c e il valore
del 90 percentile per S con un’analisi permutazionale e il calcolo deddo di
falsi positivi (FDR) per ciascun gene.

Analisi dei dati: GENE ONTOLOGY e KEGG PATHWAYS

Per correlare con maggior efficienza i dati ottedatl’interpretazione degli array
dopo I'analisi statistica a un significato biologisono state usate due banche dati
pubbliche che forniscono informazioni sulle reticdnnessione esistenti tra geni:
la Gene Ontology [53] (GOhttp://www.geneontology.ofge il KEGG database
[54] (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genorhtp://www.genome.jp/kedg
Questi sistemi permettono di individuare rapidaradat modulazione di vie di
segnale, permettendo la formulazione di ipotesuardanti la condizione
analizzata.

Il database Gene Ontology rappresenta attualmdaote standard
internazionale per I'annotazione genica. Questtersia permette di collocare le
numerose informazioni ottenute da esperimenti decroairrays all’interno di
strutture classificate di geni, che rappresentartermini di Gene Ontology,
consentendo I'identificazione di alcuni processitgici modulati in un ampio set

di dati. A ciascun termine evidenziato & assoaigiwalore statisticp-value che

35



Materiali e Metodi

fornisce una stima della rilevanza dei geni in snalelle liste di classificazione
fornite dalla Gene Ontology. Tanto piu basso € fueslore, tanto piu le
informazioni ottenute risultano essere specificklinterno della Gene
Ontology, i geni vengono raggruppati in 3 categpriacipali, processi biologigi
componentcellulari e funzioni molecolarisulla base delle informazioni note per
ciascun gene.

L'utilizzo della banca dati KEGG consente di odah@ geni
differenzialmente espressi in mappe, che rappraseré numerose vie di segnale
note nella maggior parte delle cellule. L'utilizdoquesti diagrammi consente di
visualizzare in modo immediato la posizione con cujeni si inseriscono
all'interno di unpathway in termini di aumento o diminuzione dell’espress
genica. Vie di segnale in cui sono rappresentatitingeni differenzialmente
espressi risulteranno maggiormente informativeanedlutazione della condizione

in esame.

5.4 RT-REAL TIME PCR

Retrotrascrizione del’RNA in cDNA

Prima di essere retrotrascritto in cDNA, I'RNA tietarattato con DNasi viene
denaturato a 70 °C per 5 minuti, in presenza dirigh@i random primer (Promega
Corporation, Madison, WI, USA).

L’RNA denaturato viene retrotrascritto in cDNA pkrora a 37°C, aggiungendo
alla miscela di reazione 200U M-MLV Reverse Traigase Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Trascriptgséd.5 mM dNTPs (desossinucleotidi
trifosfato) e 20U RNAsin Ribonuclease Inibitor pitore di RNAsi purificato da
placenta umana), in M-MLV RT Buffer (Promega), im wolume finale di
reazione di 50 pl. L'enzima di retrotrascrizionene successivamente inattivato a
95°C per 2 minuti. Il cDNA sintetizzato viene consso a -20°C.

Real-Time PCR

L’espressione dellRNA messaggero di geni per adcaomponenti della ECM
(POSTN ACTA2 COL1A1 COL3Al1 COL4Al COL5A1 COL5A2 COL8AL
COL11A1 COL12A1 COL15A) e stata quantificata utilizzando la tecnica della
Real-time PCR.
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La tecnica permette la quantificazione di una segadersaglio all'interno di una
miscela eterogenea di molecole di DNA o cDNA, isédal fatto che esiste una
relazione tra la quantita di templato di partenzail eprodotto di PCR
corrispondente. In questo lavoro, lanalisi quatiita € stata realizzata
utilizzando il SYBR Green | (SYBR Green PCR Mastéix, Invitrogen), una
molecola fluorescente che lega covalentemente ARNloppia elica a livello del
solco maggiore. All'aumentare del prodotto di PC&gai ciclo di amplificazione
si verifica un proporzionale aumento di fluores@rovuto al legame del SYBR
Green | alle molecole a doppia elica di DNA, morato dal sistema Real Time
PCR.

I cDNA (5ng) e stato amplificato utilizzando lorginento DNA Engine
Opticon™ 2 Continuous Fluorescence Detection System (M&#&ek, Waltham,
MA, USA).

La curva di reazione e presentata come un diagrasigneoide di amplificazione,
in cui l'intensita di fluorescenza e espressa inziane del numero di cicli di
amplificazione. Il ciclo in cui si verifica un aumi® di fluorescenza che interseca
la soglia, calcolata sulla base dell'intensita raedii fluorescenza dei primi cicli
(rumore di fondo), & detto ciclo soglia (Ct, Cytlieeshold). L'analisi dei dati e la
definizione del valore Ct é effettuata utilizzando“Metodo della Derivata
Seconda”, algoritmo fornito dal software in dotamallo strumento.

E stata realizzata una quantificazione relativéiedgiressione del gene in analisi
sulla base del confronto con diluizioni seriali@:di un campione positivo, che
definiscono una curva standard di riferimento. Leva standard & una retta in cui
vengono messe in relazione le diverse concentraziespresse in forma
logaritmica, con il valore Ct. La pendenza delldare indice dell’efficienza della
reazione: essa deve tendere a -0.3 che corrispaltiddicienza teorica della
PCR, che a ogni ciclo duplica il numero di molecdigemplato (log2=0.3) Il
confronto del Ct di un campione a concentraziom®tg con la curva standard
permette di definire la quantita iniziale di tentplael campione in analisi.

Per verificare che i prodotti ottenuti non siangldaspecifici e che non si siano
formati dimeri di primer, che potrebbero compromedtla quantificazione del
prodotto amplificato, al termine dell’amplificaziensi esegue un’analisi della

curva di dissociazione (Melting Curve), che permeti individuare la
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temperatura di fusione {) specifica per ogni amplificato esaminato. Come
ulteriore controllo, i campioni sono analizzatigal d’agarosio al 2% dopo corsa
elettroforetica.

La quantita del trascritto del gene d’interessedadasnormalizzata rispetto alla
quantita del trascritto di un gene housekeepingMBS (idrossimetilbilan-
sintasi).

Ciascun campione € stato analizzato in duplicato egni reazione sono stati
inclusi almeno 2 controlli negativi in cui non atst aggiunto alcun cDNA.

Le sequenze dei primers utilizzati sono state escetilizzando il programma
PRIMERS3. Le sequenze oligonucleotidiche e le cdndizdi reazione sono
riportate in Tabella 4, Appendice 1.

6. SAGGI FUNZIONALI

6.1 SAGGIO DI INCORPORAZIONE DI 3[H]-PROLINA

La sintesi e la secrezione di collagene € statarmi@iata mediante saggio di
incorporazione di idrossiprolina triziata origiremente sviluppato da Peterkofsky
e Diegelmann [55].

2 x 10 cellule vengono piastrate in piastre da 24 pozeatoltivate per 24 ore in
SM al 10% FBS, e successivamente per 24 ore in IS01& FBS. A ciascun
pozzetto, vengono aggiunti Of&Ci [H]-prolina (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, USA) in SM al 0.1% FBS. Dopo 72dinecubazione, le cellule
vengono lisate con 10% SDS, mentre il terreno &ucd viene incubato per 30
min a 4°C con un ugual volume di 20% acido trickaetico (TCA) e centrifugato
(13000g per 15 minuti) per determinare la preciiiae delle proteine. Il pellet
proteico viene lavato con 10% TCA e risospeso i [20di 0.3 M NaOH, 0.3%
SDS. La radioattivita del lisato cellulare e deteé@o di coltura viene quantificata
mediante lettura g-couter (PerkinElmer). L'incorporazione HiH]-prolina viene
normalizzata rispetto al contenuto di DNA, stimatsurando la densita ottica del
campione a 260 nm. Ciascun campione é stato valutatuplicato e analizzato in
tre esperimenti indipendenti.
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6.2 STIMA DELLA LUNGHEZZA DEL CICLO CELLULARE E
SAGGIO DI PROLIFERAZIONE

La proliferazione di fibroblasti ALMS e di fibroldé di controllo & stata valutata
utilizzando il kit CellTiter-Glo® Luminescent CeWNiability Assay (Promega
Corporation, Madison, USA), che permette di detaare il numero di cellule
vitali in coltura sulla base della quantificaziodel’lATP presente, in quanto
indice di cellule metabolicamente attive.

Le cellule sono mantenute in SM al 10% FBS, e simezate mediante
raggiungimento di una confluenza dell’80%. 2.5 X t6llule sono piastrate in
piastre da 96 pozzetti in SM al 10% FBS o in SN%I FBS. In un secondo set di
esperimenti, fibroblasti sub-confluenti vengono teanti in assenza di siero per
48 ore e quindi piastrati in piastre da 96 pozzdli stessa densita in SM al 10%
FBS. Al tempo O e dopo 72 ore, il numero di cellikne determinato utilizzando
il kit, secondo le istruzioni fornite dalla dittarhitrice. Brevemente, la piastra
viene equilibrata a temperatura ambiente per 3uimial medium di coltura di
ciascun pozzetto viene aggiunto in rapporto 1l:dedgente CellTiter-Glo®. La
piastra viene incubata a temperatura ambiente Pamibuti per stabilizzare il
segnale di luminescenza, prima della lettura al inometro (Victor™,
PerkinElmer). Ciascun campione e stato valutattripticato e analizzato in tre
esperimenti indipendenti.

Il tempo di proliferazione cellulare viene stimatdilizzando la seguente

equazione:

g=72 hx log2
log (N72+/Non)

in cui g € il tempo di generazione durante la fase loga@ndella curva di
crescita,N7zn € il numero di cellule a 72 oreNgy, € il numero di cellule al tempo
0.
La proliferazione in risposta a stimolazione esstadlutata dopo trattamento con
10 ng/ml TGFB, o 100 ng/ml CTGF, o 10 ng/ml FGF2 (PeproTech,kyddill,
NJ, USA) in SM al 2% FBS per 72 ore e espressa qgummeentuale di incremento

del numero di cellule rispetto alle colture nomstiate.
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6.3 SAGGIO DI VITALITA' CELLULARE

La risposta di colture di fibroblasti al trattamerdon stimoli apoptotici & stata
valutata utilizzando il saggio di vitalita MTT (&b-dimethylthiazol-2-yl]2,5-
diphenyltetrazolium bromide, SIGMA) [56], che petieedi valutare la presenza
di cellule vitali in basa alla loro capacita di eestlizzare sali di tetrazolio in un
composto insolubile, il formazano, che si accumuddie cellule in forma di
granuli colorati.

1 x 10 cellule sono seminate in pozzetti di una piasae6 pozzetti in SM al
10% FBS e trattate con 100 nM tapsigargina (THAR)) nM staurosporina
(STP), 100 ng/ml TNFx per 48 ore, o con 10@g/ml cicloesimide (CX) o 100
UM C,-ceramide (@C) (SIGMA) per 24 ore. Al termine del tempo di
incubazione, a ciascun pozzetto viene aggiuntasaheione di MTT in PBS (0,4
mg/ml) e la piastra & incubata per 3 ore a 37°@rteno di coltura viene quindi
rimosso e i cristalli di formazano vengono solwaéiti in 150ul/pozzetto di
DMSO. La piastra viene lasciata in agitazione aperatura ambiente per 30-45
minuti. La densita ottica, proporzionale al numedb cellule vitali, viene
determinata mediante lettura allo spettrofotomelta lunghezza d’onda di 550
nm, ed é stata espressa come percentuale delbasger rispetto alle cellule non
trattate. Ciascun campione e stato valutato inlidcé e analizzato in tre

esperimenti indipendenti.

6.4 ANALISI DEL CICLO CELLULARE

La distribuzione nelle diverse fasi del ciclo ckhe di colture di fibroblasti
ALMS e di controllo in condizioni basali e dopo tteanento con stimoli
apoptotici e stata valutata mediante analisi abflcibrimetro, utilizzando |l
metodo descritto da Nicolett al.[57].

1 x 10 cellule vengono lavate con PBS, fissate con 708§ @tanolo freddo per
30 minuti a 4°C, centrifugate (300 g per 8 minetilavate nuovamente con PBS.
[l contenuto di DNA di ciascuna cellula viene evidemto mediante colorazione
con 50 mg/ml ioduro di propidio, in presenza di M§/ml RNAse A (SIGMA) a
4°C al buio per 30 minuti, e successiva analisiciédfluorimetro (Becton

Dickinson Immunocytometry System).
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6.5 SAGGIO TUNEL

La frammentazione del DNA, considerata un’'imprdsitachimica dell’apoptosi,
stata analizzata mediante saggio TUNEL utilizzanitlokit  DeatEnd™
Fluorimetric TUNEL System (PROMEGA), in cellule &ge mediante
microscopia a fluorescenza, e in sospensione medamalisi citofluorimetrica.
Brevemente, i fibroblasti vengono piastrati su iméta una densita di 2 x 10
cellule/cnt, e trattate con stimoli apoptotici come descriitecedentemente. Le
cellule sono fissate in 4% parafolmaldeide in PBBeemeabilizzate in 0.2%
Triton X-100 in PBS a temperatura ambiente per Butni | DNA viene marcato
con fluoresceina-12-dUTP utilizzando I'enzima deaselotil terminal transferasi
(rTdT) per 1 minuto a 37°C in ambiente umidificat@ reazione viene bloccata
con 300 mM cloruro di sodio, 30 mM sodio citratteeperatura ambiente per 15
minuti. | nuclei vengono contro-colorati con 4,@uaidino-2-fenilindolo (DAPI,
Vectashield ® , Vector Laboratories, Burlingame, ,@ASA). | vetrini vengono
analizzati al microscopio (Leica DM LB2, Leica Mdgystem).

I nuclei positivi alla marcatura sono stati quaoc#fi mediante analisi al
citofluorimentro. Dopo trattamento con stimoli apmifei, i fibroblasti vengono
staccati dal supporto di plastica utilizzando 25¥stna (v/v) e 2x10 cellule
vengono fissate in 1% paraformaldeide in PBS per 2@uti a 4°C e
permeabilizzate con 70% (v/v) etanolo freddo a €@&r almeno 4 ore. Il DNA
viene marcato come precedentemente descritto eedaione viene bloccata
mediante aggiunta di 20 mM EDTA. Le cellule sondocate con 50 mg/ml
ioduro di propidio, in presenza di 0,5 mg/ml RNASESIGMA) a 4°C al buio per
30 minuti, e successivamente analizzate al citoftuetro (Becton Dickinson
Immunocytometry System). Linfomonociti isolati dantrolli sani e trattati per 48
ore con 1uM dexamethasone [58] sono stati utilizzati cometi@dio positivo,
ottenendo un 30% di cellule positive alla marcatcoa il TUNEL (dato non
riportato).

7. STATISTICA

Tutti i risultati sono espressi come mediarore standard della media (SEM).
L’analisi statistica tra 2 set di dati & stata effata utilizzando il testdi Student
(2 code) o il test di Mann Whitney (2 code) sulsé della distribuzione e della
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dimensione dei campioni. Le differenze sono statesiclerate statisticamente
significative con valorP<0.05.
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V. Risultati

1. IL TEST GENETICO

Il ruolo e l'utilita dell’'analisi genetica per lacerca di mutazioni in pazienti
ALMS o in familiari € ancora dibattuto. La dispotiita di un test genetico
diagnostico apre inoltre numerosi nuovi interrogati che riguardano
principalmente gli aspetti legati a una correttdonmazione (consulenza
genetica), soprattutto nel caso di gravidanzedhios sulla natura, I'ereditarieta e
le implicazioni della malattia genetica [59].

Dal 2006 € possibile effettuare presso i laboratella Clinica Medica 3
un test genetico per la ricerca di mutazioni dehegdLMS1 erogabile come
prestazione di nicchia a soggetti provenienti di tiliterritorio nazionale.

L’analisi genetica disponibile & basata sul segia@nento diretto del gene
ALMS1in soggetti che presentano un elevato sospettiecaldi essere affetti da
ALMS.
| pazienti vengono caratterizzati per la presernzaadazioni negli esoni 8, 10 e
16, in cui sono state identificate la maggior pae#e mutazioni note, nel gDNA
ottenuto da un prelievo di sangue periferico. Nedacquesta prima analisi non
permetta di identificare alcuna mutazione, o ewiléa presenza di un singolo
allele mutato, la ricerca di mutazioni procede dosequenziamento completo
dell'intera ORF del gen®ALMS1 mediante analisi del cDNA ottenuto dalla
retrotrascrizione dellmRNA estratto da colturenparie di fibroblasti isolati da

una biopsia cutanea del paziente per il qualeaesisbspetto di ALMS.
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Nel biennio 2006-2008, sono stati analizzati 28 saspetti di ALMS, di
cui 12 (52%) seguiti presso strutture afferentizidnda Ospedaliera di Padova,
10 provenienti da altri centri italiani e 1 soggattacedone.

La ricerca di mutazioni su gDNA é stato eseguitlh88% dei casi, mentre solo
in 3 soggetti (17%) € stata eseguita I'analisi cletapdel trascritto.
Il test genetico e stato richiesto nella maggiatepdei casi (79%) sulla base di un
elevato sospetto clinico di ALMS. Il 16% delle riebte e invece pervenuto da
familiari di pazienti ALMS, in particolare nel cash gravidanze. L’'indagine e
stata inoltre eseguita in un paziente decedut@ettado a posteriori essere affetto
da ALMS. Infine, 2 pazienti, precedentemente diatjoati da parte del Jackson
Laboratory, nel contesto di un progetto di ricersagessitavano di una diagnosi di
conferma per ragioni medico-legali.
Tra i 21 soggetti analizzati per la ricerca di mzigai del geneALMS1sulla base
di un elevato sospetto clinico, 16 (79%) sono t&ubositivi per la presenza di
mutazioni, mentre in 5 individui non sono stateniifecate variazioni della
sequenza genica.
L’analisi genetica ha permesso di identificare Bvauvarianti del gendLMS1
associate alla patologia, non precedentementeitdesnorletteratura (Figura 2). Si
tratta di una inserzione nell’esone 16 (c.[1083@31insC]), di una sostituzione
nucleotidica nell'esone 10 (c.[8039G>A]), di due lexoni nellesone 8
(c.[3020_3021delG]; c.[5283 5384delA]) e di una emsone
(c.[1568_1569insT]) che rappresenta la variaziasta piu precoce nell’esone 8.
Sulla base dei risultati ottenuti possiamo conetacche I'associazione di

un’accurata diagnosi clinica e del test genetico idisponibile sembra permettere
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la formulazione di una diagnosi conclusiva di ALMS circa I'80% dei casi

sospetti.

3020_3021delG 5283_5284delA 10830_10831insC

2179_2180insT

3425C>G 8782C>T

2164A>T 8938C>T

4937C>A 10975C>T

7304_7305delAG 11313_11316delTAGA

1568_1569insT 9901_9902insC

8039G>A

N

ESONE

gene ALMS1

Figura 2. Rappresentazione schematica degli esonj 80 e 16 del gend&LMS1 in cui sono
riportate le posizioni delle mutazioni identificate nei pazienti analizzati presso la Clinica
Medica 3.In grigio sono evidenziate le 5 nuove varianti itifezate dalla nostra analisi genetica,

non descritte precedentemente in letteratura.

L'analisi delle mutazioni su cDNA offre numerosiantaggi per la
possibilita di evidenziare sia mutazioni che natal@zzano a livello degli esoni 8,
10 e 16, sia eventuali mutazioni a livello dellargiioni introne-esone o a livello
di sequenze regolatorie, che possono dare luoger#iali splicing non corretti, e
che non potrebbero essere evidenziabili se I'anflsse eseguita solo a livello
genomico. Nonostante I'elevata efficienza di quagto di analisi, l'invasivita
della biopsia cutanea per il paziente, necessardlipolamento dei fibroblasti da
cui ottenere il cDNA, solleva la necessita si guiare nuove strategie
diagnostiche.

A questo scopo stiamo sviluppando un nuovo tesgndistico basato sul
sequenziamento dell'intero trascritto da cDNA atitenda linfomonociti isolati da
sangue periferico, che abbiamo dimostrato espriraeligelli rilevabili il gene

ALMS1 | linfomonociti rappresentano un sistema celkl&cilmente accessibile
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e isolabile rispetto ai fibroblasti del derma, éoilo utilizzo permetterebbe inoltre
di ovviare alle problematiche intrinseche legati atabilizzazione di colture
primarie.

Allo scopo di minimizzare i costi e i tempi di rezaiazione del test, stiamo inoltre
cercando di ottimizzare le condizioni di amplificaze del cDNA, progettando
per esempio set di coppie di primers che permetdinadurre il numero di

reazioni di PCR, ottenendo la maggiore informagidall’analisi di sequenza.
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2. STUDI DI ESPRESSIONE GENICA E FUNZIONALI IN

FIBROBLASTI ALMS

2.1 CARATTERIZZAZIONE MORFOLOGICA DEI FIBROBLASTI
ALMS

| fibroblasti isolati dai pazienti ALMS (PT1-PT4)dai soggetti di controllo (C1-
C3) sono stati come prima cosa caratterizzati nmgfcamente.

L’'analisi delle colture bidimensionali dopo colri@ne con ematossilina-
eosina ha permesso di evidenziare nei fibroblalsi8 una forma piu allungata e
la presenza di estensioni citoplasmatiche che nasservano nei fibroblasti di
controllo (Figura 3a, b). La lunghezza cellularedraedei fibroblasti adesi,
stimata utilizzando il software in dotazione al rogcopio ottico, € risultata infatti
significativamente maggiore nei fibroblasti ALMSigHra 3c), che sembrano
inoltre aderire occupando una superficie piu estespetto alle cellule di
controllo (Figura 3d).
| fibroblasti ALMS e di controllo in sospensiondgascati dopo trattamento con
tripsina e analizzati al citofluorimetro per le at@eristiche di forward scatter
(FSC), sono invece risultati simili in dimensionFigura 3e). L’analisi
citofluorimetrica delle proprieta di side scatt8SC) ha evidenziato una maggiore
complessita intracitoplasmatica nei fibroblasti ABMFigura 3f), in particolare
confrontando i fibroblasti del controllo 1 (C1) elghaziente 1 (PT1) (Figure 3g).

Le colture di fibroblasti sono state coltivatesupporti tridimensionali di
acido ialuronico (colture 3D), allo scopo di mimaandizioni di stress dinamico
che stimolano la sintesi di molecole tipiche deB&£M. Lo staining con

ematossilina-eosina ha evidenziato una ridottalit@otiei fibroblasti ALMS, che
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non penetrano all'interno della struttura di bioematle (Figura 3i), a differenza
dei fibroblasti di controllo che mostrano una ciesmormale all’interno della
matrice tridimensionale (Figura 3h). L'incapacitai dfibroblasti ALMS di
colonizzare gli strati piu interni della struttud®, rimanendo tuttavia vitali, si
traduce in una pluristratificazione delle cellulivallo della superficie piu esterna
del biomateriale (Figura 3i).

| fibroblasti di controllo, analizzati al microgmo elettronico, presentano
una morfologia normale, tipicamente bipolare e sralmente tripolare (Figura
3l), e un nucleo ovoidale con due - cinque nucldbtiitoplasma é caratterizzato
dalla presenza di un reticolo endoplasmatico ruddiscio sviluppati, numerosi
mitocondri e alcuni lisosomi. In prossimita dell@mmbrana plasmatica e possibile
osservare numerosi microfilamenti che risultaneraiagiati perpendicolarmente
fra loro e rispetto I'orientamento del nucleo (Ri@3n). La presenza di vescicole
di pinocitosi nello spazio perimembranario e dirdilcollagene nella regione
extracellulare indica una normale attivita di seee di materiale fibroso che
andra a costituire la ECM (Figure 3p).
| fibroblasti ALMS mostrano invece nuclei allungatla presenza di estroflessioni
citoplasmatiche, che appaiono strettamente ancailbgecellule adiacenti negli
spazi extracellulari (Figura 3m). Il citoplasma g@Bta numerosi mitocondri,
lisosomi, e microfilamenti che appaiono organizzati un’unica direzione,
parallela alla polarita della cellula (Figura 3ba presenza di molte vescicole di
esocitosi e di numerose fibre collagene, sia adfimo, sia all’esterno della cellula,

suggerisce una aumentata secrezione di ECM (Fp)ra
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Figura 3. Analisi morfologica dei fibroblasti ALMS. Colture bidimensionali di (a) fibroblasti di
controllo e (b) di pazienti ALMS sono state coleraton ematossilina-eosina (20X). (c) La
lunghezza longitudinale di 40 cellule per ciasclimea & stata misurando utilizzando il software in
dotazione al microscopio ottico. | limiti superioceeinferiore del plot indicano rispettivamente il
7%° e il 25 percentile, le linee verticali indicano il 9@ il 10 percentile, mentre la linea
orizzontale indica la media delle lunghezzeP<0.01 lunghezza media dei fibroblasti ALMS
versuslunghezza media dei controlli. (d) La superficieadesione dei fibroblasti durante la fase
logaritmica di crescita é stata stimata sulla lwdeapporto tra il numero di cellule contate iraun
fiasca T75 e l'area della fiasca stessa. Il risolta espresso come mediaSEM. *P<0.05. |
fibroblasti ALMS sono stati confrontati con i fibblasti di controllo attraverso analisi
citofuorimetrica: sono riportati i valori medi ditensita di (e) forward (FSC) e (f) side (SSC)tigh
scatter di ciascun campione. Controlli: C1, tridogoero; C2, stella nera; C3, diamante nero;
Pazienti: PT1, cerchio bianco; PT2, quadrato biaiRi8, triangolo bianco; PT4, rombo bianco
(vedere Tabella 1). Il pannello g riporta la distiiione della popolazione cellulare del C1 (linea
nera) e del PT1 (linea grigia) analizzata per leppeta di SSC, ed evidenzia uno spostamento
altamente significativo (**P<0.001, analisi statistica di Kolmogorov-Smirnoealizzata con il
software Macintosh CELLQuest in dotazione al citofimetro, Becton Dicknson). Colture
tridimensionali di (h) fibroblasti di controllo &) (di pazienti ALMS sono state colorate con
ematossilina-eosina (5X; * fibre di biomateriat®; fibroblasti). Colture tridimensionali di (I-n-p)

fibroblasti di controllo e (m-o0-p) di pazienti ALMSono state analizzate al microscopio
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elettronico. Fibroblasti di controllo presentanaunorfologia normale, tipicamente bipolare (1),
un citoplasma ricco in microfilamenti orientati pendicolarmente tra loro (n, cerchio) e una
normale secrezione di ECM, confermata dalla preseinzescicole di pinocitosi (I, freccia e p) e
di fibre collagene nello spazio extracellulare ¢erchio). Fibroblasti ALMS risultano invece
allungati e strettamente aderenti I'uno all’altropstrando la presenza di lunghe estroflessioni
citoplasmatiche (m). Le fibre del citoscheletro ¢erchio) appaiono distribuite preferenzialmente
in un’unica direzione, parallela all'asse longitale della cellula. La presenza di molte vescicole
di esocitosi e di fibre collagene (g, freccia ecbé, rispettivamente) suggerisce vi sia una
secrezione di ECM aumentata. Ingrandimenti: [=2500%100X; n-0=25000X; p=22000X;
g=20000X.

2.2 GENI DIFFERENZIALMENTE ESPRESSI NEI FIBROBLASTI
ALMS

Al fine di evidenziare differenze tra il profilo éspressione genica di fibroblasti
ALMS e di controllo, legate alla presenza del trisc mutato del gen@&LMS]
abbiamo eseguito un esperimento di DNA microarrays.

L'analisi statistica dei dati ottenuti ha permessadentificare tra i circa
21500 oligonucleotidi depositati, ciascuno corriggente a una sequenza genica
unica, un totale di 560 geni differenzialmente esgrtra i fibroblasti ALMS e i
fibroblasti di controllo, di cui 188 geni sono &t up-regolati e 372 down-
regolati nei fibroblasti ALMS.

Per correlare i dati ottenuti dall’interpretaziathegli arrays dopo I'analisi
statistica a un significato biologico, abbiamoimtidto due banche dati pubbliche,
la Gene Ontology [53] (Gene Ontologhttp://www.geneontology.org/e il
KEGG database [54] (Kyoto Encyclopedia of Gene afigknome,
http://www.genome.jp/kegg/e analizzato la letteratura disponibile per @igs
gene modulato (approccgene by gene
L’analisi effettuata con Gene Ontology ha permeatisdentificare nella categoria

processibiologici la modulazione di numerosi messaggeri che svolgonpioni
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correlate con la proliferazione, il metabolismoldeke, in particolare quello di

purine e pirimidine, e l'organizzazione del citosldtro. All'interno della

categoria dellecomponenti cellulayi sono risultati modulati messaggeri di
proteine collagene e della matrice extracellulapepteine coinvolte nella

replicazione cellulare, componenti dei microtubalidei filamenti intermedi

(Tabella 2).

L’analisi dei diagrammi del KEEG database ha inglicla modulazione nei

fibroblasti ALMS dei seguentpathways cell cycle, cell communication, ECM
(extracellular matrix) receptor interactiofAppendice 2).

L’integrazione delle informazioni evidenziate dalizzo delle banche
dati e dall'analisi gene by geneha permesso di classificare i geni
differenzialmente espressi nei fibroblasti ALMS laeteguenti categorie: ‘ciclo
cellulare’, ‘componenti della ECM/regolazione defiarosi’, ‘adesione/maotilita
cellulare’ e ‘apoptosi’ (Figura 4). In appendice tiportata la descrizione dei geni

modulati all’interno di ciascuna categoria, e itdofold change d’espressione

(Tabella 3).
a b
[ CICLE CELLULARE (90) CICLE CELLULARE
A FIBROSI/ MATRICE FIBROSI/ MATRICE
=z | EXTRACELLULARE (37) EXTRACELLULARE

1 ADESIONE/ MOTILITA' (24)
Bl APOPTOSI (18)
[ ALTRI (391) APOPTOSI

ADESIONE/ MOTILITA'

I geni up-regulati [ geni down-regulati

Figura 4. Distribuzione dei geni differenzialmenteespressi nei fibroblasti ALMS. Il profilo

d'espressione genica di fibroblasti ALMS e di coflr € stato analizzato eseguendo un
esperimento di DNA microarrays. (a) Il grafico artéo riporta la percentuale dei geni
differenzialmente espressi nei fibroblasti ALMS §668) ordinati nelle seguenti categorie: ciclo
cellulare (n=90), componenti della ECM/regolaziodella fibrosi (n=37), adesione/motilita
cellulare (n=24) e apoptosi (n=18). (b) Il grafiadbarre riporta il numero e la distribuzione dei

geni up- (nero) e down- (grigio) regolati di ciasalcategoria.
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TABELLA 2. Distribuzione nella Gene Ontology dei gai differenzialmente espressi nei
fibroblasti ALMS.

P-Value P-Value P-Value
PROCESSI GO COMPONENTI FUNCTIONI
Changed GO ID | Changed GO ID | Changed
BIOLOGICI 1D genes CELLULARI genes MOLECOLARI genes
7049 0 5581 0 - 5520 0
75 0 5583 0 Growth Factor Binding 10838 0
87 0 5588 0.0072 5540 0.0015
27¢ 0 Collagen 559¢ 0.049¢ 551¢ 0.004!
279 0 9 5595 0.0498 Binding to Extracellular 5521 0.0072
7067 0 5591 0.0498 Matrix Constituent 5539 0.009
51301 0 5586 0.0498 30247 0.0099
7088 0.0002 5582 0.0498 1871 0.0127
7093 0.0002 Extracellular Matrix
74 0.001¢ Microfibril 1521 0.000! Constituent 5201 0.002
51726| 0.0015 DNA-Dependent ATPase
Cell Cycle 51325| 0.0049 Activity 8094 0.0022
51329| 0.0049 Fibril 43205 0.0005 . -
82 0.0129 DNA Primase Activity 3896 0.0025
7094 0.0139 9008 0.0324
16043| 0.0238 | | Extracellular 5578 0.0057 ggﬁxethy'trameme 3886 0.0223
8283 0.0248 Matrix 31012 0.0059
7346 0.0422 ss DNA Binding 3697 0.0333
7089 0.0439 30337 0.0498
7064 0.0498 5660 0 DNA Polymerase Activity 3887 0.0428
7095 0.0498 5659 0
31572| 0.0498 DNA Polymerase 5658 0.0001 RR Activity 4748 0.0139
31576] 0.0498 Complex 42575 0.0002 Nucleotidyltransferase
Regulation of 1558 0.0001 5662 0.0072 Activity 16779 0.0447
CeﬁGrowth 40008 0.0002 5663 0.0139 Adenosine Deaminase 4000 0.0139
16049| 0.0003 Activity i
Regulation of 30894 0 Microtubule Motor
cdk Activity 9 0.0008 i 5657 0 Activity st 0.0152
dl 7051 0 Replisome 43601 0 Motor Activit 3774 0.0393
Spindle otor Activity X
Organization 7052 0.0001 43506 0
and Biogenesis 31577| 0.0139 RR comple> 5971 0.0498
212 0.0498 228 0
6260 0 Nuclear 5694 0
6270 0.0008 Chromosome 794 0.0053
DNA 6269 0.0072 793 0.0155
Replication 6273 0.0072 Chromosome
6275 0.0113 Region s 0.0001
8156 0.0139 Cohesin Core
6259 0 Heterodimer 8280 00498
DNA 51052| 0.0007 Kinetochore 776 0
Metabolism 51053] 0.0011 5819 0.0001
9221 0.0025 Spindle 5816 0.0072
9263 0.0072
226 0 Microtubule
7017 0.0001 Cytoskeleton 15630 0.0097
7018 0.0387 .
72 0.0498 Polar Microtubule 5827 0.0498
9186 0.0139 Contractile Ring 5826 0.0498
9219 0.0139 .
— 9132 0.0324 ::r:'l(z:géen?ate 45111 0.0102
icrotubule
6221 0.0422
Cytoskeleton
g)r/;c;srﬁze;tg: 9124 0.0495 Y 5882 0.0102
: : 9123 0.0495 -
and Biogenesis
g 6231 0.0498 Kinesin Complex 5871 0.015
6233 0.0498 Nucleus 5634 0.0285
6235 0.0498 5635 0.0447
9139 [ 0.0498 | [ Eukaryotic
9148 0.0498 Translation
9157 0.0498 Initiation Factor 5851 0.0498
9162 0.0498 2B Complex

I geni identificati differenzialmente espressi fibroblasti ALMS dall'analisi statistica dei dati d
microarrays sono stati ordinati nella 3 categorimqipali della Gene Ontology, utilizzando il
software GoMiner. Per ciascuna categoria € riporthsignificato statistico (p-value changed

gene) e il numero di accesso dei relativi geni (GD
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Geni del ciclo cellulare sono down-regolati nei fitlolasti ALMS
L’analisi comparativa del profilo d’espressione &@denziato nei fibroblasti
ALMS la modulazione di molti geni coinvolti nel doallo del ciclo cellulare, che
suggerisce un rallentamento della progressionavaitso le fasi del ciclo.
La maggior parte dei geni sono risultati down-ragjohei fibroblasti ALMS e
codifica per proteine direttamente coinvolte ngllegressione del ciclo cellulare,
nella  replicazione, nellassemblaggio e nella ragwmne  del
centrosoma/cinetocoro.

Tra i geni che mostrano una riduzione dei lorellivdi espressione genica
e possibile identificare molte cicline e chinaspeatidenti da cicline GKS2
CCNEZ2 CDC2 CCNBJ1 CDC20 CCNA2 CDCE®6), la cui associazione guida
normalmente la progressione attraverso le fasciéb cellulare. Inoltre, e stata
osservata la down-regolazione di geni coinvoltianeluplicazione del DNA, fra
cui geni per componenti del complesso MCMIGM2, MCM3, MCM4, MCM®6),
per proteine coinvolte nella formazione dell’appardi replicazione del DNA,
come RFC3 RFC4 RFCH e per le 2 subunitd dellenzima DNA primasi
(PRIM2A e PRIM]). Sono risultati down-regolati messaggeri che focaho
enzimi direttamente coinvolti nella sintesi dei sigiaucleotidi RRM1 RRM2e
DTYMK), che suggeriscono possa esservi una riduziornia deponibilita di
substrati per la sintesi del DNA.
L’analisi dei geni differenzialmente espressi haltie sottolineato la riduzione
dell’'espressione di geni implicati nella mitosi, rfeaggior parte dei quali risulta
coinvolta nellassemblaggio e nella regolazione dentrosomi. In particolare,
abbiamo osservato la modulazione di geni implicatia polimerizzazione dei

microtubuli, nell’organizzazione del fuso mitotig®TK§ MAD2, MAD2L],
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RCC1 CDCA8 STMN2J e del complesso centrosoma/cinetoc@BEC25OIP5,
C200rf129 CEP55 CENPM H2AFZ CENPH, che nel loro insieme regolano la

segregazione dei cromatidi fratelli.

Geni associati alla matrice extracellulare, alla biiosi, all’adesione e alla
motilita cellulare sono up-regolati nei fibroblashLMS

L’analisi dei dati di microarrays ha permesso diadmeare una importante up-
regolazione di geni che codificano per componeetladECM nei fibroblasti
ALMS, tra cui si osservano trascritti che codifiogrer diverse isoforme collageni
(COL1A1 COL3Al1 COL4Al COL5A1L COL5A2 COL8Al COL11A1
COL12A1 COL15A) e per proteine coinvolte nel loro assemblaggicatene
(P4AHAL LEPREl e SERPINH]). Abbiamo inoltre osservato un aumento nei
livelli di espressione di messaggeri per proteagiicCSPG2 LUM, SDC2
ASPN e per enzimi coinvolti nella loro sintesi e reggbne.

Sono risultati up-regolati geni per proteine caiivnella formazione di
strutture di adesione focaleTNS e LIMS2 e del complesso distrofina-
glicoproteina $GCD, che sono generalmente implicati nella regolazidelle
interazioni tra citoscheletro e ECM. Analogamertayer-espressione dei geni
ITGA1Y ITGB5 LIMS2 LGALS3BP (noto anche comeM2BP), MFAP2 e
MFAP4 suggerisce vi sia un legame cellulare molto stralta ECM.

L’'analisi d’espressione genica ha evidenziato tmuatazione di geni che
sono stati associati alla fibrosi. E stata ossarVaip-regolazione diPOSTN
IGFBP3 IGFBP5 e la modulazione di 4 dei 6 membri della famigtialle
proteine CCN (dal nome dei tre meml@YR61 CTGF, NOV). In particolare,

CTGF WISP1e CYR61mostrano un aumento nei loro livelli di espressjon
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mentreNOV, per il quale recentemente e stato proposto ulo rcmme inibitore
del processo di fibrosi, e risultato down-regolalofine, abbiamo osservato
'aumento dell’espressione genica ACTA2 (a-SMA, noto come marker di
attivazione di fibroblasti in miofibroblasti.

L'insieme dei dati di espressione suggerisce chiéroblasti ALMS
possiedano un fenotipo pro-fibrotico e possano ymedun eccesso di componenti

della ECM, alla quale sembrano aderire strettamente

Geni associati all’apoptosi sono modulati nei fistasti ALMS

L'utilizzo della Gene Ontology [53] ha permesso identificare tra i geni
differenzialmente espressi solo tre trascritti tti@ente associati all’apoptosi
(IL24, GULP1, NALPJ). Diversamente, I'approccigene by genéa evidenziato
la modulazione di diversi geni coinvolti nella rémpone dell’apoptosi,
suggerendo che i fibroblasti ALMS possiedano urofigo ‘di sopravvivenza'. In
particolare, sono risultati up-regolati trascratiinvolti nel controllo della morte
cellulare indotta da stress, cofaBIL3, MEF2C e POSTNche mostra il piu alto
fold change tra i fibroblasti ALMS e di controllAbbiamo osservato la riduzione
dell'espressione diL24, SALL2 e MAF che sono implicati nel mantenimento
dell'equilibrio all'interno della famiglia dei genBCL-2 Sono infine risultati
down-regolati geni che interagiscono con le caspase regolano la funzione,

comeNALP1 GULP1e GUGBP2
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2.3 |  FIBROBLASTI ALMS MOSTRANO UN'AUMENTATA
ESPRESSIONE E SINTESI DI COMPONENTI DELLA ECM

L’espressione differenziale di diversi geni per pomenti della ECM, evidenziata
dall'analisi comparativa del profilo d’espressiogenica dei fibroblasti ALMS e
di controllo, é stata confermata in un set indigard di colture di fibroblasti
mediante gPCR, metodica considerata gold-standard’gnalisi quantitativa di
espressione genica. Come mostrato in Figura 54, iturascritti analizzati
(POSTN ACTAZ2 collageni) sono risultati up-regolati nei fibrabti ALMS
(incremento compreso tra 1.5 e 151 volte). La vavize di espressione dei geni
ACTAZ2 e collagene evidenziata mediante qPCR ha mostna#o correlazione
altamente significativa tra i dati di espressiotterti mediante I'esperimento di
microarrays (coefficiente di Pearson= 0.8; coedfite di determinazione,?R
0.65; coefficiente angolare, m= 0.42), confermahaiodamento e l'intensita del
cambiamento di espressione genica fra i fibroblakMS e di controllo (Figura
5b). Tra il gruppo dei geni collagene,GIOL8ALle il COL15A1presentano la
differenza maggiore nel loro livello di espressigeaica tra le cellule di controllo
e dei pazienti ALMS. Inoltre, il livello d’espressie del gen€COL15Alrisulta
fra piu bassi dei geni per le diverse forme di agéine analizzati (Figura 1,
Appendice 1).

Al fine di confermare i dati di espressione denigeollagene, fibroblasti
ALMS e di controllo sono stati analizzati per ladaapacita di incorporazione di
3[H]-prolina. La [H]-prolina & uno dei 3 aminoacigiincipali che costituiscono le
catene polipetidiche delle proteine collagene, eqlentificazione della sua
incorporazione mediante utilizzo di analoghi radéwoati € utilizzata come indice

della sintesi proteica di collagene [55]. L’anali| evidenziato nei fibroblasti
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ALMS un aumento della sintesi di collagene di doéierispetto ai fibroblasti di
controllo, nelle proteine presenti all’interno slal lisato cellulare (produzione),

sia del mezzo di coltura (secrezione) (Figura 5.3c)
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Figura 5. Aumento dell’espressione e della sintesi componenti della ECM nei fibroblasti
ALMS. (a) L’espressione dei trascriBOSTN ACTA2 COL1A] COL3A] COL4A] COL5A]
COL5A2 COL8A1 COL11A1 COL12A1 COL15A1 é stata quantificata nei fibroblasti dei
controlli sani (CONTROLLI) e dei pazienti ALMS (ALB) mediante gPCR e normalizzata
rispetto alla quantita del trascritto del géfeIBS La media dell'espressione del gene analizzato
nei fibroblasti ALMS e stata espressa rispetto elélia dei controlli, posta arbitrariamente uguale
a 1. #<0.05, **P<0.01, **P<0.001 fibroblasti ALMSversuscontrolli. (b) Il fold change tra
fibroblasti ALMS e di controllo osservata dall’'aisaldei dati di arrays & stato confrontato con il
fold change ottenuto mediante qPCR. E stata odsenra correlazione significativa tra i set di
dati ottenuti con le due tecniche. Coefficientecdirelazione di Pearson= 0.8. (c) La sintesi e la
secrezione di proteine collagene é stata determimediante saggio di incorporazione di 3[H]-
prolina, ed & espressa come conte per minuto nmza# rispetto il contenuto di DNAP%0.05,

*** P<0.001fibroblasti ALMSversuscontrolli. Le barre nere corrispondono ai conirelle barre
bianche ai fibroblasti ALMS.
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2.4 | FIBROBLASTI ALMS HANNO UN CICLO CELLULARE PIU
LUNGO RISPETTO Al FIBROBLASTI DI CONTROLLO

L’analisi della durata del ciclo cellulare durafaefase logaritmica di crescita ha
evidenziato un tasso di proliferazione ridotto fibroblasti ALMS, rispetto ai
fibroblasti di controllo, in tutte le condizioni diolture analizzate: crescita in
presenza di concentrazione normale di siero (10%)F& bassa concentrazione
di siero (2% FBS) e crescita in deprivazione dicsi@8 ore in deprivazione di

siero seguite da crescita in 10% FBS) (Figura 6).
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Figura 6. | fibroblasti ALMS hanno un ciclo cellulare piu lungo rispetto ai fibroblasti di
controllo. La lunghezza del ciclo cellulare dei fibroblasti aintrollo (CONTROLLI) e dei
fibroblasti ALMS (ALMS) é stata stimata in coltumantenute in SM al 10% FBS (simboli
bianchi), in SM al 2% FBS (simboli grigi), e dopeptivazione di siero per 48 ore, seguite da
crescita in SM al 10% FBS (simboli neri), sulla ®da®l confronto del numero di cellule vitali al
tempo 0 e dopo 72 ore di crescita, utilizzandoitilGellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Assay (Promega). La linea tratteggiata indica Ibr& medio della lunghezza del ciclo cellulare
dei controlli nelle tre condizioni di coltura, memtle linee punteggiate rappresentano il valore

medio _+una deviazione standard.

| fibroblasti di controllo e del PT4 presentano amwlo cellulare piu breve

(compreso tra 24 e 45 ore) rispetto ai fibrobldsili altri 3 pazienti. Inoltre, i
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fibroblasti ALMS sono risultati piu sensibili ai wdiamenti delle normali
condizioni di coltura, aumentando ulteriormenteallaata del loro ciclo cellulare
quando coltivati in presenza di bassa concentrazibrsiero. In assenza di siero
per 48 ore, sia i fibroblasti di controllo, siaibrbblasti ALMS sopravvivono.
Quando le normali condizioni di coltura sono ripniate, si osserva nei fibroblasti
di controllo un modesto incremento nel numero diut® a differenza dei
fibroblasti ALMS che, a eccezione del PT4, mostramomarcato incremento

nella durata del loro tempo di duplicazione celela

2.5 FATTORI PRO-FIBROTICI AUMENTANO L'ESPRESSIONE D |
COLLAGENE E LA PROLIFERAZIONE NEI FIBROBLASTI ALMS
Abbiamo valutato la responsivita dei fibroblasti ME a fattori pro-fibrotici, in
termini di modulazione dell’espressione di collagiendella proliferazione.
Colture primarie di fibroblasti ALMS e di controllsono state stimolate
con TGF per 24 e 48 ore, e, a seguito del trattamenttata analizzata mediate
gPCR l'espressione del gei@OL1ALl (figura 7a). Il trattamento determina un
aumento significativo dell’espressione genica sa fibroblasti ALMS, sia nei
fibroblasti di controllo. L'up-regolazione del t@gto risulta tuttavia maggiore
nei fibroblasti ALMS dopo 48 ore di stimolazionspetto ai controlli.
L’espressione diCOL1A1 risulta significativamente aumentata nei fibroblas
ALMS rispetto ai controlli in tutte le condizioninalizzate (0, 24, 48 ore di
trattamento), ed e necessario stimolare per 48 @ilwoblasti di controllo per
osservare lo stesso livello di espressione geniea fibroblasti ALMS in

condizioni basali.
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E stata inoltre valutata la risposta proliferatile fibroblasti ALMS e di
controllo al trattamento con TEE-CTGF e FGF2 per 72 ore. La proliferazione
sia dei fibroblasti di controllo, sia dei fibrobtaALMS, stimata come % di
cellule vitali dopo trattamento per 72 ore, nonults influenzata dalla
stimolazione con TGB-o0 con CTGF. Il trattamento con FGF2 determina a¢eve
un modesto, ma significativo, aumento della prddifgone dei fibroblasti ALMS

non osservabile nei fibroblasti di controllo (Figutb).
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Figura 7. Fattori pro-fibrotici aumentano I'espresdone di collagene e la proliferazione nei
fibroblasti ALMS. (a) Fibroblasti di controlli sani (CONTROLLI) e gazienti ALMS (ALMS)
sono stati stimolati con TGBE-(10 ng/ml per 24 e 48 ore) in SM al 5% FBS. L'esgione del
geneCOL1Ale stata quantificata mediante qPCR e normalizispatto alla quantita di trascritto
di HMBS | risultati sono indicati come media $SEM e riportati come fold change espresso
rispetto alla media dei fibroblasti di controllomtrattati, indicata come 1. P<0.01 fibroblasti
stimolati (48 h)versusnon stimolati (O h); B<0.05 fibroblasti ALMS stimolatversusfibroblasti

di controllo stimolati (48 h). (b) La risposta gfetativa di fibroblasti ALMS e di controllo al
trattamento con TGB-(10 ng/ml), CTGF (100 ng/ml) e FGF2 (10 ng/ml)3M al 2% FBS per
72 ore e stata valutata utilizzando il kit CellFi@lo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega). | risultati sono riportati come % dilale vitali dopo trattamento espressa rispetto alle

cellule non trattate, indicate come 100%. P%0.001 fibroblasti ALMS trattati con FGR&rsus

non stimolati.
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2.6 | FIBROBLASTI ALMS SONO RESISTENTI ALLA MORTE
CELLULARE INDOTTA DA STIMOLI APOPTOTICI

| fibroblasti ALMS e di controlli sono stati trattacon diversi induttori di
apoptosi.

La risposta al trattamento € stata inizialmentatata utilizzando il saggio
MTT, che permette di quantificare il numero di adlvitali in base alla capacita
di metabolizzare sali di tetrazolio. Per ciascupstanza utilizzata, é stata valutata
la curva dose-risposta al trattamento (Figura 2peiglice 1), definendo la
concentrazioni di ciascun farmaco a cui si associarifferenze piu significative
di vitalita cellulare tra i fibroblasti ALMS e diontrollo (Figura 8a). | fibroblasti
ALMS sono risultati piu resistenti al trattamentonctapsigargina (THAP), £
ceramide (C2-C), e cicloesimide (CX) rispetto ardblasti di controllo. I
trattamento con staurosporina (ST) determina inveca perdita di vitalita
confrontabile fra fibroblasti ALMS e di controllmentre la stimolazione con
TNF-a sembra non influenzare la sopravvivenza cellulare.

Al fine di verificare se la riduzione di vitalitasservata nei controlli a
seguito dei diversi trattamenti coinvolga meccamidimapoptosi, € stata eseguita
una analisi citofluorimentrica del contenuto di DNBigura 8b). Il protocollo
prevede la colorazione del DNA con PI, successilapermeabilizzazione delle
cellule. Durante questa procedura, cellule in apgigterdono frammenti di DNA
di dimensioni dell'ordine di 180 bp (equivalente BNA compreso tra 2
nucleosomi adiacenti) in cui il genoma nucleareneiedegradato a seguito
dell’'attivazione di endonucleasi, mostrando quiandicontenuto in DNA ridotto
rispetto alle cellule vitali, che puo essere evihig® mediante analisi al

citofluorimetro. Il trattamento con THAP non detémm una riduzione del
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contenuto di DNA nei fibroblasti ALMS, che mostramoa distribuzione normale
nelle diverse fasi del ciclo cellulare, sovrappdeiba quella osservata nei
fibroblasti non trattati. Diversamente, I'11.4% ltdetera popolazione delle
cellule di controllo si distribuisce, a seguito dedttamento con THAP, in un
picco con un contenuto di DNA ridotto (regione Miijpetto al normale
contenuto diploide delle cellule in fase/Gy.

La degradazione del DNA nucleare € stata inoltralizzata mediante
saggio TUNEL. La metodica consente la marcaturaréiscente selettiva delle
estremita 3'-OH libere dei frammenti di DNA che geno generati a seguito
dell’'attivazione dei meccanismi di apoptosi, disgriandoli dal DNA degradato
di cellule in necrosi. L'analisi al microscopio ditescente (Figura 8c) non ha
evidenziato la presenza di nuclei morfologicamedeénibili come apoptotici e
positivi allo staining nei fibroblasti ALMS tratiatcon CX e THAP. Nei
fibroblasti di controllo & stato possibile invecsservare la presenza di alcuni
nuclei chiaramente in apoptosi a seguito del madtato. | risultati sono stati
confermati e quantificati mediante analisi al dilofimetro. Come mostrato in
figura 8d, il trattamento con THAP per 48 e 72 determina nei fibroblasti di
controllo un aumento dell’8.8% e del 13.9% dellgp@azione positiva alla

marcatura con TUNEL, non osservabile invece neroblasti ALMS, che

sembrano non andare incontro ad apoptosi a sedglitostimolazione.
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Figura 8. | fibroblasti ALMS sono resistenti alla morte cellulare indotta da stimoli
apoptotici. (a) Fibroblasti di controllo (CONTROLLI) e di paziti ALMS (ALMS) sono stati
stimolati con tapsigargina (THAP, 100 nM per 48)pf&-ceramide (G-C, 100uM per 48 ore),
cicloesimide (CX, 10Qug/ml per 48 ore), staurosporina (ST, 100 nM perogZ) e TN (100
ng/ml per 24 ore) in SM al 10% FBS. La % di cellulali & stata determinata mediante saggio
MTT ed é riportata come valore medioSEM espresso rispetto alla cellule non stimolate (
indicate come 100%. P<0.05, ***P<0.001 vitalita cellulare dei fibroblasti ALMSersus
fibroblasti di controllo. (b) Fibroblasti ALMS e dontrollo sono stati trattati con THAP (100 nM
per 48 ore), colorati con Pl e analizzati al citofimetro. | risultati sono espressi come
istogrammi della distribuzione della cellule nefiési del ciclo cellulare e come % delllaumento
della sub-popolazione &, (regione M1). (c) Fibroblasti ALMS e di controlémno stati coltivati
su vetrini e trattati con CX (100g/ml per 48 ore) e THAP (100 nM per 48 ore). Lduelsono
state fissate e le estremita 3'-OH del DNA sondestaarcatén situ con fluoresceina-12-dUTP
(TUNEL) (nuclei verdi); i nuclei sono stati contomlorati con DAPI (nuclei blu) (20X). (d) |
fibroblasti ALMS e di controllo sono stati trattatbn THAP (100 nM per 48 e per 72 ore), marcati
mediante saggio TUNEL e con PI e analizzate aflaoimetro. Ciascun istogramma riporta la
positivita delle cellule alla marcatura con TUNEgpeessa rispetto al contenuto in DNA, dopo
trattamento con THAP (100 nM per 48 e per 72 drpannelli b, ¢, d riportano un controllo e un

paziente rappresentativi.
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V. Discussione

La Sindrome di Alstrom (ALMS) e una patologia rardarasmissione autosomica
recessiva, causata da mutazioni del gah#&S] e caratterizzata da un ampio
pleomorfismo fenotipico con compromissione funziemaultiorgano [3].

La Sindrome viene diagnosticata sulla base ddlatteristiche cliniche
osservate. L'ampia variabilita fenotipica e il rida con cui alcune caratteristiche
insorgono rendono tuttavia la diagnosi molto dilficLa disponibilita di un test
genetico per la ricerca di mutazioni nel gexleMS1permette una diagnosi piu
agevole, in particolare quando I'anamnesi del pdagievidenzi la presenza solo
di alcuni segni clinici non patognomonici.

Dal 2006, é possibile effettuare presso i laboratelia Clinica Medica 3 un test
genetico per la ALMS.

La valutazione dell'utilita e del ruolo di questergizio ha evidenziato come
I'associazione di un’accurata diagnosi clinica ¢ tést genetico consentano la
formulazione di una diagnosi conclusiva di ALMScirca I'80% dei casi sospetti.

Inoltre, I'analisi di sequenza ha permesso non sbloentificare mutazioni gia

descritte, ma anche di descrivere nuove variaftigdae ALMS1 associate alla

patologia, contribuendo cosi alla ricerca sulla A&AM

L’'analisi istopatologica di reperti autoptici diversi tessuti di pazienti
ALMS ha evidenziato la presenza di una fibrosi gelezata multiorgano, che si
ritiene possa avere un ruolo patogenetico nel darandiaco, epatico e renale,
influenzando in modo particolare la prognosi edpravvivenza dei pazienti [3]. |
meccanismi coinvolti nello sviluppo della fibrosella ALMS non sono ancora

stati analizzati in dettaglio. Non & inoltre chia® i cambiamenti fibrotici siano
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una conseguenza diretta della mutazione, o0 se es@min0 una risposta
inflammatoria secondaria a un danno cellulare mimndovuto alla perdita di
funzione del gendALMS1 La fibrosi a livello epatico e renale potrebbéait
essere una conseguenza di alterazioni metabokgae allo sviluppo di diabete
mellito di tipo 2 e obesita nei pazienti ALMS. Ritsututtavia difficile individuare
un danno cellulare alla base della fibrosi cheistontra a livello polmonare,
cardiaco, della vescica, del testicolo e dell'oyainggerendo che la fibrosi nella
ALMS rappresenti un difetto primario.

Il nostro lavoro si € quindi focalizzato sull’arsldel ruolo di mutazioni
del geneALMS1 nello sviluppo della fibrosi, utilizzando coltuggimarie di
fibroblasti di 4 pazienti ALMS isolate da una bi@sutanea, in una zona esente
da fibrosi.

Come controllo sono state utilizzate colture primnali fibroblasti di soggetti sani
ottenute da biopsie cutanee eseguite nella steggane anatomica. E infatti
descritto che i fibroblasti possiedono una ‘memapsizionale’ e mostrano
differenze nel loro profilo d'espressione genicdae cmantengonan Vvitro,
maggiori se isolati da zone anatomiche diverseodsitsso individuo, rispetto a
colture cellulari ottenute dalla stessa regionéahatori diversi [60].

Si definisce fibrosi un qualunque eccesso di tesshtotico, ricco in fibre
collagene [34]. La fibrosi rappresenta generalméatasposta dei fibroblasti a
una stimolazione di natura inflammatoria, finalitzzalla segregazione di un’area
infetta o alla formazione di una cicatrice cheatidlisce la continuita dei tessuti
recisi nel processo di guarigione delle ferite. dnte la risposta fibrotizzante,
fibroblasti attivati in miofibroblasti proliferanattivamente e producono un

eccesso di componenti della ECM, che si organizzanan tessuto, definito
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fibrotico, che possiede caratteristiche struttueatheccaniche alterate rispetto al
tessuto d’origine [34]. Il processo € generalment®limitante, e I'equilibrio tra
proliferazione ed eliminazione per apoptosi dei fibroblasti appare
fondamentale per il corretto controllo e la risofune della risposta
fibroproliferativa [38].

Stimoli eccessivi 0 inappropriati possono induree sviluppo di una fibrosi
patologica, caratterizzata da una attivazione diogla dei fibroblasti in
miofibroblasti, che proliferano in modo incontraflae producono un eccesso di
componenti di tessuto fibrotico, che progressivameaimodella e distrugge la
normale architettura tissutale e determina la peewlla funzionalita dell’organo.
Questo stato deregolato € mantenuto da fattorilppatici, come il TGFB, che
inibiscono I'apoptosi e stimolano I'attivazione dibroblasti [34, 43, 44].

La valutazione della durata del ciclo cellularennma evidenziato nei
fibroblasti ALMS una velocita di proliferazione ngigre rispetto ai fibroblasti di
controllo (Figura 6). Al contrario, mutazioni dekme ALMS1 sono risultate
associate a una lunghezza del ciclo cellulare atater a una down-regolazione
di geni direttamente coinvolti nella progressionel aiclo cellulare, nella
replicazione e nellassemblaggio del complesso rasoma-cinetocoro. La
stimolazione con FGF2 ha determinato un modestoeatondella capacita
replicativa solo dei fibroblasti ALMS (Figura 7bidicando la loro responsivita a
fattori fibroproliferativi del microambiente. Tutte i fibroblasti ALMS
proliferano piu lentamente rispetto ai controlli cha se stimolati.
Conseguentemente, 'aumento della capacita difpraliione sembra non essere

un meccanismo importante nello sviluppo della fébreella ALMS.
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La localizzazione della proteina ALMS1 a livell@idcentrosomi e dei
corpi basali [13, 14], associata alla ridotta cépadi replicazione che abbiamo
evidenziato nei fibroblasti ALMS, suggerisce un saooinvolgimento nella
regolazione della progressione del ciclo cellulate cilia primarie sono
considerate delle strutture post-mitotiche di delluquiescenti [16], e,
recentemente, e stato ipotizzato siano coinvolte comtrollo della crescita
cellulare, regolandone la progressione attraveesdiverse fasi. La ciliogenesi
sembra essere infatti finemente coordinata al @elulare. Inoltre, difetti in vie
di trasduzione del segnale che coinvolgono le sitiao stati associati a disordini
fibroproliferativi, come il cancro, patologie cistie e fibrosi, e geni implicati in
queste patologie potrebbero avere un ruolo imptetanei pathways di
connessione tra cilia e il sistema di regolazioslecttlo cellulare [16, 20]. Anche
le proteine BBS, la cui perdita di funzionalita égata allo sviluppo della
Sindrome di Bardet-Biedl (BBS), con cui la ALMS dwide diverse
caratteristiche fenotipiche, sembrano avere unorumtll’organizzazione dei
microtubuli e nella progressione del ciclo cellel§61]. L’'aumento del tempo di
generazione che abbiamo osservato nei fibroblasi® rappresenta la prima
evidenza che lega la funzione della proteina ALM#& regolazione del ciclo
cellulare.

| fibroblasti isolati dal PT4 mostrano una capaciproliferativa
sovrapponibile a quella osservata nei fibroblasticdntrollo (Figura 6). E
interessante osservare come il PT4 differisca dagli 3 pazienti ALMS, che
portano varianti del gen&LMS1 predittive di una proteina tronca a livello
dellesone 8 o dell’esone 10, per la presenza di variante allelica non-senso

nell'esone 16 (Tabella 1). Colletal. [11] hanno descritto splicing alternativi del
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trascrittoALMS1a livello dell’esone 16. Inoltre, Let al. [10] hanno dimostrato
che la mutazione troncante nel gé&imslportata dal loro modello murindims1
knockdown determinava la formazione di un mRNAwaleile e di una proteina
parzialmente funzionante, in grado di supportarefdanazione delle cilia,
analogamente a quanto osservato in topi wild tiffeT4 potrebbe analogamente
esprimere una isoforma di splicing importante pegproliferazione o una proteina
ALMS1 tronca parzialmente funzionante. Tuttavigptasenza di codoni di STOP
in posizioni non canoniche (in assenza di altrinsdiy) potrebbero determinare la
rapida degradazione del trascritto mutato da pate meccanismo di
degradazione degli mMRNA non-senso (NMD, non-sensdiated mRNA decay)
[62]. Ulteriori studi relativi alla stabilita e alleffettiva traduzione in proteina
delle diverse varianti mutate del trascritto delngeALMS1 associate
all'insorgenza della Sindrome potrebbero essere n#ila comprensione della
variabilita fenotipica che si riscontra nei paziéitMS.

| risultati riportati in questo lavoro di tesi emevidenziato nei fibroblasti
ALMS una importante up-regolazione di diversi gpar componenti e proteine
regolatrici della ECM, che potrebbe rappresentareneccanismo centrale nello
sviluppo della fibrosi ALMS (Figura 4 e 5a). Diverstudi hanno infatti
dimostrato che la deposizione eccessiva di ECM preicessi fibrotici e
ampiamente dovuta all'incremento del tasso di trasme dei corrispondenti
geni [63]. In accordo con i dati di espressiorféroblasti ALMS hanno mostrato
un aumento della sintesi di collagene (Figura Bbg € anche suggerita dalla
maggiore complessita intracitoplasmatica e dalesg@mza di numerose vescicole
di esocitosi evidenziata dall'analisi morfologicd&igura 3f e (). Queste

osservazioni suggeriscono che i fibroblasti ALMSssiedano un fenotipo
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costitutivamente attivato. | fibroblasti di confmlraggiungono infatti lo stesso
livello d’espressione dCOL1A1dei fibroblasti ALMS solo dopo stimolazione
con TGFp per 48 ore (Figura 7a). Anche i fibroblasti ALMiSuitano responsivi
al trattamento con tale fattore pro-fibrotico, determina un ulteriore aumento
dell'espressione dCOL1AJ piu pronunciato rispetto all'incremento osservato
fibroblasti di controllo stimolati (Figura 7a).

L’analisi dei dati di array ha sottolineato la mtahione nei fibroblasti ALMS dei
messaggeri che codificano per 4 dei 6 fattori déscita matricellulari che
costituiscono la famiglia delle proteine CCKETGF WISP1 CYR61 NOV),
ciascuna delle quali svolge la funzione di molecdattatrice nella connessione
tra superficie cellulare e ECM. | fattori matricgdri possiedono abilitd adesive
che controllano l'adesione e la migrazione celkianodulano l'attivita di altri
fattori di crescita e citochine, e regolano moligplunzioni cellulari, come la
mitosi, il differenziamento, la proliferazione, faptosi e la sintesi di componenti
della ECM [64]. In pazienti con sclerodermia sisigan cheloidi o altri disordini
fibrotici che interessano la pelle, é stata detscuha espressione costitutivamente
aumentata dCTGF, che sembra promuovere la proliferazione e |la azigne dei
fibroblasti/miofibroblasti, e la produzione di ECM65]. Una maggiore
espressione dVISP1 un gene target del signaling del WNT, e stataetata alla
fibrosi idiopatica polmonare, e sembra essere utapdi nell’attivazione dei
miofibroblasti e nella deposizione di ECM [66].

Abbiamo inoltre osservato un marcato aumento ndirofilasti ALMS
dell’'espressione di periostinRQSTN, una proteina espressa a livello di tessuti
ricchi in collagene, coinvolta nella sintesi delCE e nella regolazione della

fibrillogenesi del collagene [67], e recentementefinita una proteina

70



Discussione

matricellulare [68]. Le proteine matricellulari,&ltomprendono la famiglia delle
CCN, rappresentano una classe di fattori secrdith #M che condividono la
capacita di influenzare le interazioni tra cell@lanatrice [69]. La periostina e
stata dimostrata essere coinvolta nella risposdrgfica a seguito di infarto del
miocardio, in cui sembra influenzare l'interazioma fibroblasti e miociti e le
caratteristiche elastiche del tessuto [70]. La mi@rover-espressione di periostina
che abbiamo osservato nei fibroblasti ALMS (Figbeg risulta particolarmente
interessante in associazione al rischio descrgiopazienti ALMS di sviluppare
cardiomiopatia [1], ed e particolarmente suggestivan suo ruolo come fattore
di regolazione nel rimodellamento cardiaco nellavs.
L’identificazione di recettori per componenti deleCM a livello delle cilia
primarie [71], assieme alllaumento dell’'espressi@néella sintesi di proteine
della ECM che abbiamo osservato nei fibroblasti A&,Muggerisce possa esservi
un legame tra la localizzazione della proteina AUMS la regolazione della
sintesi di collagene. Si ritiene che le cilia prieasiano coinvolte nella
definizione dell'orientamento della cellula e nelkecrezione della ECM,
influenzandone l'organizzazione anisotropica allovescheletrico e dei tessuti
connettivi [72, 73].
Nel loro insieme, queste osservazioni portano #zpare che la deposizione di
ECM sia un meccanismo patologico dominante nellarofi ALMS,
costitutivamente attivo nei fibroblasti con mutawia livello del genéALMS], e
che puo essere ulteriormente aumentato dalla prasdirfattori pro-fibrotici nel
microambiente.

Fibroblasti ALMS coltivati in supporti tridimensiali di biomateriale, che

rappresentano un modello interessante per l'anaisitro dei meccanismi di

71



Discussione

interazione reciproca tra cellule e ECM e di comesfe relazioni possano
influenzare la funzione dei miofibroblasti [37, 74lanno mostrato una ridotta
capacita di migrazione all'interno della strutt@@ (Figura 1i). Questo potrebbe
essere legato ad alterazioni nell’organizzazionecii@scheletro, come suggerito
anche dalla microscopia elettronica, che ha evidemzun allineamento
preferenziale in un’unica direzione, parallela afialarita del nucleo, della
strutture citocheletriche (Figura 10). L’analisi fodogica ha inoltre sottolineato
la presenza di lunghe estensioni citoplasmaticleepcindono diretto contatto con
i fibroblasti adiacenti, suggerendo vi sia unattradesione tra cellule vicine e
con la ECM (Figura 1m). | dati d’espressione gemgastrano, a sostegno, I'up-
regolazione nei fibroblasti ALMS di geni legati alformazione di strutture di
adesione focale, che suggeriscono una stretta ssiome con la ECM. La perdita
della funzione della proteina ALMS1 potrebbe infiaare il normale
riorientamento dei centrosomi, e determinare i ttlifeli migrazione e le
alterazioni morfologiche e strutturali osservatei nibroblasti ALMS,
contribuendo allo sviluppo della fibrosi. Si ritemnfatti che I'orientamento dei
centrosomi sia coinvolto nella definizione di unarretta polarita e di una
efficiente migrazione cellulare nei processi diatizzazione [75, 76]. Infatti,
durante il normale fenomeno di riparazione tisgytalfibroblasti migrano in
prossimita della lesione e rilasciano ECM riccaatiagene. Le fibre collagene e i
fibroblasti si allineano quindi parallelamente, @edo I'orientamento della ferita.
In questo contesto, si osserva la conversione idepdiasti in miofibroblasti,
caratterizzati dalla presenza di molte fibre desto-SMA e strutture di adesione
focale, che connettono attraverso le integrine GMEe I'actina citoscheletrica

[37, 77].
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L’'analisi comparativa del profilo d’espressioneniga ha evidenziato la
down-regolazione di diversi geni pro-apoptotici'@vér-espressione di trascritti
coinvolti nel controllo della morte cellulare int®tda stress nei fibroblasti
ALMS, suggerendo possiedano una maggiore capacitaopravvivenza. In
fibroblasti isolati da aree fibrotiche di pazientin fibrosi polmonare [42] o con
cheloidi [41] e stata descritta una maggiore resiz all'induzione di apoptosi. |
segnali di regolazione dell’apoptosi dei fibrobilamsgi disordini fibrotici non sono
chiari, ed é stato ipotizzato possano essere chirdiwersi meccanismi, come
uno squilibrio di citochine, cause genetiche, Naitzione costitutiva di vie di
trasduzione del segnale anti-apoptotiche similipathways attivi in cellule
cancerose [41, 42, 78], e anche la deposizioneCdil 43]. Fibroblasti ALMS e
di controllo sono risultati insensibili al trattame con TNFe, e responsivi alla
stimolazione con altri induttori di apoptosi, mastdo una ridotta vitalita cellulare
associata alla presenza di nuclei apoptotici (R@)r In particolare, il trattamento
con staurosporina (ST) ha determinato una perdi#alita cellulare analoga nei
fibroblasti ALMS e di controllo, a differenza dekdimolazione con tapsigargina
(THAP), G-ceramide (G-C) e cicloesimide (CX) che causano una morte leetu
piu marcata nei fibroblasti di controllo rispettofi@roblasti ALMS (Figura 8a).
La diversa sensibilita dei fibroblasti ALMS ai vamiduttori apoptotici suggerisce
possano essere alterati specifici pathways di agophfatti, THAP, G-C e CX
inducono apoptosi determinando stress mitocondri@e del reticolo
endoplasmatico in diversi modelli cellulari [79-81Diversamente, ST causa
I'attivazione di vie del segnale dipendenti e iraidenti dalle caspasi [82-84],

mentre TNIe& stimola specifici recettori di morte della membagiasmatica [85].
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Questi risultati indicano che i fibroblasti ALMS ggiedano un ‘fenotipo prono
alla sopravvivenza’, che potrebbe avere un ruol@oitante nella fibrosi,
interferendo con il controllo della risposta fibrofiferativa.

| nostri risultati evidenziano una attivazione dosiva dei fibroblasti
ALMS in miofibroblasti a-SMA positivi, che producono un eccesso di
componenti della ECM, indipendente dell'influenaaud ambiente pro-fibrotico,
e quindi direttamente legata alla presenza del ¢éidS1 mutato. Molte delle
caratteristiche descritte in fibroblasti isolati @sioni fibrotiche possono essere
indotte in fibroblasti normali dal trattamento cdiGF{ [37, 40, 86], come
osservato anche nei nostri esperimenti di espmssialel collagene,
sottolineandone il ruolo critico di fattore di régmone della fibrosi in condizioni
fisiologiche e patologiche [87]. L’analisi del pilof d’espressione non ha
evidenziato nei fibroblasti ALMS una diretta modiitme di questo pathway,
suggerendo che non sia costitutivamente attivo e altri meccanismi di
segnalazione siano coinvolti nell'induzione e/o nentenimento del fenotipo
ALMS. In questo contesto, potrebbero avere un ruwmiportante vie di
trasduzione del segnale a valle di integrine egmmetFAK, che sono risultate up-
regolate nei fibroblasti ALMS. La loro over-espres®&, associata all’aumento
della produzione di componenti della matrice, dutee causare I'organizzazione
di una ECM rigida, come é dimostrato anche daNala adesione dei fibroblasti
ALMS alla struttura 3D di biomateriale. L’'aumentelld stress meccanico dovuto
alla mancanza di flessibilita della ECM potrebbdedainare una maggiore
disponibilita di TGFB, dovuta al suo rilascio in forma attiva dal miardaente
extracellulare, dove viene sequestrato in form#ivsaassociata alla ECM stessa

[88]. Abbiamo inoltre osservato I'up-regolazioneFdsFR2 uno dei recettori ad
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alta affinita di FGF2 [89], che potrebbe conferirea maggiore sensibilita a
questo fattore pro-fibrotico nei fibroblasti ALMSuggerendo un ruolo importante
del microambiente nel fenomeno di amplificaziondladesposta fibrotica, una
volta innescata. L’analisi dei dati di arrays hadewziato anche un aumento
dell’'espressione di alcuni markers di fibrosi, coi®&BP3 e IGFBPS5, che sono
risultati up-regolati in pazienti con fibrosi idiafica polmonare e sclerodermia
sistemica [90, 91], e sembrano essere coinvoltardgposizione dei ECM e nel
reclutamento di linfociti B e macrofagi/monociti,geiindi nella generazione di
uno stato inflammatorio del tessuto [92]. Questihpays potrebbero essere
particolarmente interessanti da approfondire in ntual’'up-regolazione di
IGFBP5 sembra anche prevenire la morte cellulare indd#tadiversi stimoli
apoptotici [93].

Nel loro insieme, i risultati riportati in questast suggeriscono che la
presenza di mutazioni a livello del geA&MS1 determini nei fibroblasti un
rallentamento del ciclo cellulare e una minore setigwlita all’apoptosi.
Conseguentemente, i fibroblasti ALMS continuano ®liferare in modo
incontrollato e producono un eccesso di componeelia ECM, causando lo
sviluppo di una condizione fibrotizzante, in cuitéssuto fibrotico rimodella e
progressivamente si sostituisce al tessuto nornfra#ori pro-fibrotici presenti
nel microambiente tissutale, a cui i fibroblasti M& sono risultati responsivi,
potrebbero ulteriormente modulare la produzione E€iM, contribuendo al
mantenimento e all’amplificazione del fenomeno, treersembrano avere un

ruolo meno importante come stimoli fibroprolifexatiFigura 7).
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Figura 9. Modello di fibrosi nella Sindrome di Alstom. Fibroblasti che portano mutazioni del
geneALMS1mostrano una forma allungata, proliferano lentamesono responsivi a fattori pro-
fibrotici e resistenti alla morte cellulare progmaata. Questo suggerisce che la loro proliferazione
non sia controllata dall’'apoptosi. Conseguentemeinfioroblasti ALMS1 mutati persistono nel
tessuto, continuano a proliferare e sintetizzan® eccessiva quantita di ECM, responsabile del
progressivo rimodellamento tissutale e dello syludi fibrosi. Il microambiente circostante
caratterizzato dalla presenza di un eccesso drifatie promuovono I'acquisizione di un fenotipo
pro-fibrotico e di mediatori dellinfiammazione pebbe stimolare ulteriormente lo sviluppo e il

mantenimento della fibrosi.

Le nostre osservazioni permettono di concludere lehébrosi osservata nei
pazienti con Sindrome di Alstrom sia un difettonpario direttamente causato da
mutazioni nel gend&LMS], e rappresenti il risultato dell’eccesiva produaali
ECM e della persistenza di fibroblasti costitutivarte attivati, che non vengono
eliminati mediante apoptosi.

Inoltre, i dati ottenuti sottolineano come ALMSa sina proteina multifunzionale,
coinvolta nella progressione del ciclo cellularellan migrazione, nell’apoptosi e
nella produzione di ECM. Ulteriori studi relativil @oinvolgimento di tale

proteina in processi intra- ed extra-cellulari sa@necessari per la comprensione
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della fisiopatologia della ALMS e per lidentificame di possibili bersagli

terapeutici.
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APPENDICE | FIGURE E TABELLE SUPPLEMENTARI

TABELLA 1. Sequenze oligonucleotidiche dei primeraitilizzati per I'analisi di mutazioni del

geneALMS1 da gDNA.
FRAMMENTO FORWARD (5-3) REVERSE (5'-3")

8a TCTCCTTTGATGGCTGTTTCCTTA GTATTCCCGTCTTCTGCTCCACT
8a3 CCCAATAGCATTATCCCATCT GACAGGTCCTCAAGGGACAA
8a6 CAAATCTCTTTTTCTTTAGGAGACA TGCTAATGTCTTTTGGTTGABG
8b CAACTGGCATGTCAACTC CTTCGGGTAGATGGCTGTC

8c GTACCCACAGGACTTAGCA ACTCCTGTTGATAGAAAATACTGG

8f GAAAGTTTCACCTGTTCTTG TGGTCCAGGAGCAGAAGAA

80 CCTCTTCCACGGGTGTATCTAA ACCCTCTTCCTCCCTGCTATCT
8p GATCTTGCTTGTATTTTTCATTG GCAATATCAAGCAGCCAAATCT
10a TTTTGCTTGCTGTGCTCTTTGTC AGTTCTGAAATGGGGAATGACTT
10a4 ATGGTCTAATCTTAGCGTGGGTA AGCCAAGGGTCCATCTTTTC
10c AATGACCAGAGGACGGCAGAAC TTTTAAATGATGAAGGGGAAGAGG
10e CCCACGTGCAGATGACCAT CACTATTCATCCTCGCTTTAGAAG
10f GCATCTGCATCTACTCCTCCTTCA TTAGCCAGACACAACCTCCACCTA
16a GCAGGCAGTGAATTTTCTGATA GTTCTTTCCTGTCACCCAACTC
16b TGGGAAACAAAGAAGTGATGGATA CTCTAGGCTTTTAAACCGCTTAT
16¢c AAGGTCACCCCAGAGCAAACAAC AGAAGTGGTGCCGGAAAGGATG
16d ATCGAGCTGGGAGGTCTAATCAAA TCTCACTCTTTTCCAGTTGGTAG

85



Appendice 1

TABELLA 2. Sequenze oligonucleotidiche dei primeraitilizzati per I'analisi di mutazioni del

trascritto ALMS1 da cDNA.

FRAMMENTO FORWARD (5'-3") REVERSE (5'-3’)
1 AGTCAGGGCTCTCCCCTTC AGCGGGTGCTGAGATACACT
2 TCTCTGGAGGAGGGCATATT CCAATGTCTGAATCAACAGGA
3 ACTGTGCCAAAGGCTCCTAA TGTCTGCTAAGTCCTGTGGGTA
4a AGTTTCAGCCACTCCTGGAC TTGGGACAGTCTTCTGGTCA
4b TATTGGCTGCCCAGAAGACT CTAGGCTTCTCCCTCTGTGG
5 GACCAGAAGACTGTCCCAACA CCGCTGAAACATTCTTAGCC
6 GAAAGTTTCACCTGTTCTTG TGGTCCAGGAGCAGAAGAA
7 GAGCAAAGTCTGGCAGTTTC AGGGCAGGATGTTTATTCCA
8 CGAGAGTTGCCGCATTTT GCTGTTGGTAATACTGTTTTCTGG
9 CAGGAATTGCCAGGTAGTCA TACTGTCCCACGAGCAGGA
10 CCACGGGTGTATCTAATGGTG AGGTTGACATGCTTGGCTCT
11 TCCAAGGGTTTACAGAGTCCA TTGCTACAATTTGCCCTGGT
12 GGAGCATCTGTGGGGGTATT TGGAAGAAGTCTTGGGACAAA
13 GCATCTGCATCTACTCCTCCTT CTGAGGCATCTGCATTTTCA
14 ACTTCCCAGCTCAGGTGCTA CCTTCTGATCCCTTTGTGGA
15 TCAGCATCATCCAGACAAACA TGCTCCGCTTCTCAAGGTAT
16 GGCTCTGCACGAAAGGAGTA AGGGTTGCTCTCACAAATGG
17 CCAGGTAGCAAACCATGTGA TTCCAAGGCTCTGAGGAAAA

18

CAAGCCTATCAGCAAGAAGGA

GCAGAAAGTATTGCTCCCAAA
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TABELLA 3. Modulazione dell'espressione genica nédibroblasti ALMS versusfibroblasti di

controllo.

GENI ASSOCIATI AL CICLO CELLULARE
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GENI ASSOCIATI ALLA MATRICE EXTRACELLULARE/ FIBROSI

900 Z Ued8puis TPST T2ovor 20as
900 etE@snW yioows ‘z eydye ‘unoy TG8S6T €T9T00° AN V1oV
100 10108} ymolih anssi dA0BUU0D TGS/, T06T00 AN 4910
100 aseuabxolp-yersboxo-g ‘suljoid-uabe|odold 8p/9/ /76000 AN TVHYd
T 1 eydpe ‘AladA1 ‘uabe| 0D 6ET6TT G#8T00 AN TY¥100
10T T eydpe ‘|1xadA} ‘usbe)oD ZPETOT 0/£¥00° AN V21100
0T Z 9seyiuAs ueuoinely 9pzeST 82€500° AN ZSWH
80T 1 eydie ‘jadA ‘usbe|oD 8k6z/T 880000 AN TVT10D
80T 1T eydpe ‘|112dA1 ‘uabeo TYSETT 060000 N TVE10D
10T T eydpe ‘AadA ‘usbejod gryorT €60000 AN TVS10D
veT Z eydie ‘AadA) ‘usbe|0D gB6Z8 €6€000 AN ZVvS100
9eT (eydre uuyaw) gt urewop as@oldojelaw pue ulbajulsip v (588 7/%7€00 N ZTANVavy
8T unuodorewlsq Z6S08 LE6T00 AN 1da
vt G wisloid Buipuogare) YIMoiB axil-uNsul Sdg9491 8BYE 665000 LN Sdg49ol
VT (w2101d02A|6 parerposseansdp eayse) eyap ‘uedokBoores 66STST /€000 AN anos
SO'T TTRyde unbalul /Bz9se T8960TdV TIVOll
600 1gaoa1 1010€} ymoib 1se|qoiqid T§S8/Z 820€20 NN 24494
10T 1 eydpe ‘[xadA ‘usbejod z) /28 ¥S8T00 N TVITI0O
€12 9/0€T6TIDVINIOENT U092 YN Wweg1bus| [N} YNYW susides owoH T/ZTY 2906SE1V V810D
S’z 1 eydpe ‘AX adA1 ‘uabe|od ¥HTES GS8T00 AN TVSTI00
¥T'0 uiajold yeadas yaieea| pud yau-auluibre auloid 9. G2/200° AN d134d
ST'e ulodsy 0p/0T 089/70° AN NdSY
ge'e T uieloid Bupjuy abeued g6.¢ ¥88T00 AN IN1dWH

(TOYLNOD sA SATY)
NOILdI¥OSAA INFOINN| MNYEANTD | TOINAS INTD

FONVHO 104

90



Appendice 1

G9°0-
.80
60~
Gc'T-
veT-

610
190
T80
S0°0
S0°0
S0°0
S0°0
800

T 9yj-uedaida

(opdaipuodsoquolyl) ajndajow 9eA €

1ggnipul auaboibue ‘you-auL1sAD 2
ZzJaquiaw ‘(27 uiaroid yo0ys 1eay) ‘louqseuialold (aule1sA210) aulas O
@uoid parerdosse-re|uayollN T

uiploid paleloosse-1e|ugquoldIN 6
ueownT 4

T lossaiddns ymor

€ urdidipuig 10108} ymoiB axfi-uinsul 9

r8cy

Lupjnapalu) 26z,
Z101dadal (Jnowd-D)aunowayd gpe

[9S.

auab passaldxaiano ewolse|qolydaN GE6SEZ

(unoauoa1so) yamredn ‘oipioe ‘uislold palaidss 6J/TTT

088
E66
GSE8
70962
166
[TOT
cELL

Z6T8TO0 AN
088000 AN
/9000 AN
2/0000° AN
¥15200° AN

8TTE00 AN
¥SST00” N
GEZTO00 AN
6S7.T0° AN
9878¢1
Se200 AN
96220 AN
8/8SEN

7134431
2

[4<10)0]
9edd
AON

o4dvdS
T9HAD
THNIdH3S
¢dv4n
1Z=A&14
ANT
734431
€dg949I

91




Appendice 1

GENI ASSOCIATI ALL'ADESIONE/MOTILITA’

6v7°0- (spuxauurgyd/eydpe ‘uiaoid uonounl des 1p/ey 167500 AN JA/s3)
95°0- aseuny auisolA1 uielold EOHAL TOE €62900 AN €OHAL
90- (r538 T uLl0Ad pareal uwApuady Tp/9v 298.20AY T4Aad3
590 (WWWVHY) &nel Annow pajelpaw-ueuoinieAH 055z, ¥8v2T0° N HNIAH
98°0- (pzd)usbnue 6ad T 69700 AN 6d0
80'T- Z[101d8981 pajdnoo-uisloid-5 pioedipireyds@sd| ‘uoieiIusIayIp [el8ylopus ¥6/S/. 6ST/S0° AN Zod3
1TT- Z urewsnqg-6] yum 8|nasjow uoisaype gsTeT 0TO¥000V ZODINY
L¥0°0 Z surewopwsfiiue (|92 Jusdsauss pue WM g.2.2T 086,10 AN ZSIM
L¥0°0 @10.1d payeroosse-IeuayoIlN TRSES 657,70 NN Zdv4IN
610'0 urpiold pajeIdosse-1e|LqyoIdlIN 670962 98Y8€T rdV4N
610'0 L aseup| suisoihy ugloid /Y1 d 2YS06 128200 AN Dild
S0'0 uslold Buipuiq g'a|gniBeipulg-apisoloelel ‘unoaT 6EE6. /95500 N daes1voT
1500 ueown 4766/ S¥€Z00° AN M
2500 T uIsua] €/66 82ELSONY TSNL
9500 Z Ued9pUAS TPST T29vor Zaos
1900 G e1aq ‘uubalu] 9y8eYT €12200 AN Gaoll
Ge'T (ueaiggangoAboaloid areyns uloipuoyd 0)8T8 90€9TN 79dSo
8e'T unuodorewisq ZES08 LE6TO0 AN 1dad
T G uiej04d Buipuiqael Yimoib axfil-unsul S4g9491 88YE 665000 AN Sda4o|
€T T uigidemyyred Buieuhis ajgonpul TINM 186 ¥62.20MY TdSIM
rA (i1~ UjApBROI0E) OYoads 1SB|08ISO SFEIET S/¥900° AN N1SOd

(10Y1LNOD SA SNTY)
NOILdIMOS3Aa INTOINN | YNV INTD| TOIANAS INTO

3IONVHO a104

92



Appendice 1

GENI ASSOCIATI ALL’APOPTOSI
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I geni differenzialmente espresso, identificatraaterso I'esprimento di DNA microarrays, sono

stati analizzati e ordinati in categorie in bask &ro funzione. In tabella sono riportati per

ciascuna classe | geni piu informativi.
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TABELLA 4. Sequenze oligonucleotidiche dei

utilizzate nelle gPCR.

primerse condizioni di amplificazione

PARAMETRI
GENE FORWARD REVERSE AvpLFicATO  [PRIMERS] di
AMPLIFICAZIONE
5-TGG AAA CCA TCG 5- ARG TGA ATC GCA F=300 95°C x 15 sec
POSTN GAG GCA AA3' CCGTTTCTC C-3 115bp R=300 60°C x 1 min
5-AAG GCC AAC CGG 5-ATT GTG GGT GAC F=300 95°C x 15 sec
ACTA2 GAG AAAAT-3' ACC ATC TCC A-3' 150 bp R=300 60°C x 1 min
5-CCT GGA TGC CAT 5.TCT TGT CCT TGG F=300 95°C x 15 sec
COL1A1 CAAAGT CT-3' GGT TCT TG-3' 116 bp R=300 60°C x 1 min
5-AAG AAT TTG GTG 5-TTT TGT CGG TCA F=300 95°C x 15 sec
COL3A1 TGG ACG TTG-3' CTT GCA CT-3" 136 bp R=300 60°C x 1 min
5-CCA GGA TTT CAA 5-CTC CCC TTT GAT F=100 95°C x 15 sec
COL4A1 GGT CCA AAZ' GAT GTC GT-3' 138 bp R=100 60°C x 30 sec
72°C x 30 sec
5-CCT GAC CCT GGA 5-GGC TCC TTC CCT F=300 95°C x 15 sec
COL5A1 CAG TGA AG-3' CTG TTC TC-3' 110 bp R=300 60°C x 1 min
5-TCA AAA GAA GCC 5-TCT AAG TCA TTT F=300 95°C x 15 sec
COL5A2 TCC CAG AA-3' GCC CCTTTG-3 116 bp R=300 60°C x 1 min
5-ACC ACC CCA GGG 5-AAT GCA GGC ATC F=300 95°C x 15 sec
COL8AL AGA GTA TC-3 TCA TAG GC.3' 120 bp R=300 60°C x 30 sec
78°C x 30 sec
5-GCA TTT TGA TGC 5-CAC ACA TTT CCC F=300 95°C x 15 sec
COL11A1 TTT ATT CAA GG-3' TGT CCAAA3" 123 bp R=300 60°C x 1 min
5-ACA TGC CGT GTG 5-AAC TGC CCG CTC* F=300 95°C x 15 sec
COL12A1 CCTTTAGT-3' GAA ATA C-3 108 bp R=300 60°C x 1 min
5-AGC AAC CCA CAT 5-ATG CTC GGT AGG F=300 95°C x 15 sec
COL15A1 CAG CTTCT-3' TGG ACAAC-3' 172 bp R=300 60°C x 1 min
5-GGC AAT GCG GCT 5-GGG TAC CCA CGC F=300 95°C x 15 sec
HMBS GCAA3' GAATCAC-3' 60 bp R=300 60°C x 1 min

POSTN periostin;ACTA= actin, alpha-2, smooth muscle, ao@0L1A%E collagen, type |, alpha
1; COL3AZE collagen, type lll, alpha LOL4AZX collagen, type IV, alpha TOL5AX collagen,
type V, alpha 1; COL5AZ collagen, type V, alpha 2COL8AE collagen, type VIII, alpha 1;
COL11AE collagen, type Xl, alpha 1;COL12AZE collagen, type XIl, alpha 1COL15AE

collagen, type XV, alpha HMBS= hydroxymethylbilane synthase
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I CONTROLLI
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FIGURA 1. Livello di espressione relativa di mRNA d proteine collagene in fibroblasti
ALMS. L'espressione dei trascrit€OL1AL COL3A]1 COL4Al COL5A] COL5A2 COL8A]L
COL11A1 COL12A1 COL15A1¢ stata quantificata mediante gPCR nei fibrobldsticontrolli
sani (CONTROLLI) e dei pazienti ALMS (ALMS). | riffati sono ripostati come cicli soglia (Ct)

di ciascuna reazione di gPCR ed espressi comeevaledio +SEM.

livello di espressione relativa di mRNA (Ct)

COL1A1
COL3A1
COL4A1
COL5A1
COL5A2
COL8A1
COL11A1
COL12A1
COL15A1
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FIGURA 2. Effetto dose-risposta di fibroblasti ALMS al trattamento induttori di apoptosi.
Fibroblasti di controllo (CONTROLLI) e di pazieniLMS (ALMS) sono stati stimolati con
concentrazioni crescenti (a) di tapsigargina (THA®)centrazioni crescenti 1:10 per 48 ore), (b)
C,-ceramide (GC, concentrazioni crescenti 1:2 per 48 ore), {dpesimide (CX, concentrazioni
crescenti 1:10 per 48 ore), (d) staurosporina (®hcentrazioni crescenti 1:10 per 24 ore) e (3)
TNFa (concentrazioni crescenti 1:10 per 24 ore) in SNMIQ& FBS. La % di cellule vitali & stata
determinata mediante saggio MTT ed é riportata ceal@re medio +SEM espresso rispetto alla

cellule non stimolate (-) indicate come 100%.
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CELLCYCLE
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Geni risultati differenzialmente espressi in modgngicativo dalla valutazione statistica SAM
sono stati analizzati utilizzando il database KE@&, correlare i dati ottenuti dall’esperimento di
microarrays a un significato biologico. L'analigidliagrammi del KEEG database ha indicato la
modulazione nei fibroblasti ALMS dei segueptithways cell cycle, cell communication, ECM
(extracellular matrix) receptor interactiorGeni risultati up-regolati sono rappresentatiaeso e
arancio, mentre geni down-regolati sono rappresiénthlu e celeste. In rosso sono indicati i geni
che hanno passato I'analisi statistica e mostranlog? rispettivamente maggiore di 0.7 e minore
di -0.7. 1 geni rappresentati in arancio e celésteno superato I'analisi statistica e che mosttdno
log2 compreso rispettivamente tra 0.7 e 0.5 elt@me -0.7.
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Appendice 3ABBREVIAZIONI

2D bidimensionale
3D tridimensionale

ACTAZ2actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (also knasva-8MA, alpha smooth
muscle actin)

ASPNasporin
AURKAaurora kinase A (also known as STK6 serine/thremkinase 6)

BCL-2B-cell CLL/lymphoma 2
BUN blood urea nitrogen

C controllo

C,-C G,-ceramide

CCN acronym for connective tissue growth factor GF), cystein rich protein
(CYRG61), and nephroblastoma overexpressed gene JNOV

CCNAZ2cyclin A2

CCNBlcyclin B1

CCNEZ2cyclin E2

CDC20cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

CDC6cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)

CDCAS8cell division cycle associated 8

CDK1 cyclin-dependent kinase 1 (also known as CDC2, dékion cycle 2)
cDNA complementary DNA

CENPFcentromere protein F, 350/400ka (mitosin)
CENPMcentromere protein M

CEP55centrosomal protein 55kDa

CKS2CDC28 protein kinase 2

COL11Alcollagen, type Xl, alphal
COL12Al1collagen, type XllI, alphal
COL15A1collagen, type XV, alphal

COL1Alcollagen, type I, alphal
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COL3Alcollagen, type lll, alphal

COL4Alcollagen, type 1V, alphal

COL5Alcollagen, type V, alphal

COL5A2collagen, type V, alpha2

COL8Alcollagen, type VIII, alphal

CTGFconnective tissue growth factor

CUGBP2CUG triplet repeat, RNA binding protein 2
CX cyclohesimide

CYRG61cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DPT dermatopontin

DTYMK deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase)
ECM extracellular matrix

EDIL3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

FACS fluorescence activated cell sorting

FAMB83D family with sequence similarity 83, member D

FBS fetal bovine serum

FDR false discovery rate

FGF2 fibroblast growth factor 2
FSC forward scatter

gDNA DNA genomico

GFR glomerular filtration rate
GO gene ontology

GULP1 GULP, engulfment adaptor PTB domain containingalsd known as
CED-6 CEIll Death abnormality 6)

h ora

H2AFZH2A histone family member Z

100



Appendice 3

HAPLN1 hyaluronan and proteoglycan link protein 1 (alswwn as CRTL1,
Cartilage linking protein 1)

HAS2hyaluronan synthase 2
HG high glucose

HMBShydroxymethylbilane synthase

IGFBP3insulin-like growth factor binding protein 3
IGFBPS5 Insulin-like growth factor binding protein 5

IGT impaired glucose tolerance

IL24 interleuchina 24

ILx interleuchine

ITGAllintegrina, alpha 11
ITGB5integrina, beta 5

KEGG kyoto encyclopedia of genes and genomes

LEPRE1leucine proline-enriched proteoglycan (leprecan) 1

LGALS3BPlectin, galactoside-binding, soluble, 3 bindingtein (also known as
M2BP, Mac-2-binding protein)

LIMS2LIM and senescent cell antigen-like domains 2

LOWESS locally weighted scatterplot smoothing

LUM Lumican
MAD2L1MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)
MAF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogenedhagn(avian)

MCM2, MCM 3, MCM 4, MCM 5, MCM 6 minichromosome maintenance
complex component 2, 3, 4,5, 6

MEF2C myocyte enhancer factor 2C
MFAP2microfibrillar-associated protein 2
MFAP4 microfibrillar-associated protein 4

M-MLV moloney murine leukemia virus

NALP1NLR family, pyrin domain containing 1 (also knowas CARD7, caspase
recruitment domain protein 7)

NOV nephroblastoma overexpressed gene
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OIP5 Opa-interacting protein 5

P4HA1prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide |

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

Pl ioduro di propidio

POSTNperiostin, osteoblast specific factor
PRELPproline/arginine-rich end leucine-rich repeat pnot
PRIM1primase, DNA, polypeptide 1 (49kDa)
PRIM2Aprimase, DNA, polypeptide 2 (58kDa)

PT paziente

RCC1lregulator of chromosome condensation 1
RFC3replication factor C (activator 1) 3, 38kDa, 4, 5
RFC4replication factor C (activator 1) 4, 37kDa
RFCb5replication factor C (activator 1) 5, 36.5kDa
RR ridonucleotide reductase

RRM1ribonucleotide reductase M1
RRMz2ribonucleotide reductase M2

SALLZ2sal-like 2 (Drosophila)

SAM significance analysis of microarrays

SDC2syndecan?2

SDS Sodium dodecyl sulphate
SEM errore standard della media

SERPINH1serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shodtgin 47), member 1,
(collagen binding protein 1)

SGCDsarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associatgdoglrotein)

SM medium standard

SPC25SPC25, NDC80 kinetochore complex component, hogh(@ocerevisiag
ss single strand

SSC side scatter
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STMN1stathminl

ST staurosporinA

TCA trichloroacetic acid

TEM transmission electron microscopy

TGFJ3 transforming growth factor, beta

THAP thapsigargin

TNF-a tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

TNS1 tensin 1
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase dUTEknend labelling

US ultrasographic
v/v volume SU volume

VCANVversican (also known as CSPG2, chondroitin suffatéeoglycan 2)

WISP1WNT1 inducible signaling pathway protein 1
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