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1. INTRODUZIONE

1.1 LE MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI (MICI)

Le malattie inflammatorie croniche intestinale, sono un gruppo di patologie multifattoriali a
carattere inflammatorio, che perpetuano nel tempo, idiopatiche che interessano il tratto gastro
intestinale. Attualmente 1’ipotesi patogenetica prevalente ¢ quella di una risposta immunologica
mucosale sovradimensionata nei confronti di antigeni ubiquitari, quali la stessa flora batterica
intestinale residente, in soggetti con predisposizione genetica.

Le tre principali forme della malattia comprendono il Morbo di Crohn (MC), la rettocolite
ulcerosa (RCU) e la colite indeterminata (Cl): esse differiscono tra loro per localizzazione,
tipologia di lesione, decorso clinico, complicanze e manifestazioni associate al trattamento
farmacologico.

In breve il MC puo interessare qualsiasi tratto del canale alimentare dalla bocca all’ano, le lesioni
a carico della mucosa intestinale si presentano con una distribuzione segmentaria, e la flogosi puo
interessare anche gli strati profondi della mucosa (transmurale) determinando lesioni di tipo
inflammatorio, fibrostenosante o fistolizzante. Il decorso & cronico-intermittente e 1’intervento
chirurgico & spesso solo palliativo ed e conservativo in quanto le lesioni tendono sempre a
recidivare.

Nella RCU la parte anatomica colpita ¢ principalmente I’intestino crasso, dove le lesioni
tipicamente essudative-emorragiche, si distribuiscono in modo continuo e uniforme mentre la
flogosi interessa solo la mucosa. Anche per questa malattia il decorso e cronico-intermittente e
I’intervento di chirurgia generalmente ¢ risolutivo.

Nella CI il piu delle volte gli aspetti clinici non sono specificamente associabili a una delle due
forme precedentemente descritte ed € solitamente caratterizzata da una infiammazione confinata

al colon, e puo rappresentare nei bambini fino al 20% dei casi.

1.1.1 Il Morbo di Crohn

Storia La malattia di Crohn fu descritta per la prima volta nel 1761 come una flogosi intestinale
specifica da Morgagni. In seguito numerosi altri scienziati si impegnarono a descrivere guesta
patologia sempre piu nel dettaglio ma fu il gastroenterologo americano Burril B. Crohn che,
descrivendo una serie di pazienti che manifestavano uno stato inflammatorio a livello dell’ ileo

terminale nel 1932, diede il suo nome alla malattia. Crohn e i suoi collaboratori avevano osservato



nei loro pazienti una comunanza delle lesioni del tessuto (stesse anomalie istologiche) sia a livello
intestinale che in altri punti del tubo digerente. Dagli studi e dalle osservazioni effettuate fu
definita una prima descrizione della malattia: il MC ¢ un’infiammazione che pud coinvolgere
qualsiasi tratto dell” apparato digerente, dalla bocca all’ ano, e puo interessare sia la mucosa che
gli strati pit profondi della parete gastrointestinale (infiammazione transmurale) . La flogosi
intermittente e probabilmente una conseguenza di un difetto della barriera mucosale con
conseguente disregolazione dei meccanismi dell’immunita sia innata che acquisita. Sewell
fornisce un modello patogenetico suddividendo la storia in tre stadi successivi: I’iniziale ingresso
dell’agente patogeno attraverso la barriera mucosale dell’intestino, una successiva flogosi acuta
dovuta all’incapacita dell’immunita innata di debellare I’agente e una fase finale in cui I’immunita
acquisita si iperattiva causando la perpetuazione del danno e un’infiammazione cronica
granulomatosa a livello dell’intestino 2

Clinica Nella maggior parte dei casi la malattia esordisce con la classica triade di sintomi: dolore
addominale, diarrea e riduzione dell’appetito. Le manifestazioni che si osservano in questa
patologia inflammatoria cronica sono prevalentemente intestinali ma non vanno dimenticati anche
gli aspetti sistemici ¢ 1’interessamento extraintestinale. La sintomatologia tipica a livello della
mucosa prevede ascessi, fistole, stenosi, masse addominali e occlusioni. Manifestazioni
sistemiche comprendono febbre, dolori addominali, diarrea anche ematica, vomito e perdita di
peso. | principali sintomi extraintestiali possono verificarsi a carico dell’occhio (uveite), della
pelle (eritema nodoso, pioderma gangrenoso), del sangue, del sistema endocrino e delle
articolazioni (artrite). | pazienti alternano periodi di acutizzazione a periodi di remissione dei
sintomi. Il rischio di carcinoma e basso, ma deve essere considerato aumentato in situazioni di
casi familiari per tumore intestinale, presenza di pseudopolipi, inflammazione persistente e
sindrome dell’intestino corto .

Caratteristiche macroscopiche e istologiche 1l MC si manifesta come una reazione tipicamente
granulomatosa e recidivante, caratterizzata da un ricco infiltrato macrofagico, cellule epitelioidi e
cellule giganti multinucleate a tutto spessore. Un’infiammazione del tipo granulomatoso e dovuta
ad una difficolta da parte del sistema immunitario di debellare 1’agente patogeno, o per una
relativa resistenza dell’agente esterno o per un difetto stesso dell’immunita. La mucosa colpita
presenta, inizialmente, lesioni dall’aspetto di ulcere afotidi, che si localizzano tipicamente
all’altezza delle placche di Peyer a livello dell’ileo e all’interno dei follicoli linfoidi del colon.

Queste ulcerazioni, che possono essere pit 0 meno estese e profonde, si alternano a zone di



mucosa Ssana determinando il tipico aspetto ad “acciottolato romano”. La flogosi transmurale
tipica del MC favorisce e predispone a complicanze quali fistole che si vengono a formare tra le
anse intestinali con la vescica o con la vagina. In seguito ai meccanismi riparativi inoltre si
verifica un eccessiva reazione connettivale a cui segue un eccessiva formazione di tessuto fibroso
e stenosi del lume. Peculiari della MC sono la fibrosi, la proliferazione degli istiociti nella
sottomucosa e 1’estensione del processo patologico a tutti gli strati della parete intestinale.
Classificazione Al momento della diagnosi, in accordo con la classificazione di Parigi (Tabella 1),
il MC viene classificato in base alla distribuzione e alla localizzazione delle lesioni in: ileite (L1),
colite (L2), ileocolite (L3) e Crohn gastroduodenale (L4).
Al momento della diagnosi la flogosi ¢ prevalentemente localizzata a livello dell’ileo terminale
(45%), mentre nel 32% si presenta a livello del colon e nel 19% nell’ileocolon, infine una piccola
percentuale (3%) interessa il tratto gastrointestinale superiore®.
Un ulteriore distinzione si basa sul differente comportamento della malattia in fase di
progressione:
¢ Infiammatorio (B1) (70%) quando si osserva flogosi senza causare stenosi o fistole
e Stenosante (B2) (17%) quando causa un restringimento dei visceri a sua volta
responsabile di occlusione intestinale o modificazione delle dimensioni delle feci
e Penetrante (B3) (13%) quando si generano passaggi anormali, chiamate fistole, tra
I’intestino e altre mucose causando infezioni peritoneali e infezioni a carico degli
organi adiacenti (come la pelle)

e Malattia perianale (p)

1.1.2 La Rettocolite Ulcerosa

Storia Il termine di colite ulcerosa fu utilizzato per la prima volta dal mediato britannico Samuel
Wilks nel 1859, dopo aver eseguito I’autopsia di una donna di 42 anni morta dopo diversi mesi di
diarrea e febbre.

Clinica La RCU, ¢ un’ affezione recidivante acuta e cronica ad eziologia multifattoriale
caratterizzata da diffuse ulcerazioni flogistiche della mucosa colica che si distribuiscono in
maniera continua ed uniforme senza interposizione di aree di mucosa normale come invece
avviene nel MC. Le persone affette da questa patologia tipicamente presentano diarrea ematica
(spesso notturna e postprandiale), passaggio di pus e/o di muco, crampi addominali durante

I’evacuazione e febbre. Un quadro clinico piu grave, il megacolon tossico, ¢ caratterizzato dal



continuo assottigliamento della parete intestinale tale da causare perforazioni. Questo evento
spesso si osserva nell’esordio precoce della malattia e il paziente manifesta un dolore addominale
diffuso, elevata febbre e leucositosi neutrofila *.

Nei casi di RCU il rischio di sviluppare una neoplasia intestinale e maggiore rispetto al MC ed ¢
proporzionale all’estensione e alla durata della malattia, per cui si rende fondamentale uno
periodico controllo.

Caratteristiche macroscopiche e istologiche La flogosi e superficiale e interessa solo la mucosa
che si presenta congesta, ulcerata e sanguinante. Tipicamente sono presenti pseudopolipi di natura
inflammatoria formatisi come risultato della rigenerazione epiteliale. Nell’esame istologico di un
paziente affetto da RCU si riconoscono i caratteristici ascessi delle cripte insieme ad infiltrati di
neutrofili ed eosinofili. Si osserva inoltre una massiva perdita di cellule mucipare e una
conseguente riduzione di mucina prodotta.

Classificazione La classificazione della RCU si basa sull’ estensione e sulla gravita (Tabella 2).
Generalmente ha inizio a livello della regione del retto per poi estendersi in maniera continua e
omogenea in direzione caudo-craniale ma si verificano dei casi in cui la localizzazione &
unicamente cecale. Diversamente dal MC, prima della classificazione di Montreal, la RCU non
era stata presa in considerazione per una suddivisione in base alle sue caratteristiche fenotipiche.
In base all’estensione anatomica viene classificata in proctite ulcerativa (40-50%) (E1), quando il
coinvolgimento e limitato al retto, colite distale (30-40%) (E2) quando € limitato a una parte del
colon-retto distale alla flessura splenica e pancolite (20%) (E3) se si estende dalla regione

prossimale alla flessura splenica.

1.2 LE MICI A ESORDIO PRECOCE

Le MICI in eta pediatrica hanno destato negli ultimi anni sempre maggior attenzione e interesse:
la diagnosi di MICI ad esordio precoce ¢ in continuo aumento perché maggiore ¢ 1’attenzione che
si pone a questa casistica di pazienti. Questi ultimi presentano una sintomatologia piu severa e
molto spesso il trattamento farmacologico convenzionale non risulta essere sempre risolutivo. La
compromissione della qualita di vita gia da piccoli, il decorso cronico e il maggior rischio di
complicazioni a lungo termine come il deficit di crescita e la necessita di interventi chirurgici
ricorrenti sono fattori da considerare seriamente per migliorare lo stile di vita.

Ci sono motivazioni forti che spingono allo studio della malattia ad insorgenza precoce,

innanzitutto perché ¢ logico attendersi che quando 1I’insorgenza della malattia avviene in eta molto



precoce, i fattori ambientali quali la dieta, il fumo e i trattamenti farmacologici giocano un ruolo
meno incisivo rispetto all’insorgenza in eta adulta, mentre il peso del fattore genetico ¢
preponderante. Le MICI pediatriche hanno spesso un esordio insidioso, con sintomi atipici e
aspecifici che possono ritardare la diagnosi e quindi I’inizio della terapia. La classica triade
sintomatologica del MC in eta adulta (dolori addominali, diarrea e perdita di peso) si riscontra
solo in una minoranza di casi in eta pediatrica (25%) mentre & piu facile riconoscere un arresto
della crescita che si osserva addirittura nel 40% dei casi. Nella RCU i principali sintomi sia
nell’adulto che nel bambino sono rappresentati da diarrea, proctorragia e dolori addominali, ma in
eta pediatrica la malattia puo esordire con un quadro acuto del megacolon tossico. Inoltre nelle
MICI pediatriche il 6% dei pazienti presenta un quadro clinico iniziale caratterizzato da sintomi
extraintestinali °.
Per le differenti caratteristiche che si osservano nella malattia ad esordio precoce e dell’adulto,
numerose sono state le modifiche apportate alla classificazione delle MICI. La recente
classificazione di riferimento per le MICI pediatriche & quella di Parigi del 2009 °, che ha
perfezionato le precedenti di Montreal (2005) ’ e Vienna (1998) ponendo maggiore attenzione
all’eta della diagnosi, alla localizzazione e all’andamento della malattia (Tabella 1 e 2).
Sono state introdotte distinzioni in riferimento all’eta di diagnosi, distinguendo un sottogruppo
Ala (da 0 a <10 anni) e uno Alb (da 10 a <17 anni). Nonostante questa ulteriore specificazione,
dagli studi presenti in letteratura si osserva che i pazienti vengono distinti in ulteriori sottogruppi
basati sull’eta di insorgenza dei sintomi, classificandoli come:

e MICI a esordio precoce (<10 anni)

e MICI ad esordio molto precoce (<6 anni)

e MICI ad esordio infantile (<2 anni)

e MICI ad esordio neonatale (<1 mese)
Dati recenti evidenziano che nei pazienti pediatrici affetti da MC I’interessamento ileocolico (L3)
si presenta con una maggior frequenza (53%) rispetto ad un coinvolgimento colico isolato (L2)
(27%), mentre minore risulta essere un interessamento isolato dell’ileo terminale (L1) (16%) cosi
come del tratto gastrointestinale superiore isolato (L4)(4%) o una malattia perianale isolata ®.
Tuttavia il coinvolgimento del tratto superiore dell’intestino ¢ un evento piuttosto frequente nei
bambini e un ulteriore suddivisione ¢ stata fatta distinguendo 1’interessamente prossimale al
legamento di Treitz (L4a) da quello distale (L4b). Si e osservato inoltre che, rispetto ai pazienti

con localizzazione L2, i casi con interessamento ileale o ileocolico (L1 e L3) hanno una maggior
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tendenza a sviluppare la malattia con un andamento stenosante (B2) che colpisce anche il tratto
superiore (esofago e gastroduodenale). L’andamento stenosante (B2) e la localizzazione ileale
(L1) sembrano essere correlati con ’insorgenza. °

Anche la classificazione in base all’andamento della malattia ha subito delle leggere modifiche
definendo un sottogruppo che compra sia 1’aspetto stenosante che quello penetrante (B2B3) cosi
da poter distinguere individui che presentano entrambi gli aspetti (fistolizzante e stenosanti)
rispetto a quelli che invece nel tempo sviluppano una malattia fistolizzante senza alcuna stenosi
intestinale associata. Lo stato infiammatorio sembra essere nettamente predominante nella fase
iniziale della malattia, sia nell’adulto che nel bambino, ma nei casi pediatrici si osserva un
incremento dell’aspetto B2 o B3 durante la progressione della malattia fino a quasi il 50% (circa
20% nell’adulto) .

E’ stata aggiunta inoltre, una nota per valutare lo sviluppo e la crescita (G1 difetto di crescita o GO
nessun ritardo) in quanto rappresenta un elemento di valutazione molto importante nella malattia
pediatrica.

Modifiche nella classificazione sono state apportate anche per la RCU. E’ stata introdotta una
sottocategoria per la determinazione dell’estensione della malattia (E4), che indica uno stadio
esteso della colite ulcerativa prossimale alla fessura epatica: secondo recenti analisi il 77% dei
pazienti pediatrici con RCU esordisce infatti con una pancolite (E4). Sebbene il coinvolgimento
del tratto gastrointestinale superiore sia una prerogativa del MC, nel 4% dei casi puo verificarsi
anche nella RCU ad insorgenza pediatrica. Gli aspetti e le manifestazioni fenotipiche meno
frequenti devono essere prese in considerazione per fare una diagnosi corretta e iniziare un
trattamento specifico per tale patologia **. I gradi di severita sono stati ridotti da quattro a due (SO
mai severo, S1 sempre grave) tenendo conto dell’indice PUCAI (Severe defined by Pediatric

Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) >= 65.



Tabella 1 Classificazione del MC a confronto

MORBO DI CROHN

Classificazione Vienna Montreal Parigi
Ala: 0-10 anni
N . . |Al: <40 anni Al: < 16 anni Alb: 10-17 anni
Eta della diagnosi ) . .
A2: > 40 anni A2:17- 40 anni A2:17-40 anni
A3:>40 anni
L1:1/3 distale dell’ileo +/- ceco
L1: ileale L1: ileale L2: colon
. L2: colon L2: colon L3:ileo e colon
Localizzazione . . . . . .
L3:ileo e colon L3: ileo e colon L4a: localizzazione alta (prossimale al Treitz)

L4 superiore

L4: superiore

L4b: localizzazione alta (distale al Treitz ma
prossimale all’ileo)

B1: inflammatoria

B1: infiammatoria
B2: stenosante

B1: infiammatoria
B2: stenosante

Comportamento |B2: stenosante B3: penetrante
B3: penetrante
B3: penetrante i . . B2B3: stenosante e penetrante
p: malattia perianale . ,
p: malattia perianale
. s Lo GO: nessuna evidenza di ritardo di crescita
Crescita Nessuna indicazione |Nessuna indicazione

G1.: ritardo di crescita

Tabella 2 Classificazione della RCU a confronto

RETTOCOLITE ULCEROSA

Classificazione

Montreal

Parigi

EX1: proctite ulcerativa
E2: colon sinistro
(distalmente a flessura splenica)

EX1: proctite ulcerativa
E2: colon sinistro
(distalmente a flessura splenica)

S3: grave

S2: moderata

Estensione  |E3: malattia estesa E3: malattia estesa
(prossimale alla flessura splenica) |[(distalmente a flessura epatica)
E4: pancolite (dal retto alla zona
prossimale della fessura epatica)
S0: remissione clinica
. S1: lieve S0: non severo
Severita

S1:severo (PUCAI >65)




1.3 EPIDEMIOLOGIA

Le MICI, considerate inizialmente come malattie piuttosto rare, rappresentano oggi la seconda
malattia inflammatoria cronica piu comune. Negli ultimi 50 anni si e osservato un incremento
della prevalenza e incidenza della patologia in quasi tutti i paesi del mondo, nonostante pochi
siano i dati riguardanti i paesi in via di sviluppo. In una recente e interessante review sono state
raccolte un gran numero di informazioni riguardo 1’epidemiologia delle MICI sia in eta adulta che
in eta pediatrica '2. Per quanto riguarda I’incidenza e la prevalenza delle MICI in eta adulta, i
maggiori valori di incidenza annuale per la RCU si sono registrati in Europa (24,3 casi/100.000
individui) seguiti da Nord America (19,2/100.000), Asia e Medio Oriente (6,3/100.000), mentre
per quanto riguarda 1’incidenza del MC, 1 valori maggiori si sono registrati in Nord America
(20,2/100.000), seguiti da Europa (12,7/100.000) e Asia e Medio Oriente (5/100.000) . Se
I’andamento sembra essersi stabilizzato per le MICI adulte, cid non si puo dire per le forme ad
insorgenza precoce che sono tutt’ora in continuo aumento soprattutto nel centro e nel sud Europa
e nel Canada. L’incidenza delle MICI in eta pediatrica ha mostrato un notevole incremento
globale negli ultimi 15 anni *, variando molto sia in base all’area geografica studiata sia in base
al range di eta (<18 anni) che si considera. Un incremento dell’incidenza del 7,4% (dal 1994 al
2009) per i casi di MICI ad insorgenza <10 anni, & stato registrato in una coorte di pazienti
canadese ™. | maggiori valori di incidenza per le MICI pediatriche si osservano in Canada (MICI
11,4/100.000), in America (MC 4,56/100.000, RCU 2,14/100.000) e nei paesi nordici dell’Europa
(Svezia: MC 9,2/100.000 e RCU 2,8/100.000)(Finlandia: MICI 7/100.000), mentre in ltalia
I'incidenza é molto inferiore (MICI 0,89/100.000) anche se nel periodo compreso tra il 1996 e il
2003 si & registrato un aumento (1,39/100.000) 2.

1.4 LE MICI COME MALATTIE MULTIFATTORIALI

Le MICI rappresentano un gruppo di malattie a carattere multifattoriale e in quanto tali un ruolo
fondamentale viene espletato da un gran numero di fattori genetici, microbici ed ambientali, che
predispongono all’insorgenza della patologia. Proprio per questo motivo lo studio di queste
malattie risulta essere alquanto complicato.

L’ereditarieta, nel caso delle MICI, non ¢ di tipo mendeliano ma risulta essere molto complessa
perché nelle malattie multifattoriali quello che si eredita e la predisposizione ad ammalarsi.
L’interconnessione tra fattori ambientali e genetici infatti non ¢ facilmente identificabile: si

conoscono una lunga lista di fattori predisponenti e di protezione alla malattia ma tuttora non



esiste una regola universale per definire e classificare tutti i casi. L'insorgenza delle MICI nel
contesto della patologia multifattoriale € dovuta a una predisposizione genetica che si combina
con fattori ambientali, microbici e immunitari.

Esistono tuttavia dei dati ben consolidati come per esempio ’evidente differenza relativa alla
frequenza delle MICI in particolari regioni geografiche e in particolari etnie. La frequenza infatti &
maggiore in Nord America e Nord Europa mentre e piu rara in Giappone e nei paesi in via di
sviluppo nonostante si osservi un aumento dei casi anche in tali regioni *°. Tuttora I’incidenza del
MC nella popolazione degli ebrei Ashkenazi ¢ la piu elevata dovuta all’elevato grado di
endogamia e quindi un maggior peso alla suscettibilita viene fornito dal corredo genetico
ereditato.

La genetica delle MICI, in quanto patologia multifattoriale, risulta essere alquanto complessa:
I’individuazione del “set genico” responsabile dell’esordio, dell’ evoluzione e della progressione
della malattia risulta essere piuttosto difficile. Tuttavia, il ruolo del patrimonio genetico nella
patogenesi delle MICI é confermato da numerosi studi condotti sui gemelli monozigotici che
mostrano una elevata concordanza (30-60% CD e 15-20% RCU) rispetto ai gemelli dizigotici (0-
10% per la MC 0-7% per la RCU) *". Inoltre anche la storia familiare & un importante fattore di
rischio, in quanto si osserva un rischio aumentato per i familiari di primo grado di un soggetto
affetto.

Di fondamentale importanza per chiarire e identificare i fattori implicati nella patogenesi delle
MICI, sono stati inizialmente gli studi genetici condotti mediante 1’analisi di linkage, seguiti dai
numerosi studi di associazione “Genome wide Association Studies” (GWAS) iniziati nel 2006 e
dalle piu recenti meta-analisi.

I primi approcci genetici basati sulle analisi di linkage, hanno permesso di identificare i principali
loci genici di associazione alla malattia come IBD1 (NOD2) e IBD3 (HLA-region) e hanno
dimostrato che non esiste un unico gene malattia bensi un gran numero di geni coinvolti. Questi
studi hanno pero' un potere limitato in termini di numero di varianti analizzate (500-5000 varianti
rispetto alle 300.000-500.000 degli studi di associazione), di popolazione di studio (fratelli o
piccole famiglie (<500) rispetto a maggiori gruppi di casi-controllo (500-4000)) e di geni
analizzati (<3 geni rispetto a 5-10) . Successivamente, data I’esigenza di identificare tutti quei
geni che contribuiscono ciascuno, in piccola parte, a conferire un effetto cumulativo di
predisposizione alla MICI, sono stati condotti su larga scala studi di associazione Genome-wide

(GWAS). Il primo studio di associazione per le MICI, nello specifico per la MC, fu condotto da

10



Yamazaki K.'° che ha descritto un’associazione con il gene TNFSF15 (Tumor Necrosis Factor
Ligand, superfamily 15). Seguirono negli anni immediatamente successivi altri studi che
evidenziarono un’associazione tra il gene che codifica per il recettore dell’IL23, IL23R
(Interleukin 23 receptor), ed entrambi i fenotipi delle MICI ?° ed un ulteriore associazione tra i
geni ECM1 (extracellular matrix protein 1) e MST1 (macrophage-stimulating 1) con la RCU 2%,
Numerosi e indipendenti GWAS, hanno incrementato notevolmente il numero di loci identificati
e nel 2010 si contavano 41 loci per il MC e 18 per la RCU. Con gli studi meta-analisi il numero di
loci correlati al MC & arrivato a 71 %, mentre & aumentato a 47 per la RCU ?*. Ad oggi si contano
in tutto 163 loci di associazione che comprendono circa 300 potenziali geni candidati, di cui 110
sembrano essere importanti per entrambe le forme, 23 risultano essere specificamente associati
alla RCU e 30 al MC spiegando rispettivmente il 7,5% e il 13,6% dell’ereditarieta °. Molti di
questi geni codificano per molecole implicate nei meccanismi dell’immunita innata (NOD2,
ATG16L1, IRGM) e adattativa (IL23R, JAK2, 1L12B, STAT3, PTPN2, IL21, IL10, IFNG e IL7R)
mentre altri per molecole che svolgono funzioni di protezione e regolazione della barriera
mucosale (ECM1, MUC1) %.

Le MICI ad insorgenza precoce rappresentano il 20% dei casi di MICI e si presentano come una
malattia piu grave e di rapida progressione. Per verificare l’esistenza di specifici geni di
regolazione coinvolti nell’insorgenza precoce della malattia, sono stati condotti tre QWAS
selezionando le MICI per I’eta di esordio. Sono stati inizialmente identificati due nuovi loci
genici (20913 and il 21g22) individuando nel gene TNFRSF6B, il gene candidato piu plausibile
2128 essendo coinvolto nella pathway del TNF, descritta precedentemente come associata alle
MICI. Un anno dopo sono stati descritti altri 5 potenziali loci malattia e i loro rispettivi geni
candidati: 16p11 (1L27), 22q12 (MTMR3), 10922 (ZMIZ1), 2937 (CAPN10) and 1913.11 .

Gli studi GWA e le meta-analisi hanno identificato i geni maggiormente implicati nei meccanismi
patogenici delle MICI, fornendo modelli predittivi di rischio e identificando potenziali marker per
lo sviluppo di terapie farmacologiche mirate. Il patrimonio culturale fornito da questi studi ci
offre la possibilita approfondire il ruolo patogenetico nell’insorgenza delle MICI. E importante
tenere in considerazione che tutti i loci identificati finora contribuiscono individualmente solo in
25

piccola parte all’ereditarietda attesa per MICI
hereditabillity” *.

e questo € il concetto della “missing
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1.5 LE MICI COME MALATTIE MONOGENICHE

Le immunodeficienze primitive (PID), descritte inizialmente come patologie dovute all’incapacita
del sistema immunitario di rispondere adeguatamente ad un agente patogeno, vengono
successivamente definite come un “errore congenito dell’immunitd” e quindi il loro spettro di
manifestazioni puo’ comprendere diversi tipi di sintomi a partire da quelli infettivi, quelli
autoimmuni e quelli infiammatori. In alcuni casi di PID, puo spesso accadere che i primi sintomi
che si osservano siano manifestazioni infiammatorie a carico del tratto gastrointestinale. Le
malattie che esordiscono molto precocemente con una sintomatologia che si potrebbe definire
MICI-like, spesso non vengono diagnosticate rapidamente e in maniera corretta e di conseguenza
non viene iniziata da subito la terapia piu idonea.

Circa il 30% delle MICI ad esordio infantile presenta una sintomatologia non definita che non
permette di fare una diagnosi precisa 2. Molte sono ad oggi le evidenze che una malattia
inflammatoria cronica intestinale che si presenta nei primi mesi o nei primi anni di vita puo
sottendere a un quadro clinico di grave immunodeficienza primitiva. L’infiammazione intestinale
0 una sintomatologia MICI-like puo manifestarsi prima dei classici sintomi di una
immunodeficienza o essere 1’unico fenotipo che si osserva: ne sono un esempio casi con diagnosi
di malattia granulomatosa cronica (CGD) *, Wiskott Aldrich (WAS) ***, Sindrome IPEX *,
difetto di NEMO *¢, difetto di XIAP ¥’ o0 immunodeficienze relative alla pathway dell’ IL-10 38,39,

Le MICI sono una ben nota complicanza della malattia granulomatosa cronica (CDG), una
immunodeficienza causata da mutazioni a carico del gene gp91phox, responsabile della forma a
trasmissione X-linked (70%), e dai geni p47phox, p67phox e p22phox, responsabili della forma a
trasmissione autosomica recessiva (30%). Le mutazioni a carico di questi geni, costituiscono il
sistema NADPH ossidasi, determinano una ridotta o assente capacita microbicida dei fagociti.
Tra la CDG e le MICI, e in particolare il MC, ci sono molte evidenze cliniche e istopatologiche
simili “°. | pazienti affetti da CGD presentano infezioni ricorrenti gravi e lesioni infiammatorie
dall’aspetto granulomatoso a livello colico riconducibile alle lesione del MC, lamentano dolori
addominali, diarrea ** anche ematica *, colite intrattabile **, perdita di peso e di crescita e ulcere
aftoidi. Un comportamento MC-like e descritto anche nei disordini caratterizzati da disfunzione
fagocitaria quali la glicogenosi di tipo 1b, il difetto di adesione leucocitaria, la neutropenia
cronica 0 autoimmune.

Inoltre molte evidenze si osservano nei difetti della pathway dell’JL-10 *. Quasi ¥ dei casi con

esordio molto precoce dei sintomi intestinali hanno mutazioni a carico dei geni dell’asse
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IL10/IL10R: un esempio sono mutazioni a carico del gene IL10 che codifica per I’omonima
citochina anti-inflammatoria, che mediante 1’interazione con il suo recettore IL10R (IL10RA e

. Le principali

ILIORB) svolge un ruolo nella regolazione della risposta immunitaria
manifestazioni cliniche che si osservano in pazienti con mutazioni in questi geni sono una
malattia perianale con fistole e ascessi, erosioni a livello colico e diarrea ematica che si
presentano sempre molto precocemente nei primi mesi di vita **“>*’.

Anche il difetto di XIAP, causato da mutazioni a carico del gene XIAP, pud presentare una serie
di manifestazioni cliniche intestinali tra cui ascessi perianali, diarrea emorragica e lesioni MC-
like. La proteina XIAP ha un ruolo centrale sia nella risposta infiammatoria, mediante la sua
interazione con NOD2 *, sia nella regolazione del meccanismo di morte cellulare programmata
interagendo con le caspasi. Mutazioni a carico di XIAP, localizzato sul cromosoma Xq25, si
devono dunque sospettare in pazienti pediatrici maschi che presentano le prime manifestazioni
cliniche entro I’anno di vita 34,

In dati in letteratura, spingono sempre di piu a porre attenzione a questi casi clinici in cui una
diagnosi precoce ¢ di fondamentale importanza per salvaguardare la vita dei bambini, ma che
molto spesso a causa dell’insolito fenotipo possono non essere intrerpretate subito correttamente.
Esistono una cinquantina di disordini genetici che possono presentare manifestazioni cliniche
sovrapponili alla sintomatologia delle MICI ad esordio precoce **. Queste evidenze hanno portato
a ridefinire le linee guida per la diagnosi delle MICI infantili che hanno un elevato rischio di

sviluppare immunodeficienze primitive >,
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2. SCOPO DELLA TESI

Le malattie inflammatorie croniche intestinali (MICI) sono patologie multifattoriali a carattere
inflammatorio che interessano il tratto gastrointestinale. Le MICI possono esordire in eta adulta,
adolescenziale e, in minor percentuale, anche in eta precoce (<10 anni) e molto precoce (<2 anni).
I casi che esordiscono nei primi anni di vita, presentano un fenotipo malattia e un decorso clinico
pit severo e molto piu difficile da controllare con le terapie convenzionali, rispetto ai casi che
esordiscono in eta adulta. Pertanto nelle MICI precoci, € logico attendersi che la componente
genetica abbia un ruolo importante sia nell’insorgenza che nello sviluppo della malattia.

Il primo obiettivo della tesi € quello di identificare una possibile correlazione genotipo-fenotipo in
una casistica di pazienti affetti da MICI multifattoriale con esordio precoce analizzando, mediante
amplificazione e sequenziamento, di geni noti dalla letteratura per essere associati alla malattia.
Per determinare se le variazioni identificate nei geni analizzati possano essere reputate
modulatorie 0 causative rispettivamente in un contesto di malattia a carattere multifattoriale o
monogenico, verranno allestiti specifici saggi funzionali con lo scopo di valutare il loro impatto
sul corretto funzionamento della proteina e appurare il loro coinvolgimento nella patogenesi della
malattia. La verifica del possibile effetto sulla funzione della proteina, permettera di classificarle
rispettivamente come varianti implicate o non nella modulazione del fenotipo nell’ambito

multifattoriale.

In rari disordini, classificabili come MICI-like, le lesioni infiammatorie a carico del tratto
gastrointestinale e il fenotipo tipico della patologia, possono essere le prime o a volte anche le
uniche manifestazioni cliniche a osservarsi in un contesto piu grave che sottende allo sviluppo di
immunodeficienze primitive. In questi casi le mutazioni a carico del gene malattia sono molto rare
e generalmente considerate come mutazioni “private” e causative del fenotipo malattia che si
osserva. Nell’ambito delle MICI in un contesto monogenico, il secondo obiettivo di questa tesi si
¢ focalizzato nell’individuazione e nella scelta di un set di geni causativi di patologie
monogeniche da utilizzare per lo screening dei casi pediatrici con sintomatologia MICI-like.

Mediante ’analisi del “Whole Exome Sequencing”, verranno analizzati i pazienti MICI-like per
cui non si e riusciti a fare una diagnosi. Da questa analisi si ottiene una mole di dati consistente
pertanto € necessario filtrare questi dati in modo da focalizzare 1’attenzione su geni selezionati in

base al loro ruolo causativo di malattie monogeniche con fenotipo MICI-like all’esordio della
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malattiati. Nel nostro caso e stata quindi utilizzata una lista di 60 geni responsabili di patologie

mendeliane che abbiamo stilato dopo un’accurato studio della letteratura in questo ambito. Il

nostro scopo e creare un valido strumento per uno screening mirato, con 1’obiettivo di aiutare il

clinico ad effettuare una diagnosi precoce e rapida che potra essere utile nella scelta terapeutica

pit adeguata e specifica per ciascun paziente.

A questo scopo verranno condotte le seguenti attivita:

1.

Saranno reclutati pazienti MICI ad esordio precoce sia nell’ambito della malattia
multifattoriale sia nell’ambito di una probabile malattia monogenica a carattere
mendeliana che si presenta con sintomi MICI-like. | pazienti saranno reclutati presso
I’IRCCS Burlo Garofolo di Trieste e presso altri centri di riferimento in collaborazione di
cui I’ Istituto Gianna Gaslini di Genova e I’ Istituto Niguarda di Milano. Per 1 casi sospetti
di malattia monogenica verra raccolto materiale biologico (DNA genomico) dei genitori
ed eventuali fratelli e sorelle per la costruzione degli alberi genealogici.

Verra condotta un’indagine genetica analizzando, mediante sequenziamento diretto, geni
noti dalla letteratura per essere associati alle MICI (NOD2, ATG16L1, IL23R) e geni
causativi di patologie monogeniche con sintomatologia MICI-like (IL10, IL1ORA, IL10RB,
XIAP)

Per i pazienti con fenotipo MICI-like ad esordio precoce e molto grave per i quali non €
stata identificata alcuna causa genetica, verra svolta I’analisi dell’esoma con tecniche di
sequenziamento di nuova generazione.

Le varianti individuate verranno analizzate mediante opportuni software di predizione
disponibili in rete per indicare, mediante predizione bioinformatica, le variazioni
potenzialmente piu dannose sulle quali verranno allestiti saggi funzionali per confermare il
dato predittivo e la patogenicita della mutazione identificata.

In base al tipo di variante saranno allestiti diversi tipi di saggi funzionali tra cui il
minigene ibrido per verificare eventuali splicing aberranti; i saggi di immunofluorescenza
e citofluorimetria per valutare eventuali modifiche di localizzazione e di espressione; i
saggi di NF-KB-luciferasi per valutare la diversa funzionalita di geni coinvolti in questa

specifica via di trasduzione del segnale.
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3.1 PAZIENTI

3. MATERIALI E METODI

Nello studio sono stati inclusi 36 pazienti pediatrici con diagnosi di MICI in eta precoce o

sospetto di MICI in un contesto sintomatologico MICI-like, reclutati presso ’'IRCCS Burlo

Garofolo di Trieste, ’'IRCCS Gianna Gaslini di Genova e I’Istituto Niguarda di Milano (Italia). La

diagnosi di MICI é stata fatta in base ai criteri clinici endoscopici e istologici, come suggerito

dalle linee guida internazionali e impiegando la classificazione di Parigi °. Nello specifico sono
stati raccolti 15 pazienti con diagnosi di MC, 12 RCU e 9 MIClI-like.

Tabella 3 Riassunto caratteristiche dei pazienti esaminati

adiposo pubico

Paziente | Malattia | Sesso| eta diagnosi Classificazione Manifestazioni Geni analizzati Ospedale
1 MC M 8 Ala,L2,B1,G0 MC nasale NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
2 RCU F 20 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
3 RCU | F 23 E4,50 piccoli ascessi glutei, Sindrome di Loyes DLz |\ ) ATG16L1, 1L23R, XIAP, asse ILIOILIOR | 1
cardiopatia, instabilita” cervicale
4 RCU F 20 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
5 RCU F 15 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
6 RCU F 6 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
7 MC M 10 Alal2,B1,G1 colectomia a 21 mesi NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
8 MC M 18 Ala,L2,B1,G0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
9 RCU M 18 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
10 MC F 8 Ala,L3,B1,G1 :g':r‘;?g'a 3 anni, idrosalpingite da probabile |, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse ILLONLIOR 1
11 RCU M 9 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
short like colitis, NEC alla nascita, resezione
12 RCU F 2a E4,S0 Meckel e operazione per ulcere e nuova NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
anastomosi a 10 anni
13 MC M 6a Ala,L3, Bl, G1,P eritema nodoso, artrite NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
14 RCU M 12 E4,S0 NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
15 MC M 5a Ala,L3,B1,G1,P NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
16 MC F % Ala,L3L4al4b,BL,G1 ggiec’:isc'ema"omo vulvare risolto Conterapia. |\ ATG16L1, IL23R, XIAP, asse ILLOALLOR 1
17 MC NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
18 RCU 2a E4,S0 RCU bassa gravita (familiarita paterna) NOD2, ATG16L1, IL23R, XIAP, asse IL10/IL10R 1
19 MC M 133 ALb,L3,B2,GO,P Ileos.tomia a 17anni, sinus pi.lonidalis, ascessi asse ILLO/IL10R 1
glutei, scroto, ascella e gengiva.
20 MC F 8a AlbL3LdaBl,GL  |ceropataautoimmune a6 settimane risolasi |, o) 10 10R XIAP, IL23R 1
con ciclosporina, calcolosi biliare a 9 anni.
21 MC- LIKH M asse IL10/IL10R, XIAP 2
22* MC-LIKE| M asse IL10/IL10R, XIAP 2
23* MC-LIKE| M follicoli, malattia perianale asse IL10/IL10R, XIAP 2
24 MC F 6a Ala,L2L4aL4b,B1,p,Gljragadie ascessi perianali asse IL10/IL10R, XIAP 1
25 MC M 12a Alb,L2,B1,GO artrite, sarcoileite, ragadi anali asse IL10/IL10R, XIAP 1
26 RCU F 3a asse IL10/IL10R 2
27 Cl M 10 Al,L2,B1G1 asse IL10/IL10R, XIAP 1
28* MC-LIKE| F artrite, diarrea ematica a 3 mesi asse IL10/IL10R, XIAP 2
29 RCU F 2,5a E4,S0 asse IL10/IL10R, XIAP 1
30* MICI-like[ M ascessi perianali recidivi a 8 mesi asse IL10/IL10R, XIAP 2
31 |MC-LIKE| M 4 diversione colica e confezionamento di asse IL10/IL10R, XIAP 2
ileostomia, colectomia
32 MC-LIKE| M 6a Ala,L4al4b asse IL10/IL10R, XIAP 1
33 MC F 3a Ala,L1,B1,G1 asse IL10/IL10R 1
34* MC-LIKE[ M 5 asse IL10/IL10R, XIAP 3
35 MC-LIKE| M 6a esordio con pancolite RCU-like 5 anni asse IL10/IL10R, XIAP 2
36 MC | M 5a Alal2,G1 diarrea ematica, malattia metastatica al essulo. |, y) 4011 10R, XIAP 1
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Legenda

[3P% 1)

L’eta della diagnosi viene espressa in mesi, altrimenti viene indicato con la lettera “a” quando si intende
I’eta in anni

Ospedale di provenienza: 1=IRCCS Burlo Garofolo di Trieste, 2=IRCCS Gianna Gaslini di Genova,
3=Istituto Niguarda di Milano

3.2 ESTRAZIONE DNA, PCR E SEQUENZIAMENTO

Estrazione DNA 1l DNA genomico e stato estratto e purificato da sangue intero (in EDTA)
utilizzando il kit DNA EZ1 DNA Blood 350pL (QIAGEN) secondo le istruzioni del produttore o
mediante la tecnica del “Salting Out” per ottenere una purezza e una quantitd di DNA maggiori. |
DNA sono stati successivamente quantificati mediante 1’utilizzo di uno spettrofotometro
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) e portati a una concentrazione di
stoccaggio di 50ng/uL.

Amplificazione Genica (PCR) Tutte le reazioni di amplificazione genica sono state eseguite
mediante la reazione a catena della polimerasi (PCR) utilizzando il kit KAPA 2G Fast Hot Start
Readymix (RESNOVA) in un volume finale di 12,5uL e usufruendo del termociclatore 2720

Thermal Cycler (Applied Biosystems) secondo lo schema indicato in Tabella 4.

Tabella 4 Reagenti e ciclo termico per la reazione di PCR

Reagente Quantita'(ul) Ciclo termico Ciclo termlz:_?[;')ouch Down
. 95°1°

MasterMix 2X 6,25 950 |’ 950 10" |

95° 10>’ Ta 10 [10cicli-0,5
Primer gor / rev 10uM 0,625 Ta 10’ [ 30 cicli 72° 5" |
72°5” 95°10”" |

H,0 4 72° 30> Ta 10 }30 cicli
72°5 |
DNA 50ng/pL 1 72030’

Nello specifico sono stati analizzati gli esoni, le rispettive regioni introniche fiancheggianti e le
regioni 5” ¢ 3’ non tradotte dei geni ATG16L1,NOD2, IL10, IL10RA, IL10RB, XIAP e IL23R
utilizzando coppie di primer disegnate utilizzando il programma Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) sulla base della relativa sequenza di riferimento
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depositata nella banca dati Gene Bank (NM_03083 (ATG16L1), NM_022162 (NOD?2),
NM_000572 (IL10), NM_001558 (IL10RA), NM_001556 (IL10RB), NM_001167 (XIAP),
NM_144701 (IL23R)) o coppie di primer gia descritte in letteratura. La sequenza dei primer, le
rispettive temperature di annealing (Ta) sono indicate nelle Tabelle in Appendice.

| criteri di inclusione dei geni analizzati in questa prima fase dello studio si sono basati sulla
selezione di geni che sono stati identificati dai GWAS, dagli studi di linkage e dalle nuove
tecnologie di sequenziamento (NGS) come fortemente associati alle MICI. 1l primo gene
candidato € NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) le cui principali
mutazioni (R702W, Q908R e L1007fs) sono presenti nel 40% dei pazienti con MC e sono
associate all’insorgenza precoce della malattia, alla localizzazione ileale e all’andamento
stenosante.

Altri due geni descritti essere associati al rischio di sviluppare le MICI sono ATGL16L1
(autophagy related 16-like 1), coinvolto insieme a NOD2 nel meccanismo di autofagia, e IL23R
coinvolto nei meccanismi di regolazione della risposta immunitaria.

I geni XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis Xg25), IL10 (Interleukin 10) e IL10R (subunits alpha
and beta) sono stati selezionati in quanto recentemente descritti come responsabili di un fenotipo
clinico piu severo di MICI.

Digestione-Marcatura-Sequenziamento Il prodotto di PCR é stato purificato mediante una
digestione enzimatica, successivamente & stato marcato e sequenziato. Di seguito vengono
riassunti i protocolli per il sequenziamento dei prodotti di PCR e dei Vettori utilizzati per lo studio
funzionale delle varianti individuate. La fase di digestione prevede I’'utilizzo degli enzimi
idrolitici Exo-Sap che vengono aggiunti (1,5uL) al prodotto di PCR (4,5uL) e incubati in
termociclatore a 37°C per 20’ (fase di digestione) e a 85°C per 10’ (fase di inattivazione
enzimatica).

Per la reazione di marcatura dei prodotti di PCR e dei vettori é stato utilizzato il kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction™ (Applied Biosystems) secondo i volumi riportati
nella Tabella 5.
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Tabella 5 Reagenti e ciclo termico per la reazione di marcatura del prodotto di PCR e dei vettori

Volume . . Volume . .
Reagente PCR L Ciclo termico Reagente Vettori L Ciclo termico
BigDye 0,5 BigDye 15
S 96° 3’ N 96°2°30”
Primer 2uM 0,5 96° 30 Primer 10uM 1 96° 30”
53° 15’  26c¢icli 55° 5’  26cicli
PCR digerita 2,5 60° 4° vettore 200ng 1 60° 4°
H,0 6,5 H,0 6,5

I campioni vengono purificati utilizzando del kit BigDye Terminator Purification kit (Applied
Biosystem), analizzati con il sequenziatore capillare (Applied Biosystem 3130 XL Genetic
Analyzer) e le sequenze controllate mediante il programma Seqman Il Software (DNASTAR |
Lasergene).

3.3 ANALISI DELL’ESOMA
L’analisi del whole exome sequencing (WES) ¢ stata eseguita mediante la piattaforma Ion
Proton™ System (Life Technologies) presso il servizio di sequenziamento CRIBI (Universita
degli studi di Padova). Per I’analisi ¢ stato preparato e inviato 1ug di DNA genomico estratto da
sangue periferico. La copertura media di sequenziamento garantita e di 90X. Tutte le varianti a
singolo nucleotide (SNVSs) identificate e le piccole inserzioni e delezioni (indels), sono state
annotate con la versione piul aggiornata di ANNOVAR > facendo riferimento alle banche dati
pubbliche:

e dbSNP build138 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/),

e 1000 Genomes Project (http://www.1000genomes.org/),

e NHLBI Exome Sequencing Project (ESP)

e Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),

e dbNSFP v2.0

e NCBI ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
In sequito a una preliminare chiamata di varianti, un primo passo di filtraggio é stato applicato
utilizzando una piattaforma specifica per ridurre i falsi positivi, seguito dall’applicazione di filtri
di disegno sperimentale come ad esempio il modello di ereditarieta, la struttura del pedigree e i
dati di linkage. Polyphen2 (PP2), SIFT, LRT e Mutation Taster (MutTast), hanno fornito
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informazioni sulla predizione patogenica, mentre GERP++ e PhyloP indicano la conservazione
evolutiva del nucleotide. Le SNVs e le ins/dels sono state selezionati secondo i seguenti criteri di
inclusione:

a. Vvarianti con una frequenza allelica (MAF) inferiore allo 0.03 nella popolazione generale

b. SNVs che comportato una sostituzione amminoacidica

c. SNVs/indels predette come patogene da almeno uno degli algoritmi in silico utilizzati

3.4 ANALISI VARIANTI GENICHE
Ciascuna variante individuata é stata ricercata ed identificata in specifici database:

e dbSNPs (http://mww.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/)

e Human Genome Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.org)

e Ensembl ( http://www.ensembl.org/index.html)
La consultazione di queste banche dati permette di discriminare le varianti note da quelle non
ancora registrate, di conoscere eventuali associazioni a fenotipi malattia e di ottenere informazioni
riguardo alle frequenze alleliche nella popolazione.
Successivamente in base al tipo di variante individuata (missenso, sinonima, intronica e presente
nelle regioni non tradotte a monte e a valle dei geni) sono stati consultati diversi siti di predizione
5253 Nello specifico, per le varianti missenso, sono stati consultati i software Polyphen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org) e SNP3D
(http://www.snps3d.org/) e SNP&GO (http://snps.biofold.org/snps-and-go/index.html) che tiene
in considerazione le predizioni di ulteriori siti di calcolo (Panther e PhD-SNP) e che assegnano
una predizione sulla potenziale patogenicita della variazione in base alla sequenza della proteina,
alla struttura e alla conservazione evolutiva. Varianti sinonime e introniche presenti nelle
giunzioni introne-esone e / o nelle vicinanze di sequenze importanti per il processo di splicing
(Enhancer e Silencer), sono state analizzate consultando la versione in prova di Alamut, che
raccoglie i risultati di numerosi siti di predizione tra cui:

e MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html)

e NNSplice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)

e GeneSplicer (http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml)

e Human Splicing Finder, (http://www.umd.be/HSF/)

e ESE finder (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home)

e RESCUE-ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/)
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e Ez (http://ex-skip.img.cas.cz/)

Per le varianti riscontrate nelle regioni 3’UTR sono stati consultati i software microRNA

(http://www.microrna.org) e TargetScanHuman 6.2 (http://www.targetscan.org).

3.5 SAGGI FUNZIONALI

3.5.1 MUTAGENESI SITO SPECIFICA

La mutagenesi sito specifica ¢ stata condotta utilizzando come polimerasi la “PfuUltra High-
Fidelity DNA Polymerase” (Agilent Techologies) seguendo le specifiche del protocollo ¢
utilizzando coppie di primer opportunamente disegnate per I’inserimento della mutazione
desiderata. Le reazioni di mutagenesi sito specifica sono state eseguite sia nel vettore pTBNdel
(utilizzato per gli esperimenti del minigene ibrido) sia nel vettore pPCMV6_NOD2 (Origene)
(utilizzato per i saggi di espressione in immunofluorescenza e per i saggi della luciferasi). Tutte le
reazioni sono avvenute in un volume finale di 25pl e le condizioni del ciclo termico sono riportate

nella Tabella 6.

Tabella 6 Reagenti e ciclo termico per la reazione di mutagenesi sito specifica ottimizzata per

ciascun vettore in esame.

Volume pL vettore pTBNdel pCMV_NOD2 pCMV_NOD2
K953E R462H
Buffer 10X 2,5 amplificato ~4 kb [~8 kb ~8 kb
Primer royrey 10uM | 0,75
dNTP 25 95°2’ 95°2’ 95°2’
95°30” 95°30” 95°30”
Pfu Ultra 2,5U 0,5 60°30° [20cicli |60°45> [ 20cicli| 60° 45> [ 20cicli
72° 530" 72° 8’30 72° 8’30
H.O 17
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Reazione di mutagenesi sito specifica

Coppie di primer utilizzate per le specifiche sostituzioni nucleotidiche:

pTBNdel_Mut-7 Forward  5’-CACTGACCTTGTTCTCCACCCCAGGTTGTGAAATG
pTBNdel_Mut-7 Reverse ~ 5’-CATTTCACAACCTGGGGTGGAGAACAAGGTCAGTG

NOD2_K953E Forward 5’-GCACTGATGCTGGCAGAGAACGTCATGC
NOD2_K953E Reverse 5’-CTAGCATGACGTTCTCTGCCAGCATCAGT

NOD2_R426H Forward 5’-CAAGGTGGTGACCAGCCATCCGGCCGCT
NOD2_R426H Reverse 5’-GACACAGCGGCCGGATGGCTGGTCACCA

Al termine della reazione di amplificazione é stata effettuata subito una digestione utilizzando
I’enzima Dpnl (NEB Biolabs), specifico per il riconoscimento dei residui metilati del vettore
stampo batterico. La digestione viene condotta a 37°C per un’ora in un volume finale di 20uL,
contenente 15uL della reazione di mutagenesi, 1uL Dnpl (SU/uL), 2uL di Buffer4 (10X)(NEB
Biolabs) e 2uL. H,0.

In seguito, la digestione viene trasformata in cellule competenti DH5a (Life Technologies) per la

generazione di copie del vettore di interesse utili per eseguire i successivi studi funzionali.

3.5.2 SISTEMA DEL MINIGENE IBRIDO

Il sistema del minigene ibrido e un metodo mediante il quale e possibile definire se una variante
nucleotidica é in grado di alterare il normale processo di splicing. Il sistema prevede I’utilizzo di
un plasmide all’interno del quale ¢ presente una parte di sequenza genomica, comprendente sia
regioni esoniche che regioni introniche, nello specifico ci sono le sequenze della alfa-globina e
della fibronectina. All’interno del terzo introne ¢ presente un sito unico di taglio riconosciuto
dall’enzima Ndel utile per clonare all’interno 1’esone di proprio interesse con le rispettive regioni
introniche a monte e a valle. La trascrizione ¢ mediata dall’enhancer SV40, seguito da un
promotore per la globina. Il minigene ibrido contiene inoltre al 3’ un sito di poliadenilazione
funzionante.

Nel costrutto ¢ stato inserito 1’intero esone 2 del gene NOD2 preceduto e seguito dalle rispettive

regioni introniche fiancheggianti contenenti le mutazioni d’interesse che si vogliono analizzare

(rs104895421 [c.74-7T>A], rs2076753 [c.74-25G>T] o entrambe) (Figura 1)
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Figura 1 Rappresentazione del sistema del minigene ibrido

" Ndel

Sva0

[I a globina

. Fibronectina Esclusione dell'esoneA Splicing corretto dell’esone

24sop [T TR 7

Sito polyA

Generazione dell’inserto L’esone 2 del gene NOD2 é stato amplificato da DNA genomico
utilizzando la seguente coppia di primers:

Forward 5’-CGGCATATGGGGGTCTTGATTTAATTCTTGG-3’

Reverse 5’-GCCCATATGCCACTGCATTCTAGCCAGGG-3’

contenente ciascuno un sito di riconoscimento per I’enzima di restrizione Ndel in posizione 5’

(rosso) necessario per la clonazione del frammento nel vettore pTBNdel.

Tabella 7 Reazione di amplificazione dell’inserto

Volume pL Ciclo termico
Buffer 10X 2,5
MgCl, 25mM 15
Primer royrev 10uM 0,5 96° 12°
TagGold 5U 0,5 96° 30

64° 40>’ 30cicli

dNTP 2 720 1’107’
DMSO 1 72710
H.O 15,25
DNA 50ng 1
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Il costrutto ¢ stato trasformato in cellule competenti DH5a (Life Technologies) e 1 plasmidi
purificati mediante il kit Plasmid DNA MiniPrep kit (Fisher molecular biology). Il
sequenziamento é stato condotto utilizzando il primer pTBNdel_Forward
5’>-GCTGATACTTACTTCAGATAT-3" per verificare la corretta sequenza e direzionalita
dell’inserto.

Mediante mutagenesi sito specifica (come descritto nel paragrafo 3.5.1) sono stati creati i vettori
d’interesse con le rispettive mutazioni necessarie per lo studio.

Trasfezione in HEK293 e HeLa Le linee cellulari HEK293 e HelLa sono state fatte crescere in
terreno  DMEM  (EuroClone) con 10% siero fetale bovino, L-Glutammina e
penicillina/streptomicina (EuroClone). Prima della trasfezione le cellule vengono seminate in
piastre petri da 6 pozzetti (Corning) rispettivamente ad una concentrazione di
3*10°cellule/pozzetto e 2,5*10°cellule/pozzetto in un volume finale di 2ml di terreno completo.
Dopo 24 ore le cellule sono state trasfettate con due metodiche differenti: la prima mediante
I’utilizzo della Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Life Technologies) e la seconda
mediante metodo classico del CaCl,. Per ogni condizione sperimentale sono stati trasfettati 4ug di
DNA plasmidico. Dopo 48 ore I’RNA ¢ stato estratto mediante il metodo di estrazione che
prevede 1’utilizzo del Trizol (Invitrogen).

Retrotrascrizione e amplificazione (RT-PCR) e analisi sequenza L' RNA totale estratto, € stato
retrotrascritto in cDNA utilizzando il kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits

(Applied Biosystems) in un volume finale di 20uL secondo le specifiche riportate in tabella.
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Tabella 8 Reazione di Retrotrascrizione

Volume pL Ciclo Termico
Buffer 10X 2
RT Random Primer 10X 2

dNTP Mix (100nM) 25X 08

OliaodT 04 25°C 10°
s ’ 37°C 120°
Multi Scrive RT 1 85°C 5’
RNaselnhibitor 1

RNA 1,5pg a concentrazione

H.0 a volume

2ul di cDNA ottenuti sono stati utilizzati come stampo per amplificare (Temperatura di annealing
di 60°C) i prodotti di splicing processati dalle cellule trasfettate. | primer utilizzati sono i seguenti:
Forward 5’-CAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGC-3’
Reverse 5’-GGTCACCAGGAAGTTGGTTAAATCA-3’

3.5.3 IMMUNOFLUORESCENZA

La linea cellulare HEK293 e stata seminata su vetrini sterili in piastre da 6 pozzetti ad una
concentrazione di 3*10° cellule per pozzetto nelle condizioni di coltura precedentemente indicate.
Dopo 24 ore sono state trasfettate con i diversi costrutti di NOD2 (4ug totali) (pCMV6_NOD?2,
pCMV6_NOD2_K953E, pCMV6_NOD2_R426H). Il giorno seguente, il mezzo di coltura é stato
cambiato e sostituito con terreno fresco e/o supplementato con lo stimolo muramyl dipeptide
(MDP-LD) (10ug/ml) (Sigma) per altre 24 ore. Dopo 48 ore dalla trasfezione le cellule sono state
fissate con PFA 3% (Sigma) per 20’ e permeabilizzate con PBS-TritonX100 (Sigma) allo 0,5%
per 6°. I lavaggi son stati eseguiti con PBS 1X (Sigma). L’anticorpo primario utilizzato per la
localizzazione della proteina prodotta dal vettore d’interesse ¢ 1’Anti-DDK (IgG2a) monoclonal
antibody (Origene) diluito 1:1000 (1 ora di incubazione), mentre 1’anticorpo secondario ¢ I’ Anti-
mouse IgG (H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate) (Cell Signaling techinology),
diluito 1:1000 (1 ora di incubazione). Ogni vetrino € stato montato con Vectashield (Vector

Laboratories) e analizzato con un microscopio a fluorescenza (Axioplan2 Zeiss).
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3.5.4 SAGGIO NF-KB LUCIFERASI

Le HEK293 sono state seminate in piastre da 6 pozzetti un giorno prima della trasfezione a una
concentrazione di 3*10°. Sono state co-trasfettate per 18 ore con 2ug dei differenti costrutti di
NOD2, ciascuno con 2ug del vettore pNFkB-MetLuc2-Reporter (Clontech), e come controllo
sono stati utilizzati per la trasfezione 4ug del vettore pMetLuc2-control Vector (Clontech). Le
cellule sono state quindi stimolate con MDP-LD (10ug/ml) (Sigma) e TNF-alfa (100ng/ml)
(Peprotech) per 3-6 ¢ 24 ore misurando alle rispettive tempistiche I’intensita della luciferasi con il
kit Ready to Glow secreted luciferase reported systems (Clontech) come specificato dal manuale
di istruzioni, e utilizzando lo strumento GloMax-multi (Promega) per la lettura dell’intensita di

luminescenza.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 ANALISI DI VARIANTI MEDIANTE STRUMENTI BIOINFORMATICI

Dall’indagine condotta sulla casistica di pazienti raccolti in questi 3 anni di studio, sono state
individuate un totale di 84 varianti nei 7 geni analizzati, per la maggior parte individuate nelle
regioni introniche (n°42) e nelle regioni esoniche (varianti missenso e inserzioni) (n°22). La
distribuzione di tali varianti a livello dei singoli geni e la tipologia di SNPs individuati sono
schematicamente rappresentate nella Tabella 9 e raffigurate nella Figura 2 che permette in modo

semplice e chiaro di visualizzarle.

Tabella 9 Schematizzazione delle varianti identificate riassunte per localizzazione

NUOVE MI:\?SS/E)’\IIE?_O SINONIME UTR INTRONICHE Totale

ATGI6L1 1 1 1 2 10 14
NOD2 1 9 4 3 4 20
IL10 1 1 0 1 6 8
IL10RA 1 5 3 1 3 12
IL10RB 0 1 0 2 8 11
XIAP 0 2 0 3 4 9
IL23R 1 3 0 0 7 10
Totale 5 22 8 12 42 84
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Figura 2 Distribuzione delle varianti identificate per tipologia e localizzazione
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Tutti i risultati sono descritti e discussi nell’articolo in fase di sottomissione. Per ogni variante
individuata, sono stati raccolti dati generali riguardo le frequenze alleliche mondiali ed europee ed
¢ stata condotta un’indagine bioinformatica utilizzando 1 software di predizione disponibili in rete

come definito nei materiali e metodi.

I risultati sono elencati nelle Tabelle 10-11-12 e 13 che raggruppano le varianti identificate per
tipologia SNPs
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Tabella 10 Varianti missenso e delezioni nelle regioni codificanti.

Analisi in Silico
Varianti Missenso e Ins/Del Frequenza Allelica
PP2 SNPs&GO
SIFT SNP-3D
Gene rs CDS/AA Allele | Totale | Europea | HumDiv | Hum Var PhD-SNP | PANTHER | SNPs&GO

ATG16L1 |rs2241880 .898A>G p.T300A G 0.39 053 B B T no data N N N
15104895423  |c. 743T>Gp.L248R G <0.01 <0.01 PrD D D no data D D D
152066842 €.802C>T p.P268S T 0.13 0.24 B B T 0.9 N N N
155743271 ¢.866A>G p.N289S G 0.01 0.01 B B T -0.26 N N N
143110172 €.1316G>A p.R439H A <0.01 <0.01 B B T no data N D N
NOD2 152066844 €.2104C>T R702W T 0.02 0.05 PrD PoD D -0.18 D D N
152066845 €.2722G>C p.G908R C 0.01 0.01 PrD PrD D -1.65 D D D
rs375705174 €.2857A>G p.K953E ND PrD PrD T no data N N N
rs5743201  |c.2863G>A p.vOS| A [ oos | o010 PoD B T 105 N N N

1s5743293 €.3019_3020insC p.L1007fs ND
IL10 nuova €.314T>A p.I1105N ND PoD B T no data N N N
153135932 ¢.475A>G p.S159G G 0.08 0.17 B B T -0.44 N N N
152228055 c.670A>Gp.1224V G 0.12 0.05 B B T 1.77 N N N
ILI0RA (rs56143179 €.884C>T p.P295L T <0.01 <0.01 B B T no data N N N
152229113 ¢.1051A>G p.R351G A 0.18 0.34 B B T 1.27 N N N
152229114 €.1259C>T p.S420L T 0.03 0.05 B B D -1.08 N D N
ILI0RB (rs2834167 €.139A>G p.K47E G 0.35 0.28 PoD B T 0.56 N N N

€.1021_1022delAA fs

xiap |0 p.N341fs X7 "o
155956583 ¢.1268A>C p.Q423P C 0.33 0.37 B B T 0.06 N N N
151884444 ¢.9G>T p.Q3H G 0.50 0.47 B B T 1.87 N N N
IL23R  [rs7530511 €.929T>C p.L310P T 0.13 0.15 B B T -1.75 N N N
41313262 €.1084G>A p.V3621 A <0.01 0.01 B B T 133 N N N

Legenda: B=benigna; T=tollerata; N=neutrale; PrD=probabilmente dannosa; PoD=possibilmente dannosa;
D=dannosa. SNP-3D >0 (non -deleterio), <0 (deleterio)

Tabella 11 Varianti sinonime nella regione codificante

Varianti Sinonime Frequenza Allelica Analisi in Silico
Gene rs CDS/AA Allele | Totale | Europea Nuowo legame Perdita legame

ATG16L1 |rs13011156 c.246A>Gp.L82L G 0.03 0.07 SC35, SRp40

rs2067085 €.534C>G p.S178S G 0.26 043 SRP55 SC35, SRp40
NOD2 rs2066843 €.1377C>T p.R459R T 0.13 0.24 SrpsS5
rs1861759 €.1761T>G p.R587R G 0.25 0.42 SC35, SF2/ASF
rs61736932 €.1833C>T p.A611A T <0.01 0.01 exon skipping
rs4252249 ¢.180G>A p.A60A A 0.11 0.11
ILI0RA  |rs2256111 c.459A>Gp.A153A A 0.48 0.5 SF2/ASF

rs2228054 ¢.525G>A p.P175P A 0.12 0.05 SRp40, SF2/ASF
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Tabella 12 Varianti introniche

Varianti Introniche Frequenze Alleliche Analisi in Silico predizione Alamut
GENE rs SNVs Allele | Totale | Europea Nuowo legame Perdita legame
rs12162308 €.315+307C>G G 0.37 0.53 SC35 SF2/ASF
rs12994997 €.390-35G>A A 0.37 0.53 SF2/ASF
rs2289475 €.708-19G>C G 041 0.30 Srp40
1s2289474 €.794+150C>T T 0.37 0.53 Srp40
ATGL6LL rs2289473 C.794+327C>T T 0.06 0.07
rs2289472 €.795-127C>T T 0.37 0.53 Srp40
rs2241879 €.954+44G>A A 0.37 0.53 Srp40
rs371252781 ¢.1131+21A>T ND
Nuova €.1324+33T>C ND SRp55
rs78930461 €.1629-135A>G G 0.06 0.07
rs2076753 C.74-25G>T T 0.13 0.27 Srp40
NOD2 rs104895421 C.74-TT>A A <0.01 <0.01 SC35/Srp40
rs5743289 €.2798+158C>T T 0.07 0.16 SF2/ASF
rs2076756 €.2798+265A>G G 0.11 0.22 SC35
rs2222202 €.165+235C>T A 0.28 0.46 Srp40
rs3024490 €.165+305T>G A 041 0.23
1o |02l lcise2secoT A | 028 | o4 Bramggg'f and SF2ASF
rs1518110 €.166-101T>G A 0.40 0.22
rs1554286 €.378+ 19T>C A 0.38 0.18
rs3024509 €.379-58T>C C 0.03 0.06
rs10892202 c.67+89G>C C 0.11 0.11
ILIORA |Nuova €.367+40C>G ND
rs4252307 €.368-68C>G 0.12 0.05 Srp40-SF2/ASF
rs2239573 c.49+40G>A G 0.35 0.31
rs2843701 €.498+234C>T T 0.45 0.42
(571973425 éi(ﬁ;fg}iwm'”%e@ 050 SIp40-SF2/ASF
ILI0RB [rs2276223 €.804+234T>G G 0.33 041 Srp40
rs2247878 €.804+240T>C C 0.33 041 SF2/ASF
rs2507737 €.804+335A>G G 0.30 041 SC35
rs8178528 ¢.804+414A>G G 0.37 05 Srp40
rs8178529 €.804+421A>C C 0.35 041 SF2/ASF
rs17334725 c.978-187G>A A 0.22 0.21
rs5958338 ¢.1100-116A>G A 0.44 041
XIAP rs17334739 €.1301-175T>C C 0.22 0.22 SF2/ASF Srp55
rs28382739 ¢.1301-109C>T T 0.22 0.22 Srp40
rs11465770 €.70+90C>T T 0.04 0.09 SC35- SF2/ASF
rs10889664 €.367+154C>T T 0.33 0.30 SF2/ASF
rs11209009 €.357+169T>C C 0.02 0.03 SRp40-SRp55 SC35
IL23R  |rs7518660 €.955+30G>A A 0.44 0.46
rs 11465805 ¢.1045+118G>A A <0.01 0.01
rs10889671 ¢.1046-136A>G A 0.13 0.15 SF2/ASF
Nuova €.1148+260T>G ND Srp55

30




Tabella 13 Varianti nelle regioni regolatrici

Varianti nelle regioni 5' e 3" UTR Frequenza Allelica Analisi in Silico
GENE rs SNVs Allele | Totale | Europea miRNA
ATGLELL rs2289477 c.-129T>G G 0.38 0.53
rs6861 c.*1117T>C T 0.41 0.31
rs5743266 c.-59G>A A 0.16 0.28
NOD2  |rs3135499 c.*397A>C C 0.38 0.44
rs3135500 c.*1156G>A A 0.38 0.42 hsa-mir-192
IL10 rs 3024496 c.*117T>C G 0.31 0.46
ILILORA |rs377174523 C.*9G>A A <0.001 | <0.001
IL10RB rs3171425 ¢.*85A>G A 0.43 0.39 hsa-miR-328
rs8178561 c.*135G>A A 0.07 0.05 hsa-miR330-5p
rs28382701 c.-43C>T T 0.03 0.07
XIAP rs28382740 c.*12A>G G 0.23 0.22
rs 12838858 €.*80G>C C 0.4 0.8

Il gene NOD?2, localizzato sul cromosoma 16g12.1, é stato il primo gene di suscettibilita alle
MICI (locus IBD1) e in particolare al MC, ad essere descritto in contemporanea da studi
indipendenti *>*°, La maggior parte delle varianti sono localizzate nel gene NOD2 (n°20), e sono
per lo piu varianti missenso (n°9), alcune gia descritte in letteratura, senza una precisa
correlazione funzionale e di associazione alla malattia, altre invece gia note per essere associate a
un aumentato rischio di sviluppare la malattia di Crohn (R702W, G908R e L1007fs). In
particolare, due note mutazioni associate al MC, la R702W e la G908R, sono state trovate in
eterozigosi in due pazienti con diagnosi di RCU; mentre la mutazione frameshift & stata
individuata sempre in eterozigosi in due pazienti con diagnosi di MC, accomunati unicamente per
I’insorgeza molto precoce della malattia (8mesi). In un paziente affetto da RCU, ¢ stata
identificata in eterozigosi una nuova variante missenso in NOD2 (c.2857A>G; p.K953E), gene
tipicamente associato al MC. 1 siti di predizione, fatta eccezione per il software SIFT, classificano
questa variazione come dannosa: dal punto di vista evoluzionistico, si tratta di un aminoacido
conservato nelle specie (macaca, pan, bos, canis,mus, rattus) e dal punto di vista strutturale si
trova in un dominio importante per la proteina ai fini di riconoscimento e legame del patogeno
(dominio LRR). Questa variante tuttavia, sebbene non sia stata identificata in 60 individui sani
(120 cromosomi), non sembra essere associata ad una forma “mendeliana” di malattia, dato che ¢
stata riscontrata anche in un familiare sano del paziente. Considerando perd che il paziente é

portatore in eterozigosi di due polimorfismi noti nel gene IL10RA (rs3135932 c.475A>G
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p.S159G; rs2229113 ¢.1051A>G p.R351G) possiamo ipotizzare che I’effetto cumulativo di piu
varianti (NOD2, IL10RA) possa aver influito sul fenotipo malattia (articolo pubblicato) >’

Una variante intronica di potenziale interesse ¢ la variante localizzata nell’introne 1 a soli 7
nucleotidi a monte dell’esone, e quindi potenzialmente in grado di influire sui meccanismi di
splicing coinvolti nel processamento del’mRNA. Tale variante ¢ stata identificata in eterozigosi in
una paziente con diagnosi di RCU (15mesi), e viene predetta dai siti di predizione consultati in
grado di alterare il riconoscimento da parte di fattori regolatori del meccanismo di splicing.

Segue, in ordine di numero di varianti identificate, il gene ATG16L1, maggiormente rappresentato
da varianti introniche (n°10). ATG16L1, localizzato sul cromosoma 2g37.1, codifica per una
proteina coinvolta insieme a NOD2, nel meccanismo di autofagia importante per il processamento
e D’eliminazione del patogeno. Hampe J. descrisse per la volta 1’associazione tra ATG16L1
(rs2241880 ¢.898A>G, T300A) e la suscettibilita al MC. Tale associazione verra confermata da
numerosi altri studi che descriveranno un’associazione anche alla RCU e all’insorgenza precoce
di MC °%*°_ I polimorfismo T300A, nonostante sia ampliamente descritto in letteratura, viene
predetto come variante benigna o non patogenetica da tutti i siti di predizione consultati. Essa non
puo essere considerata come variante discriminante all’interno della nostra casistica in quanto
ricorre sia nel gruppo di pazienti con fenotipo piu severo, sia in quelli con una forma piu lieve.
Per quanto riguarda le varianti identificate nelle regioni introniche, dall’analisi in silico si pud
osservare come alcune di esse modulino il sito di legame per alcuni fattori (ehancer e silencer),
tuttavia essendo localizzate a molte paia di basi lontano dall’esone, ¢ ipotizzabile che non abbiano
un impatto decisivo sui meccanismi di splicing. Data 1’assenza di dati in letteratura su queste
varianti introniche, fatta eccezione per 1’associazione descritta per la variante rs2241879
(c.954+44G>A) in linkage disequiribrium con la T300A, il dubbio sul possibile effetto

modulatorio dovra essere colmato con un’indagine di approfondimento.

Il gene IL23R, localizzato sul cromosoma 1p31.3, codifica per il recettore dell’interleuchina 23
(IL23R), ampiamente espressa come recettore di membrana dai linfociti Th17 che una volta
attivati producono alti livelli della citochina proinfiammatoria IL17. Dagli studi di GWA, emerge
una stretta associazione tra il gene 1L23R e le MICI ®°. Alcune varianti come la R381Q
(rs11209026), non riscontrata nella nostra casistica di pazienti, sono ampliamente studiate e
descritte come varianti di protezione per le MICI %. Le varianti missenso Q3H (rs1884444),
L310P (rs7530511) e la V3621 (rs41313262) individuate nei nostri pazienti sono tutte note e
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predette come benigne e tollerate: tuttavia non sono presenti né studi di associazione nella
popolazione pediatrica ne test funzionali per testare il ruolo effettivo di tali SNPs. Una paziente
con diagnosi di RCU a 2 anni, é portatrice di tutte e tre varianti missenso: singolarmente non
dovrebbero avere alcun effetto, ma ulteriori indagini potrebbero fornire indicazioni di un possibile
effetto cumulativo sulla funzione del recettore. Inoltre sono state identificate 7 varianti introniche,
di cui una a valle dell’esone 8 non descritta nei dbSNP (c.1148+260T>G): di tutte queste varianti
sono note unicamente le frequenze alleliche, mentre dati di associazione o studi funzionali non

sono ancora descritte in letteratura.

Nei geni che codificano per il recettore dell’IL10 (IL10R) sono state identificate rispettivamente
un maggior numero di varianti missenso (n°5) nel gene IL10RA (localizzato sul cromosoma
11923.3) e di varianti introniche (n°8) nel gene IL10RB (localizzato sul cromosoma 21g22.11).
Dall’analisi in silico e dai dati di letteratura, si riscontrano alcune divergenze tra predizione e test
funzionali. Un esempio € rappresentato dalle varianti missenso S159G (rs3135932) e R351G
(rs2229113) nel gene IL10RA , che sono predette da tutti i siti di predizione come SNPs non
patogenetici, ma in seguito a studi funzionali si sono dimostrate in grado di alterare la trasduzione
del segnale indotta dalla citochina IL10, modulando lo stato attivo del fattore a valle STAT3
implicato in questa via di segnalazione ®*2.

In maniera analoga, abbiamo identificato una variante missenso, S420L (rs2229114), di cui non €
noto il ruolo funzionale ma e necessario confermare il suo coinvolgimento in quanto alcuni
software di predizione la indicano come dannosa ed e stata identificata in 4 pazienti su 35, ovvero
con una frequenza maggiore rispetto ai dati sulla popolazione generale (MAF 0.03).

Da uno studio di associazione condotto in una casistica pediatrica viene evidenziata
un’associazione tra la varianti sinonima P175P (rs2228054) e la variante missenso 1224V
(rs2228055) con l’insorgenza di RCU in eta molto precoce. Queste due varianti sono state
identificate anche nella nostra casistica, ma dato che siamo nell’ambito della malattia
multifattoriale non possiamo considerarle sufficienti nella determinazione del fenotipo malattia
osservato. Tuttavia in uno dei pazienti affetto da MC, la presenza di queste due varianti in
combinazione con la variante R351G, potrebbe spiegare il fenotipo extraintestinale (eritema

nodoso, artrite) e piu aggressivo (fistole e ascessi perianali) osservato in questo paziente.

Nel gene IL10RB, non sono state identificate varianti di rilievo ad eccezione dello SNP missenso
K47E (rs2834167), identificato in 14 pazienti della nostra casistica di cui 3 nello stato di
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omozigosi. Dato che il recettore in seguito al legame con la citochina IL10 regola il rilascio di
TNF-alfa, & stato ipotizzato che possa essere in grado di interferire nella funzione

immunoregolatoria dell’IL10 a livello della mucosa intestinale ®.

Lo screening del gene IL10, localizzato sul cromosoma 1q32.1, che codifica per 1’omonima
citochina anti-inflammatoria, ha permesso 1’identificazione di 8 SNPs totali, di cui 6 varianti
introniche ¢ 1 nuova variante missenso nell’esone 3 (c.314T>A p.[105N) non descritta nei
database. Nonostante i siti di predizione consultati classificano tale cambiamento aminoacidico
come una variante benigna e tollerata, e nostro interesse verificare tale predizione, trattandosi di
una variante mai descritta in letteratura. Da notare inoltre che il paziente con diagnosi di MICI-
like, in cui e stata identificata in eterozigosi tale variante (IL05N), & omozigote per la variante
S159G ed eterozigote per la R351G nel gene IL1ORA. Non escludiamo quindi che in seguito ad
un approfondimento mediante saggi funzionali, questa nuova variante possa alterare la via di
segnalazione in cui & implicata (asse 1L10/IL10R), mediante un effetto cumulativo con gli altri
SNPs.

Dall’analisi del gene XIAP, localizzato sul cromosoma Xqg25, sono state identificate in tutto 9
varianti, principalmente nella regione intronica (n°4) e di regolazione (UTR) (n°3). La mutazione
di maggior rilievo identificata dallo screening di questo gene € una delezione di 2 nucleotidi
nell’esone 4, che causa uno slittamento della chiave di lettura e si traduce in uno stop prematuro
dando luogo alla sintesi di una proteina tronca. Tale mutazione (N341fsX7) é stata identificata in
un bambino con diagnosi di MC-like, che ha presentato i primi sintomi gia nel primo mese di
vita. La mutazione é stata trasmessa dalla madre, che essendo eterozigote per tale mutazione non
ha manifestato la sintomatologia tipica di un deficit a carico di questa proteina. In questo caso &
dungue chiaro un ruolo mendeliano di questa mutazione nel fenotipo MC-like. Gli studi
funzionali condotti hanno messo in evidenza un deficit di produzione della proteina e 1’incapacita
di interagire con NOD2 nella promozione della risposta infiammatoria (Girardelli M et al.

Sottomesso a BMC Pediatrics con minor revisions)(1’articolo ¢ allegato in appendice).
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4.2 RISULTATI PRELIMINARI DELL’ESOMA

| pazienti con diagnosi MICI-like sono stati sottoposti all’analisi dell’esoma e i risultati ottenuti

sono stati selezionati secondo i seguenti criteri:

ricerca di mutazioni nei geni scelti per lo screening (Tabella 14)

selezione in base alla tipologia di varianti individuate ovvero mutazioni missenso e
mutazione nei siti donatore e accettore di splicing (<10 nucleotidi a monte o a valle
dell’esone)

selezione in base alla frequenza allelica <0.03

selezione in base alla predizione “dannosa” dai siti consultati (Tabella 15)
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Tabella 14 Elenco dei geni causativi di malattie monogeniche presentano un fenotipo MICI-like

Gene Trasmissione Crom. OMIM Malattia Fenotipo intestinale
*300490 . L R a .
SH2D1A/SAP XL Xq25 4308240 X-linked lymphoproliferative syndrome 1 colite, gastrite, splenomegalia
*300079 " " . ascessi perianali, M C-like (pancolite transmurale ¢ fistole),
2 XIAP XL Xq2 X-linked lymphoproliferat 2
.E q25 4300635 linked lymphoproliferative syndrome MICI intrattabile
3
5 HPS1 10923 *203300 MICI, RCU, colite granulomatosa.
AR H ky -Pudlak
E HPS6 10q24 pooio22 sy Pudlsyndrome colite granulomatosa, malatti anale
2 #614075
g *600220 ' L )
o PLCG2 AD 16q23 4614878 Phospholipase Cgamma2 defect RCU, enterocolite, diarrea ematica
g
& *601717 . ) o . ] .
ES] STXBP2 AR 19p13 #613101 Familial haemophagocytic lymphohistiocytosis type 5 colite MICI-like
£ *251170 ; . . o )
§ MVK AR 12q24 260920 M evalonate kinase deficiency dolori addominal, diarrea e vomito
A * 608107
MEFV AR 16p13 #134610 Familial M editerranean Fever diarrea cronica, dolori addominale,splenomegalia
#249100
*608512 R Armyer iRl - A
NCF1 AR/XL 7q11 33700 colite, ascessi perianali ed epatici, epatosplenomegalia
*608515 R 7 A A
NCF2 AR 1925 033710 ascessi perirettali ed epatic, splenomegalia
*601488 . . colite cronica granulomatosa, diarrea, infezioni perianali,
- NCF4 AR 22q12 Chronic granulomatous disease
8 © u #613960 e o erosione e ulcere del fondo gastrico e della mucosa del colon
3 +608508 . . . - .
‘? CYBA AR 16q24 4233690 ascessi epatici, epatosplenomegali e ascessi perirettali
= *
-’% CYBB XL Xpll #;82:(8)(1) enterite, colite, ascessi perirettali, epatosplenomegalia,
&
a *611045 5 . diarrea, colite, dolori addominale, ascessi e fistole perianali,
G6PC3 AR 17q21 4612541 Severe Congenital neutropenia ulcere aftoidi. MC-like
*602671 . lesioni periorali e perianali, ileite, colite, M C-like,
B i LS #232220 Glycogen storage discase 1b epatosplenomegalia e pamcreatite.
*600065 . . M C-like, ileocolite, ascessi perianali e rettali, fistole, adesioni e
ITGB2 AR 21q22 #116920 Leucocyte adhesion deficiency 1 fo—
*300292 X-linked immune dy sregulation, . . . - q
. FOXP3 XL Xpll 4304790 polyendocrinopathy. enteropathy IPEX diarrea intrattabile, atrofia dei villi, enteropatia
g *604260 . g By i
] STAT5b AR 17q21 4245500 Growth Hormone Intensitivity Immunodeficiency diarrea cronica
i
0? IL10 1932 *124092 IL-10 Signaling defects
g
= *146933 . enterocolite a insorgenza precoce, fistole enteriche, ascessi
ILI0RA AR 11q2: Infl: t Bowel D IBD)-28. g\ t
E q23 B nflammatory Bowel Disease (IBD)-28, early onsef perianli
*123889 . colite a insergenza precoce, ascessi perianali, fistole
ILIORB AR 21q22 Inflammatory Bowel D IBD)-25, earl t
d #612567 . S e IR S PR G 7 Gk enterocutanee
NEMO/IKBKG XL Xq28 | *300248 Sttt gl dyepilsn ol ey colite MC-like, atroffa dei vill, nfezioni ricorrenti al tratto
5 digestivo, diarrea intrattabile e ulcere ricorrenti
g *120120
5 — 5 5 5
% COL7A1 AR 3p21 £226600 Dystrophic epidermolysis bullosa diarrea, colite
° *607900 . 5 5
°
g FERMTI1/KIND1 AR 20p12 Kindley syndrome diarrea emorragica, RCU
= 2 #173650
) *,
=B ADAM 17 AR 2p25 D) ADAM -17 deficiency eritemi e fistole perianali e periorali, diarrea, atrofia dei villicon
& #614328
g *601330 diarrea cronica ad esordio MICI, MC, ostruzi
5 A, precoce, N , ostruzione
£ Guevac AD 12013 | ssias16 Familial Diarrhoea dell'intestino, infiammazione dellleo. dolori addominali
~m
*609332 . . . atresia in areae multiple dell'intestino, calcificazioni
TTC7A AR 2p21 T I Itipl
@ P 43150 e intraluminali, distensione intestinale
= 7 5 7 7 T 7
WAS XL Xpll 300392 Wiskott-Aldrich Syndrome diarrea, MICI, mﬁa.mmazlong colica RCU-like con ascessi,
#301000 ematemesi ¢ melena
*
ICOS AR 2q33 #28‘;:;3 Common variable immunodeficiency 1 infezioni del tratto gastrointestinale, enterite e diarrea ricorrente
*300386 . . . . .
CD40LG XL Xq26 £308230 Immunodeficiency, X-linked, with hyper-IgM diarrea, epatosplenomegalia
*606453 o . . .
LRBA AR 4q31 #614700 Common variable immunodeficiency 8 MICI, MC, diarrea, gastrite
*605384 5 5 5 5
IL21 AR 4q27 4615767 Immunodeficiency, common variable, 11 MICI, diarrea cronica
*300300
A linemia.
;M BIK XL Xq22 #300755 Isolate: owg;";lm:iz:: (lir;cf?::n typelll diazea
0 4307200 iy i
= *171833 . o ;
£ PIK3R1 AR 5q13 4615214 ‘Agammaglobulinemia 7, AGM 7 gastroenteriti ricorrenti
S
<
£ *176947 g 5 .
e ZAPT0 AR 2ql1 4260840 Selective T-cell defect diarrea
& *308380 L - ) ) .
a IL2RG XL Xql3 4300400 Severe combined immunodeficiency, X-linked diarrea cronica
CD3G AR 11923 186740 Immunodeficiency 17 diarrea stroenterite, ia ricorrente
g 4615607 Y & i
*
waal ax T e
11p12 179616 Omenn
RAG2 AR 4603554 diarrea
*605988
DCLREIC AR 10p13 #603554 Omenn Syndrom, Severe combined immunodeficiency, Athabascan type diarrea
#602450
ADA AR 20q13 R Adenosine deaminase deficiency, partial diarrea
4 #102700 2ol
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Gene Trasmissione Crom. OMIM Malattia Fenotipo intestinale
*604973 . . a B 5 B 1 q
FCN3 AR 1p36 #613860 Immunodeficiency association with ficolin3 deficiency enterocolite necrotizzante a esordio precoce
*604907
TNFRSF13B AR/AD 17p11 #240500 TACI deficiency enterite, diarrea ricorrente
#609529
*601763 5 . -
CASP8 AR 2933 4607271 CASP8 defect diarrea cronica, colite
CASP10 AD 2933 *601762 Autoimmune lymphoproliferative syndrome, type IT epatosplenomegalia
*607358 ” . A 5 " 5 5
AIRE AR/AD 21q22 4240300 Autoiimune Polyendocrinopathy CandidiasisEctodermal Dystrophy (APECED) diarrea, gastrite atrofica cronica, malassorbimento
*606409 . A 5 q B T 5 5
ITCH AR 20q11 4613385 Autoimmune disease, syndromic multisy stem enteropatia diarrea cronica, malassorbimento
*161561
IL12B AR 5q33 #209950 Atypical my cobacteriosis familial RCU-like, salmonellosi enterica
*606347 . ; .. q q ooy Bt 1]
PSTPIP1 AD 15q24 4604416 Pyogenic sterile arthritis, pyoderma gangrenosum, and acne sindrome dell'intestinino irritabile
*605102 .
‘% MASP2 AR 1p36 #613791 M ASP2 deficiency RCU
g TTC37 AR 5ql15 SR Trico hepato enteric syndrome diarrea, atrofia dei villi
8 q 122470 ico hepato enteric syndrome iarrea, atrofia dei vi
E SKIV2L AR 6p21 oSGUS Trico hepato enteric syndrome 2 diarrea, atrofia dei villi, colite
< H #614602 = Y g :
*606977 L . A 5 5
COG6 AR 13q14 4614576 Congenital disorder of glycosy lation, type III anteposizione anale, diarrea ricorrente, MICI
LCK AR 1p35 CKEERD SCID diarea autoimmune, pannicolite
Y #615758 o
* 609648 - 0 q P
NLRP12 AD 19q13 4611762 Familial cold autoinflammatory syndrome 2 dolori addominali
*605010 q & HTH
SPINK 5 AR 5q32 4256500 Netherton Syndrome (Neth) enteropatia, atrofia dei villi
*605956 . . . q
NOD2 16q12 1266600 M alattia infiammatoria cronica intestinale
PTPN3 9g31 *176877 Protein Tyr phosphatase nonreceptor type
NLRP6 11p1s *609650 MICI
TNFSF14 19p13 *604520
NFKBI1 4q24 *164011

| risultati sono raccolti nella Tabella 15, che riassume solo le varianti selezionate in base ai criteri

sopra descritti per ciascuno dei sei paziente analizzati. Tutte le varianti dovranno essere valutate

insieme al clinico per appurare una possibile correlazione tra fenotipo osservato e gene malattia

coinvolto, e in seguito validate da un punto di vista funzionale.

In questa tesi la nostra attenzione si é focalizzata sull’analisi della variante missenso R426H del

gene NOD2 indentificata nel paziente con diagnosi MICI-like (paziente 34) in omozigosi e

confermata successivamente anche mediante sequenziamento diretto con metodo Sanger. Tale

variante e predetta da tutti i siti consultati come una variante dannosa; per questa missenso,

sebbene sia presente nei database con un rs di riferimento, non sono noti i dati di frequenza nella

popolazione. Con I’obiettivo di verificare se possa essere considerata come una mutazione

responsabile del fenotipo clinico del paziente sono stati allestiti opportuni saggi funzionali.
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Tabella 15 Riassunto delle varianti individuate dall’analisi dell’esoma selezionate in base ai

criteri di inclusione

Paziente | Status Gene CDS/AA Snp138  |Esp6500| 1000g Clinvar SIFT | PPZ | LRT | MutTast | GERP++ | PhyloP note
22 HZ NCF4 AR ¢.G304A:p.A102T NA NA NA NA D D D D 4,17 C
HZ LRBA AR ¢.C6670T:p.R2224W |NA NA NA NA D D D D 3,94 C
HZ NCF2 AR c.A1013T:p.N3381 135012521 0,007 0,003 NA D [PD| D N 5,02 C
23 HZ NOD2 ¢.G2722C:p.GI0SR  |1s2066845 0,010 | 0,010 1BDI1 D |PD| D D 5,56 C
HZ NLRP12 c.C1022T:p.T3411 15200996095 | 0,000 NA NA D D D N 4,53 [9
HZ CASPS AR c.T2C:p.MIT rs3769824 0,033 0,030 NA D D | NA D -0,239 N
HZ |TNFRSF13B| AR/AD |C364T:p.R122W 15201124889 NA NA NA D D N N -3,13 N
HZ | ADAMI17 AR ¢.G2017A:p. V6731 61754177 | 0,006 0,010 NA D D D D 5.2 C
28 HZ TTICTA AR ¢.C176G:p.P59R 201805434 NA 0,001 NA T B N N 4,63 N
HZ AIRE AR |oCTETpR2STX 121434254 | 0,000 | NA peogenic NA [NA| N | Na 126 N
HZ €.652+14C>T rs41277546 0,015 0,010 APSI NA | NA | NA NA NA NA
HZ LCK AR .555delT:p.N185fs  |NA NA NA NA NA | NA | NA NA NA NA
30 HZ IL10 AR c.T314A:p.1105N NA NA NA NA T PD | N NA 5,64 C
OMO SPINKS AR ©.2241-6C>T 3190365795 0,005 0,004 NA NA | NA | NA NA NA NA
HZ COL7AL AR c.C4373T:p.P1458L  [s79378857 | 0,002 0,002 NA D D N N 4,82 € |Polimorfismo (www.col7.info)
31 HZ GUCY2C AD ¢.331-5T>C rs182209628 0,001 0,001 NA NA | NA | NA NA NA NA  |Nuovo sito SF2/ASF
HZ STXBP2 AR €.786-4C>T 3151257815 0,014 0,010 NA NA | NA | NA NA NA NA  [Perdita sito SC35 SF2/ASF
HZ MASP2 AR c.C881T:p. T294M 15139962539 | 0,003 0,004 NA D PD N D -5,52 N
OMO NOD2 ¢.G1277A:p.R426H 15562225614 NA NA NA D D D D 4,91 C
34 HZ LRBA AR .A2170G:p. 1724V 72719663 | 0,022 0,010 NA T B N D 4,18 C
HZ IL12B AR c.G892T:p.V298F 153213119 0,022 0,020 NA T PD N D 535 [9
HZ FOXP3 XL c.264delC:p.PE8fs NA NA NA NA NA | NA [ NA NA NA NA |errore esoma
Legenda

Status della variante: HZ= eterozigosi; OMO=0mozigosi
Predizioni SIFT, PP2,LRT e MutationTaster: D=dannosa; PD=possibilmente dannosa; B=benigno;
N=polimorfismo.

Predizione PhyloP: C= conservato; N=non conservato

4.3 TEST FUNZIONALI

4.3.1 SAGGIO DEL MINIGENE IBRIDO

Tra gli SNPs individuati dallo screening dei pazienti con diagnosi di MICI a insorgenza precoce,
I’attenzione si ¢ focalizzata sul polimorfismo rs104895421 (c.74-7T>A) del gene NOD2. Questo
SNPs ¢ situato molto vicino al sito di splicing dell’esone 2. Esso presenta inoltre un frequenza
molto bassa (MAF <0.01) e dall’analisi in silico emerge che tale variante, sebbene non alteri il
sito accettore, viene riconosciuta come un nuovo sito di legame per due fattori ESE (exonic
spicing enhancer), SC35 e SRp40, importanti nel processo di splicing (Tabella 7).

Per verificare il ruolo di tale variante sul meccanismo di splicing é stato condotto il saggio del
minigene ibrido. Sono stati clonati all’interno del vettore del minigene pTBNdel, gli alleli
contenenti la mutazione rs104895421 (c.74-7T>A) insieme e in assenza della variante rs2076753
(c.75-25G>T).
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Sono stati creati cinque vettori qui di seguito riportati le cui sequenze sono state confermate anche

mediante sequenziamento diretto (Figura 3):
1. pTBNdel_NOD2 (-7)
2. pTBNdel_NOD2 (-25)
3. pTBNdel NOD2 (-7/-25)
4. pTBNdel NOD2 (WT)
5. pTBNdel

Figura 3 Allineamento degli elettroferogrammi dei vettori pTBNdel _NOD2 con le rispettive

varianti inserite in seguito a mutagenesi sito specifica.
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| vettori con i rispettivi inserti da analizzare (1,2,3,4) e il vettore privo di inserto (5), sono stati

trasfettati in due differenti linee cellulari, HEK293 e HelLa, al fine di escludere un meccanismo di

splicing cellulo-specifica in caso di splicing anomalo. Dopo 24 ore dalla trasfezione transiente,

I’'mRNA ¢ stato estratto ¢ analizzato mediante una RT-PCR con specifici primer disegnati per

amplificare il trascritto del minigene processato. L’amplificazione dell’mRNA estratto dalle

cellule trasfettate con il vettore controllo pTBNdel si ottiene un frammento di 246bp che

corrisponde al corretto splicing tra gli esoni dell’alfa-globina e fibronectina. Dal costrutto (4)

contenente la sequenza senza mutazioni si genera un unico frammento di 713bp contenente gli

esoni del vettore (246bp) e dell’esone 2 (467bp) processato in maniera corretta. Dai costrutti 1 e 3
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contenenti rispettivamente la variante in posizione -7 (T>A) da sola o in associazione con la
variante in posizione -25 (G>T) si ottengono due bande nette: una di 246bp e una di 713bp ad
indicare, che il meccanismo di splicing corretto non avviene con una efficienza del 100% , e che
lo SNPs in posizione -7(T>A) causa in una determinata percentuale lo skipping dell’esone 2 del
gene NOD2 (Figura 4). Questo dato é stato confermato anche mediante sequenziamento diretto
(Figura 5) dei prodotti di PCR che si sono separati nel gel di Agarosio (0,7%) durante la corsa
elettroforetica. L’esclusione dell’esone, provocherebbe uno spostamento della chiave di lettura, la
generazione di uno stop prematuro e la sintesi di una proteina di soli 29aa che risulterebbe del
tutto incapace di svolgere il suo ruolo. Tenendo presente che il paziente, affetto da RCU con
isorgenza a 16 mesi, &€ doppio eterozigote per queste due varianti, e visto che lo splicing e
I’esclusione dell’esone non avviene con una efficienza completa, si ipotizza che la proteina NOD2
correttamente processata dall’allele non mutato (WT), riesca a supportare la funzione del recettore

e quindi a non creare un deficit funzionale debilitante.

Figura 4 Immagine relativa alla corsa elettroforetica dei cDNA amplificati rispettivamente
dall’RNA estratto dalle Hela e dalle HeK293.
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Figura 5 Elettroferogrammi relativi alle sequenze ottenute dei rispettivi prodotti di PCR del
vettore pTBNdel e della banda di 246bp del vettore pTBNdel_NOD2-7.
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4.3.2 IMMUNOFLUORESCENZA

La localizzazione cellulare della proteina NOD2 e importante per il riconoscimento e il legame
con I’agente patogeno, ¢ stato infatti dimostrato che la localizzazione prossima alla membrana
cellulare sia fondamentale per il riconoscimento del’MDP e I’attivazione a valle del fattore
trascrizionale NF-kB ®*. Per valutare se le nuove mutazioni identificate nel gene NOD2 (la K953E
dall’analisi dei pazienti con diagnosi di MICI e la R426H identificata dall’analisi dell’esoma in un
paziente MICI-like) potessero influire sulla localizzazione cellulare di NOD?2, é stato eseguito un
saggio di immunofluorescenza utilizzando la linea cellulare HEK293.

Sono stati prodotti i tre costrutti contenenti rispettivamente il cDNA di NOD2 privo di mutazioni
(pPCMV6_NOD2_WT), il cDNA di NOD2 con la variante K953E (pCMV6_NOD2_K953E), ¢ il
cDNA di NOD2 con la variante R426H (pCMV6_NOD2_R426H) come confermato dalle
seguenze allineate nella Figura 6.
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Figura 6 Allineamento degli elettroferogrammi dei vettori pPCMV6_NOD2 senza e con mutazioni

ottenuti mediante mutagenesi sito specifica

rs375705174 rs562225614
A>G G>A

R TR | . I —

pCMV6_NOD2_WT pCMV6_NOD2_WT
A\

N\ . N [ ¥
/\/\/\/\/ \x 2 1A _/\ A" 4/\1‘-./,\ /\/\ / \-/\\ /\/ \‘-/\ “JI/’\\/\\/\‘
T N | [ -
pCMVE_NOD2_KSS53E pCMV6_NOD2_R426H
N

AVAN A/\/\ /\ AVAYA! /X""[\Q/XZ \\ /\/\// £ /'&/\;/\

Questi tre costrutti sono stati trasfettati nelle HEK293 e dopo 24 ore wuna parte sono state
stimolate con Muramil-dipeptide (MDP) e una parte sono state lasciate senza stimolo. Per il
riconoscimento della proteina prodotta e stato utilizzato 1’anticorpo primario anti-DDK (Tag del
vettore in cui sono stati clonati i rispettivi cDna di NOD2 con e senza le mutazioni); per
evidenziare i nuclei e stato usato un montante contenete il Dapi (colorante fluorescente che si lega
fortemente alle regioni ricche in A-T del DNA). Dalle immagini rilevate al microscopio a
fluorescenza (Figura 7) possiamo osservare come tutte e tre le proteina vengano regolarmente
prodotte ed espresse dalle cellule trasfettate.

NOD2 WT Analizzando le immagini osserviamo che la proteina NOD2 wild-type ha una
localizzazione omogenea nel citoplasma e vicino alla membrana plasmatica della cellula ®. In
seguito a stimolo con MDP, che induce I’attivazione di NOD2, si puo apprezzare una differenza
nella distribuzione della proteina a suggerisce la formazione di complessi attivati.

NOD2_K953E Esaminando la localizzazione della proteina mutata (K953E), si osservano leggere
differenze nella sua distribuzione in condizioni basali, perdendo la classica distribuzione
citoplasmatica e lungo la membrana cellulare che si pud apprezzare con la proteina NOD2 non
mutata. Questo potrebbe suggerire una minor responsivita del recettore in seguito a stimolazione.
La porzione C-terminale del recettore e deputata sia al riconoscimento dell’agente patogeno che al
targeting a livello della membrana, quindi mutazioni in questo dominio potrebbero alterare la
capacita di NOD?2 di attivare la via di segnalazione a valle mediata dal fattore trascrizionale NF-
kB. Un esempio e rappresentato dalla nota mutazione L1007fs (rs5743293), localizzata nel

dominio C-terminale LRR (ripetizioni ricche in leucine). Tale mutazione determina la sintesi di
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una proteina tronca priva di una porzione del dominio LRR, che la rende incapace di riconoscere
I’agente patogeno e di localizzare a livello della membrana plasmatica ®*. La mutazione K953E,
si trova anch’essa nel stesso dominio LRR, ¢ sembra influire sull’espressione e localizzazione
della proteina. Siccome altre mutazioni missenso localizzate a valle della 3020insC, sono state
analizzate senza mostrare alterazioni nella distribuzione cellulare di NOD2, e dato che in
letteratura non ci sono dati relativi alla variante K953E da noi identificata, & stato importante
aggiungere un significato funzionale anche ad essa.

NOD2 R426H La mutazione R426H, localizzata nel dominio deputato alla omo-
oligomerizzazione del recettore (NBD), non dovrebbe influire sul targeting di membrana o sulla
capacita di riconoscimento e legame del patogeno, ma piuttosto dovrebbe essere implicata nella
capacita del recettore NOD2 di trasdurre il segnale mediante 1’attivazione del fattore
trascrizionale NF-kB. Dall’esperimento di immunofluorescenza si osserva in maniera piu
evidente che non ci sono differenze tra le cellule trasfettate non trattate e quelle stimolate con
MDP: si nota infatti che a prescindere dalla condizione di trattamento la proteina mutata si
distribuisce sempre a formare complessi attivati perdendo la distribuzione omogenea nel

citoplasma che si osserva in condizioni basali della proteina WT.
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Figura 7 Modulazione della localizzazione cellulare di NOD2 in base al tipo di mutazione

analizzata e in seguito a stimolazione con MDP
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4.3.3 SAGGIO NF-KB LUCIFERASI

NOD?2 é un recettore intracellularare, noto per essere in grado di attivare il fattore trascrizionale
nucleare NF-kB in seguito a stimolazione con MDP, mediando la produzione di una serie di
molecole inflammatorie. Inoltre, studi funzionali hanno messo in evidenza che mutazioni a carico
del dominio LRR rendono la proteina incapace di rispondere efficaciemente allo stimolo patogeno
e quindi di attivare NF-kB .

Per testare la capacita dei due mutanti NOD2 (K953E e R426H), di attivare il fattore NF-kB, ¢

stato allestito il saggio NF-kB luciferasi. L’attivazione del fattore NF-kB, € stata misurata dopo 3-
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6 ¢ 24 ore dallo stimolo con MDP e I’incremento per ciascuna condizione sperimentale ¢ stato
determinato mediante il confronto dei valori di luminescenza misurati nelle cellule non tranfettate
(Figura 7). L’esperimento € stato condotto nella linea cellulare HEK293, che non esprimendo
NOD2, rappresenta un buon modello cellulare per analizzare la pathway di NOD2. Dopo tre ore
di stimolazione NOD2 induce un incremento nell’ attivazione di NF-kB di circa 10 volte rispetto
alla condizione non trasfettata (NT) indipendentemente dalla presenza dello stimolo. Questo
andamento si osserva anche per NOD2-K953E, mentre i livelli di NOD2_R426H sono gia in
condizioni basali rispettivamente 20 volte maggiori rispetto al NT e 2 volte maggiore rispetto a
NOD2 non mutato. A sei ore, si osserva che lo stimolo con MDP induce un netto aumento rispetto
alle condizioni basali di non stimolazione (NS) sia in NOD2 che in NOD2-K953E. Nel caso di
NOD2-R426H invece, lo stimolo con MDP non ¢ in grado di indurre un incremento apprezzabile
dell’attivazione di NF-kB, in quanto i livelli basali sono di per sé gia elevati suggerendo che tale
mutazione determina in NOD2 uno stato di pre-attivazione, riconducile alle immagini osservate in
immunofluorescenza in cui si riscontrata uno stato di attivazione costitutiva del recettore a
prescindere dallo stimolo. Dopo un incubazione di 24 ore, in ciascuna condizione si 0sserva una
distinzione tra la condizione NS e la rispettiva condizione di stimolazione con MDP.
NOD2_K953E sembra tuttavia avere dei livelli di attivazione leggermente inferiori rispetto alla
forma non mutata e questo potrebbe essere riconducibile ad un maggior tourn over della proteina

che a causa della mutazione potrebbe essere degradata precocemente.

Figura 7 Attivazione del fattore trascrizionale NF-kB e modulazione della luminescenza

relativamente ai differenti costrutti di NOD2.
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5. CONCLUSIONI

Nella prima parte del progetto di dottorato, ci siamo focalizzati sull’identificazione di varianti in
geni noti in letteratura per la loro associazione alle MICI. Sono stati analizzati in tutto 36 pazienti
(MICI e MICI-like) e sono state identificate un totale di 84 varianti di cui 2 nuove missenso
(c.2857A>G p.K953E nel gene NOD2; ¢.314T>A p.I1105N nel gene IL10) e 3 nuove introniche
(c.1324+33T>C in ATG16L1; ¢.367+40C>G in IL10RA, ¢.1148+260T>G in IL23R).

L'analisi dello screening di mutazioni ci ha permesso di evidenziare che, nonostante i risultati
dell’analisi di predizione e degli studi funzionali non siano sempre concordanti, 1’utilizzo dei siti
bioinformatici ci ha aiutati a focalizzare I’attenzione su quelle varianti potenzialmente piu
dannose e da esse abbiamo iniziato a eseguire i primi studi funzionali.

Il saggio del minigene ibrido ha permesso di evidenziare che la variante in posizione -7,
nell’introne 1 del gene NOD2 (rs104895421), altera il corretto funzionamento del meccanismo di
splicing, provocando, anche se non al 100% come ¢ possibile osservare dalla corsa elettroforetica,
I’esclusione dell’esone. Nell’ambito di un contesto di MICI multifattoriale, questo dato deve
essere tenuto in considerazione perche conferma un ruolo funzionale a carico di questa rara

variante.

Gli esperimenti di immunofluorescenza e della NF-kB luciferasi offrono un valido strumento per
I’analisi delle varianti identificate nel gene NOD2. Combinando i dati sperimentali e stato
possibile evidenziare le alterazioni della proteina mutata rispetto a quella normale. Osservando
con criticita gli esperimenti condotti, per completare i risultati ottenuti ci proponiamo di
analizzare le varianti di NOD2 con un microscopio confocale a fluorescenza cosi da analizzare
con maggior precisione e definizione la localizzazione cellulare; inoltre per confermare in modo
inconfutabile il dato di immunofluorescenza ci proponiamo di eseguire esperimenti di Western
Blot per discriminare 1’espressione e localizzazione dei mutanti nelle rispettive frazioni della

membrana plasmatica e nel citoplasma.

Nelle MICI multifattoriali bisogna tenere in considerazione tutte quelle varianti che provocano
una modulazione anche lieve dell’espressione e della funzionalita della proteina perche ¢
necessario tener conto dell’effetto cumulativo finale. Pertanto € necessario considerare sia diverse
varianti nello stesso gene che varianti a carico di geni differenti: piu varianti insieme, ciascuna

con il suo contributo, possono essere responsabili dell’alterazione di piu meccanismi regolatori
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alla base della patogenesi delle MICI. Dall’analisi svolta, nell’ambito delle MICI multifattoriale,
non siamo riusciti a stabilire una correlazione genotipo-fenotipo, anche selezionando una casistica
di pazienti con insorgenza molto precoce. Le varianti identificate rispecchiano solo parzialmente i
dati di associazione presenti in letteratura (per esempio la T300A in ATG16L1, la P175P e la
1224V nel recettore ILLORA) , e questo non é ancora sufficiente per offrire un valido strumento ai
clinici sia in termini di predizione sull’andamento della malattia, sia in termini di diagnosi

preventiva.

Negli ultimi anni, sono stati descritti sempre un maggior numero di disordini monogenici che
presentano una sintomatologia MICI-like. 1l riconoscimento di queste forme rare & essenziale,
perché in questo caso ’identificazione del gene malattia offre al clinico strumenti validi per
meglio definire il quadro clinico della patologia e per indirizzare al trattamento terapeutico piu
idoneo. Durante il progetto di dottorato ne sono un esempio 1’identificazione della mutazione nel
gene XIAP (c.1021_1022delAA fs p.N341fsX7) in un paziente che gia a partire dai primi 2 mesi
di vita aveva manifestato una sintomatologia che interessava il tratto gastrointestinale (diarrea
ematica, lesioni MC-like). Grazie all’indagine genetica mirata e all’identificazione della
mutazione causativa confermata dai saggi funzionali eseguiti, e stata fatta la diagnosi di una
immunodecifienza primitiva causata dal difetto di XIAP e il paziente é stato curato grazie ad un
trapianto di midollo.

Un secondo esempio ¢ dato dall’identificazione di una mutazione in omozigozi nel gene NOD2
(c.G1277A p.R426H), in un paziente con diagnosi MICI-like in seguito all’analisi dell’esoma. Le
indagini funzionali indicano che tale mutazione altera il normale funzionamento del recettore
intracellulare NOD2, quindi il fenotipo malattia osservato nel giovane paziente potrebbe essere
spiegato da un deficit a suo carico. Un confronto con il clinico sara fondamentale per confermare

la diagnosi e iniziare la terapia idonea per la risoluzione della malattia.

Questa tesi ha contribuito con ulteriori piccoli tasselli ad aumentare le conoscenze nell’universo
delle MICI multifattoriali e ha posto le basi per proseguire gli studi sull’analisi a carico delle
varianti identificate nei casi di MICI ad esordio precoce.

| risultati ottenuti hanno avuto un impatto traslazionale molto importante per le strutture
ospedaliere con cui collaboriamo attivamente e ci auguriamo che la strategia diagnostica mediante
I’analisi del WES, che sembra essere promettente per I’identificazione delle MICI nel contesto di

malattia monogenica, permetta di avere un risvolto pratico e rapido nella routine clinica.
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6. APPENDICE

Tabella delle sequenze dei Primer, Temperatura annealing (Ta) e grandezza dell’amplificato dei geni

ATG16L1 Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 CCCAAGCGGCCACCTCTCTG TCAGGTTCCCGCTGACGCCC 65°C 449 bp
2 CTTCTGCATGGCCCATCATC GGGTTACCACGTGAACCTG TD63-58°C 835bp
34 CCTAATTGGAAAGGTTTGGAG CAAGAGGTCAGCAGAACAAAG TD 6358 °C 1088 bp
5 CCTGGCTAAAAGATGTTGTAAC GAATTCCCTGGTAAACCTCC 53°C 480 bp
6 TCTAGAGAGCCCAAACCCC GAGACCAAATTTTCAGAAACACAG 60°C 180 bp
7-8 CATTAGCATTTGCGGAACCG CTCTGCATCACTGACACCTG TD63-58°C 992 bp
9 CCCAGCAGCTTATTGACTGG GCTGCAGGCCTAGAAAGGA 60 °C 484 bp
10 GCATTTGGAGTGTTCGCGCATC TGCAGTGCAAGGGTGCATC 60 °C 241 bp
11 TCCATTGTATTTCAGTGCCCTG GGCTTAAGATACAGAGAATGGC TD63-58 °C 260bp
12 GGAGACTGGCGAGTTGAAG CCTGCCAGTTTGTGCCTTG TD 65-60 °C 320bp
13-14 CAGTGTGCTGGGATTGCAG ACGTGTACCGAAACTCATTTC TD63-58 °C 818hp
15-16-17 | AGAGCGTTGCATGCTAGTTG CGCCGACTGAGGTCTAAAC TD63-58 °C 1428 bp
18 GCATGTTAGTGAGCTCCTGC GCGACATGAAACTGGAACAC TD63-58°C 1723 bp
NOD2 Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 TGTGGCCTGTCCCCTCGTG GAGCATGTCGCGGCCAAGGA TD68-63°C 433 bp
2 GCTGGGGCTGACTTGCCCTG CCTGGCTACCTTTTTAGGGG TD68-63°C 685 bp
3 GGATGCATGCGTTCAATTCAC AGACGGGGTGGTGCTAGC TD63-58 °C 451bp
4 CCGCAGCAGCCCATTGTC CCGGGCTCATGATGGCGC TD68-63°C 822bp
4 CGCTGTGTCGGCGTTCCT GGTGGCAGAGGCGAAGCT TD65-60 °C 1289 bp
5e6 | ACGTCCTGGGCCATCCCC GGCAGTGCCAGGCCAAGA TD 68-63 °C 689 bp
7 TCCCGCTGCCCCTTTCCCTT GCCCACTCTCTCCCTGGCT TD 68-63 °C 436 bp
8e9 CTGCCCCTCTGGCTGGGACT CCGCTCCTATGGATGAGGC TD 68-63 °C 947 bp
10 CAGGAAGCTGGGGGATCAGGGA | GTTAGCCCAGCGGAGAGC TD 65-60 °C 408 bp
11 CCAGGACCCATGCCACAA AGGAGGGCGGGAGCTGACTT TD 65-60 °C 860 bp
12 CCTGAGCTGCCCTGGTTG TCCATGGGCCCCACTGAC TD 65-60 °C 588 bp
12 GGAGCATCAGTGCCCTGG GAACTGCCTCTTGTGGGTC TD 68-63 °C 780 bp
12 CCAGAATTTCAAACGGCCTC GGAGTTCCACTCTTGTTGCC TD 68-63 °C 632 bp
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IL10

Primer

Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 GAAGGAGGAGCTCTAAGCAG GAAACGCTCTAAGCAGAGGC 60°C 723bp
2 AGGGTTGACATAGGTGTCCC CCCAATTCCCTGCAATCAGG 60°C 458 bp
3 GGAGGATCGCTAGAACCAAG GACTCCAGGAGTCTTTCCTC 60°C 399 bp
4 GGAAGGAATCCCAAGACCT GCAGCTCACTGTGTTCACAG 60°C 587 bp
5 GGTTTACTTCCCAGCGTGAG CTTCTGTTGGCTCCCCAAAG 60°C 579bp
IL10RA Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 GAAGGCACTGGAGGCCCAG GATGAGGTTTGCGGGTTGG TD 70-60 °C 600 bp
2 GAACCTCCCTTTCTTCTTTGG AGGCAGGTATCTTCCCATGC TD 61-56 °C 291bp
3 GGCCTCTTGCGTCTCCC GCAGACATGGTGAGCTATGG TD 61-56 °C 359 bp
4 ATTCTGGAGGCAAAGTCTCG AGTTCCCAATGGCACACAAG TD61-56 °C 348 bp
5 CTAAAGGCCCACCAGCTCTC ACGCGTTTTGGATTGCAC TD 61-56 °C 298 bp
6 AATGGATTTCATGGGACCAG ACTGGCTGGGAGGAAAAGAG TD 61-56 °C 298 bp
CGAGCTCTCCTCCTGGG CCTCAGGTAACCCTGGAATG TD 61-56 °C 629 bp
! TGACAGTGGCATTGACTTAGTTC | GTCCAGGCAGAGGAGCAG TD 61-56 °C 595 bp
IL10RB Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 CATTCACTTCCCTCTGCTTG CCTAGTTGCGTCTCAGCAG TD 6358 °C 880 bp
2 AGCCATAGAGGAGAACCAAGT | ACCTAGAGATGACAGCAGTGG TD 6156 °C 591 bp
3 CCCCCTCCAAATTAAGTACCA | CCCAGAAAATTCACCACAAGA TD 61-56 °C 550 bp
4 CTACCCTTCTTAGCCATGTCA TCCGATCAGATCTTTTGACTC TD 6156 °C 777bp
5 CCTTCCACTGCTTAGTCATGT TATGGTGTGTGAAGGACTGTG TD 6156 °C 712bp
6 GGATTGTGATGGTTAAAATGC | CCCTTTTACAAATAGCCTTCC TD 61-56 °C 745bp
7 ATAGATTTTCCAGCCAGGAGT GCCCTGTTTCTCACAATTAAA TD61-56 °C 584 bp
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XIAP Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 CCCATCCGGTTCGGGGAGG CCACCCTGCTCCACACAAGCC TD 68-63 °C 813bp
GACTTGAATGATGTGGTAATG GGACTTTAATCTAGCTTCTTCAC | TD56-51°C 707 bp
’ GGAAGACACAGGAAAGTATC GCTAAGGGCATCTATTTAC TD53-48°C 704 bp
3 CACATTGAATCAGTGAATTTAG | CATAAGCAGTGAATGTTTTTGG TD60-55°C 482 bp
4 GCTCTACTAATATTAGCATAGG | CATCTTTAAAGCCCATCATAC TD60-55°C 512 bp
5 TAATAGGTGGAAAGAACCCTG | CCAATATGGTAAAACTCCGTC TD 6055 °C 593 bp
6 GCTAGTGACTCAGTAACAAC GCTTGAGCAGACTAACACAC TD 6055 °C 719bp
7 GCCTGAGCAGAAGAACTTG CTTGGTAGCAAATGCTAATGG TD 6055 °C 592 bp
IL23R Primer
Ta(°C) Amplificato
Esoni Forward Reverse
1 GATTAGGAGGCACTGTAATGG CCTGCATTTGGAAGGAGGATTG TD63-58 °C 578 bp
2 GAAGGCGGATGTTGCAGTG CATATGCAGTGTTCGTTCAGG TD 70-60 °C 921bp
3 CTATTCAGCCATCTTGGCTTG CACTTTGCCTGCCAGAGTG TD 6358 °C 399 bp
4 GACAGGGTTTCACCATGTTG CATGCTCTGCAGGAACTTTAG TD 6358 °C 435bp
5 CTCGAACAGATGGAGGGAAG CTGTAGCCACTGATGGTTGG TD 6358 °C 589 bp
6 GTCTAGAAGACAGCTTGGAAC | GGCTCAAGCAATCTTCCTGC TD 6358 °C 388bp
7 GACTATTGCTTTTATTCCACC GCCGGCAAAATCCACCTAAG TD 6358 °C 437 bp
8 CAAGCCGACCACATTTGCC GCACAATGGAAAACGCCGTG TD 6358 °C 718bp
9 CTTTAGCCTCGGCATCAGG CACTCTTGGTCTCAATTGCC TD63-58 °C 570bp
10 CTTTTCTTCAGTCTTCTCATGC CCAGCAATCCCCTACCTAG TD63-58 °C 1042 bp
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ABSTRACT

Background: Early onset Inflammatory Bowel Disease (EO-IBD) is usually characterized by
aggressive course and resistance to treatments. Some cases are due to monogenic immune defects
and can benefit from hematopoietic stem cell transplantation.

Case presentation: We describe a Caucasian male baby who presented in the first months of life
macrophage activation syndrome, followed by intractable colitis, recurrent episodes of fever and
mild splenomegaly. After several immunological, genetic and clinical investigations, and after a
therapeutic attempt with colectomy, genetic analysis of a panel of EO-IBD-associated genes,
revealed a causative mutation in XIAP gene. The genetic diagnosis of a primary immune
deficiency allowed curing the boy with hematopoietic stem transplantation.

Conclusion: Our report should contribute to increase awareness of monogenic immune defects as
a cause of EO-IBD. We emphasize that a comprehensive genetic analysis can allow a prompt
diagnosis, resulting in the choice of effective treatments and sparing useless and damaging

procedures.

Key Words: XIAP, Primary Immunodeficiency, early onset IBD, Crohn’s like, intractable

colitis, periodic fever

52



BACKGROUND

Early onset Inflammatory Bowel Disease (EO-1BD) is a rare by usually severe disorder, distinct
from adult disease as regards extension, histopathology and treatment A primary immune defect
(PID) may be the cause of the disease in a not negligible proportion of cases [1-5]. Notably, gut
inflammation can be the first and sole manifestation of a PID for several years, while infections
can develop later or be underestimated [6]. Diagnosis of monogenic causes of EO-IBD is of great
importance in cases that could benefit from hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). It is
thus important to increase awareness of the possible monogenic etiology of EO-IBD among
pediatricians, promoting the development of reliable strategies for a prompt and thorough

differential diagnosis.

CASE PRESENTATION

We report the case of a male baby, born to non-consanguineous healthy parents, who was
hospitalized at two months with mucous and bloody diarrhea, fever and failure to thrive. The
medical history revealed that he had been admitted at the same hospital one month before because
of high fever and hepatosplenomegaly that were attributed to a cytomegalovirus (CMV) infection
with macrophage activation syndrome (MAS) (Table 1).

In spite of the absence of hemophagocytosis at the bone marrow smear, the main causes of
familial lymphohistiocytosis were studied, yet with normal results. An antiviral therapy with
ganciclovir, together with high dose dexamethasone, lead to resolution of fever.

When the boy presented to our department, no sign of MAS was present and CMV was not
present in body fluids. A colonoscopy showed inflammatory colitis with erosions and aphthae; the
analysis of mucosal specimens revealed increased enterocyte apoptosis, leading to the suspicion
of autoimmune enteropathy. Genetic analysis of the FOXP3 gene, responsible for the
Immunodysregulation with Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked (IPEX), was normal. Total
parenteral nutrition, tacrolimus and high dose steroids were administered with good clinical and
endoscopic response.

In the following months, after stopping steroids, in spite of continuing therapy with tacrolimus,
the boy remained dependent on parenteral nutrition because of severe stunting. He developed
several bouts of fever accompanied by increased acute phase reactants, worsening of diarrhea,
skin rash and mild splenomegaly, but always not fulfilling the criteria of MAS. Colonoscopy

showed severe mucosal inflammation with ulcerations of the colon: rectal and sigmoid erythema
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with fragile mucosa, edematous pseudopolypoid lesions and serpiginous ulcer covered by fibrin
exudate from rectum to transverse colon; ascending colon showed areas of reparative or scar
tissue. Histologic examination confirmed the presence of a chronic inflammatory infiltrate in the
lamina propria and submucosa. Terminal ileum was healthy.

Taking into account the novel clinical picture, Mevalonate Kinase Deficiency was suspected, but
no genetic variation was detected in the MVK gene [7,8]. Due to the presence of Crohn’s-like
features, chronic granulomatous disease was also suspected, but the diagnosis was ruled out by
normal results of dihydrorhodamine (DHR) flow cytometric assay.

A poor clinical response was obtained with standard dose glucocorticoids, azathioprine, and
subsequently with adalimumab. A transitory improvement was observed only after colectomy,
however, recurrence of fever episodes persisted and the boy soon developed a Crohn’s-like ileitis.
Further genetic analyses were thus performed, including the sequencing of Interleukin (IL)-10
Receptor (ILLORA and IL10RB), Interlukin-10 (IL10) and X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP)
[9] genes. A deletion of two base-pairs was found in exon 4 of XIAP, causing a frameshift and a
premature stop codon (RefSeq NM_001167, ¢.1021_1022delAA, p.N341YfsX7, Figure 1A-1B)
[10]. The mutation was proven to be causative based on absent expression of the protein in T
lymphocytes analyzed by flow cytometry with two anti-XIAP clones (clone48 BD Biosciences,
cloneE-2 Santa Cruz Biotechnology), and on low production of IL-8 in response to muramyl
dipeptide (MDP) stimulation in vitro, revealing impaired signaling of Nucleotide Binding
Oligomerization domain 2 (NOD2) (Figure 1C-D).

DISCUSSION

EO-IBD can represent a serious diagnostic and therapeutic challenge. In our case, a monogenic
cause for the disease was searched again and again because of complex clinical features such as a
CMV-induced macrophage activation syndrome, recurrent fever, and intractable course of the
disease.

A familial haemophagocytic lymphohistiocytosis was suspected and seemingly ruled out by
functional and genetic analysis and by the good response to antiviral treatment. Afterwards, the
association of early colitis with recurrent fever, rash and splenomegaly arouse the suspicion of
Mevalonate Kinase Deficiency [7], yet genetic analysis tested as well negative.

Only some more months later, when disease relapsed in spite of colectomy, further genetic

investigations were performed and the pathogenic deletion in XIAP gene identified.
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The pathogenic role of XIAP in haemophagocytic lymphohistiocytosis is well documented,
probably due to increased apoptosis of T cells during anti-viral responses [11]. The same deletion
found in our patient had been previously described in two brothers with recurrent
lymphobhistiocytosis but no intestinal inflammation [10].

More recently, mutations affecting BIR-2 domain of XIAP have been associated with impairment
of NOD2 signaling and IBD-like manifestations [12,13]. We also confirmed a functional defect of
NOD?2 signaling in our case.

The XIAP mutation in our case can thus explain both recurrent episodes of fever with mild
splenomegaly, which likely represent incomplete bouts of lymphohistiocytosis, and intractable
inflammatory colitis. In fact, XIAP deficiency is recognized as a highly heterogeneous disorder,
whose expression probably depends upon the protein functionality, influenced by different
mutations, and on environmental and infectious factors. Thus, although this is a serious primary

immunodeficiency, the indication for HSCT is not always an easy issue.

CONCLUSION

We highlight once more the diagnostic challenge of EO-IBD, with particular reference to possible
monogenic defects of immunity. In our case, an earlier genetic diagnosis could have supported a
timely treatment with HSCT, avoiding useless surgery. Even if this is just a single case, we would
suggest considering a wider application of high throughput genetic analyses to allow an early

detection of rare monogenic disorders in children with EO-IBD.
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Table 1 Summary of clinical features and treatment

splenomegaly

1 month 2 — 3 months 11.5 months 15 months
Clinical features High fever, High fever Intractable Intractable
Hepatomegaly, Bloody and mucous diarrhoea diarrhoea Vomit,
Splenomegaly diarrhoea Recurrent fever Recurrent fever
Failure to thrive Skin rash
Mild splenomegaly Mild hepato-

intervention

Haematological WBC 25.000/mcl WBC: 5140/mcl WBC: 31.440/mcl | WBC: 18.400/mcl
values (N 38%) (N29%) (N 55%) (N 62%)
CRP: .143 mg/dI CRP: 2.14 mg/dI CRP: 10,7mg/dI CRP: 9.9 mg/dI
AST: 219 U/L AST: 47 U/L
ALT: 327 U/L ALT: 41 U/L
LDH 2300 U/L Triglycerides: 212 mg/dI
Triglycerides: 273 Ferritin: 1651 ng/ml
mg/dl
Ferritin: 18.000
ng/ml
IgA: 54 mg/dl
1gG: 567 mg/dI
IgM: 74 mg/dI
hypoalbumiemia
Specialist Bone marrow smear: Colonoscopy: Colonoscopy:
investigations negative inflammatory colitis Crohn’s-like
with erosions and colitis
aphthae and increased
cell apoptosis EGDS normal
CMV negative in
mucosa
Virology Blood CMV: Blood CMV: negative
435.800 copies/ml
Immunological Normal DHR test normal
evaluations Degranulation Assay
Genetic PRF1, SAP, FOXP3: wild type MVK: wild type IL10, IL10RA,
evaluations STXBP2 wild type L10RB: wild type
XIAP: mutate
Therapeutic Glucocorticoids, Intravenous Glucocorticoids, Glucocorticoids,
interventions ganciclovir glucocorticoids, Azathioprine, Adalimumab,
tacrolimus, Adalimumab TPN
TPN TPN Antibiotics
Surgical none none Colectomy HSCT

Table legend:

DHR: dihydrorhodamine
TPN: total parenteral nutrition
HSCT: hematopoietic stem cell transplantation
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Figure 1 Electropherogram and functional test of XIAP mutation
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A. The Figure shows electopherograms of the mutation (c.1021_1022delAA) in exon 4 of
XIAP in genomic DNA of patient, mother (heterozygous) and control (wild type).

B. Scheme of the protein structure of XIAP: BIR 1, 2, 3 and RING domains are shown. Black
arrow indicates the localization of the mutation found in our patient. The mutation results
in the substitution of the wild-type amino acids NIHLTHSLE with the mutant amino acids
YSFNSFT until the stop codon and in the truncation of the protein at 347 amino acid of
the 497 wild type protein.

C. Detection of the XIAP protein by flow cytometry on patient, his mother and in two healthy
donors (male age related with patient and female controls age related with mother). The
intracellular staining was performed with two different anti-human XIAP antibodies that
recognizes the N-terminal domain (amino acids 1-202) or the C-terminal domain (amino
acid 268-426), respectively in the left and in the right side. The XIAP expression was
evaluated on the CD45+ CD3+ cell gate. Grey area in the dashed line represents staining
with secondary antibody alone.

D. NOD signalling pathway assay was performed testing patient, mother and control PBMCs
unstimulated (US) or treated with IL-1p and MDP. The integrity of the pathway was
measured using an IL-8 ELISA. Significant differences in production are highlighted:
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 and ns when comparisons are not significant. PBMCs
from our Crohn’s like patient were unable to induce the production of IL-8 when
stimulated with MDP compared with wild-type controls and his mother, who carried in

heterozygous the same mutation.

59



10.

11.

12.

13.

14.

15.

7. BIBLIOGRAFIA

Crohn BB, Ginzburg L and Oppenheimer GD. Regional ileitis: a patologic and chronic
entity. Am J Med 1952;13(5):583-90

Sewell GW, Marks DJ and Segal AW. The immunopathogenesis of Crohn's disease: a three-
stage model. Curr Opin Immunol. 2009;21(5):506-13

Baumgart DC and Sandborn WJ. Crohn's disease. Lancet 2012;380(9853):1590-605
Baumgart DC and Sandborn WJ. Inflammatory bowel disease: clinical aspects and
established and evolving therapies. Lancet 2007;369(9573):1641-57

Sawczenko A and Sandhu BK. Presenting features of inflammatory bowel disease in Great
Britain and Ireland. Arch Dis Child 2003;8811(11):995-1000

Levine A, Griffiths A, Markowitz J, et al. Pediatric modification of the Montreal
classification for inflammatory bowel disease: the Paris classification. Inflamm Bowel Dis
2011;17(6):1314-21

Satsangi J, Silverberg MS, Vermeire S and Colombel JF. The Montreal classification of
nflammatory bowel disease: controversies, consensus, and implications. Gut 2006;
55(6):749-53

Van Limbergen J, Russell RK, Drummond HE, et al. Definition of phenotypic
characteristics of childhood-onset inflammatory bowel disease. Gastroenterology 2008;
135(4):1114-22

de Bie CI, Paerregaard A, Kolacek S, et al. Disease phenotype at diagnosis in pediatric
Crohn's disease: 5-year analyses of the EUROKIDS Registry. Inflamm Bowel Dis 2013;
19(2):378-85

Cannioto Z, Berti I, Martelossi S, et al. IBD and IBD mimicking enterocolitis in children
younger than 2 years of age. Eur J Pediatr 2009;168(2):149-55

Levine A, de Bie CI, Turner D, et al. Atypical disease phenotypes in pediatric ulcerative
colitis: 5-year analyses of the EUROKIDS Registry. Inflamm Bowel Dis 2013;19(2):370-7
Gasparetto M and Guariso G. Highlights in IBD Epidemiology and Its Natural History in
the Paediatric Age. Gastroenterol Res Pract 2013;2013:829040

Molodecky NA, Soon IS, Rabi DM, et al. Increasing incidence and prevalence of the
inflammatory bowel diseases with time, based on systematic review. Gastroenterology
2012;142(1):46-54.e42

Benchimol EI, Fortinsky KJ, Gozdyra P, et al. Epidemiology of pediatric inflammatory
bowel disease: a systematic review of international trends. Inflammatory bowel diseases
2011;17(1):423-39

Benchimol EI, Mack DR, Nguyen GC, et al. Incidence, outcomes, and health services
burden of children with very early onset inflammatory bowel disease. Gastroenterology
2014;147(4):803-813.e7

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19665880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19665880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baumgart%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17499606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandborn%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17499606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baumgart+DC+and+Sandborn+WJ+2007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Satsangi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16698746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silverberg%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16698746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vermeire%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16698746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colombel%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16698746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22573581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22573581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22570259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22570259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benchimol%20EI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24951840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mack%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24951840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24951840

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Baumgart DC, Bernstein CN, Abbas Z, et al. IBD Around the world: comparing the
epidemiology, diagnosis, and treatment: proceedings of the World Digestive Health Day
2010-Inflammatory Bowel Disease Task Force meeting. Inflamm Bowel Dis 2011;7(2):639-
44

Ek WE, D'’Amato M and Halfvarson J. The history of genetics in inflammatory bowel
disease. Ann Gastroenterol 2014;27(4):294-303

Henderson P, van Limbergen JE, Wilson DC, et al. Genetics of childhood-onset
inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel Dis 2011;17(1):346-61

Yamazaki K, McGovern D, Ragoussis J, et al. Single nucleotide polymorphisms in
TNFSF15 confer susceptibility to Crohn’s disease. Hum Mol Genet 2005;14(22):3499-506
Duerr RH, Taylor KD, Brant SR, et al. A genome-wide association study identifies 1L23R
as an inflammatory bowel disease gene. Science 2006;314(5804):1461-3

Goyette P, Lefebvre C, Ng A, et al. Gene-centric association mapping of chromosome 3p
implicates MST1 in IBD pathogenesis. Mucosal Immunol 2008;1(2):131-8

Fisher SA, Tremelling M, Anderson CA, et al. Genetic determinants of ulcerative colitis
include the ECMI1 locus and five loci implicated in Crohn’s disease. Nat Genet
2008;40(6):710-2

Franke A, McGovern DP, Barrett JC, et al. Genome-wide meta-analysis increases to 71 the
number of confirmed Crohn's disease susceptibility loci. Nat Genet 2010;42(12):1118-25
Anderson CA, Boucher G, Lees CW, et al. Meta-analysis identifies 29 additional ulcerative
colitis risk loci, increasing the number of confirmed associations to 47. Nat Genet 2011;
43(3):246-52

Jostins, L, Ripke S, Weersma RK, et al. Host-microbe interactions have shaped the genetic
architecture of inflammatory bowel disease. Nature 2012;491(7422):119-24

Lees CW and Satsangi J. Genetics of inflammatory bowel disease: implications for disease
pathogenesis and natural history. Expert Rev Gastroenterol epatol 2009;3(5):513-34
Kugathasan S, Baldassano RN, Bradfield JP, et al. Loci on 20913 and 21g22 are associated
with pediatric-onset infl amatory bowel disease. Nat Genet 2008;40(10):1211-5

Amre DK, Mack DR, Morgan K, et al. Investigation of reported associations between the
20q13 and 21922 loci and pediatriconset Crohn’s disease in Canadian children. Am J
Gastroenterol 2009;104(11):2824-8

Imielinski M, Baldassano RN, Griffiths A, et al. Common variants at fi ve new loci
associated with early-onset infl ammatory bowel disease. Nat Genet 2009;41(12):1335-40
Zuk O, Hechter E, Sunyaev SR and Lander ES. The mystery of missing heritability: Genetic
interactions create phantom heritability. Proc Natl Acad Sci USA 2012;109(4):1193-8
Mamula P, Telega GW, Markowitz JE, et al. Inflammatory bowel disease in children 5
years of age and younger. Am J Gastroenterol 2002;97(8):2005-10

Aloi M, Lionetti P, Barabino A, et al. Phenotype and disease course of early-onset pediatric
inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel Dis 2014;20(4):597-605

Jaggi P, Scherzer R, Knieper R, et al. Utility of screening for chronic granulomatous disease
in patients with inflammatory bowel disease. J Clin Immunol 2012;32(1):78-81

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ek%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25331623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Amato%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25331623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halfvarson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25331623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=weronica+and+2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20839313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20839313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19817673
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19817673
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12190168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12190168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24569242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24569242

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Folwaczny C, Ruelfs C, Walther J, et al. Ulcerative colitis in a patient with Wiskott-Aldrich
syndrome. Endoscopy 2002;34(10):840-1

Moraes-Vasconcelos D, Costa-Carvalno BT, Torgerson TR, et al: Primary immune
deficiency disorders presenting as autoimmune diseases: IPEX and APECED. J Clin
Immunol 2008;28(Suppl 1):S11-19

Nenci A, Becker C, Wullaert A, et al: Epithelial NEMO links innate immunity to chronic
intestinal inflammation. Nature 2007;446(7135):557-61

Worthey EA, Mayer AN, Syverson GD, et al. Making a definitive diagnosis: successful
clinical application of whole exome sequencing in a child with intractable inflammatory
bowel disease. Genet Med 2011;13(3):255-62

Glocker EO, Kotlarz D, Boztug K, et al. Inflammatory bowel disease and mutations
affecting the interleukin-10 receptor. N Engl J Med 2009;361(21):2033-45

Moran CJ, Walters TD, Guo CH, et al. IL-10R polymorphisms are associated with very-
early-onset ulcerative colitis. Inflamm Bowel Dis. 2013;19(1):115-23

Marciano BE, Rosenzweig SD, Kleiner DE, et al. Gastrointestinal involvement in chronic
granulomatous disease. Pediatrics 2004;114(2):462-8

Schéppi MG, Smith VV, Goldblatt D, et al. Colitis in chronic granulomatous disease. Arch
Dis Child. 2001;84(2):147-51

Sloan JM, Cameron CHS, Maxwell RJ, et al. Colitis complicating chronic granulomatous
disease. A clinicopathological case report. Gut. 1996;38(4):619-22

Arimura Y, Goto A, Yamashita K, et al Intractable colitis associated with chronic
granulomatous disease. J Med Microbiol 2006;55(Pt11):1587-90

Kotlarz D, Beier R, Murugan D, et al. Loss of interleukin-10 signaling and infantile
inflammatory bowel disease: implications for diagnosis and therapy. Gastroenterology
2012;143(2):347-55

Lee CH, Hsu P, Nanan B, et al. Novel de novo mutations of the interleukin-10 receptor gene
lead to infantile onset inflammatory bowel disease. J Crohns Colitis 2014;8(11):1551-6
Shim JO, Hwang S, Yang HR, et al. Interleukin-10 receptor mutations in children with
neonatal-onset Crohn's disease and intractableulcerating enterocolitis. Eur J Gastroenterol
Hepatol 2013;25(10):1235-40

Mao H, Yang W, Lee PP, et al. Exome sequencing identifies novel compound heterozygous
mutations of IL-10receptor 1 in neonatal-onset Crohn's disease. Genes Immun
2012;13(5):437-4

Krieg A, Correa RG, Garrison JB, et al. XIAP mediates NOD signaling via interaction with
RIP2. Proc Natl Acad Sci USA 2009;106(34):14524-9

Speckmann C, Lehmberg K, Albert MH, et al. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP)
deficiency: the spectrum of presenting manifestations beyond hemophagocytic
lymphohistiocytosis. Clin Immunol 2013;149(1):133-41

Zeissig Y, Petersen BS, Milutinovic S, et al. XIAP variants in male Crohn's disease. Gut
2015;64(1):66-76

62


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moran%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22550014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walters%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22550014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22550014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22550014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15286231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15286231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arimura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17030921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17030921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17030921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arimura+Y+et+al+2006+and+cgd
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24813381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24813381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shim%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23839161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23839161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23839161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23839161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Interleukin-10+receptor+mutations+in+children+with+neonatal-+onset+Crohn%E2%80%99s+disease+and+intractable+ulcerating+enterocolitis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Interleukin-10+receptor+mutations+in+children+with+neonatal-+onset+Crohn%E2%80%99s+disease+and+intractable+ulcerating+enterocolitis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22476154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22476154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20PP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22476154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Exome+sequencing+identifies+novel+compound+heterozygous+mutations+of+IL-10+receptor+1+in+neonatal-onset+Crohn%E2%80%99s+disease
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeissig%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24572142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petersen%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24572142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milutinovic%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24572142
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=zeissig+and+xiap

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Uhlig HH, Schwerd T, Koletzko S, et al. The Diagnostic Approach to Monogenic Very
Early Onset Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology 2014;147(5):990-1007.e3
Levine A, Koletzko S, Turner D, et al. ESPGHAN revised porto criteria for the diagnosis of
inflammatory bowel disease in children and adolescents. Journal of pediatric
gastroenterology and nutrition 2014;58(6):795-806.

Bianco AM, Zanin V, Girardelli M, et al. A common genetic background could explain
early-onset Crohn's disease. Med Hypotheses 2012;78(4):520-2

Wang K, Li M, Hakonarson H. ANNOVAR functional annotation of genetic variants from
high-throughput sequencing data. Nucleic Acids Res 2010;38(16):e164

Hugot JP, Chamaillard M, Zouali H, et al Association of NOD2 leucine-rich repeat variants
with susceptibility to Crohn's disease. Nature 2001;411(6837):599-603

Ogura Y, Bonen DK, Inohara N, et al A frameshift mutation in NOD2 associated with
susceptibility to Crohn's disease. Nature 2001;411(6837):603-6

Girardelli M, Vuch J, Tommasini A, et al. Novel missense mutation in the NOD2 gene in a
patient with early onset ulcerative colitis: causal or chance association? Int J Mol Sci
2014;15(3):3834-41

Hampe, J, Franke A, Rosenstiel P, et al. A genome-wide association scan of non
synonymous SNPs identifies a susceptibility variant for Crohn disease in ATG16L1. Nat
Genet 2007;39(2):207-11

Cheng, JF, Ning YJ, Zhang W, et al. T300A polymorphism of ATG16L1 and susceptibility
to inflammatory bowel diseases: a meta-analysis. World J Gastroenterol 2010;16(10):1258-
66.

Naser S, Arce M, Khaja A, et al. Role of ATG16L, NOD2 and IL23R in Crohn’s discase
pathogenesis. World J Gastroenterol 2012;18(5):412-24

Grundtner P, Gruber S, Murray SS, et al. The IL-10R1 S138G loss-of-function allele and
ulcerative colitis. Genes Immun 2009;10(1):84-92

Finsterbusch, M, Khare V, Campregher C, et al. An intracytoplasmic IL-10 receptor variant
permits rapid reduction in STAT3 activation. Genes Immun 2011;12(7):575-81

Marcuzzi A, Girardelli M, Bianco AM, et al. Inflammation profile of four early onset Crohn
patients. Gene 2012;493(2):282-5

Barnich N, Aguirre JE, Reinecker HC, et al. Membrane recruitment of NOD?2 in intestinal
epithelial cells is essential for nuclear factor-{kappa}B activation in muramyl dipeptide
recognition. J Cell Biol 2005;170(1):21-6

Girardin SE, Boneca IG, Viala J, et al. Nod2 is a general sensor of peptidoglycan through
muramy! dipeptide (MDP) detection. J Biol Chem 2003;278(11):8869-72

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianco%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22309886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanin%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22309886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Girardelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22309886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20601685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11385576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11385576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11385577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11385577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24595243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24595243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khare%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21654841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campregher%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21654841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22155628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22155628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15998797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15998797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15998797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12527755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12527755

