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INTRODUZIONE

Negli ultimi anni lamedicinaO OA Ol AUET 1T AT A AEA OE AOOAT A AAT 181 T1AI
impulso notevole alla ricerca bomedica sul cancro. La ricerca integrata utilizza modelli spontanei di

neoplasie negli animali domestici ed in particolare negli animali da compagnia come strumento

efficace per acquisire nuove informazioni sulla biologia delle neoplasie, per verificare owve scoperte

A A O E O A bnéobgiaispetinmedtalein modelli in vivo e per trasferire rapidamente opzioni

terapeutiche innovative dallo studiopreA1 ET EAT Al 1 A OPAOEI AT OAUETT A Al E

) 1T OEOE AE OAI A OET 11 OAOQlasdd riokepliti®a dn pinfb Qi vistad T 17 AT 11
APEAAT EITTTCEATh 18ET AEAAT UA AAlI AATAOT 1TAGIE AT EI
parallelamenteAl | 8 ET AOAT AT 0T 1T OOAOOAOT TAI T A OPAAEA Oi AT,

AT OOCAT AGTT @il 1 AET ADADAAOA AE OEOA AACI E AT EI Al E AA
AAT 1 6AT EhoAdnédA UBIAITAEA AE AmOdikele dire detedobarie. A ET T 1

padroni, sono esposti agli stessi contaminanti ambientali.

In molti casi le caratteristiche istologiche delle neoplasieei pet sono sovrapponibili alle rispettive

neoplasie umane. Questo € vero ad esempio per i melanomi, i linfomi RBledgkin, leleucemie, gli

osteosarcomi, i sarcomi dei tessuti molli, i carcinomi della prostata, i carcinomi mammari e della

vescica. Anche a livello molecolare, sebbene gli studi di oncologia comparata in questo settore siano

ancora limitati, microarray tissutali evidenziano i medesimi pattern di espressione di raplasie quali

gli osteosarcomi Come le neoplasie umane e differentemente dai modelli sperimentali nei roditori da
laboratorio, la biologia delle neoplasie negli animali da compagnia presenta le medesigmmplessita:

il microambiente tumorale & estremamente complesso ed eterogeneo, le cellule neoplastiche

interagiscono con un sistema immunitario competented acquisiscono rapidamentefarmaco
resistenzacosicomd A | OOAUEIT T E OI | A OEidnE deoplagida vepsO teroupipit 1 8 AOT

aggressivi e ad elevata capacita di meta statizzazione sono le medesime.



Le informazioni molecolari sulla cancerogenesi negli animali da compagnia sono state rese possibili
dal completamento del sequenziamento del genontanino e dal notevole e rapido incremento delle
coperture dei genomi degli altri animali domestici. La variabilitd genetica interazziale nel cane é di
gran lunga maggiore di quella riscontrata nei cepmi roditori da laboratorio e paragonabile a quella
osservata in popolazioni compless@ella specie umanaDi contro, la maggiore omogeneita genetica
Al 1 6ET OAOTT AAIT T A OAUUA OE DPOAOOA All11T OOOAEI
) OAT OACCE AAE 11 AA1 1 éom@icludodAncherroltiagpetti cAnicebnenki B E A

terapia. Solitamente i proprietari degli animali sono fortemente motivati a trattare i propri animali con

APPOl AAE OPAOEI AT OAT E AEA T ACIET OEODPITAITTIT AlIl

la neoplasia Anchegli aspetti normativi che riguardano la sperimentazione di nuove molecole sono

molto meno stringenti di quanto non accada per le sperimentazioni cliniche umane. Contestulamente i

dati acquisiti su sperimentazioni animali entrano nei dossier che le indusie farmaceutiche devono
AT i 01 NOA POT AOOOA PAO OEAEEAAAOA 11 OOAOOO AE
A

AA O bOT OF AE OEOOA AT AOTIT EAT A £EO01 UE
comportamento biologico delle neplasie € estremamente accelerato e gli indicatori di efficacia di
farmaci sperimentali possono essere misurati ed acquisiti in tempi molto piu ridotti che non nelle
sperimentazioni umane. | piu rilevanti esempi di farmaci innovativi che hanno enormi poteralita di
essere traslati alla medicina umana dopo essere stiati sperimentati con successo nella cura delle
neoplasie sono rappresentati dal vaccino antinelanoma e i farmaci inibitori tirosina-chinasici anti KIT
utilizzati per il trattamento del mastocitoma canino e potenzialmente efficaci per il trattamento dei
sarcomi GIST con mutazioni-€ EO T A1 1 60111 8

Riportiamo integralmente quello che pw essere considerato il manifesto della medicina traslazionale

~ o~ o~ s oA

appearance, tumour genetics, molecular targets, biological behaviour and response to conventional
therapies. Studyinglogs with cancer is likely to provide a valuable perspective that is distinct from that

generated by the study of human or rodent cancers alofige value of this opportunity has been

AAI

AAI

ol

0

EiTAITA CIE A



increasingly recognized in the field of cancer research for the idecgifion of cancerassociated genes,
the study of environmental risk factors, understanding tumour biology and progression, and, perhaps
iTO0 Ei pT OOAT Ol uh OEA AOAI OGAQGET 1T APRadlonileKidaAnbg,T DI AT O

Nature reviews, Cancez008).

La presente tesdi Dottorato raccoglie i risultati delle ricerche svolte negli ultimi anni instretta

collaborazione conil laboratorio di Biologia Cellulare e Molecolare (BCM) del DIMORFIPA che da anni

si occupa di modelli animali di patologie urane.

La tesi si articola in 2 capitoli. Nel primo capitolo sono esposte le ricerche condotte per valutare il

ruolo delle mutazioni germinali della proteina AtaxiaTelangiectasia Mutated (ATM) in una razza

canina (razza boxer)che manifesta una evidentee ben documentatab OAAE OPT OEUET T A Al 1
di neoplasie con paticolare riguardo al linfoma, d mastocitoma ealle neoplasie mammarie.

Le mutazioni germinali del locusATMOT 11T OOOAEAOA AA I Nelc@sodedtdrip®il 1T Al |
sono accumulae numerose evidenze scientifiche sul probabile ruolo di tali mutazioni nel predisporre

Al 1 6ET Ol OCAT UA AE A1l AOT A TAT Pl AGEA OOA AOE 1T A 1 AI
Recentemente, tuttavia, alcuni studi non hanno confermatale assocazione (Dombernowsky et al,

2008: .Mao et al., 2008)I motivi di tale incertezza possono essere diversi: in primo luogo il cancro,

(con alcuneinfrequenti eccezioni) € una patologia polifattoriale dove il background genetico pud

giocare un ruolo importante ma dovei fattori ambientali hanno un peso prevalente; in secondo luogo il

numero estremamente elevato di tipologie differenti di mutazioni e di differenti ricadute funzionali

sulla proteinaATMDOE AT I DI EAAOA T 1 OAOT 11 AT GiAiastudaEinfilefaOD OA OA L
variabilita genetica nella specie umana rappresentan limite importante di tutti gli studi di genetica di

pi T 1 AUETTA OA1T 087 AEA 1G6ET OAOAOOA AE 1| tidotE CAT AO
variabilita geneticaconseguente dattori sociologici o di isolamento geograficqcd population

isolates.

Le moderne razze caninesi sonooriginate ed evolute in tempiche da un punto di vista del genetista

sono consideratimolto recentie AEA BT OOEAIT | /EdaiWiktoriana CafvriedSiona seldtiivih 6 A D 1

operata dagli allevatori sulla base di caratteristiche fenotipiche morfologiche, funzionali e attitudinali &



avvenuta con ampio ricorso agli accoppiamentraAT T OAT COET AE A A1 1 800EI EUUI
fondatori. Conseguentementealvariabilita fenotipica e genetica tra le diverse razze & estremamente
elevatamentre, al contrario,A1 1 6 ET OAOT 1T AE AEAOAOI A OAUUA 1 A OAOE
ciascuna razza puo essere considerta whosed gene poolad esempio, la variabilitd genetica tra le

razze canine rappresenta il 27% della variabilita total@lella specie caninacontro il 5-10% della

variabilita tra le popolazioni umane. Ancora, il range medio dinkage disequiliboriumi DAOE ndd B ¢ -
caneAT 1 001 AEOAA n8cy -A TAI1801T11T8 j7AUTA A 1 OOOAI
In considerazione di quanto sopra esposto, il cane si configura come un modello efficace ed

estremamente vantaggioso anche da un punto di vista economico per lo studio erlappatura di

malattie complesse come la predisposizione al cancro.

Nel secondo capitoladella presente tesisono raccolti i risultati degli studi finalizzati alla messa a

punto di tecniche molecolari per la diagnosi delle malattie linfoproliferative ger il monitoraggio della

malattia residua minima nel cane.

Anche in questo caso la notevole omologia tra cane e uomo nella struttura dei loci delle

immunoglobuline edel T cell receptorha consentito di attingere ampiamente dagli studi condotti nella
specieOi AT A AT1 161 AEAOOEOI AE AAZET EOA OOOAOACEA A
gestione clinica dei cani affetti da linfomi. Tuttavia, poiché il linfoma del cane rappresenta un ottimo
iTAATTT AE OOOAET AAl |1 E possibilitddi dtilizdare trundeitnBlécolakiAl 1 8 OT
PDAO 1T A OAI OOAUETTA AAT 1 6AEEEAAAEA AARAE OOAOOAI Al OE
sperimentazione di nuove molecole. Infine, e come esito non previsto tra i nostri obiettivi, le strafie

messe a punto per il cane, proprio in considerazione della sostanziale omologia con la specie umsina,

sono rivelate potenzialmente in grado di applicazione anche alla medicina umana in termini di analoga

accuratezza macon minor costo rispetto alle tecniche attualmente utilizzate.



CAPITOLO ZRUOLO DI ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATEDM) NELLA

PREDISPOSIZIONE AL CANCRO

1.1PREDISPOSIZIONE GENETICA DELLE NEOPLASIE

Il cancro & una patologia eminentemente polifattoriale in cui intervengono numerosi fattorguali
esposizione ambientale a tossici, alimentazione, esposizione a raggi UV, fumo di tabacco, virus ed altri
che interagiscono con il background genetico individuale. Molte di queste noxe determinano mutazioni

somatiche do alterazioni epigenetiche che ivestono un ruolo eminente nella cancerogenesi tanto che

OE DPOE AAEEAOI AOA AEA EI AATAOI 1 O O1 A i AGrda®@OEA C
xnmbk AATT A TAI Pl AGEA 17 AT 1T OEAAOAOT ODBI OAaBobidi A 1A
rischio. Nel restante 30% dei casi, le neoplasie sono considerate erefdmniliari. La predisposizione

genetica pud essere determinata da alleli a bassa penetranza (circa il 20% dei casi) 0 a penetranza
elevata (nel restante 10% dei casi). Esempiparadigmatico € rappresentato dalle mutazioni dei geni

BRCAle BRCA2 complessivamente nei soggetti carrier il rischio cumulativo di sviluppare una

neoplasia mammaria entro i 70 anni & del 90%Nagy et al., 2004; Garber et al.,2005)

Ad oggisono state descritte oltre 200 sindri | E AE DOAAEODPI OEUET T A AiI T 8ET O
parte di queste sindromi sono causate da mutazioni germinali rare o molto rarehe, tuttavia, nel
complesso rgppresentano la causa di una percentuale variabiléra il 5% e il 10% di tutte le neoplasie.

Tali mutazioni si verificano a carico di oncogeni, geni oncosoppressori o geni legati alla risposta al

AATTT Al $.18 2EAT OOA ET NOAGTREWDcOSE (AT) cAusdisldg T OEA |
mutazioni a carico delgene Ataxia Telangiectasia MutatedXTM). A-T & una patologia autosomica
OAAAOGOEOA A DPAT AOOAT UA Al AOGAOA | guweoa individdil $e OT 6 ET
quindi non vi & alcun dubbio che i soggetti con mutazioni in omozigosi siano predis®® OE Al 1 6 ET OT
di neoplasig il dibattito & aperto sulla possibilita che mutazioni in eterozigosi possono aumentare la

suscettibilita al cancro.



1.2FUNZIONI BIOLOGICHE BITM

1.2.1 Introduzione
ATM rappresenta un importante fattore di rilevazione deldanno a carico del DNA. Si trova, infatti, al
vertice di una serie di pathways che coinvolgono diverse proteine e che hanno come finalita la

regolazione del ciclo cellulare e la riparazione del danno alla doppia elica.

1.22, 6 ET OAOOAT OT dividhdzibng & dparazibnk Hel darihd cellulare

Alcuni dei punti piu importanti di controllo del ciclo cellulare sono innescati dal danno al DNA.

Uno dei tipi di danno a cui le cellule sono piu sensibili € la rottura della doppia elica. Tale tipo di danno

e classicamente indotto dalle radiazioni ionizzanti (IR) o, in alternativa, da alcuni farmaci

AEAT ET OAOAPEAEh AAE OAAEAATE 1 EAAOE AAI 161 OOECAI
(Khanna e Jackson, 200l Le mutazioni del DNA, indipendentemert A AT 1 8 AUET T A AE [EA
sono eventi piuttosto frequenti durante la replicazione. Il DNA danneggiato é riconosciuto e legato da

un complesso di proteine che attivano vie di segnale che possono portare al blocco cellulare e alla
riparazionedeldd 11T 1T PBDOOAR OA NOAOGOGI 111 1 DI OOGEAEI Ah Al
Il processo di riparazione del danno da rottura del doppio filamento rappresenta un evento molto

AAT EAAOT DPAO T A AAiI1O1I A8 51 A OEPAOAUEITA AOOAOA A
di materiale cromosomico o, in alcuni casi, a traslocazioni di ampi segmenti genici. Questi eventi
possono condurre allo sviluppo di una neoplasia nel caso in cui, ad esempio, il segmento cromosomico

deleto codifichi per un fattore di soppressione tumorald DBDOOA T A1 1 8 AOAT OOAT EQU A
OT A OAcCeEl T A AEA AT1OEAT A 1G6ET £ O AUKiahnd e Iaékéon, 1 A P
2001).

Il controllo del danno del DNA a doppio filamento coinvolge di solito tre gryg di proteine; le proteine

che, riconoscendo il danno al DNAagiscono da sensorile proteine trasduttrici, le quali vengono

attivate dai sensori e amplificano il segnale agendo, a loro volta, sul gruppo successivo di proteine; e le

proteine effettrici, che eseguono le azioni neasarie alla riparazione del danno (figurdl.2.21).



10

agent esogeni

S agent endogeni
% YTV 155 PV o i
- chemioterapici ! - replicazione
- farmaci . - riarrangiamenti clonali
: l FEREx RDF meiotica

blocco ciclo

/ lefﬁem
| ipassions BNA et

Figura1.2.2]: Proteine coinvolte nella riparazione del danno al DNA. Da Khanna e Jackson, 2001 modificato.

Esistono due vie di riparazione al danno della doppia elicahe si attivano in momenti dversi del ciclo.
La riparazione per ricombinazione omologa Homolougous recombination repair, HRR ripara il
danno al DNA durante la fine della fase S ed in fase G2 operando sui due cromatidi omologhi; la
riparazione per unione delle estremita hon omolofe (non-homologous endjoining, NHEJ interviene,

invece, in fase G1 e nei primi momenti della fase S (Lavin et al., 2005).

NellaHRRT A AOOOAT EOU AA1T $.! AATTACCEAOI OAl€GiTAADO
nucleasi. La risultante estremita & AA| OET cil1 ~£EIAI AT OT ET OAAA
AATTACCEAOGI AA1 AOT T AGEAA TiiTi1i1ci A OEATA AOOAOGA

ET £ OI AUETTE AAI16AT EAI EAA AAl »£EEI Ai AT O ET ©0OAOOI 8
$.! ET OAOOT ET OAAA A OOGA O110A EI OAci AT 01 AATTAC
vari frammenti vengono unite in modo da riformare due doppie eliche intatte (figurd.2.211).

A differenza della HRR la NHEJnon richiede la presena di un doppio filamento omologo non
danneggiato. In questo processo le due estremita del doppio filamento danneggiato vengono

semplicemente legate assieme. Per questo motivo IBRHEJpuo piu frequentemente portare ad errori,

come la perdita o introduzionedi brevi sequenze di basi (figurdal.2.21l).
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Figura1.2.21l: Vie di riparazione del danno al doppio filamento (Shiloh, 2003)

Il blocco del ciclo cellulare e la riparazione del danno vengono operada proteine effettrici. La loro

azione e subordinataai sensori, che riconoscono il danno al DNA.

Una delle piu importanti proteine sensore specifica per la ttura del doppio filamento e ATM.

ATM é una chinasi del peso molecolare di 370 k@l € normalmente associata al DNA. Nelle cellule

con DNA integro sipresentain forma dimerica inattiva in cui il dominio catalitico di ogni monomero

AT OOA ET AiT 1T OAOGOI AT1T O OEOT AE A& O& OEI AUETTA
bl OEUEITA pwywps8 , A O OOOOA AAT $.!1A MEAT HDOGA GITES
autofosforilazione intermolecolare del dimero di ATM. Il dominio catalitico di ogni monomero

fosforila, cioe, la serina del corrispettivo determinando la scissione del dimem quindi attivandolo. Il

monomero di ATM attivo , agisce poi i substrati (Bakkenist e Kastan, 2003)Goodarzi e collaboratori
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EATTT AEITOOOAOI AEA T A &£ OEZAOAOE 00c¢! 11T AOI A AA
assenza di danno alla doppia elica (Goodarzi et,&004)

%6 OOAOT I, &hddid §eduldd ad AnHidve danno al DNA con un numero esiguo di punti di

rottura della doppia elica, si ha una rapida e imponente autofosforilazione di diverse unita di ATM.

Questo ha fatto supporre che la rottura del doppio filamento causi delle modificamii nel nucleo, le

quali sono rilevate da ATM anche a distanz&d OOA OT , iAdfire, ici®@ @QTWA dh & sensibile

soltanto alle rotture del doppio filamento di DNA, ma anche alle alterazioni strutturali della cromatina

e dei cromosomi, che determinanauna rapida e diffusa fosforilazione della proteina (Bakkenist e

Kastan, 2003).

%OEOOA OT 6A1 OOA DOl OAET A OAT 01 OA AEA AcBwdakd ET Ol
protein (ATR), opera in modo ridondante con ATMsebbenesembri essere pt ®AAE AEAA AE NOA
TATTGET AEOEAOAOA AAE AATTE Aé cofunduend Acd QobridscereAiAE O A
medesimi substrati di ATM(Khanna e Jackson, 200Bhiloh, 2003) (Figura 1.2.2Il).
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Figural1.2.2lll: Sia ATM che ATR sono attit@in caso di danno al doppio filamento. In alcune fasi del ciclo

AA11 01l AOA 1 8AO0EOQAUETITA AE '14- 17h OOOOAOEA
Una volta resa attiva, ATM fosforila una serie di substrati, che intervengono sul blocco del ciclo
cellulare e sulla riparazione dédanno.
Le proteine piu importanti sulle quali ATMagisce sono rappresentate da p53 e dahk2 e Chkl, che

bloccano il ciclo cellulare. ATM fosforilainoltre, una serie di altre proteine, come Brcal, il complesso
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NBStRad50-Mrell e cAbl che, agendo ancheulla proteina Rad51, si attivano per riparare il danno

subito dalla doppia elica Khanna e Jackson, 2001Shiloh et al.,2004 (figura 1.2.21V).

2
Activator/ ~-£S%iﬂﬁik‘"
oy GO EE e,
Proteins » AN / . L
¢ "~
f(—

Various

. A
.+ alterations ! 07'
FBD1/ f -~ @ -
@ ATM R . RNA processing stress
S » Chromatin Jand nuclear export\ Ffesponses
modifications Protein synthesis
4 degradation, translocation

ApoptOSiSZL_@:}\\ ° (

repair

(o)
¥ cy S-phase

Check

points

Figura1.2.2IV: Ruolo di ATM nella risposta al danno del DNAShiloh et al, 2004)

APl POIT OEh

Qu

ATMsvolge,inoltre, 01T OOT 11T AE 11T AOI AUET T A AAI I
AT TAAT AAT AEAITT AAI1 01l AOAh DPOE AT AEA AOOEOAOA
(Banin et al., 1998;Canman et al. 1998

Recentemente ¢ stataahEA ET AEOEAOAOA O1T A AT OOAT AUETT A OOA
ATM e p53 rappresentino un sistema di sorveglianza per modulare gli effetti della sovraespressione di
Bcl2 in alcuni tipi di neoplasia, come il tumore al seno della donna earcinomi polmonari e vescicali.

In tali condizioni una attenuazione della funzione di ATM avrebbe un effetto permissivo sulla

sovraespressione della Bcl2 e promuoverebbe la progressione del tumore (Zhang et al., 2006).
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1.3ATME CANCRO

1.3.1La sindrome ataia-OAT AT CEAAOAOCEA TAI 160111

, 0 A Ofelangiectasia (AT) € una rara malattia ereditaria autosomica recessiva attualmente

O

OEOAT 1T OOAOA O1T 1 OAT O1 TAIT1601T1TT A AEA 111 OO1 OA
, 0T presenta un complesso fenotipo caratterizzato dana varieta di sintomi e lesioni multiorganiche

(figura 1.3.11).

. o atassia telangiectasi
predisposizione i Flas
al cancro ““‘\\\
instahilitd - B _.umnu.mdeﬁclema
CroTnosoTca

alterazione nei P“—“ﬂ i ]-IEFE:CE};BIIIE\ radiozensihilith

controlla del cicla cell. preato

Figura1.3.1l: Fenotipo della sindrome AT. Da Khanna et al., 2001 modificato.

| pazienti A-T sviluppano precocemente atassia cerebellare provocata dalla progressiva degenerazione

della corteccia che coinvolge le cellule di Purkinje. La causa di questa degenerazione resta attualmente

17T AEEAOEOAR 1 A OAIi AOA DPi OOA AOOAOA EIi POOAAEI A
I OOEAAOQGEOI AT 1T OACOAKhanAa etfal 200 A OOAT UA AE ! 4-

Per frequenza, il secondo sintomo sviluppato in questa malattia e la telangiectasia dei vasi ematici, la
AOE AAOOA pOE AOOAOA OEAAOEOAR AT i A PAO 1 3AO0AO00EA
La sindrome include inoltre immunodeficienza, con frequenti infezioni polmonari, predisposizione alle
neoplasie e sensibilita alle radiazioni ionizzanti (Khanna et al., 2001).

4000E NOAOOGE OETOIiTE OiTT AT OOAI AGE AlIT A &O01UETI
Come spiegato netapitolo precedente, infatti, ATM viene attivata dalla rottura del doppio filamento di

DNA, che puo essere causato da varie noxe, come le radiazioni ionizzanti o lo stress ossidativo. In

seguito a tale evento la proteina modula una serie di fattori che flmenzano il ciclo cellulare e la
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riparazione del danno. Le mutazioni a carico del gene ATM possono, quindi, comportare una mancata o
alterata attivita della proteina ATM responsabile degli effetti sopra presentati.

0AO NOAT O OE ¢ 0OA OAthttaviaplE&Edatogbriedi & dneBfaAnEekd. Esdahcompare in un
terzo dei pazienti AT e sembra essere causata da un difetto nella differenziazione dei linfociti B senza
alterazioni nella ricombinazione del V(D) J.

, 0AAAOOAUET T A AAI | 6 &l ANA ndipaEEnk ATUpEA confportdrd dnchd iAstabilita
cromosomica e predisposizione al cancro. | soggetti- A giovani sviluppano precocemente leucemie e
linfomi, mentre i pazienti pil anziani sono maggiormente predisposti a neoplasie non linfoidi, come

tumori al seno o allo stomaco e, occasionalmente, leucemia prolinfocitica a cellule T (Khanna et al.,

2001).

1.3.2Mutazioni sul gene ATM nei pazienti AT e i gruppi di complementazione

Nei pazienti AT sono state documentate piu di 400 mutazioni distribite su tutto il gene

Ad eccezione dei soggetti che discendono da famiglie dove & presente un certo grado di
consanguineita, in cui la malattia € causata da mutazione in omozigosi (malattia autosomica recessiva)
i pazienti AT sono molto piu frequentemerte degli eterozigoti composti €compound heterozygotes
Questi soggetti presentano, cioé, due differenti mutazioni con perdita di funzione sui due alleli del gene
ATM; entrambe le copie del gene sono cioé mutate, ma ogni copia presenta una mutazione difft.

OET AAl xm b AE NOAOOA 1 OOAUEITTE Al Il Diranéafingl 1 6 E
mutations), che risulta, pertanto, inattiva (Thompson et al., 2005). Il restante 30 % €& rappresentato da
mutazioni puntiformi definite missenseun gruppo d mutazioni che include sostituzioni di aminoacidi,
brevi inserzioni di basi azotate e mutazioni del sito dgplicing. Le mutazionimissenseleterminano la
trascrizione di una proteina completa, ma dal funzionamento nullo o anomalo (Concannon, 2002).

Lo studio della trasmissione del fenotipo AT ha permesso di identificare per questa malattia quattro

gruppi di complementazione, A, C, D ed E (Savitsky et al., 1995).
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1.3.3ATM e predisposizione al cancro

AT T 8601TTT E O CCAOOE A O AW noE @bstaBo ilBehdipo ADOVRngénb T E = Al
detti portatori eterozigoti.

Questi pazienti, normalmente parenti di persone A, non sviluppano la malattia, ma, € stato

AEI T OOOAOI Z£ET AAE DPOEIE ATTE xmn AEA DPOA®RAIIDAT T C
malignita osservato nei consanguinei dei pazienti A & diverso da quello caratteristico dei soggetti A

T (soprattutto leucemie e linfomi) ed é rappresentato principalmente da tumori solidi in sedi diverse

(Concannon, 2002)

1.3.4ATM e cancraal seno

La predisposizione al cancro nei parenti dei pazienti A € particolarmente evidente nelle madri di tali
Ol CCAOOE8 10A00A AT1TTA OOEI OPPAT T jud Volel sAporiosk AT (
rispetto la popolazione normale (Cavaciuti eal., 2005) ed il rischio € maggiore nei soggetti giovani con
eta inferiore a 45 anni (Thompson et al., 2005)Andrieu et al., 2005).

Di tutte le neoplasie a cui sono soggetti i portatori eterozigoti di mutazioni dATM, infatti, il cancro al
seno ¢ la pitrappresentata (Thompson et al., 2005).

| tipi di mutazioni individuate nei portatori eterozigoti sono le stesse rappresentate nei pazienti A
(truncating e missense mutatioh

Tra queste le mutazionimissensesembrano essere piu rappresentate nelle pazidi che sviluppano
cancro al seno, mentre le mutaziontruncating risultano meno frequenti (Concannon, 2002). Uno
studio piu recente ha osservato che qualsiasi mutazione con perdita di funzione di ATM conferisce un
rischio sostanziale di insorgenza del turare al seno (Thompson et al., 2005).

Le mutazionitruncating si concentrano in quattro siti della proteina ATM; tre di questi coincidono con
importanti domini proteici rappresentati dal sito di legame con la p53 e la BRCAL in posizione- N
terminale, con ildominio di interazione con laf -adaptina e infine con il dominio catalitico Germinale

(figura 1.3.41).
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Un fattore che maggiormente determina lo sviluppo di cancro al seno non sembra essere
rappresentato, percio, dal tipo di mutazione di cui questi pazienti sono portatori, ma dalla
localizzazione di tali alterazioni e in particolare delléruncating mutation (Cavaciuti et al., 2005)

, A AAOOA AAIT 1 8 A Qiisdilippaire cahdd al 20O frésénza di queste mutazioni

proteina ATM troncata (Andrieu et al., 2005).

rischio di cancro al seno
[—
[—
.

mutazioni
truncating

donne coneta inferiore ai 45 donne coneta superiore ai 45 tutte le donne
anni anni

Figura 1.3.41: Rischio di sviluppare cancro al seno in relazione alla lunghezza della proteina ATM risultante da

Pi&l% Aklﬂ‘l Adkd 4 AP‘NA

mutazioni truncating. Le frecce blu indicano la lod&zazione delle mutazionitruncating8 ) 1 COAZEAIT ET A
una maggiore probabilita di sviluppare neoplasia per le donne giovani portatrici di mutazioni a carico dei domini

attivi della proteina. Da Cavaciuti et al., 2005 modificato.

Mentre & chiaroche una proteina troncata codificata da una mutazion&uncating non pud essere

funzionante, non & ancora certo come le mutaziomissens® | OOAT T Al OAOAOA 1 8 AOOE/(
3Ai AOARh OOOOAOGEAR AEA 16A1 1 Al AnaBdm@didhdteitakhe Adstel A 1 ¢
EOI OA AT T ET AT OA TACAQEOGI 1T AE Al 1T A£01 1T O0E AAI

A
FTAT TA T17TAOI AOAAAA 1 8AEEAOOT A EIi PAAEOAAAA 1 B8AUE

1.35 Tipi e localizzazione delle mutazionnei portatori eterozigoti
Negli ultimi anni sono state identificate humerosissime mutazioni a carico di ATM e si e tentato di

correlare il tipo e la localizzazione al rischio di insorgenza del cancro.
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Gatti et al., 1999 e Meyn, 1999 hanno proposto di ddividere la popolazione in due gruppi in base al

tipo di mutazione di cui sono portatori. Il primo gruppo comprende i soggetti eterozigoti per
truncating mutatonj 0001 @ 66 O1 A1 1T AT A AA O1 AITTAT A xEI A Ol
comprende i portatori eterozigoti per missense mutation(mis) ed un allele sano(genotipo ATM

mis/w).

Le mutazioni truncating determinano la formazione di una proteina instabile, presente in piccole
guantita nella cellula. | soggetti ATM trun/w possiedono quindi il 586 di ATM wild type ed il 50% di

proteina alterata; il loro fenotipo sara percio simile a quello delle persone normali. Pazienti omozigoti

ATM trun/trun o eterozigoti composti probabilmente svilupperanno la malattia clinica poiché
mancano completamente del proteina ATM.

Alcune mutazioni missensg codificano per proteine complete e stabili, ma funzionalmente anomale,
OAPDPOAOGAT GAOA ET AT 1T AAT OOAUEITTE 1T1O0IATE All1GET OA
gueste proteine competono probabilmente cota forma non mutata alterandone il funzionamento.

La perdita di funzionalita nei pazienti ATM mis/w sembra essere piu grave rispetto a quella sviluppata

dai pazienti ATM trun/w. Questo fa ipotizzare che mutazionimissenseportate in eterozigosi
comportino un rischio di sviluppare neoplasie maggiore rispetto agli eterozigoti per mutazioni
truncating (Khanna, 2000).

Uno studio piu recente ha, invece, proposto una classificazione differente delle mutazioni di ATM, che

sono state divise in tre gruppi:

a z sostituzioni di basi azotate che portano alla formazione di codoni di stop con conseguente mancata
AOPOAOGOETTA AATT A PpOT OAET A AA DPAOOA AATTB6AITTATA I
b z delezioni piu 0 meno grandi che fanno esprimere una proteina priva di attivita chinasica;

cz mutazioni missensd EA BT OOAT T AI 1T A OOAOAOEUEITA AE O18! 4-
A differenza di quanto sostenuto da Gatti et al., 1999 e da Meyn, 1999, pero, non €& stata qui osservata

una correlazione tra il tipo di mutazione e lo sviluppo di neoplasidnoltre una minore incidenza di

cancro al seno si e riscontrata nelle pazienti portatrici di mutazioni del gruppo c, in totale contrasto

con quanto evidenziato precedentemente (Thompson et al., 2005).
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Come per il tipo di mutazione, anche la localizzaziordi queste sul gene non sembra essere correlata
Al 1 8A0I AT 01T AAl OEOAEET AE OOEI OPPAOA 1 A1 1 AOGEAN
riscontrate, infatti, numerose mutazioni distribuite su tutta la proteina, senza particolare

concentrazione d queste in siti specifici (figura 13.51) (Cavaciuti et a., 2005).

rischio di sviluppare neoplasie

q 3056 aa

i i i i JYYTY R i Ak A
ll‘lll(z\ZiOlli" i‘ I t ﬂ‘ iAA
truncating

I uomini I donne H entrambi i sessi

Figura 1.3.5l: Rischio di sviluppare neoplasie in sedi differenti dal seno in relazione alla lunghezza della proteina
ATM risultante da mutazionitruncating. Le frecce blu indicano ldocalizzazione delle mutazionitruncating. Da

Cavaciuti et al., 2005 modificato.

1.3.6Splicing mutation nel gene ATM
Lo splicingT OA1T AAOA OADDOAOGAT OA O AOGAT O1 &I 1 AAI AT OAT A
DOEI AOET 1T OOAT OOA pobnkrasi ihiZanénfe & Adktituitodsia.dagli esoni che dagli

OiTE8 OAOAEV 1682.! 1 AOOOE ¢iE ETOOITTERh AETT I

O

ET
rimanenti esoni ricongiunti in maniera ordinata. Questo processo avviene a livello devsiddetti siti di

splicing, brevi sequenze molto ben conservate negli animali superiori rappresentate da GT e AG e
OEOOAOA OEOPAOOEOAI AT OA Al 1 G6ET EUET AA Al OAOIETA
Mutazioni a carico di questi due purito la formazioni di siti di splicing alternativi possono avere delle
OEPAOAQOOOEITE OOI 1 6AOPOAOGOETTA AAIT A bDPOIT OAET A An

sindrome A-T.
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Lo studio del gene ATM nei pazienti4 1 A1 1 8011 1T EATT TicaP duatirofls@tatipi iAE E A
splicing mutation
Le splicing mutation classiche (tipo I) determinano la delezione di interi esoni durante il processo di

i AOOOAUEITTA AAiT162.!8

Lesplicing mutationT T T A1 AOOEAEA OEDPI )) | bOAOAmiAOiecaE REAQ A
formazioni di una nuova coppia di siti displicingA 1 6 ET OAOUETT A AE O11T DHOAO
normali.

Le splicing mutation non classiche tipo Ill (esoniche) comprendono mutazioni che si verificano nella

regione codificante, per cuisi crea un nuovo sito dsplicingA1 1 8 ET OAOT T AE O1 AOT T A
perdita di parte di esso. Questo tipo di mutazioni possono facilmente essere interpretate come
missense mutaton [ A [ AT OOA RNOAOGOA OI OEi A O 1 Tsvivpga@i AEAO
neoplasie o ad una forma di A lieve, lesplicing mutation normalmente inducono la sindrome nella

forma classica.

Infine le splicing mutationnon classiche tipo IV (introniche) si verificano sul sito dsplicingintronico e
conseguentemente v@ne riconosciuto un nuovo sito displicing AT 1 6 ET OAOT T AAT18AO0

AT AE 6 A O Gda pdziale Pdrdia Le piccole delezioni di esoni che si hanno nelle mutazioni tipo IV
non permettono di esprimere a pieno la malattia e sono associate ad unaasforma piu lieve non

riconoscibile come fenotipo AT (Eng et al., 2004).

1.3.7Correlazioni tra ATM e neoplasie linfoidi

Diversi studi condotti in medicina umana hanno dimostrato che ATM é coinvolta nello sviluppo di
alcuni sottotipi di linfomi sporadici e leucemie. Mutazionimissensee mutazioni che portano alla
perdita di attivita di ATM sono correlate alla leucemia prolinfocitica Tcellulare (T-LPL), al linfoma a
cellule mantellari (LCM) ed alla leucemia linfocitica cronica8ellulare (B-LLC) (Gronbeeket al., 2002).
Inoltre esistono delle correlazioni tra mutazioni al gene ATM e altri sottotipi di neoplasie linfoidi meno
diffusi. Infatti in pazienti A-T sono stati osservati linfomi centroblastici Bcellulari, mentre soggetti con
delezioni emizigoti sullocus 11923 di ATM hanno sviluppato linfomi sporadici diffusi a grandi cellule

B (LDGCB), linfomi centrofollicolari (LF) e leucemie linfoblastiche acute (LLA). Infine linfomi nen
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Hodgkin sono stati correlati a mutazionimissensesempre localizzate sul gea ATM (Gronbaek et al.,

2002). Non é stata invece riscontrata alcuna mutazione in un gruppo di pazienti portatori di linfoma
periferico T-cellulare (LPT).

Questi risultati evidenziano la relazione esistente tra mutazioni di ATM e neoplasie linfoidi, con la
restrizione, pero, a leucemie e linfomi di tipo Bellulare. Mentre le neoplasie Icellulari non sembrano
AOOOAIT I AT OA AT OOAT AAEI E AilT Al OAOAUEITE A AAOEA
prolinfocitica T-cellulare (Gronbaek et al., 2002).

Larelazione tra ATM e linfoma é stata particolarmente studiata nel linfoma a cellule mantellari (LCM).

I LCM é un sottotipo specifico di linfoma nofHodgkin che deriva da cellule B CD%ituate nei follicoli

primari o nella zona mantellare dei follicoli s& 1T T AAOE8 , A AAOAOOAOEOOEAA |
traslocazione cromosomica t(11;14)(q13;q32), che & considerata cruciale per lo sviluppo della
neoplasia (Schaffner et al., 2000; Stilgenbauer et al., 2000).

Questa traslocazione porta ad una giustappadbne del gene della ciclina D1 (CCND1) con gli elementi

di controllo trascrizionale del locus della catena pesante delle immunoglobuline con conseguente
sovraespressione del gene CCND1. Poiché la ciclina D1 rappresenta una delle proteine chiave che
regolano la transizione tra le fasi G1 ed S del ciclo cellulare, la sua sovraespressione potrebbe,
pertanto, svolgere un ruolo fondamentale nella patogenesi del LCM.

Studi sperimentali sul condotti nel topo evidenziano, pero, che la sovraespressione della cialid1l non

i OO0&ZEAEAT OA AA O1T1 A A AARAOAOI ETAOA 16ET OI ACAT U
meccanismi addizionali (Schaffner et al., 2000).

In pazienti portatori di LCM sono state infatti evidenziate altre aberrazioni cromosomiche, la piu

comune delle quali & rappresentata dalla delezione della regione 119223, che corrisponde al locus

del gene ATM. Nei pazienti portatori di questa delezione monoallelica sono spesso

AT 1 OAI pT OAT AAT AT OA DPOAOGAT OE AAT 1 A AdtoOdheévienepérdioE 1 Al
inattivato (Schaffner et al., 2000).

Il tipo di mutazioni riscontrate su ATM nei casi di LCM e piuttosto caratteristico e si esprime con una

terminazione precoce della proteina, che risulta troncata e mancante del dominio chinasida. ogni

AAOI OOOOA T A | OOAUETTE ET AEOEAOAOA 1T AE DI OOAOI OE
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10A00E OEOOI OAOE ETAEAATT AEA 1 6ET AOOEOAUETTA AAI
del LCM (Camacho et al., 2002).

Inoltre, il fatto che alterazioni di ATM intervengano con la stessa frequenza sia in forme classiche di

LCM che in forme di LCM blastoide e che non siano associate al comportamento clinico della malattia,
induce ad ipotizzare che tali alterazioni rappresentino un evento poce o predisponente in queste

neoplasie (Fernandez et al., 2005).

1.3.8Mutazioni somatiche di ATM nei tessuti neoplastici

Le alterazioni sul gene ATM finora descritte sono mutazioni germinaltioe, presenti in tutte le cellule

A OAOGOOOE AAREAGI OEAMREOENRA®I DI OOEAAA AATT A T AOAE(
maggior parte degli studi condotti su ATM fanno riferimento a popolazioni selezionate di individui
imparentati con pazienti AT. Per questo motivo le indagini genetiche sono state @te su campioni di

tessuto sano, generalmente sangue, per individuare mutazioni trasmissibili in modo ereditario.

Molto meno studiate sono, invece, le mutazioni somatiche di ATM nei tessuti neoplastici. Questo tipo di
mutazioni non siriscontranelle cel 61 A OAT A AAT 161 OCATEOI T h T1T1T 1 bC
e trasmissibile alla prole, ma si sviluppaex novonel tessuto neoplastico ed in alcuni casi puo
rappresentare la causa della proliferazione tumorale.

Attualmente ricerche di mutazioni sonmatiche del gene ATM sono state condotte su due tipi tumorali, il

cancro al seno della donna e la leucemia prolinfocitica-@ellulare (T-LPL), in quanto maggiormente
riscontrate nelle famiglie dei pazienti AT.

Per quanto riguarda il cancro al seno, uno stlio condotto da Vorechovsky et al., 1996 su 38 campioni

di tessuto tumorale non selezionati, non ha permesso di rilevare nessuna mutazione somatica. Anche

TAl s$.!' Ai AOGEAT AE NOAOOE OOAOOE PAUEAT OE 111 C
inattivazione della proteina ATM.Uno studio successivo condotto da Feng et al., 2003 su 58 tumori
mammari nella donna ha permesso di individuare sedici varianti geniche, tra cui undici varianti
missenseagia conosciute, una nuova mutazione nesenso, quattro ruove varianti missensee nessuna

mutazione di splicing. Tutte queste varianti somatiche erano pero presenti anche nel DNA germinale.

Non rappresentavano percio una mutazione introdottax novonel tessuto tumorale.
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Questi risultati hanno fatto ipotizzare tie mutazioni germinali in un gene correlato allo sviluppo di
neoplasie, come ATM, possano conferire al paziente che ne € portatore un rischio significativo di
insorgenza di tumori, ma che in generale le mutazioni somatiche di questi geni siano, invece,
infrequenti nel tessuto neoplastico, come & stato provato per BRCAL, un altro gene di soppressione
tumorale (Vorechovsky et al., 1996).

Il fatto che soggetti portatori di mutazioni germinali di ATM sviluppino cancro al seno piu
frequentemente della popolazime normale induce a pensare che tali mutazioni con perdita di funzione

della proteina rendano il tessuto mammario sano maggiormente suscettibile di trasformazione

T ATl bil AGOEAA8 111 OOAOOT OAipPih DPAOGER 1 6 Aad@AT UA |
mammari studiati rende poco probabile che ATM giochi un ruolo diretto e strettamente indispensabile

nella progressione neoplastica di questo tipo di tumore (Feng et al., 2003).

| risultati riportati per la leucemia prolinfocitica T -cellulare (T-LPL) sono invece differenti.Questo tipo

di patologia € una rara neoplasia linfoide generalmente associata ad una elevata conta nello striscio

AT AGEAT AE 1 ET £ AEOE AGMEIPEMAIESOh AA T A@E OEAT ADEDI b AQ
splenomegalia, ésioni cutanee ed un decorso clinico aggressivo. Studi epidemiologici sottolineano la

forte predisposizione dei pazienti AT a sviluppare leucemie, compresa la-LPL. Inoltre & stata
evidenziata una relazione tra la I1LPL e la sindrome ataxigelangiectasa (A-T) basata sul fatto che il

10% dei pazienti A4 DI OOEAAT T 1 O1 6 AAAOOAUET 1-delluladel thiahataD 1 DT |
proliferazione clonale AT (ATPC). | linfociti che proliferano nella ATPC presentano diverse
similitudini con la T-LPL da un puno di vista morfologico, immunologico, citogenetica e molecolare,
sebbene nella ATPC non si osservi linfocitosi o evidenza clinica di malignita. In alcuni casi la ATPC puo
progredire nella T-LPL e questo fa supporre che la ATPC rappresenti uno stadio prgtemico della F

LPL (StoppaLyonnet et al., 1998).

Essendo evidente che ATM rappresenta un gene di soppressione tumorale per HHL, sono stati

condotti diversi studi volti ad individuare la presenza di mutazioni in tale gene, tentando inoltreli
discriminare la natura germinale o somatica di queste varianti.

Luo et al.,, 1998 hanno analizzato una serie di campioni di DNA ottenuti da tessuto neoplastico in

pazienti portatori di T-LPL; in circa la meta di tali campioni sono state riscontrate mutazioni. Inugsto
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caso non e stato condotto uno studio comparativo sul DNA germinale, ma, mentre nei pazierdl A
portatori di T-LPL le varianti germinali del gene ATM sono rappresentate soprattutto da mutazioni
truncating, in questo caso Luo et al. hanno riscontratsoprattutto mutazioni di tipo missense
localizzate in residui conservati del dominio chinasico, che conducevano a sostituzione di aminoacidi.
Questa osservazione fa supporre che tali nuove mutazioni rappresentino varianti somatiche piuttosto

che germinali.

Uno studio differente condotto su tessuto neoplastico ha evidenziato la presenza di alterazioni
strutturali della proteina ATM in tutti i campioni prelevati da soggetti portatori di T-LPL. Inoltre

alcune di queste mutazioni (due variazioni di aminoacidit 2890V e E2139G) sono state individuate in
guattro campioni di tessuto neoplastico, ma non nei campioni degli stessi soggetti in fase di remissione

A OAOOEITTEATUA AAI 181 OECETA O1 i1 AGEAA j90EITA AO
StoppaLyonnet et al., 1998 hanno confermato laatura somatica di differenti mutazioni presenti nel

tessuto neoplastico di tre soggetti portatori di FLPL. Il primo di questi individui era portatore di una
delezione in-frame OOT 1 6 AOT T A 1t AE '!'4-n EI  OAATTAT OT CCA(
aminoacido R2486G, entrambe queste mutazioni erano associate alla mancanza di espressione della
proteina; nel terzo paziente era stata individuata una proteina ATM con delezioni a livello di dominio
chinasico, dileucine zippere del dominio di legame con-&bl.

La presenza di mutazioni somatiche del gene ATM é stata osservata, oltre che neHlaPL, anche in
disordini linfoproliferativi B -cellulari; in particolare nella leucemia linfocitica cronica Bcellulare (B-

LLC). Alcuni pazienti portatori di BLLC, inftti, possiedono mutazioni puntiformi nelle cellule
tumorali, ma non nelle cellule normali, ad indicare la natura somatica di tali mutazioni. In questi

Ol CCAOOE 16!4- OAI AOA OAPDPOAOAT OAOA EI CAT A AE

responsabiledel decorso aggressivo della LL (Schaffner et al., 1999).
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1.4 IL CANECOME MODELLO DI PREDISPOSIZIONE AL CANCRO

Nella parte sperimentale di questa tesi é stato condotto uno studio del gene ATM in una popolazione
selezionata comprendente soggetti diazza canina boxer. Tale scelta é stata operata perché e noto che

tale razza e particolarmente predisposta allo sviluppo di neoplasie (Howard e Nielsen, 1965).

Diversi studi svolti sui cani hanno evidenziato una prevalenza maggiore di neoplasie in soggetti
appartenenti a razze pure, piuttosto che nei meticci. Questa osservazione suggerisce che esiste

O1 6ET &£ OAT UA CcAT AGEAA TAIIT OOEI 0PI AE OOI T OEh
favorita, nella specie canina, dalle pratiche di allevaemto e di sviluppo delle razze operate nel settore
zootecnico (Dorn, 1967).

$EOAOOA OEAAOAEA OO 1 OA OOIT A PIDPITAUEITTA AATET /
incidenza di neoplasie localizzate in diversi distretti organici. Sono stati riscordti tumori del tessuto

cutaneo, vascolare, endocrino, nervoso, linfoide, testicolare e a livello di cavita orale. In paricolare nel

boxer, come in tutte le razze brachicefaliche, vi € una incidenza doppia di neoplasie cutanee. fra cui il
mastocitoma. Altre neoplasie con incidenza maggiore nella razza boxer sono rappresentate dal
chemodectoma, dalle neoplasie linfoidi e dai tumori cerebrali (Howard e Nielsen, 1965).

yi1 71 O0OA E AATE AE OAUUA AT gAO Dl OOEAAT 1 lispeddad AOU i
soggetti di razza differente.

Una delle neoplasie piu rappresentate nei boxer & il mastocitoma la cui incidenza & 10 volte maggiore
rispetto alle altre razze. Inoltre si riscontrano frequentemente mastocitomi multipli, spesso localizzati

in dsOOAOOE 1T OCATEAE 111 ET OABPDPI OOI OOA 1101 h EITAI
piuttosto che la loro metastatizzazione.

1117 O0AOGOT 11T AT AT AEA 1 B8EOOET AEOI T A ET O1 OCA AT
tra le neoplasiedella cavita orale gli epulidi sono riscontrati 6 volte piu frequentemente nei boxer

rispetto gli altri cani (Howard e Nielsen, 1965).

A questi si sommano i tumori del sistema endocrino, come i chemodectomi e i carcinomi tiroidei, le
neoplasie primitive cerebrali e i tumori linfoproliferativi, primi fra tutti leucemie e linfomi (Dorn et al.,

1970).
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Nei soggetti di sesso femminile il cancro mammario € il tipo di neoplasia piu rappresentato. Ne
ET £ OATUATT 11 OOEI ObPbPI AE 0dodaemellaghi@drddlaOntammadd, la A
situazione endocrina e la razza del soggetto (Moulton et al., 1970).

In uno studio retrospettivo su una popolazione di cani appartenenti a diverse razze pure e di tieei,
infatti, Schneider e collaboratori(1969) hanno individuato una predisposiziore dirazza specifica allo
sviluppo di tumori mammari. In tale ricerca i boxer si pongono ai primi posti per quanto riguarda il

rischio di sviluppare cancro alla mammella

Qu



27

1.5 STRUTTURA ED OBIETTIVI DELLO STUDIO

lostudoE BITA 1861 AEAOOEOI AE OOAAEI EOATMelaOOT 1 1T AAT I
DOAAEODI OEUEIT T A AT 1 G6ET O1 OCATUA AE 1TAT BPI AGEA TAIITA
omogeneita genetica particolarmente spiccata e conseguente alla spintaetVa operata sui caratteri

AAT 1T OEPEAE 1T Al Al oO0l AA1 OAipis $A O HOI O AE OE
OAPPOAOAT OA O1 ET AOAAEI OAT OACCET bDPAO OAI OOAOA 16
particolare su aspetti fenotipiciAT | D1 AOOE NOAI A T A POAAEODPT OEUEI T A /
polifattoriali quali il cancro.

Al contrario, lo studio genetico nel cane e limitato dalla ridotta disponibilita di informazioni disponibili

su database pubblici. Sebbene, il sequenziamentonapleto del genoma canino sia stato completato, e

1 8 AO0O0OAT A1 ACCET AOOOAIT T AT OA AEOPITEAEI A AT POA T A N
ET £ OI AUEITTE AEODPITEAEIE 111 o111 DPAO 1601171 1T A A
minoO AT 1T OAT 60T ET &£ Of AOEOI AAE AAOAAAOA DPOAAI EAES
genoma canino ha consentito di individuare loci putativi di gran parte dei geni. Tuttavia, questi dati
computazionali sono, per forza di cose, incompleti e soprattitt necessitano di evidenza sperimentali

dirette. Non a caso, le sequenze di riferimento di geni canini di cui siano disponibili evidenze dirette

Oir1i1 ETATIIT AT OOOAAEI I AT OA PET 1 Ei EOAOA OEOPAOOT A

Queste premesse sono indispensabili per comprender8 AOOEAT 1 AUET T A AAl DPOAOAIT
del progetto é stata deifnita su 2 studi che sono stati condotti contemporaneamente. In primo luogo, il

primo obiettivo é stato quello di studiare il definire il trascritto primario di ATMcomprensivo delle

OANOAT UA uvd 542 ji1 AAAAO OANOAT UAQ A 065428 |/ AEADOD
identificare il transcription start site e di conseguenza la regione del promotore del gene cosi come di

definire le sequenze codificanti della principal@ORFEIn questa fase del progetto non € invece stata

AT T AT OOA Al AOT A OAlI OOAUETTA OOI 1 6AOPOAOOETT A AE E
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Le informazioni sulle sequenze codificanti sono state utilizzate per valutare il significato funzionale
dello studio mutazionale condotto a partire da DNA genomico di un congruo numero di soggetti
appartenenti alla razza boxer. Studio genomico mutazionale che rappresenta il secondo filone di

indagine e di cui verranno esposti in questa sede solo dati preliminari

1.6 STUDIO DEL TRASCRITTO E DELLE SEQUENZE CODIFICANIVMDI

1.6.1 Indagine preliminarein silico
, 6 ET Aidggi€otli ATM canino (ATM) & stata condotta utilizzando Database pubblici ed in

particolare NCBI(www.ncbi.), ed ensembl(www.ensembl.org/dog)8 . A1 1 6 AOOAT A1l ACCET .

Al 4- 17 ATTT1TOAOGT OO O1T A OACEITA AAl #&! AOITIHtE OT 1 A
le sequenze di riferimento disponibilial moment AAT 1 8 AT Al EOE ET OEI EAT AT T
I OOAT OOA 1 AAEAT OA AATATTT AT i PpOOAUEITT AT A8 )1 AT AI
Isoforma 1 completa ed isoforma 2 mancante della parte N terminale della proteina. Integrando le

informazioni dei database sopra citati e di un ulteriore database, € stato possibile individuare i

polimorfismi noti (Tabella). Anche in questo caso, i polimorfismi erano stati annotati sulla base del

confronto computazionale automatico ottenuto da WGS dei diffenti sequenziamenti completi di cane

(1 boxer, 1 doberman pinsche). La quasi totalita dei polimorfismi facevano riferimento a sequenze

introniche. In rari casi i polimorfismi erano localizzati su sequenze codificantR A ET NOAOOS O OF
levariantierAT T OET T 1T EIi A8 . Al AT i Bl AOGOI h 18AT Al EOE ET OE
sinonimo su ATM.

yt OI OEiTh O1 11T OOAOA 1T OOAT OOA 1T A OANOAT UA AT AE EE

computazionale automatica. Tutti i dati dispnibili su database sono stati quindi utilizzati per la

programmazione del software di analisi Seqscape V2.5 (Applied Biosystem).

1.6.2- Studio del trascritto primario di ATM.

1.6.2.1z Campioni


http://www.ncbi.)/
http://www.ensembl.org/dog)

29

Il soggetto utilizzato per lo studio del trascritto primario e del mMRNA & un cane meticcio femmina di 11
anni. La cagna e ospitata presso le strutture dipartimentali ed & sottoposta periodicamente a visite ed
analisi cliniche. La cartella clinica completa del soggetto €& disponibile sui database elettronici del
Dipartimento Clinico Veterinaria. Dalla cartella clinica si po evincere che la cagna noha mai sofferto

di patologie neoplastiche.

1.6.22 z Pubblicazione relativa contenente Materiali&metodi, risultati e discussione.
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Ataxia telangiectasia mutated (ATM) protein is considered a “caretaker” of the genome
integrity and a defective ATM has been correlated with increased cancer risk in human
beings. In an effort to explore the reliability of dog as a spontaneous animal model of
genetic susceptibility to lymphoid malignancies, we have carried out the complete
sequencing of the canine ATM mRNA. 5’ RACE analysis and sequencing were used to obtain

Keywords: the full-length canine cDNA. The transcription start site was found at CFA5: 27307661
/[:(T)I%/IS (Dog Genome assembly 2.0, release 49). Two exons were found in the 5'UTR. A putative
mRNA TATA-less bi-directional promoter region was found in the region 5’ upstream of the cap
Sequence variants site. The core promoter harbours different conserved regulatory motifs: CREB, CCAAT
Promoter boxes (NF-binding sites), Sp1, AP-2, GCF, XRE, Ets, Cre and c-Myb.

The major ORF, corresponding to the ortholog human and pig ATM isoform 1, has 64
exons and codes a protein of 3056 aa. The homology between dog and human ATM at the
aa level was 89% identities—93% positives, even higher than the homology between pig and
human. When compared with the canine genomic sequences, 3 sequence variants yielding
to aa substitution were found.

Canine ATM is highly conserved and may represent a candidate gene to evaluate
lymphoid malignancies predisposition in dogs.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Ataxia telangiectasia mutated (ATM) is a nuclear
protein kinase which plays a pivotal role in maintaining
genome stability (Shiloh, 2003). Double strand breaks
induce autophosphorylation at Serine 1981 of inactive
ATM dimers generating active monomers which trigger a
multitude of downstream events aimed at restoring DNA
damage (Shiloh, 2003). In humans, homozygous mutations
of ATM locus are responsible of genomic instability
syndromes as ataxia-telangiectasia (A-T) characterized
also by immune dysfunctions and cancer predisposition
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E-mail address: fabio.gentilini@unibo.it (F. Gentilini).

0165-2427/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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(Khanna, 2000). In particular, either germ-line or somatic
ATM gene mutations were found to be involved in
lymphomagenesis (Gumy-Pause et al., 2004). Animal
models of ATM deficiencies are, so far, represented by
ATM-knockout mice (Gueven et al., 2006). Interestingly, in
ATM ~/~ mice the lymphoid malignancies and immune
dysfunctions but not other phenotypic features as growth
retardation and infertility could be prevented by reducing
the homologous recombination (Treuner et al., 2004). In
the same animal model, also bone marrow transplantation
restored immune functions and prevented lymphoma
(Bagley et al., 2004). Recently, Rogatcheva et al. (2007)
have proposed the pig as a possible alternative sponta-
neous animal model.

j-vetimm.2008.12.006

Please cite this article in press as: Gentilini, F., et al., Complete sequencing of full-length canine ataxia telangiectasia
mutated mRNA and characterization of its putative promoter. Vet. Immunol. Immunopathol. (2009), doi:10.1016/
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With the aim of evaluating the dog as A-T deficiency
animal model we have sequenced and characterized the
full-length canine ATM cDNA.

Total RNA was extracted from 10 ml of fresh blood
withdrawn from a 10 years old mixed-breed female dog
and collected in K3EDTA tubes. Then, total RNA was
purified using the RNeasy mini kit (Qiagen) following
manufacturers’ instructions with the DNase I digestion
step. Two g of total RNA were used to obtain the 5’ ends
using the Generacer™ kit (Invitrogen) following manu-
facturers’ instructions. mRNA was reverse transcribed in
two distinct RT reactions using Generacer™ random
primers and oligodT primers using SuperScript ™ III RT.

The entire predicted mRNA of canine ATM retrieved by
Ensembl database (Dog Genome assembly 2.0, release 49)
was used to design primer pairs which covered the
complete coding sequence (CDS) with overlapping PCR
fragments using the Beacon Designer v3.0 software
(Table 1). The cDNA obtained with random primers was
amplified with a semi-nested PCR using the 5’ forward
Generacer primer and a reverse gene specific primer
designed on the predicted exon 4 of canine ATM
(RevClonEx6) in the first PCR round and the 5’ forward
Generacer nested primer and the RevClonEx6 in the

inserted into the Strataclone Vector™ and then used to
transform chemically competent cells (StrataClone™
SoloPack™ Competent Cells, Stratagene). The plasmid
DNA containing the cloned 5 end of ATM was purified
from 8 independent clones. The random primers RT cDNA
was used as template for PCR reactions from 5'UTR to exon
52 while oligodT primers RT cDNA for the remaining exons
and 3'UTR.

PCR conditions were set up on an Ep-gradient S
thermalcycler (Eppendorf). PCR reactions were carried
out using 0.4 wM each of forward and reverse primer,
2.5 pl of 10x PCR buffer (Invitrogen), 2 mM Mg, 0.25 M
dNTPs (Invitrogen), 1 U/reaction of Platinum™ Taq Poly-
merase (Invitrogen) in 25 wl PCR mixture. PCR cycling
conditions were 95 °C for 3 min, followed by 40 cycles of
94 °C for 30's, 50-60 °C for 30s, 72 °C for 30 s and a final
extension step of 72 °C for 5 min (Table 2). PCR products
were separated in 1.5% agarose gel, visualized after
staining with ethidium bromide and purified using
commercial kits (Perfectprep purification, Eppendorf,
CloneWell 0.8% SYBR Safe gels, Invitrogen). The purified
amplicons were sequenced using Big Dye Terminator v1.1
kit (Applied Biosystem), purified with Centri-Sep columns
(Applied Biosystem) and electrophoresed on ABI Prism 310

second PCR round. The semi-nested PCR product was sequencer after denaturation with HiDi Formamide
Table 1

Primers used in the study for amplifying overlapping PCR fragments of canine ATM transcript.

Forward primer Sequence 5'-3' Reverse primer Sequence 5'-3' Amplicon size (bp) Annealing T°C
5’ GRnested ggacactgacatggactgaaggagta Clon5’_Rex6 tacagtcagctccataaacggceaccatta 893 60
5" GR cgactggagcacgacgacactga

5’ GRnested ggacactgacatggactgaaggagta Rex2_5'UTR gcgaggattatgacagagagacagg 367 58
Fex2_5'UTR cccgactctggaatctecttactgg Rex3/4 ctcaacttctttccttegttetgtage 274 56
Fex3 tctgettatttgetgeegtcaac Rex6 cagctccataaacggceaccatta 398 54
Fex6 cgcccagactaaaatgtcaagaactc Rex8 aggaagatgataaacgctgctaagatg 385 55
Fex7 ggatttcttttccaaggcetattcag Rex9 tatccgecatcaactcaatcaag 425 53
Fex8 gcatcatccaaagggagccaaaacc Rex11 cccatgtegtcgttgaggtagaage 481 58.5
Fex10 agatttctcagtcttacactaccacac R11_3’ tgccttgaattatagetccaagtaaac 450 54
Fex10/11 gtgecttggttacagattacaac Rex12 gtaagagccatttcattatcaattcc 517 51
Fex12 gaacaggagtggagcagaatgta R15/16 acactgcatcagagacttggctt 599 55
Fex15 actacagatgcagagacgcttatcc Rex18 gccagcaggggaatcactgaatag 468 56
Fex17 cctgegattgttgacatcaaage Rex20 cttctccaggaagctccttcaaaag 464 55
Fex19 tgctcgaccctagtaaatctetee Rex23/24 ctggaataacctattgattgactctge 491 55
Fex23 tgggctattcttaatgtgatggg Fex25 agagctgagaaccctgaacatttgg 401 51
Fex25 agagctgagaaccctgaacatttgg Rex27 gcaatggacttcacctcatcaaaacg 407 56
Fex26 ttttactaaactacacaaatgttgagg Rex29 acatgtgatggaaaatgaggtgg 445 51
Fex28 gagattgttgtggagttgttgatgacc Rex31 acgacacatccatgaaacgagaagg 439 56
Fex30 aaagtgccttaggaggagectgg Rex32 ccttaaagacatcatggtcaggaaaag 357 55
Fex31 ttctecctgtgttgtgacctgttaage Rex33/34 ccattatgccatcctgegggttatce 463 58.5
Fex33 aggcttgaaggettgaaggatgtc Rex36 tcccagaaactatgtecagtetttgtg 425 58
Fex35 tcatcacattgacctacctgaataac Rex39 gtgtctgaaacaattagtgaagaatce 494 53
Fex38 aagatacaaatgagtcctggagaaacc Rex41 getgtattetggettgettecte 397 55
Fex40 gctcagtectgtgeegetcactttac Rex44 gcteccactgeatgttectccacg 496 60
Fex44 gaatttgggactctgcecatattctcte Rex47 atgggctectggaaactgaaatc 462 55
Fex47 tcagtcacggataggcaaccatc Rex48/49 aaggcttaggtcgggatcattctg 423 56
Fex48 gccctaagtattctcaagcaaatg Rex50/51 ccgetgaacctttactgtgtate 408 53
Fex50 attacgatggagaaagcagtgatgaac Rex52 gcagccaactggtacatgagagg 466 56
Fex51 tggatattccgtctttgttctctctgg Rex53 tctactecttettgetgectcetgg 300 58
Fex53 tctagaatttcaatggagcacccc Rex55 tttagtgattggetggtctgetg 330 54
Fex54 ttagatgccgetcagtggaagac Rex58 tgttgacaagaaactcaccaataggg 451 56
Fex58 tttctcagegaageggggttcte Rex61 tgcecatcccatecacaatatetetg 481 58
Fex59 aatttcagccagttttecgttac Rex63 agaggattcatagtccagtcaaac 418 51
Fex61 aatcctecctactcctgaaacagttec Rex64 agtcggctgagatttttggggtee 450 58
Fex64 aagaaggaacggtgctcagtgtg R1_3'UTR tggttaggtagaagtacagcatgaatg 349 56
F_3'UTR acccatccaacagactttgtatagg R2_3'UTR accagcagtttctttctctctec 311 54

j-vetimm.2008.12.006
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Table 2
Sequence variants of canine ATM transcript.
5'UTR/CDS/3'UTR Sequence variant ID Zygosity aa change refSNP ID
5'UTR-exon 1 c.-416A > G Heterozygous
5'UTR-exon 1 c-269C>T Homozygosis
5'UTR-exon 1 c-251G> A Heterozygous 1524195296
CDS-exon 7 c.504C>T Heterozygous
CDS-exon 9 ¢.1050G > A Heterozygous
CDS-exon 19 €.2694G > A Heterozygous
CDS-exon 25 C3431A>T Heterozygous p.1144His > Leu
CDS-exon 31 c.4476C >T Heterozygous
CDS-exon 36 ¢.5267T > C Homozygous p.1756Met > Thr 1524154550
CDS-exon 40 ¢.5847T > C Heterozygous rs24212611
CDS-exon 53 c.7782T > C Heterozygous
CDS-exon 56 c.8145C>T Heterozygous 1524220999
CDS-exon 57 c.8211G > A Heterozygous
CDS-exon 58 c.8352G >T Heterozygous P.2784Glu > Asp

(Applied Biosystem) at 95 °C for 5 min. Sequences were
assembled and analyzed with Seqscape v2.5 software
(Applied Biosystem).

The putative promoter region and regulatory motifs
were predicted by analyzing the 700bp region 5’
upstream from the cap site with the Proscan software
V1.7 (www.bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/) (Pre-
stridge, 1995) and “MOTIF” software (http://motif.gen-
ome.jp). The putative PolyA signal sites were predicted
using PolyA (http://www.softberry.com/). Finally, the
predictors PhD-SNP (http://gpcr.biocomp.unibo.it/) and
PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) were
used to evaluate the possible effects of non-synonymous
polymorphisms.

The complete CDS of canine ATM was included in a
9984 bp cDNA transcript (EU770574). The major ORF,
corresponding to the ortholog human and pig ATM isoform
1, has 64 exons and codes a protein of 3056 aa. Based on the
genomic sequences, all exon-intron boundaries follow the
GT-AG rule with the exception of a GA 5’ donor site at
intron 1-2. Canine CDS showed high homology with
human and pig orthologs. Homologies at the aa level are
89% identities - 93% positives and 87% identities — 93%
positives with human and pig, respectively. The cloned 5’
end full-length fragment of cDNA spanned from the
transcription start site to exon 6. The putative translation
start codon, corresponding to the N-terminus of human
isoform 1, was found in exon 3 and was accurately
predicted in XP_536585.2. Two additional exons which
were not predicted and annotated in the Dog Genome
assembly were found in the 439 bp 5'UTR sequence. Two
further in-frame methionine (Met) codons were located 3’
downstream in exon 5 and 6. In pig, N-terminus
alternatively spliced ATM transcripts were shown to lack
normal AUG codon in exon 3. Such transcripts showed an
in-frame Met-codon in exon 5 which yield an N-terminus
lacking the substrate binding domain (Rogatcheva et al.,
2007). Similarly, in dogs the N-terminus substrate binding
domain is coded in exon 5 upstream from the in-frame
AUG codon yielding the possibility of an ATM defective
protein variant.

By blasting the 5'UTR sequence against the Dog
Genome assembly, the transcriptional start site was found

on the reverse strand at CFA5: 27307661 in a region
syntenic with human chromosome 11. A putative TATA-
less bi-directional promoter region was found in the
371 bp region upstream of the translation start site. The
core promoter harbours different conserved regulatory
motifs: CREB, CCAAT boxes (NF-binding sites), Sp1, AP-2,
GCF, XRE, Ets, Cre and c-Myb. Divergent promoters usually
drive transcription of two different genes in both direc-
tions on plus and minus strands. The human and pig ATM
promoters span the intergenic region between ATM and
NPAT. A predicted NPAT locus was annotated also in the
Dog Genome assembly. Bi-directional promoters are
frequently characterized by paucity or even absence of
TATA elements, colocation of CpG islands and specific
subsets of transcription factors binding site such as CCAAT
boxes, Ets and Sp1 (Trinklein et al., 2004; Collins et al.,
2007). These characteristics and highly conserved cis-
regulatory elements of the putative canine promoter
emphasize the similarity with human and pig ATM locus
structure.

Many sequence variants (SVs) were found in the mRNA
and confirmed at the gDNA level (Table 2). Three SVs were
located in the leader exon 1 and the others in the CDS.
Three SVs were non synonymous. Four SVs were annotated
on public databases (Table 2). Computational analysis
predicted a neutral changes in the case of p.1756Met > Thr
and p.2784Glu > Asp while a possibly damaging effect
were predicted for p.1144His > Leu.

The 3'UTR of canine ATM transcript was only partially
sequenced. Beyond the UGA stop codon an additional
374 bp fragment of 3’'UTR was sequenced. By evaluating
the genomic sequences retrieved from public database, the
first potential Poly A sites were identified at nt 1381 after
the stop codon although the highest scores were obtained
by AAUAAA signals at positions 11294, 11793 and
12135 nt. These sites would originate transcripts ranging
from 11.7 to 12.6 kb.

Based on the high homology with the human counter-
part with regard to similarity of promoter and overall gene
structure, the canine ATM could be considered a good
candidate gene for evaluating breed-related predisposition
to lymphoid malignancies and more in general the dog as a
spontaneous animal model of ATM deficiency.
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1.6.22 Integrazione dei risultati della pubblicazione
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Figura1.6.2.2.11 : Allineamento delle sequenze del promotore di ATM di caneomo e suino. Sono evidenziati le

principali sequenze regolatrici della regione del promotore.
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1.7 STUDIO MUTAZIONALE DELLE SEQUENZE GENOMICHE DI ATM

1.7.1 Materiali & Metodi

1.7.1.1Campioni

In questo studio sono stati analizzati i campioni di DNA athuti da una popolazione selezionata di cani

AE OAUUA AT gAO DPAOOAT OOE DPOAOGOIT EI S$SEDPAOOEI AT OI
¢nmnn A 1% 8ond skati inchusi nello studio campioni provenienti da#9 cani di razza boxer di

cui 22 maschi e 27 femmineper i quali era stata postadiagnosi citologica o istologicadi neoplasia in

atto o pregressa Oltre a questa popolazione é stato ulteriormente incluso un gruppo di controllo
rappresentato da 6 cani di razza boxer e 5 cani di altrarazzZ8E OAOOT | AOAEEI A A [EAI
compresa tra i 5 e i 10 anni clinicamente sani e senza riferimenti clinici o anamnestici di neoplasie in
atto o pregresse.

Il materiale da cui é stato ottenuto il DNA &tato rappresentato in quasi tutti i casi dasangue in EDTA;
guando questo non fosse stato disponibilesono stati utilizzati, come fonte di DNAstrisci ematici
colorati di sangue periferico o campioni di siero stoccato €20°C. Non sono mai statampiegate come
matrici le biopsie di tessuto tumorde o i preparati citologici su vetrino; questo tipo di scelta é stato

fatto in quanto lo studioera mirato ad individuare mutazioni germinali e non mutazioni somatiche.

| tipi di neoplasie erano ripartiti come segue:mastocitoma 28.6%, neoplasia mammarie &6%,
linfoma 16.3% e altre neoplasie (istiocitoma, emangiosarcoma, carcinoma tiroideo,
adontoameloblastoma, pilo tricoma, osteosarcoma, sarcoma dei tessuti molli, semonoma, meningioma,

leiomioma, basalioma, emangiopericitoma, melanocitoma, Leydigoma) 286

1.7.12 Purificazione acidi nucleici

1.7.1.2aSalting out | campioni per cui era disponibile il sangue in EDTA sono stati sottoposti ad
estrazione del DNA secondo un protocollo dialting outricavato dalla bibliografia e modificato
i $6! 1 AOT @QIE 1997A.Cioghedehtopl di sangue intero in EDT/Asono stati posti in un tubotipo

falconda 15ml. Sono stati aggiuntB volumi (1,5 ml) di soluzione di lisi per gli eritrociti (TTAB 99/l
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Hemolyzing Reagent, Rochapescolando per inversionediverse volte.| tubi da 15ml sono stati
centrifugati 3 volte a 3000 rpm per 5 min.; ogni volta stato eliminato il syperrnatante lasciando
integro il pellet. Il pellet cosi ottenuto € stato risospeso in @0 ul di soluzione di lisi (Tris HCI pH7,61M,
NaCl5M, EDTAQ,5M). Successivamentwe sono stati aggiur00 pl di SDS 10% e 10l di proteinasi K
20mg/ml. | tubi sono stati vigorosamente vortexati per 15 samndi e lasciati incubare o/n a 37°C. Sono
stati aggiunti 200pl di soluzione satura di NaCéd i campioni sono sati agitati vigorosamente per circa
15 sec | campioni sono stati poi centrifugati 15 min. a 3000 rpmil surnatante € stato trasferito in un
tubo da 1,5 ml e il DNA precipitato aggiungendo 0.8ml di etanolo 100&mantenuto a-20°C. Il DNA e
stato recuperao utilizzando una pipetta capillare sigillata sulla fiamma. || DNA ¢ stato lavato
immergendo la pipetta in etanolo 70% e poi eluito immergendo la pipetta iB0O0ul di TE. Il DNA cosi

eluito e stato lasciato a reidratare pe@ ore prima della quantificazione e dello stoccaggio e&2°C
1.71.2b Estrazione mediante kit forensiper matrici degradate

Nei campioni per cui non era disponibile il sangue intero in EDTA, il DNA e stato ottenuto dagli strisci
ematologici tramite raschiamento con lama da bisturi del mariale fissato el eventualmentecolorato

e successiva estrazione con kit commerciale (ChargeSwitch Forensic DNA Purification Kit,

Invitrogen®). A tal fine, al materiale ottenuto per raschiamento di ogni campione € stata aggiutaa

mix di lisi (1ml di ChageSwitch® Lysis Buffer e 1Qul di proteinasi K) ponendo attenzione che tutto il

materiale prelevato fosse completamente immerso nella soluzione di lisl tubo & stato agitato

i AAEAT OA O1 OOA@ PAO AEOAA pu OAA JneH tudo®At#dDT pE A
AAT OOEEAOCAOI DPAO om OAA A ynnmn OBPI A EI 0001 AOAT O
Quindi 200ul di ChargeSwitch® Purification Buffer sono stati aggiunti al surnatante del lisato avendo

cura di mescolare il tutto mediantela pipetta. Sono poi stati aggiunti al campion20ul ChargeSwitch®

Magnetic Beads, precedentemente risospeso per agitazione, al campione e si &€ provveduto a vortexare

il tutto per 15 sec. circa. Il tubo e stato poi lasciato ad incubare a RT per circa Sanper consentire al

DNA di adsorbirsi alle beads magnetiche. | tubi sono stati poi posti nel supporto magnetico

i -ACl A2AAEAQ A 1 AGAEAOE OEDPI OAOA DPAO AEOAA p 1 ETS

Senza rimuovere la provetta dal MagnaaE Ah  OE 7 DOT OOAAOOT A OAAOPAOA
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facendo attenzione a non disturbare il pellet di granuli con il puntale della pipetta. Le provette sono
state successivamente rimosse dal supporto magneticcasciascun campione sono stati aggnti 500pl

di ChargeSwitch® Wash BufferCiascuna provetta e stata agitata con vortex e reinserita nel supporto
magnetico per circa 1 minuto o comunque fino alla formazione del pellet, dopodiché il surnatante e
stato eliminato. | passaggi di lavaggio del fiet di beads magnetiche é stato ripetuto 2 volte. Si é poi
DOl OOAOOT Al 1 6A1 OEUETTA AAIT $.! ACCEOIT CAT AT Al
cura di mescolare delicatamente e lasciando ad incubare per circa 5 minuti. La provetta e stata
reinserita sul supporto magnetico, lasciata incubare 1 minuto per consentire che si riformasse il pellet
e il surnatante contenete il DNA rimosso avendo cura di non toccare il pellet con il puntale della

pipetta e trasferito in una nuova provetta.

1.7.1.2cEstrazione di DNA mediante kit da siero

DA

10ATTOA TAITATT E DOAPAOAOE Ai AOiI 11 GCEAE A& OOAOI

DNA da siero tramitekEO AT i I AOAEAT A j 1)1 Ai D $.! [ ETE EEOh

Fluid Spin Protocob). Brevemente, 20ul di proteinasi K sono stati posti sul fondo di una provetta da5

ml a cui sono poi stati aggiunti 200ul di siero e 200pl di buffer Alavendo cura di agitare
vigorosamente con vortex per 15 seclLa provetta é stata lasciata incubare 10minuti a 56°C.
Successivamente sono stati aggiunti 200ul di etanolo 100% e la provetta € stata agitata con vortex per
15 sec. La soluzione cosi ottenuta € stata trasferita su una colonnina ad affinita precedentemente
montata su una provetta da 2 ml. || DN& stato adsorbito alla colonnina mediante centrifugazione a
8000 rpm per 1 min. Il filtrato é stato eliminato e la colonnina rimontata sulla provetta di raccolta. La
membrana € stata lavata 2 volte, la prima aggiungendo buffer AW1 e centrifugando 1 minat®000
rom e la seconda aggiungendo buffer AW2 e centrifugando a 14000 rpm per 5 min. Per eliminare
completamente il buffer AW2 ed asciugare la membrana € stata eseguita una ulteriore centrifugazione

a vuoto a 14000 rpm per 2 min. Infine, la colonnina &a&a montata su una nuova provetta da 1.5 ml e

il DNA eluito dalla membrana aggiungendo 200y di Buffer AE e centrifugando 5 min a 8000 rpm.

1
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1.71.3WGAz Whole genome amplification diDNA ottenuto damatrici degradate

| campioni rappresentati da matrici biologiche complesse (strisci ematici colorati) per i quali & stato
utilizzato un metodo di estrazione forense ma che non hanno, comunque, originato bande visibili o che
hanno originato bande di debole intensita sono stati ulteriormente processati. In padolare, il gDNA

di partenza di questi campioni e stato sottoposto a purificazione tramite kit commercialeQlAamp
DNA mini kit, Qiagerh D O1 OCldatup bfi Gendomic DNAR OOAAAOOEOAT AT OA 1
genomico é stato amplificato cora tecnica diwhde genomic amplification(WGA) (REPLFg Mini Kit,
Qiagereh b Ol Ariplfidation ¢f pufified Genomic DNA Using the REBLMini Kitd). | campioni
sottoposti a WGAsono stati poiutilizzati per il normale protocollo di PCR

0AO 1 8 AOAAOUEnND ktdti prlifninarmientd pre@afati quantita sufficienti di Buffer D1 e
Buffer N1 per il numero totake di reazioni di amplificazione. Nel caso di 15 reazioni WGA, i due buffer
sono stati cosi ricostituiti: Buffer D1: 5 pl di Buffer DLB +35ul di acqua da bidogia molecolare Buffer

N1: 8ul di stop solution +72ul di acqua da biologia molecolare Dopo aver preparato i buffer2,5ul di
templato di gDNA sono stati posti in una provetta da micro centrifuga. Sono stati aggiuni,5ul di
Buffer D1 seguito da agitamne in vortex e breve centrifugazione. | campioni sono stati lasciati ad
incubare a RT per circa 3 min, quindi sono stati aggiun&pul di Buffer N1 seguito da agitazione con
vortex e breve centrifugazione. Ai 10 pdi gDNA denaturato sono stati aggiunti @ pl di mix di reazione
precedemente preparata conlul di REPLIg Mini DNA Polynerase, 29ul di REPLtg Mini Reaction
Buffer e 10l di acqua da biologia molecolare. | campioni sono stati incubati I&fe a 30°C ed infine la
REPL}g Mini DNA Polymerasénatti vata termicamente a 65°C per 3 min.

La tecnica WGAconsente di riprodurre con un elevato grado di confidenza la sequenza completa di
DNA presente nel campione in esame. In questo modo é possibile recuperare campioni di DNA esigui o
particolarmente preziosi replicando diverse volte la sequenza di partenza.

La tecnica di amplificazione da noi utilizzata si basa sullaultiple displacement amplification(MDA),
AEA OOEI EUUA O DAOOGEAT I AOA ranGdibpfimerACEA OE.OIOAPOE EIAAC

esonucleasica della polimerasi (Dean et al., 2002).
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, @nnealing di tipo random operato da questiprimer sul doppio filamento di DNA & sufficiente ad

ottenere un priming iniziale che viene successivamente seguito da un distacco dei due filamenti di

DNA, i quali potranno essere amplificati in modo esponenziale. Questo scalzamerdsplacemen} dei

AOGA mEI Ai AT OE 7 1T PAOAOT A A ipdsdededd devaiotese dl legahie o i A OA
EI OAi PI AOT AE $.!'8 10A0O0E A£AAOOI OE ATTOATOITT AE
elevate temperature per indurre la denaturazione del doppio filamento (tutto il processo di
amplificazione avviene a +30°C); tale caratteristica rappresenta una condizione fondamentale per

AT OAOOGAOA Al T AcIEI EI OAibPI AOT AA AOEOAOA AATI

2002; Hosono et al., 2003).

Latecnica7 ' ! AT 1T OAT OA AE 1 zZodAil18.@d vol®@io pithdelRemplateEdApartenza,
AT 1T O1 A1 AOGAOGT COAAT AE MEAAAI OU OEOPAOGOT 1T A OANO/
una ridotta frequenza di errore (1 nucleotide su1610°’q A 1 6 AAAOI O1I 1 AE zb@Ol OE

di 10.000 volte del DNA é soltanto di una mutazione ogni 3xt@ucleotidi (Hosono et al., 2003).

Per queste ragioni latecnica WGA tramite MDA assicura una qualita sufficientemente alta per la
maggior parte delle applicazioni genetiche successive carla PCR quantitativa, la genotipizzazione

del polimorfismo dei singoli nucleotidi (single nucleotide polymorphistn 3. 0qh 1 8 AT Al E
Southern blotdei frammenti di restrizione e la mappatura dei cromosomi (Dean et al., 2002; Hosono et

al., 2003).

1.7.1.4Disegno dei primer e amplificazione deiarget

)y DOEI AO T1ECIT OAI Al RCTR Adflifek

disegnati utilizzando il software Beacon Designer v3.0. Come target sono stati utilizzati gli esoaidla
11. | primer sono stati scelti sulle sequenze introniche fiancheggianti in modo da includere i siti di
splicing predetti nel prodotto di amplificazioneA A A AAAUE T M1ichek Athtd adnplitchtd cn
2 coppie di primer ed in cui il primerreversedella prima coppia ed ilforward della seconda coppia

sono stati disegnati sulle sequenze esonichéa tabellasottostante riporta le sequenze dei primer , le

relative Tdi annealingA A1 AT 1 AOA A 1T A AEI ATOETTE AOOAOA AAI 1 8AI
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Esone Primer Forward Primer Reverse T di annealing Dimensione
amplificato (bp)
3 gatcataatatgcctgtaattg aacataggaatgggttgc 48.7 255
4 agtgtatgattggcaacccattcc caaggtacaacacgttataaggagc 51,9 277
5 aaaagccctaatagcattctaagc  tcttaaccatattctgactgaactc 50,1 497
6 gagcgaatgcatgattggc tgcaaggacacttaggggata 53,6 391
7 aagtcgaatcaggacctttaag gaactgatactttctttgggaatc 48,6 395
8 tgccttcagtgtccatttttc gaagcaaattcaaaacagcaaa 49,7 336
9 caccttaacacctgaatgg ctcagtaaaaggaaactaatgg 50,5 303
10 attactcttgctctatgaacttccc ttctactggagggctgtgag 52,4 366
1la  ggatgttgtaagggtgctatgtc ttccatgaggcatcgtaaca 49,5 231
11b caacccagttaatatcaaaatatcc  ggaagaaaagaaatatttacctctaca 49,2 421

Tabellal.7.1.41DOEi AO Ei PEACAOE DPAO 16AI Pl EAEAAUETT A AACIE AOI

canno

1.7.1.5Screening mutazionale SSCP

di amplificati sono stati sottoposti ad un inizialescreeningmutazionale tramite la metodicasingle-

stranded conformation polymorphisn8SCP (polimorfismo della conformazione dei filamenti singoli),

alla quale é segito il sequenziamento diretto dei campioni che presentaano pattern di migrazione
AEEEAOAT OE AA widyhésisi DOAOAI AT OA O

) AAIPEITE DPAO E NOAITE OE AOATT AOEAAT UBHaibanlla AAT A
prevalente e stata purificata da geltramite kit commerciale (PerfectPre® Gel Cleanup, Eppendorf,
protocollo fornito dal produttore). Il prodotto purificato & stato poi processato in modo analogo agli

altri campioni.

,0633#0 DPOAOGAAA T A OAPAOAUET loAlanero. ICDNA a sihgolo$ilantentoA AT A O
AOOOI A Al 1 G6ET OAOTT AE O1 cAl 111 AAT AOOOAT OA Of1 ¢
sequenza nucleotidica. La migrazione elettroforetica pertanto consente di differenziare filamenti di

DNA che a parita dpeso molecolare presntano sequenze differenti (Martindopes et al., 2001). La

tecnica € sufficientemente sensibile da consentire di individuare mutazioni puntiformi. (Nataraj et al.,

1999).
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La sensibilita della tecnica SSCP e inversamente proporziona#la dimensione del frammento di
amplificato sottoposto ad analisi, maggiori sono le dimensioni del frammento e minore & la probabilita
di rilevare mutazioni puntiformi. Sequenze con dimensioni superiori a 400 bp non sono analizzabili.
Altre variabili che DT 00T 11T ET &£ OAT UAOA 1 6AEEAEAAAEA AATT A 12
matrice del gel, la composizione del buffer di corsa (compresa la forza ionica ed il pH), la temperatura
AAl CcAl AOOAT OA 18A1 AOOOT A& OA déontenitolin GHC defArin@@dA UET 1
(Sunnucks et al., 2000).
Per queste ragioni il protocollo SSCP deve essere il piu possibile standardizzato, poiché la sua
riproducibilita & essenziale per ottenere dei risultati attendibili.
| pattern di bande tipicamente iiscontrabili in un gel SSCP non denaturante nel caso in cui il DNA in
esame sia del materiale genomico sono due:
e la presenza di due bande con velocita di corsa differente ascrivibili ai due singoli filamenti di DNA

in un soggetto omozigote per un determint gene;
e la presenza di quattro bande generate da una etezigosi per un determinato gene
Il protocollo SSCPda noi utilizzato EA DOAOEOOI 1 600EI EUUT AE O1 CAI
(Mutation Detection Acrylamide Solution 23, Sigma) alla concentraione di 0.5X, tamponata con TBE
0.6 X e polimerizzata con aggiunta di ammonio persolfato (Ammonium persulfate, Sigiae TEMED,
(SigmepAldrich). Per 100 ml di acrilamide é stata utilizzata la seguente ricetta: 25 ml di acrilamide,
11.7 ml di TBE 5X, 675 ml di acqua per HPLCI reagenti sono stati agitati delicatamente e
successivamente sono stati aggiund00 pl di ammonio persolfato preparato fresco e40 ul di TEMED.
La soluzione cosi ottenuta & stata versata nelle cassette precedentemente allestitd $ué ABDBDT OE C
supporto. | pettini destinati a formare i pozzetti di caricamento sono stati alloggiati nelle cassette e |l
gel e stato lasciato a polimerizzare semperatura ambiente per almeno lora. Tolti i pettini, le cassette
sono state alloggiate nella @lla verticale di elettroforesi (Mini-Protear® Il Electrophoresis Cell, BI©
RAD) ed il buffer di corsa(TBE alla concentrazione di 0.&). € stato addizionato nelle apposite vasche
della cella. Al prodotto PCR(2 ) sono stati addizionati 9 pl di una solwione di caricamento (stop
solution) costituita da: 95 % di formamide (Formamide, Sigma®) 10 mM NaOH 0.25% di

bromofenolo blu (Bromophenol Blue, Sigma®) 0.25% di xilene cianolo (Xilene Cyanol, Sigma®|.a
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soluzione cosi ottenuta € stata riscaldata a 9€ per 7 min per ottenere la denaturazione del DNA e
immediatamente posta in ghiaccio in attesa del caricamento. Infine;3Bpl di DNA denaturato sono

stati caricato sul gel di poliacrilamide della dimensione di 7cmx8cmx0,75mm precedentemente
preparato. Il gel & stato poi sottoposto ad elettroforesi per un tempo di 1ora e 30 minuti a 180 V ed alla

OAi PAOAOOOA AE CtJ# OOAI EOA AATT A Al AOOOT &£ OAOEAA
40 minuti con una soluzione diSybr Green Il 1410 u di SYBR® GREEN Il concentrato in 100 ml di

TBE 1X. Altermine della colorazione il gel & stato osservato al transilluminatore.

yrT NOAOGOI 11T AT Oi11T OOAOE OAI AUETT AOE OOOOE E O
differenziasse dal pattern pu frequentemente osservato ild type); questi campioni sono stati quindi

selezionati per il sequenziamento diretto.

1.7.1.6Clivaggio mediante endonucleasi di restrizione

In relazione alla loro dimensione alcuni esoni non si prestavano ad essere sottgtoalla metodica
33#0h DI EAEiT 16AI PI EEAEAAOT AA TTE 1T OOAT O0O1T DIl O0A;
Tali campioni sono stati percio sottoposti a clivaggio enzimatico tramite specifici enzimi di restrizione

(New England Biolab)in modo da ridurre la lunghezza del filamento di DNA(tabella 1.7.1.6.). Il

prodotto cosi ottenuto € stato successivamente sottoposto ad elettroforesi su gel di agarosio per
separare i due prodotti del clivaggio. Le due bande sono state quindi recuperate tramiteisione del

gel con lama da bisturi e purificate con kit commerciale (PerfectPrep® Gel Cleanup, Eppendorf,
protocollo fornito dal produttore) in modo da ottenere frammenti di DNA di dimensioni idonee ad

essere sottoposto ad SSCP.

Amplificato relativo ad esone: Enzima di restrizione:
Esone5 Mbo Il

Esone6 Hha |

Esone7? Sphl

Esonellb Hha |
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Tabella1.7.1.6.1 Enzimi di restrizione utilizzati per il clivaggio degli amplificati con lunghezza superiore alle 350
paia di basi.

La reazione e stata ottenta in 20 pl di mix, utilizzando 2ul di Buffer di reazione 10X (diverso per i
AEOAOOE AT UEIEQR mhcAl AE "3! pmACTAI A pAl AE

biologia molecolare. La mix di reazione € stata posta in incubazione a°&7per 4h.

1.7.1. %7z Sequenziamento diretto

Tutti i campioni selezionati tramite SSCP sono stati sottoposti a purificazione con kit commerciale
(PerfectPrep® Gel Cleanup, Eppendorf, AT %I OOA A -up Kig, Sigma Aldrich e sottoposti a
sequenziamento dretto.

| campioni purificati sono stati amplificati mediante cyclesequencingutilizzando gli stessi primer di
PCRIin presenza di terminatori marcati con fluorofori. Big Dye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit
,Applied Biosystem$) La miscela di reaione di sequenziamento éra cosi composta2ul di Cycle mix
2x, 1ul di Buffer 10 X, 0,35ul di primer 5 pmol/ul, 5,65ul di acquaed 1pl di purificato di PCR. La
reazione di sequenziamento € stata condotteon una fase iniziale a 96°C per 1 min seguita @8 cicli

di 96°C per 10 sec e 483°C per 5 sec e 60°C per 4mirLa mix € stata gccessivamente purificata
mediante centri-sep® (Princeton separations, Applied Biosystem) e il purificato analizzato su
sequenziatore automaticoABlI PRISM® 310(Applied Biosystan) provvisto di capillare da 46 cm e
diametro 50um riempito con polimero POP4 (Applied Biosystems. | dati ottenuti sono stati analizzati

i AAEAT OA 186001 AE SéduéncirgBrialists detsidi 5.08ppligeBiodysteing,

1.7.1.& Assemblaggd ed analisi delle sequenze

Le sequenz ottenute sono stati poi sottoposte a resequencing validazione delle mutazioni mediante

software SeqScape v2.5 (Applied Biosystem)

1.7.2 Risultati

1.7.2.1z Matrici ed amplificazione deitarget
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Sul totale dei 60 eampioni utilizzati nello studio e stato possibile recuperare il sangue in EDTA in 44

Ol CCAOOER PAO E NOAIT E OE 1 DOl AAAOOSalinglodsd A GGG AN EE
OPAOOOT £ 011 AGOEAA ATT 1 AOOOOAmM HaAcbnsehtiboOdd heCebtakd UA A
O1 6 AAACOAOA NE&AGr®H26;inedlalE SO e un byon grado di purezza del gDNA in tutti

i casi (1.73t C T+#0I2; media+ SD)

In 5 soggetti, per i quali non era disponibile il sangue, il DNA e stato ottenuto deer® tramite kit
commerciale; tale protocollo ha consentito di isolare idoneamente il materiale genomico e di ottenere
adeguati prodotti di amplificazione in tutti i casi.

Per i restanti 11 soggetti si & ottenuto il DNA mediante kit commerciale forense dareparati
ematologici fissati e colorati su vetrino. Poiché il materiale estratto si € rivelato insufficiente a ottenere
adeguati prodotti di amplificazione, in tutti i casi il gDNA é stato sottoposto a WGA. Dopo WGA e stato
possibile ottenere quantita acdcguate di DNA da sottoporre alle ulteriori analisi.

Per ogni coppia di primer disegnati, sono state messe a punto le migliori condizioni di PCR
(concentrazioni dei reagenti, tempi relativi ad ogni fase in termociclatore, temperature @dinnealing).
Complessivamente sono state eseguite 1feazioni PCR per ognuno dei 60 campioni. Tutte le 600 PCR

hanno originato un prodotto che e stato evidenziato su gel di agarosio.

In 25 casi si & evidenziata una banda addizionale, non attesa, con differente peso moleeoldigura

1.721).) 17 NOAOOE AAOEh 1 6AIPIEEZEAAOI AA O1 001 PT OOA

ottenuto per escissione delle bande e purificazione.

Figura 1.7.2.1.1:Esempio di visualizzazione dei prodotti PCR su gel di agarosio.lNginto campione da sinistrae

presente una banda addizionale non attesa.

1.7.2.27 ScreeningSSCP
| 600 amplificati sottoposti ad SSCP hanno permesso di individuare un pattern predominantaild

type) per ogni esone. In tale contesto sono quindi statgolati tutti i campioni che possedevano un
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pattern patologico, riconducibile alla presenza di bande addizionali rispetto a quelle riscontrate nel

wild type (figura 1.7.2.2.).

Figura 1.7.2.2.1 Esempio dei pattern SSCP ottenuti . Il patterwild type e rappresentato dalla doppia banda,

mentre nella terza corsia da sinistra appare una terza addizionale indicata dalla freccia.

Mediante analisi SSCP é stato possibile individuare complessivamente 21 campioni con pattern non

Quild typed 8 4 AT E AARPRIIAT B AIAD DA vildtypddl 1D ApDA FCEAMOGA GG A0
stati successivanente purificati e sequenziati.

Nonostante questi risultati, la tecnica SSCP cosi come applicata ha rivelato una scarsa sensibilita.

Infatti, il sequenziamento diretto di16 amplificati, con pattern wild-typeA1 1 8 AT AhaE OE 33 #0

evidenziato complessivamente7 sequence variantsia in omozigosi che in eterozigosi.

1.7.2.3 Analisi delle varianti alleliche individuate

Il sequenziamento diretto dei 21 campioni ha consentito di @EAAT UEAOA 1 8 AAMEAOOEC
mutazioni (casoda 1 a 4; figurel.7.2.3.1,11,11).

La maggior parte dellesequence variant;hdividuate erano localizzate sugli introni fiancheggianti sul

1 AOT uvd A o8 OAT UA ET OA O AMd&dkeOIA migita middieQesequeice OD1 EAE T

variants erano rappresentae da SNP sinonimi. In 1 casdnoltre, (caso 5 OOAOA AOEAAT UEAO
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inserzione di circa 300 bpin grado di determinarel 8 A1 OAOAUET T A AAI 1T A Ad O EAA

di un codone di arresto prematura.

Casol SostituzioneCTI | AAT EUUAOA 1 Al -3.u@localidzaziorie fdnomickd CFAE 1 A ¢
27302092. 1l polimorfismo era gia annotato siDatabase pubblici comeas24286505. Il polimorfismo e
stato identificato in eterozigosi in 4 soggetti(figura 1.7.2.3.1) Fanno riferimento a questo locus una

serie di varianti di sequenza non evidenziate da SSCP.

11 uunu;;yﬁl e LERRRRD 000 nnnaluntunniii
TATT:ATACCA:ATTTG T 1 TG TT '_' TTETTTEC GTGATGTGTTTT
I ll-ll|||||l IIII | I l|I| TR AT
TATTAALTACC:; T'T'TG "TG TTAETTT C AGTGATGTGTTTT
152 172 162 142 132
| 1 \l \ | ]I| ’[(ﬂ| jjl Filamento
Mokt WM L ==
\N\ ’ﬂ ) ﬂ N P’WW\ &hy¥"ﬂ
I ll.,l,ll'lllll-lul
:-III.TT;'{IZ.'JE'..’«."IF'JTI'-'T'.'TI?AIZ.%I-'..A.IP.Z'T TE'JITTTV || 'l":'!l.fITT'I'1C ;GTG.:ITGTGTTTT
11 21 31 4 'I l 51 61
Ay
Figural.7.2.3.1
Caso¢ 31 OOEOOUETTA A8pmnum' €! 1TAAl EUUAOA EI Al OOE
polimorfisi 1 7 OETITTEIT AA 1 1T AAI EUUAODI 00I OAOQUI T

polimorfismo non era annotato sui database pubblici. In un soggetto era presente in omozigosi in 2

soggetti ineterozigosi (figura 1.7.2.3.11)

GGATATT
GGATAT

T il
c GA
c

ATGGCGGATAT ATGGCAGATAT

Figural1.7.2.3.1I
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Caso03 ¢.1235+48A>Goppure CFA5g27281863A>G La variante allelica era presente in omozigosi in 1

soggetto ed in eterozigosi in 1 soggetto. La sostituzione inserisce un potenziale sito di splicing GT 48

T OA1 AT OEAE uvd Al (figuroi72B. ). OEOT AE ODPI EAET ¢

Figural.7.2.3.11k

Caso4l OAOOT OEDPI AE | OOAUEIT 1T A8 31 OOEOOUETTA ET 11

comporta la sostituzione aminoacidica di una isoleucina (l) con una valina (V).

Ol AAI PET 1T A @rpiainserdiofeddie2itnd (hdel) d 168 nt iniziante

—_)

Caso5)
TATTGET 901 TRA pAOOAT AAT OEOGE Ai PEAT AT OA T AT 18A01
presentavano una breve sequenza di 7 nt ripetuta in modo inverso. Non sono state eseguiti
ulteriori conferme dellamuOAUET T A8 . 11T 17 OOAOT bAiné dd ptekent® OOE /

in omozigosi oeterozigoti (figura 1.7.2.3.1V)
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438 445 453 468 476 488
L T I T O e o 0 0 0 0 0 0
TR FTITTI LT lll'll" e 0 TITTIIILLIT
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T4 T I I|I|l|" wx 0 nen_wntmnnnllan @
135 125 115 105
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ANV Y el WAL B ) VY 0 A
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P | - o " . we Ruwnl
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: :
15 5
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101 111
1
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Figural.7.2.3.1V
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sostituzione in eterozigosi ¢.1370G>A missense.La sostituzione aminoacidica corrispondente

p8! OCtuyx' I 1T 1 O1TlI1

causata dallaindel (figura 1.7.2.3.V)

OAT OEAA  BifarkedhitidelleE dorAite QiA [etturd O A

Figural.7.2.3.V

A/
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1.8 CONCLUSION

| risultati sopra esposti compendiano i dati preliminari sullo studio mutazionale del gen&TMcaninoe

OE OEAZAOEOATTT A1 18AT Al EOE Atdrinihak di@Bi\Nelk regidhe AOT T EAE
considerata é presente il dominio legante p58 segnalidi localizzazione nuclare (KRKKgssenziali per

I'A 1 TAAI EUUAUETTA 1T OAT AAOA A 1 6AO0O0I1 AEAtezioni A AT T 1
missensealelle regioni codificanti o in corrispondenza dei siti dsplicingpossono determinare

importanti r icadute funzionali.

Il numero limitato di dati ottenuti ad oggi non consente di formulare alcun tipo di valutazione di tipo
epidemiologico sulla stima del rischio. Infattj il progetto & solo in fase iniziale sara sviluppato

cercando di aggredire le cticita emerse. In particolare il numero di soggetti inclusi nello studio non &

congruo con gli obiettivi prefissati. Per tale motivo, sono stati ulteriormente raccolte le matrici

biologiche (sangue, siero) di circa 280 soggetti di razza boxer visitati pres il Dipartimento Clinico

Veterinario sia negli anni precedenti il 2000 sia successivamente al 200I7ta questi,in 85 casié stato

possibile accertare una diagnosi di neoplasia

Un ulteriore fattore critico si & dimostrato loscreeningmutazionale. LatechicaSSCRon ha rivelato

sufficiente sensibilita, non € di semplice esecuzione e, nelle modalita con cui & stata eseguita, presenta

costi non irrilevanti.

Recentemente sono state messe a punto tecniche di sequenziamento ultramassivo che possono

prestartOE Al 1 6 AT Al Hg®hroupuddd vnWirierb dohstente di campioni in tempi

estremamente ridotti e con costi contenuti in termini di materiali di consumo. Poiché, tuttavia, le
strumentazioni occorrenti non sono disponibili presso il nostro Atene,T A1 1 8 Al AEOIsi AAT POl
cercheranno di avviare in un prossimo futuro collaborazioni con centri di ricerca in grado di svolgere

tali analisi.
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CAPITOLO 2 IMPORTANZA DEI RIARRAGIAMENTI GENICI Ig/TCR NELLA DIAGNOSI

E PROGNOSI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE NEL CANE
(tratto e modificatodalla4 AOE AE $1 OO1 OAOT AAI T A $0800A #1 AOAEA
molecoA OA T AT 1T ET £ I A AATETT 6h $1 00T OAOT AE OEAAOAA

OAOAOET AOEA6 AEAIT 8)8 DOAOEAAMEOI.CHUUABBEIT 13 20 MAH

2.1 GENETICA DELLE IMMUNOGLOBULINE

2.1.1Introduzione

FindaiDOEI E AT T E OAOOAT OAh NOAT AT AEOAOOGE OOOAE A0
OAOEAAETI E AAITT A AAGAT A PAOAT GE AAITT A EIiiTOTTcCiTAG
bl OO0O0I AOA 1 6EDI OAOE AE O1 A Aditofsdguedza delld strubturd glnica A 00
del sistema immunitario (Kehloe e Capra, 1972; Machalonis e Schulter, 1988; Richards e Nelson,
2000). Anche se gli studi si concentrarono soprattutto sulle specie da laboratorio € stata ampiamente
documentata la note¥ 1 A OEI E1 EOOAET A A T A Ai T OAOOGAUETT A AA
OPAAEA AE 1 Ai Il EEZAAOE j 4000A0 A 2EAAI AOh pwywqs ! A
e la regolazione dei loci genici che codificano per i recettori antigerspecifici, risulta poco conosciuta

ET -AAEAET A 6AOAOET AOEAh DOT AAAEI T AT OA DPAOAET OA?
Per i motivi suddetti, nei paragrafi successivi si fara riferimento alla bibliografia umana, e dove
possibile, allo stato & 1 1 & A Ondedicinh Veterinakia con particolare riferimento alla specie canina,

oggetto di questo studio.

2.1.2 Struttura molecolare delle Ig e del TCR

2.1.2.2Immunoglobuline (1g)

Le immunoglobuline sono proteine tetrameriche costituite da due catenpolipeptidiche pesanti (H)
identiche e da due catene polipeptidiche leggere (L) identiche (Lewi&006).

Interazioni non covalenti e ponti disolfuro uniscono tra loro le due catene pesanti e ciascuna catena

leggera alla catena pesante, generando lac& AA &£l O A AA 9 AATTB8EIT OTT CII
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Le catene leggere e quelle pesanti hanno in comune lo stesso tipo generale di organizzaziciascuna
catena consiste di due regioni principali: la @gione variabile (regione V) Nterminale e la regiore
costante (regione C)Gterminale (Lewin, 2006). Regioni corrispondenti delle catene pesanti e leggere
si associano per generare dominche si ripetono piu volte: 2 volte nelle catene leggere e 4 o0 5 volte
nelle catene pesanti. (Lewin, 2006; Morrison e Ndverger, 2001).

Y1 ATTETET 11 AAI-eudelklle dalerie pesadiDedklle Eatehk leggere & chiamato

dominio variabile o dominio V poichée costituito da una sequenza amoacidica che differisce

significativamente tra le singole immunogi AOT ET A AT T AAOAT AT 1101 O1T8ATT O
ih ET AZEEAOOER OAODPI T OAAET A AA1 OEATT1T OAEI AT 01 AA
T 1 6ET OAOTT AE AEAOAOT ATTETEIT OAOEAAEIT A j6( A

uniformemente, ma & concentata in tre regioni ipervariabili.

Si tratta di sei segmenti polipeptidici, tre appartenenti alla catena leggera, denominati L1, L2 e L3 e tre
appartenenti alla catena pesante: H1, H2 ed H3 (Modiano, 2000).

Questi segmenti formano una superficie complementa rispetto alla struttura tridimensionale

AAT 1 6AT OECAT A AAOGOET AQI A 1T ACAOOEOENn bHAO NOAOGO
complementarieta o CDRs Qomplementarity Determining Region€CDR1, CDR2 e CDR3) (Modiano,
2000).

Tra le tre regioni ipervariabili CDR sono intercalate altre quattroregioni di minore variabilita
aminoacidica denominate regioni strutturali oFramework RegiongFRI, FRII, FRIIl e FRIV).

Nelle rimanenti regioni della catena leggera e della catena pesante, le sequenze aminoacalisbno
sostanzialmente identiche tra le immunoglobuline appartenenti alla stessa classe o isotipo; per questa
ragione si parla di domini costanti (C).

Vi & un dominio costante della catena leggera (CL) e 3 domini costanti della catena pesante (CH1, CH2,

presentano un ulteriore dominio CH4.

, A AAOAT A 1ACCAOA pi 6061 11T AOOAOA AE AOA OEDPE4G 1 Al



56

/| CTE Al AOOA Eii 61T ¢ciT1AOI ETEAA POE DOAOAT OAOA AAOA
immunoglobuline non presentano mai contemporaneamente una catena di un tipo ed unaufi altro

(Lewin, 2006).

yT AT TAEUETTE 1T1TOIATER TAIT1801T1Th 18AOPOAOOETTA
ANOGEI EAOET j2AUOEA AO Al h pwwxqh AT O0A TAI AATA
I linfociti B presentano sula superficie cellulare un recettore, chiamato BCell Receptor (BCR), con le

stesse caratteristiche strutturali delle immunoglobuline che verranno prodotte dalla cellula dopo il

OEAIT 11T OAEI AT 01 AA1I 16

I OECAT A AA gRAgrdA12RE NOAOOI O

Figura2.1.21: sx)3 OO0 OOOOA AOEOOAI 11 COAEEAA AE OIBEI T OTI C

Struttura tridimensionale del B-cell Receptor sulla superficie di un linfocita

2122TCR

I TCR & un complesso proteico posto sullauperficie cellulare dei linfociti T dove, insieme ad altre

strutture proteiche e corecettori, costituisce il complesso recettoriale T T-cell receptor complex |l

4#2 17 OAODPI T OAAETI A AAl OEATT1T OAEI AT O1T AAlalddlled] OE C/
immunoglobuline: é costituito da due catene polipeptidiche legate da ponti diolfuro, ciascuna
AAOAOOAOEUUAOA AA OT A PI OUEITA OAOEAAEI Ah O1T A DI
AAOGT AAT186506TEITA AARE reliGhd vadabile. ENBIE malgiot gakeAdei lirfocitilTA | 1 A
circolanti (95%) le due catene polipeptidiche sono rappresentate dalle catenger, nei rimanenti 5%

dalle catene e) (Medeiros e Carr, 1999; Lewin, 2006).
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I TCR e costituito da 3 domini: un dominioextracellulare rappresentato dalle regioni costanti e
variabili delle due catene; un dominio intracellulare formato dalle due code delle catene e un dominio

trans-membrana dove sono presenti aminoacidi carichi positivamenteF{gura2.1.211).

;ﬁﬁz:ﬁﬁ;

TCR

CcD4

o [

Zeta chains

-

Figura2.1.2ll: sx) Struttura tridimensionale del TCR sulla superficie di un linfocita T helpedx) Domini del TCR.

Evidenza dei domini transmembranari ed intramembranari e struttura del CD3 e del CD4

Come le immunoglobuline, il TCR presenta a livello del stAE  OEAT 11 OAEI AT 01 PAO
OACEITE EDAOOAOEAAEI Eh AT AEGAOOA AATTIT ET AOA OACE
particolare disposizione che rispecchia la loro funzione: le regioni CDR1 e CDR2 (una per ciascuna
catena del TCR) hannana localizzazione piu periferica, mentre le due regioni CDR3, dotate di una
maggiore variabilitd antigenica, sono localizzate al centro della tasca di legame.

Il complesso recettoriale T € inoltre costituito da un complesso proteico di membrana chiama@D3

(cd complesso di segnalazione). Tale struttura proteica viene attivata dal legame tra antigene e TCR e
OAPDPOAOGAT 6A EI 1T AT A1 AOE EI OAAAOOI OA OAcCT Al A
(Lewin, 2006). Il CD3 & costituito da quad O1 B OT OAET A AE OOA OEDPE AEOAOOE
irr A 7rRQ AEA EIT OA OA CE @i tiarismefbranariBramitel ammhoadidi dariefd A 1 1 1
TACAOEOAT AT 6GA8 Y1 ATiIBPIAGOT #%$0 T Al OOBELHDEOR AT Al
Al Of AOA 1 ddsijTTARETTI BaQine AAE AASE@Ge d0% tHed dad)A contehid A O
interamente a livello intracitoplasmatico ed avente un ruolo fondamentale nella trasduzione del

OAciT ATl As , A DOl OAET A poteide(difdtti@d delEcbrBROED3 BMorrisanCel 1 T

Neuberger, 2001; Lewin, 2006)
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| corecettori CD4 o CD8 completano il complesso recettoriale T. Tali strutture proteiche associate al
TCR compaiono tardivamente durante lo sviluppo linfocitario ed identificao le due classi dei linfociti
T: la molecola CD4 identifica le cellule T con funzione helper, il CD8, quelle con funzione citotossica. Il

linfociti T helper coadiuvano sia la risposta immunitaria umorale che cellulonediata, riconoscendo

1 8 A1 OE C Aehtdo nd BontBsd Aidina molecola MHC di classe Il. Il linfocita T citotossico o killer,
OEAEEAAA PAO EI OEAITTOAEI AT Ol h 1T A DOAOAT GAUEITT A
.

Alcuni TCRY non presentano i ceOAAAOOI OE #s$t 1T #$¢ A OAI AOATI

direttamente, senza presentazione da parte delle molecole MHC (Richards e Nelson, 2000).

2.1.30rganizzazione dei geni delle Ig e del TCR

E un assioma dei genetisti che la cosiizione genetica di un organismo creata dalla combinazione di
spermatozoi e uova, sia ereditata da tutte le cellule somatiche e non subisca dei cambiamenti di

Al 1T OAT 661 AAl s$.!'n ET AEEAOOEHh 1 6AANOEOGEUEd T A A
AOOOAOGAOOT O1 ATT 60T 11T AEEEAOAT UEAI A AAT18AOPOAO
La struttura genetica delle cellule del sistema immunitario rappresenta una situazione del tutto
eccezionale, in cui il contenuto del genoma cambia, quando la ricombinazione argeni attivi nei

linfociti.

, 61 OCAT EUUAUETTA CcAT AOEAA AAI OEOOAI A EIii Ol EOAOE
correlati, detta superfamiglia di geni delle immunoglobuline (di cui fanno parte sia il TCR che le
immunoglobuline), la cui struttura € molto simile: si tratta di geni V e di geni C che codificano per i

domini V e C del polipeptide finale. Tale schema genetico viene detto schema della linea germinale, ed

e proprio di tutte le cellule somatiche e della linea germinale dei linfociti. Neontesto di tali famiglie,

gene significa una sequenza di DNA che codifica per una parte distinta del polipeptide finale (Lewin,

2006); quindi i geni V codificano per le regioni variabili ed i geni C per le regioni costanti, ma nessuno

dei due tipi di geni € espresso come unitd indipendente. In effetti sebbene lo schema della linea
CAOI ET AT A OEA bl OOAAOOT AA OOOOA T A AAITT Ol An OT1¢C

CATE 6 Oi11T OIEOE AE CATE # DA dicaAi® polipéplide, @dtemO1T EOU
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pesante o leggera che sia. Tale processo di ricombinazione porta quindi ad un avvicinamento fisico tra

due segmenti V e C, creando un unico gene attivo i cui esoni corrispondono esattamente ai domini
funzionali della proteina. Per questo motivo, si parla di segmenti genici V e C piuttosto che di geni V e

C. Esistono numerosi segmenti V che possono essere combinati con i segmenti C (inferiori di numero)

per generare polipeptidi molto diversi tra loro.

2.1.3.1Immunoglobuline

Neld OT I T h E CATE DPAO 1T A EIiTO61TTCITAOIETA O11T1 10C,
Al AEEZEAAT OA PAO OOOOE E OEDPE AE AAOAT A DPAOGAT OE j I
su tre cromosomi diversi (il locus H, sul cromosom@ th EI 11T AQ0O0 [ OO61 AOI 11 Ol
cromosoma 22) (Matsuda et al, 1998). Nel cane, il locus genico H e stato identificato sul cromosoma 8
(Tamura et al, 2006).

AT T 6011 T A TAT AAT AR ET AT TETET  OddaEdghénio BenidoAl 1 A
V e da un ulteriore segmento genico chiamato(da joining) che connette il segmento V al segmento C.

Per la catena pesante, la regione variabile viene codificata da tre segmenti genici: oltre ai segmenti

genici V e J (denominati Ve JH per distinguerli da quelli della catena leggera VL e JL), € presente un

terzo segmento chiamato DH (da Diversity), interposto a VH e JH (Modiano, 2000; Lewin, 2006).

A O A A mababifelridpétto a Segmenti genici V sono posti i geni delle gioni costanti (C);
TACIE ATEIATER EI 11 AOO AAIT A AAOCAT A 1 AGCGCAOA [ E/
geni per le catene pesanti dei diversi isotipi (IgM, IgD, IgG o IgE) sono organizzati in una serie di
tandem il cui ordine é diverso in ogni specie animale (Modiano, 2000).

)y OAci AT OE CATEAE 6 AAI 1 A OOA EZEAITECI EA AAITTA EII
simile: il primo esone (chiamato esone leader) codifica per la cosiddetta sequenza segnale (peptide
leader) che e oinvolta nel trasferimento della catena polipeptidica tradotta a livello ribosomiale, nel

lume del reticolo endoplasmatico. Il secondo esone del segmento V, separato dal primo da un breve
introne, codifica per la maggior parte della regione variabile. Lagote rimanente della regione

variabile & codificata dal segmento D (solo nella famiglia H) e dal segmento J (in tutte e tre le famiglie);

infine, il segmento J & separato tramite sequenze introniche dal segmento C, terzo esone del gene

attivo (Lewin, 2006) (Figura 2.13.1).
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A light-chain locus
L Vi 12 V,2 LV, ~30

K light-chain locus

L Vel L2 ¥e2 L3 W3 L Ve-dD

Jei-5 Cr
Heavy-chain locus

LI Vel L2 W2 L3 W3 F L, Wy -85 % [ Dy 1-27 % Jy1-6 Cy

Figura 2.13.1:: Organizzazione dei loci delle catene leggere e della catena pesante delle immunoglobuline umane:

Da Immunobiology. Garlad publishing 2001

2.1.3.2 TCR
, 61 OCAT EUUAUETTA AAE CATE 4#2 DOAOGAAA v 171TAER 1
Ppi 1 EPAPOEAEAA | h h ¢ T 1n E TTAE 1 A y o111 11

cromosoma 7 (Wilson et al, 2001). Nel cane & stato recenten®@d® EAAT OEAZEAAOT EI 11

localizzato sul cromosoma 18 (Yagihara et al, 2007). Tali loci, mostrano unatevole somiglianza con

NOATTE AAITT A EiilO6lTiTciiTAOIETA8 YiI 11TAOO 4#21 AITTA
guppo disACi AT OE * AEA DOAAAAA O1T OETCIi11T OAcCi AT 061 +#
a#2r AOOI T ECIEA A NOAITT A AAT 11TAOO (¢ E OAci Al OE

e D2J2D2. Ogni complesso contiene un segmento D ed un segmento Cil j&no gruppo contiene 6

segmenti genici J (JB1 group) ed il secondo ne contiene 7 (JB2 group) (Rezuke et al, 198ura

2.1311).
a-chain locus
Vx70-80 Jox61 c
L
B-chain locus
vpx52 D1 Jp1x6 Cm Dg2 Jpax7
L
Figura2.131l:/ OCAT EUUAUEIT T A AAE 11T AE CATEAE AAl 4a#2; A r T1AI
2001.
i 1 TAOO 4#2ch ATTA EIT 1TTAOO Ycr AAITTA EIiTOTTClI

segmenti genici V sono separati da una serie di segmenttJ
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YiI 1 TAOO CATEAT AAlT 4#2 17 OADPPOAOAT OA OQOlbcalidzatioiT DBAO

tra i segmenti genici V e J del TGR(Figura 2.1.3.11I).

oechan locus

L Wx70-80 IEELL ¢
. . ychain locus
. ! -

Bchain locus [L Vxi2 Jx3d Jx2
Dx3 Jx3 c —
Figura2.13ll: / OCAT EUUAUET T A AARE 11T AE CATEAE AAl 4#2 ¢ A 3y 12
2001

2.1.4La diversita immunitaria

Lo studio delle caratteristiche stutturali e funzionali dei geni delle immunoglobuline e del TCR hanno

PDAOI AGOT AE & Oi 01 AOA AEOAOOA EDI OAOGE OO0O1 1 8AANOEC
OEOEAT A AEA NOAOOOIT |1 AAAATEOIE A& 1 AA[I Adndehth & OEAT
riconoscimento antigenico del sistema immunitario: la ricombinazione somatica, la diversita

Al 1T AET AOT OEAh 1T A AEOAOOEOU CEOTUEITAI A A 18EPAOI O
2.1.4.1Ricombinazione somatica (Riarrangiamento V(D)J)

La ricombinazione somatica & un processo di ricombinazione del DNA genomico che tipicamente
awviene nei linfociti T e B. Come gia precedentemente esposto, la possibilita di ricombinare il DNA e

creare nuovi geni attivi € prerogativa del sistema immunitario nel qualedurante lo sviluppo dei

linfociti, i segmenti genici riarrangiano in maniera sequenziale per formare gli esoni della regione
OAOEAAEI A8 , A TTAAITEOGU AT AOE AOOAITciilTi E OEAOO
loci delle immunoglobuline edel TCR, pur presentando alcune somiglianze che rispecchiano quelle

strutturali prima descritte.



62

2.1.4.1almmunoglobuline

Yyl DOi AAOOI AE OEAT I AETAUETTA OIi ACEAA TAITA AAOR
V ad un segmento genico J geramdo la sequenza L. Durante questa ricombinazione si generano 3
AOITTER OADPAOAOE AA Al OOAOOAT OE ET OOITEd CIE AOITE
Tutto il tratto di DNA viene trascritto in un pre-RNA messaggero (o trascritto primario) in cui sono

ancora presenti tOANOAT UA ET OOI T EAEA8 , A OOAAAOOEOA DOI AA«
splicing degli introni situati tra L e VJ e tra il complesso VJ e il segmento C, dando origine ad un RNA
messaggero che viene infine tradotto con produzione della catena padiptidica.

Nel locus H, il processo di ricombinazione somatica che genera una completa regione variabile si
realizza in due eventi separati.

Nel linfocita pro-B precoce si ha la prima ricombinazione che porta al congiungimento di uno dei
segmenti DH con unaei segmenti JH, con la contemporanea delezione del tratto di DNA interposto
(riarrangiamento DJ).

Nel linfocita pro-B tardivo, uno dei numerosi segmenti genici V si congiunge al complesso DJ
DOAAAAAT OAI AT OA &1 Oi AOT DPAO AlA @diond varagie delfa cakend 6 A OT
pesante (riarrangiamento VDJ).

Durante la processazione del trascritto primario di RNA, gli esoni della regione C e la sequenza leader

OE OTEOATTT Al ATiplAOGOT 6%$* EI OAcOmOi Al 1B8AIEIE
Si forma quindi un mRNA che infine viene tradotto con produzione della catena polipeptidica di una

catena pesante.

Dopo la traduzione si verifica la rimozione della sequenza leader e la formazione dei ponti disolfuro

che uniscono le catene polipeptidE A8 )1 Hi OEUEI T A o6 OEOPAOOT AiI1 S8
(cHqQ OE O1 11T AAE OEOE AE bil EAAATEI AUETTA 011 PAO
011 AE NOAOOEhR E1T AAOA AI1B8EOI OEPI AEA AAOA AOOA
AAAT ET Ah AEEAIIADEA A 116hlcidyido$b &di e§empio, se viene poliadenilato il

OEOI ET 06 ROdhOBpeSsala IgE k I thatto#di RNA tra il complesso VDJ e iR®@iene

Al EIi ET AOT COAUEA AilT ObiEAETGC8 , A OOAAOUEBATIA (AAI
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£O0T UETT AT 6An NOAOOA Ei PAAEOAA EI OEAOOAT CEAI AT OI
tale fenomeno prende il nome di esclusione allelica (Jung et al, 2006).
Se, tuttavia, per qualsiasi motivo non si produce una catena pesante fumznte, si attua il

OEAOOAT CEAI AT 61 OOI 1 8A1 OO0I

AT 1T AT An ET £ET Ah OA AT A
morte della cellula per apoptosi (Jung et al, 2006).
, A OEAT I AETAUETTA AA1T $.! TAE 11 AEe ifiziaAoltanto dpoO 1 A

che é avvenuto il riarrangiamento e la successiva espressione dei geni della catena pesante.

yi 1 TAGO [ 1+ EI DOEiIT AA AT AAOA ETAITT 601 Al DPOIT A
1 ACCAOA [ mEOT UETI CEARATADT AAAT EOAICEIAOAAT 11T AOO 1h
solo tipo di catena leggera (feh | AT T AAT 1 8 AOAFgOEL4IA Al 1 Al EAAQ

Light chain Heavy chain

DNA

RNA

Protein

Figura2.1.4.1:1 geni delle regioni variabili e costanti delle immunoglobuline sno prodotti attraverso il processo

di ricombinazione somatica dei segmenti genici Da Immunobiology, Garland Publishing 2001

2.1.4.1bTCR

Il riarrangiamento genico del TCR avviene nel timo e segue meccanismi simili a quelli
precedentemente descritti per & immunoglobuline.

La ricombinazione AAE CATE AAl 4#2 7y 1OECETA 1TAI 11TAQGO
AT TCeEOI CEI AT 01T OOA E OACi AT OE $1r A 1 AEA AAOAOI
con diminazione del DNA interposta Successivamente si verifica il riarrangiashT 01T OOA $*1 A

OACI AT OE 61 AOAATAI EI OACI Al OF CAIEAI 6$*5 AEA
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yT £ET A e6s$*y OE AT T CEOI GCA Ail EI OACi AT Ol #1rp Ah C
viene sintetizzata (Lewin, 2008.

Il riarrangiamento dei geni della catenaci OEI ET A A NOAIT 11T AAIT T A AAOAT,
NOAOOI AAOT 1 AT AATT E OAcCi AT OE CATEAE $8 51 A OI
i AT AOGAT A ET OEAT A Al 1 A AAOAdr A sefezioBeitimiBal Oghi EclluEITABOA 4
OEAT I AETAOA ET 11T AT DOIi AOOOEOI O1T A O1T1T A AAOATA
DOAOGAT OA AT AEA TAI 4#2n OAIT A AOAI OOEITA 111 A
riarrangiamenti multipli (Jung et al, 2006).

#1 1T A CEU AAOOT ET DOAAAAAT UAR EI 1T AOO , OE OOI OA
causa della sua localizzazione, ogni riarrangiamento dei segmenti genici del TCRduce una

delezione dei geni), che vengono rimosi in due tappe durante il processo di ricombinazione di)con

J 8 OAOOT DPOT AAOGOT AE AOAI OOETT A DBl Oespressdl RYFOAAE]
1 8A0O0OEOAUET AABADI ETT AODA OEAT T AET AUETTA 63$dih AT A

entrambi i segmenti D e la creazione di un riarrangiamento VDDJ (Lewin, 2006).

2.1.4.2Diversita combinatoria

Nello schema genetico della linea germinale di ciascun individuo, sono presenti molteplici copie dei
segmenti genici V,D e J che codifican@mla regione variabile delle immunoglobuline e del TCR: la
selezione e la successiva combinazione random di questi segmenti contribuisce significativamente alla
grande diversita delle regioni variabili delle immunoglobuline.

Il numero massimo di combinazoni possibili per ogni locus genico € dato dal prodotto del numero dei
OAci AT O CATEAE 6h * A $ jbPAO EI 1TAOO ( A E ITAE
A rqs 4000A0EAR EI COAAT AE AEDADGENOID mkdrd ridpgtioA O OE
a quello atteso, perché non tutti i segmenti genici sono scelti con uguale frequenza e non tutte le
possibili combinazioni danno origine a polipeptidi funzionali. Esistono segmenti genici non funzionali

chiamati pseudogeni enumerosi riarrangiamenti che incorporano uno pseudogene possono risultare

1T1TT DOl AODOOEOES ' A AOGAiI PET TA1T16d0111Th O11T1T OOAOE
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soltanto 39, risultano funzionali ed in grado di determinare riarrangiamentiproduttivi (Matsuda et al,
1998).

Tuttavia, il locus H possiede oltre ai segmenti V, 27 segmenti D e 4 segmenti J, che ricombinandosi
possono dare origine a circa 4000 combinazioni.

Le possibilita di ricombinazione delle catene leggere sono notevolmenteferiori rispetto al locus H: la
catena k possiede 40 segmenti genici V e 5 segmenti genici J (40 X 5), per un totale di circa 200
OEAT I AETAUETTER DPAO 1T A AAGATA 1 O111T ET OAAA pi OOE
Sebbene la funzione del Ei i OT T ci T AOI ET A OEA AAOAOI ET AOA AAI I
pesanti e delle catene leggere, per quanto prima esposto, il maggior contributo alla generazione della
diversita e della specificita delle immunoglobuline, viene dato proprio dal loaH (Matsuda et al,

1998).

Inoltre ogni possibile catena pesante prodotta si pud legare ad ogni possibile catena leggera; questo
permette di aumentare ulteriormente la diversita combinatoria della regione variabile delle 1g: 320

(200 + 120) X 4000 = 12800Ccombinazioni.

2AAAT OAT AT OA 17 OOAOI DHOI BT 001 O11 OAEAI A AE 1 OCAI
AT 11 AAT OAOT OE jc¢mnnxqh EI 11T AOGO 4#2 rh DI O0OI 00I

preceduti da quattro sequenze L, 6 segmenti Aesegmenti C.

2.1.4.3Diversita giunzionale

La ricombinazione dei geni delle Ig e del TCR, é caratterizzata da un riarrangiamento fisico di sequenze

che comporta rotture ed unioni che devono avvenire secondo precisi schemi garantiti da meccanismi
strettamente regolati (Lewin, 2006).

)yl OEAOOAT CEAI AT Ol 6%$* 7 COEAAOI AAI 1 G6AOOEOEOU Al
che contiene i prodotti proteici dei geni RAE e RAG2 (Recombination Activating Gengsin grado di
riconoscere quale segiento ricombinare grazie a sequenze conservate non codificanti di DNA dette
sequenze consenso tecombination signal sequencéRSS) (Lewin, 2004).

Ogni RSS e costituita da una sequenza altamente conservata di sette nucleotidi chiamata eptamero

(localizzata sempre accanto alla sequenza codificante), seguita da una sequenza non conservata di 12 o
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23 nucleotidi denominata spaceh A OOA Oi 1 OA OACOEOA AA O18A1 060
nucleotidi, detta nonamero (Jung et al, 2006) (Figurd.1.4.3l).

Nellocus k, i segmenti V sono seguiti dalla sequenza eptamerica e nonamerica separate fra loro da uno
spacerdi 23 paia di basi; nei segmenti J, Ispacertra le due sequenze conservate € costituito da 12
nucleotidi (Figura2.1.4.3).

. Al 11T AOOont é&sinileA maQ&sPaidtibaira eptamero e nonamero € invertita: 12 nucleotidi

per i segmenti V e 23 per i segmenti J. Nel caso del locus H, la situazione & piu complessa: nei segmenti

6 1 6ADPOAI AOT A EI 1T1TT1TAI AOI Oflnenti J@Buk Sdguez&consdvate ¢ D A
sono spaziate da 23 paia di basi, mentre i segmenti D presentano le due sequenze conservate separate

AA p¢ DPAEA AE AAOE OEA ET AEOAUEITTA uvd AEA ET 06
AAT p ¢ T grevéde il riafaAgiamento di due segmenti genici solo se uno ha urspacerdi 12

T OA1 AT OEAE A 16A1 601 AE ¢o8

Questo spiega la sequenza nella ricombinazione delle catene pesanti: ciascun segmento VH e JH
possiede unospacerdi 23 nucleotidi e non pud quirdi essere ricombinato; prima € necessaria la
ricombinazione tra il segmento V e il segmento D o tra il segmento D e il segmento J. Le ricombinazioni

AOA E OACIi ATOE 6 A * 01117 ETOAAA AT 1 OAT OEOA 1AE

sequenzespaziatrici di 12 e 23 paia di basi.

X chain

3 ACARRAACT GETTTTTGET CACTETE
] ) p] [ nonamer |°, [ nonamer | 12 dz
GTGTCAC 15 £ COARRAACA GIEACAD
% chaln
C——
H ¢hain

Figura 2.1.4.3: Disposizione delle sequenze conservate (eptamero e nonamero) e deggiacertra i
segmenti geniciche cAE ZEAAT T 1 A OACEITE OAOEAAEIE AAIT A AAOD
Da Immunobiology, Garland Publishing, 2001
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Le sequenze spaziatrici hanno quindi lo scopo di impedire ricombinazioni non corrette, ad esempio,

tra segmenti genici dello s 00T OEDBI 1 T A1 AAOI AAl 11TABO (h 16.

segmenti V e J.

Il processo di ricombinazione avviene quando la ricombinasi RAG1, riconosce ed allinea le sequenze

consenso (RSS) appropriate, reclutando RAG2 nel complesso: il aorero fornisce il sito di

OEATT1T OAEI AT O1 ETEUEAT A [ AT OOA 16ADPOAI AOT AEOECG!/

AT UET AGEAT A1 Oy &I Oi AGih ETAEAA EI ££FEI Al AT 01 AE ¢
1 6AO0OOO0AI EOU A lzd codiiCattd), prdduteddo @A ivifudaia singolo filamentonjck).

4A1T A ETAEOETTA AAOGAOIET A -0BRAIOHT AENEET Atdrkignk @E T 1CO O

AEOAUETTA uvdd EI COOPPI /(h AOOAAAA El orap®@@DDI A

OAOI ET AT A AATT A OANOAT UA AT AEZEAAT OAh ET AOQOE 164

AAT 1 86A1 601 £EEI AI AT 061 AE $.!h AAOAODdubleSraAdBrea A OAE E

DSB). Il DSB, determina il rilascio di un intererammento di DNA, contenente gli eptameri, posto tra le

due sequenze codificanti: le estremita di tale frammento vengono denominate estremita segnale,

mentre quelle prodotte sulle sequenze codificanti (V, J, o D), vengono chiamate estremita codificanti.

Le forcine alle estremita codificanti, forniscono il substrato dello stadio successivo della reazione:

O1T 6ET AEOCETITA A OETcCiii £EIAIATOTh AAAAT O AlTA

estremita codificanti con sporgenza di un singolo filamemt. Tale sporgenza, viene eliminata con

sintesi di nucleotidi complementari (nucleotidi palindromici, P), che ricostituiscono il doppio

filamento (duplex). Durante questo processo di rifinitura delle estremita codificanti, vengono anche

aggiunte alcune basR 2O OAh ADPDPAOAT OAT AT OA Ai1 OANOAT UA AAOOA

TdT (deossinucleotidil transferasi terminale) (Figura2.1.4.3 1).. Gli Nnucleotidi vengono aggiunti in

special modo nelle giunzioni YD e DBJ del locus della catena pesant sono meno comuni nei geni

della catena leggera, poiché la TdT viene espressa solo per un breve periodo nello sviluppzeBulare

durante il riarrangiamento genico della catena pesante, che si verifica prima di quello della catena

1ACCAOA8 ARDII QEIORABAEOA A 7 T16O0TEITA AATT A AOOOAIT E

AAOGAOI ETA AT AEA 160TETTA AATTA AOOOAI EOU OAcCT Al A

elica, formando una molecola circolare (Figurd.1.4.3 1)..
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Per guanto pecedentemente esposto, i meccanismi enzimatici coinvolti nella rottura e nella

successiva riunione del DNA assicurano che una giunzione codificante possa avere una sequenza

OANOGAT UA A TEOAIITT CEOIUEI
giunzionale), che codifica per la regione CDR3, coinvolta nel riconoscimento antigenico: il massimo
della diversita & quindi generatoneOE OT AEA AT OOA ET AT 1T OAOOT AT 1
Naturalmente, i cambiamenti nel numero di coppie di basi che avvengono nelle giunzioni codificanti,
influenzano il modulo di lettura della sequenza poiché il processo di unione sembra essalel tutto
casuale: soltanto un terzo delle sequenze unite mantiene il modulo di lettura corretto. Nei restanti casi,
la presenza di un segmento fuori fase, sposta il modulo di letturdrgdme-shift) determinando una

conclusione prematura della traduzione(ricombinazione non produttiva) (Lewin, 2006, Morrison e

Neuberger, 2001).

BY..aa" VDJ joining occurs by DNA recombination

PEEE
—{al X
RAG complex binds to and cleaves H7
mbination si

ta yield a Dﬁa“nun;h

— @ Voo

RAG-mediated cleavage of hairpin
generates palindromic cleotides
= =

?:l:m;lﬂ \\ / /

N-nucleotide additions by TdT
I |
= =

Heptamer and nonamer signal sequences

T T Vi

T Viss
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I |
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ﬂ“ )L I |
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! HI
Exonuclease clea . DNA synthesis r

| and ligation hmminu joint | ‘JH-' Dis Dy, Dy

== E — o

BV 5V v Vas b Imprecision
and N addition

Figura 2.1.4.3 |: sX Diversita giunzionale. Da Immunobiology, Garland Publishing, 200iix) Azione

delle ricombinasi sulle estremita codificanti e segnale. Da Holmes et al, Gaidge University, 2004.

ITAT A OATATTI bl OOEAEI

Qu
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21433 EOAOOEOU O1T i AOCEAA j - AOOOAUETTA AAIT186AEEET EOUQ

Negli organi linfoidi periferici i linfociti B maturi (centrociti o cellule del centro germinale) subiscono

Ol 601 OAOET OA AEOAOOEAEAAUET T Aaniitdiliprocedsddi ipednitazioneAT T 1 O
somatica.
$1T I 1T 6ETATT OO AT 18ATOECATA A T A OOEITIAUETTA

generano delle mutazioni puntiformi nelle regioni geniche codificanti per i domini variabili, che
determinano un aumento della variabilita in tutte e 3 le CDR di entrambe le catene
immunoglobuliniche.

Poiché queste mutazioni avvengono in maniera casuale, solo alcune di esse sono in grado di aumentare

1 8AEEET EOU AAT OAAAOOI OA el AGrazibnd iAducore Qriaidikiguziondo | ACC
AAAEOEOOOOA pPiI O0O0ITT DOAOGATEOA AT i bl AOCATI AT OA 16AO0D
00i P66 | (AOOEO AO Al h ¢mmnpQs

Pertanto, soltanto i linfociti del centro germinale che subiscono mutazioni in graddi aumentare

1 6 AZLZET EOU AAT 11701 OAAAOOI OA PAO 16A1T OECAT A OAl
90%) vanno incontro a morte cellulare per apoptosi (Harris et al, 2001).

10A001T AATTITATT v 1101 ATIT A I shitatcOnkltérdoiddle risghstd & A £A
anticorpali ad antigeni proteici, dipendenti dalla cooperazione dei linfociti Thelper (Wilson et al,

2001).

A differenza di quanto accade per i linfociti B, la diversita recettoriale T non € aumentata da
meccanismi di ipgmutazione somatica. Diverse ipotesi sono state considerate per spiegare tale
AEEEAOAT UAg 1T A DOEI A EDBI OAOGEHh 1 AEA 1686AO0O0AT UA
Ol 6AAAAOOEOA OAOEAAEI EOU AA1T OAAAOOitadhdireticontrobi OOE A
O000O0O0OO0OA OOAI #6681 0O0AOOA OAOOOEUEITA 111 OE ADPDI EA
ipermutazione somatica € necessaria la stimolazione del linfocita B da parte di un linfocita T helper.
Anchesesicreasserd 1 1| T E 1 ET £ AEOAOE " | OOAT OE OAOOT AAOOA
in grado di produrre autoanticorpi, se non in seguito alla stimolazione da parte di un linfocita T helper

allo stesso modo attivato da autoantigeni (Lewin, 2006).
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51 8 Al @Odché&ub bventuale processo di ipermutazione somatica possa determinare una perdita
della capacita di riconoscimento del complesso MHC da parte dei linfociti T e di conseguenza, la

perdita di ogni capacita di indurre una risposta immunitaria (Wilson ¢al, 2001, Lewin, 2004).
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2.2 DIAGNOSI E PROGNOS|I MOLECOLARI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE

2.2.1Introduzione

Nel seguente capitolo verranno descritte le principali tecniche molecolari ad oggi utilizzate in
medicina umana nella diagnosi e nella prawpsi delle neoplasie linfoproliferative, con particolare
riferimento alla PCR Polymerase Chain Reactipntecnica utilizzata nella fase sperimentale di questo
lavoro. Attraverso le applicazioni della biologia molecolare nelle neoplasie linfoidi, verranndescritti i

concetti di clonalita, traslocazione cromosomica e malattia residua minima (MRM).

2.2.2 Utilizzo delle tecniche molecolari nella diagnosi delle neoplasie linfoproliferative

In Medicina Umana, la diagnosi delle neoplasie linfoproliferative, pwede un approccio
multiparametrico, in cui accanto alle tradizionali valutazioni cliniche e citomorfologiche, vengono
applicate speciali tecniche di cito/istochimica, studi immunopatologici e metodiche di genetica
molecolare, al fine di ottenere precise idicazioni patogenetiche e prognostiche (Rezuke et al,1997;
Harris, 2001; Kocjan, 2005).

Le neoplasie linfoidi, pongono, talvolta, il clinico ed il patologo di fronte ad un dilemma diagnostico,
sopratutto nello stadio iniziale della patologia, quando la difnzione tra una neoplasia incipiente ed
uno stato di iperplasia reattiva pud risultare estremamente problematica (Vernau, 2004). Inoltre,
1 800EI EUUT DPOAEAOAT UEAIT A AE OAATEAEA bDi Al EIT OAOE
(aspirazione con ago sottile o biopsie guidate), determina spesso la presenza di materiale diagnostico
OAAOOT DHAO NOAT OEOU Ari NOAI EOUh AOAAT Al O1 601 O/
51 6 A1l OOA Ai 1 OEAAOAUEI T Ah  OE C Ofalayia,AsebbeAe irb r&®@ A E T E C
diagnosticare e classificare buona parte dei linfomi, risulti in alcuni casi del tutto insufficiente: é

guanto avviene ad esempio in corso di proliferazioni linfocitarie mature, nelle quali la distinzione tra

una linfocitosi ed una neoplasia linfoide indolente spesso non € possibile (Befzra et al, 2000;

Vernau, 2004). Gli errori diagnostici comunemente associati alla citologia convenzionale comprendono

anche la difficolta di differenziare le diverse varianti di linfoma ed i hfomi dalle neoplasie
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metastatizzanti tipo @ound cell® AT i A T AOOT Al AGOI i E PAOEAAOEAE A A
¢nmnmugs8 "ATAET 16A00AT OF AAITT A OAATEAEA EI T O1T1T DPAOI
1 3APDPI EAAUET T AchefaFpiccl® duén@d di fesSuio, Won & sempre possibile. Inoltre, la
diversita antigenica di questo eterogeneo gruppo di neoplasie, non permette in alcuni casi la diagnosi
AAOOA |j2AUGEA A0 Al h pwwxqgs8 )i i ECIl Ed abprdtokdllddi AD
diagnostico delle neoplasie linfoproliferative € tuttavia indubbio, considerando la possibilita di
identificare tramite queste tecniche la linea di origine della neoplasia che, come noto, presenta una
notevole valenza prognostica (Rezuke etl, 1997). In tutti quei casi in cui la morfologia e le tecniche

Eii OTT1 PAOT 1T CEAEA 111 OEOOI OAT1T AOAOOOEOA AA1l DO
tecniche molecolari quali ad esempioil Southern Blotting (SB) o la PCR, che sono in graddi
identificare una neoplasia linfoide in modo piu oggettivo ed accurato (Vernau e Moore, 1999, Medeiros

e Carr, 1999).

, 6 00EI EUUT AATT A OAATEAEA AE AEITITTCEA 11T1AATT AORZ
neoplasie linfoidi, ma contribuisce in modo significativo alla comprensione dei meccanismi
patogenetici alla base di queste neoplasie, permettendo al contempo di rifinirne i criteri classificativi

j 1 6EAAT OEEAEAAUEI T A AE DAOOEAIT |1 AOE | OOA Uddritribuio CAT A
alla nuova classificazione WHO delle neoplasie linfoproliferative) (Harris et al, 2000).

yl AT 1T Al OOETIT AR 1800EI EUUT AATT A OAATEAEA 111 AAT
diventato un mezzo indispensabile nella diagnosi eella stadiazione delle neoplasie linfoproliferative:

gli obiettivi piu importanti della diagnosi molecolare di linfoma sono la ricerca della clonalita e

1 6EAAT OEAEAAUETI T A AAT1T A OOAOITAAUEITE AOIiT OTI EAE

2.2 3 Ricerca della clonalita

Una neoplasia € costituita da una popolazione cellulare con identiche caratteristiche, derivata dalla
proliferazione di un unico precursore comune e per questo definita clonale; pertanto, tutte le cellule

O0i TOATE AT TOATCI 11 O1 6 Epuddssere Atilizzat Adhé ddrkdrispedifito db . | h

neoplasia (Rezuke et al, 1997; Lana et al, 2006).



73

La clonalita nelle neoplasie linfoidi viene definita con diversi criteri: pu0d essere suggerita

AAT 16171 OOAOOAUETT A AE o1 A bl bl 1 Allidath TcAn niethdicheO1 AOA
immunopatologiche per la presenza di un determinante antigenico monoclonale; essa € tuttavia
determinata in modo piu preciso ed accurato individuando la presenza di un riarrangiamento genico

clonale dei recettori antigenespecifici ol 8 AOEOOAT UA AE Al OAOAUEITE AOI |
metodiche di biologia molecolare (Rezuke et al, 1997).

Le tecniche molecolari sono in grado di diagnosticare una neoplasia linfoide attraverso la
dimostrazione della clonalitd; tuttavia, essa de¥ essere sempre e comunque interpretata nel
complesso dei riscontri clinici, morfologici ed immunofenotipici (Vernau e Moore, 1999). La
contestualizzazione della clonalita & necessaria poiché, seppur fortemente indicativa di neoplasia, non

¢ ingradosinggd AOi AT OA AE AEi T OOOAOA 16EDPTI OAGE 1 AT PI AGOE
ET Al OOA PAOI T Ah OA T A TAITBPI AGEA 17 OAIPOA AITTTAI
Burnett et al, 2003). Esistono patologie infiammatorie o infezionODE OAT E AAOOAh AAAAOO;
che nel cane, che possono indurre gammopatie monoclonali o alcune malattie linfoproliferative
AATECTA AAT 168011 1T AEA DI OOiTT OEOOI OAOA AITT1TAIE j
disordini linfoprolifera tivi AIDS-correlati, la linfocitosi a grandi granuli) (Burnett et al, 2003).

La ricerca della clonalita con metodiche di genetica molecolare trova la sua primaria applicazione in

tutti quei casi in cui essa non pud essere identificata con le tecniche tradinali; la sensibilita di tali

metodiche permette inoltre di riconoscere la presenza di una popolazione clonale anche quando
NOAOOA OADBPDPOAOGAT OGA Oi 1 OAT O1 186pbkp AAIT A O1 OAI EQU
possibilita di monitoraggio molecolare della neoplasia durante il trattamento antiblastico (Burnett et

al,2003).

2.24. Traslocazioni cromosomiche

I linfomi, analogamente alla maggior parte delle neoplasie, sono caratterizzati da lesioni genetiche in
COAAT AE AAOAOI d&prdiod Al AT6MAICE GAUEIBEIAAOOEOAUET T-A AE
oncogeni sono geni normalmente coinvolti nella regolazione dei processi di crescita e proliferazione

cellulare, con la potenzialita di contribuire alla trasformazione neoplastica, quandstrutturalmente o
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AO0T UETT AT T AT OA Al OAOAOE8 j2AUOEA AO Al h powwxds .,
permesso di identificare nelle neoplasie linfoidi, molteplici lesioni genetiche, integralmente coinvolte

nella loro patogenesi. La maggior arte delle anomalie genetiche identificate, sono ascrivibili a
traslocazioni cromosomiche che determinano la trasposizione di un protoncogene da un cromosoma

Al 18A1 60 h ETAOCAATATTA 16AOOEOAUETTA j2AUBEA AO
cromosomica, € in grado di attivare un proteoncogene anche attraverso la formazione di un trascritto

di fusione, derivante dalla combinazione di due geni, localizzati nei due punti di rottura dei cromosomi
coinvolti nella trasposizione (Rezuke et al, 198, Medeiros e Carr, 1999; Harris et al, 2001). Le
traslocazioni cromosomiche determinano delle deregolazioni trascrizionali di proteoncogeni,
AOOOAOGAOOT AOA [T AAAATEOIEqQ T A AAOACITAUEITA 11160
della regolazime di un proto-oncogene che viene fisiologicamente espresso dalla cellula e la
AAOACI 1 AUETTA AOGAOI Ol PEAAR A E Aondddene @lie AdknianémefonAl 1 6 £
viene espresso dalla cellula (Harris et al, 2001).

Dal punto di vista diagrostico, la scoperta di traslocazioni cromosomiche specifiche in determinati tipi

AE TET &£ 1T Ah EA DPAOI AOGOT AE Al i Pl Al AT OAOA A OAEEEI]
Pl OOAT AT Al 1 G6EAAT OEEZEAAUVUETTA KE DOABEWEAET OEBRAOI
determinata lesione genetica. Tale considerazione € soprattutto valida per i linfomi nddodgkin ed in

particolar modo per i B- diffusi a grandi cellule (DLBCL) un gruppo di neoplasie, eterogeneo dal punto

di vista clinicoeb OT ¢1 1T OOEAT ET AOE E AOEOAOE i1 O& 11 CEAE
patologica ( De Paepe e WaePReeters, 2007).

Quattro esempi di proto-oncogeni identificati nelle neoplasie linfoidi e coinvolti nella loro patogenesi

sono il bck2 (linfoma follicolare), il bel-1 (linfoma mantellare) il c-MYC (linfoma di Burkitt) ed il PAX5

(linfoma linfoplasmacitico) (Rezuke et al, 1997; Harris et al, 2001; Kocjan, 2005; Bende et al, 2007).

A differenza della maggior parte dei proteoncogeni, il bct2 non regola direttamente la proliferazione

cellulare, bensi e preposto al controllo della morte cellulare programmata o apoptosi (Harris et al,
¢nmpQg8 . A1 18AT AEOT AAE TETA&EIITE A 11EATTAOER T A O
(932;921), che determina la giustapposizione del gene b&l, (cromosoma 18), al locus H (cromosoma

ptq AOE AT 1T OACOA 1 A AAOACT 1 AUETTA OOAOAOEHESkT Al A
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I OOAT OOA DPOiT OACCA 1T A AAIl 4 téablokazibnd {(1B;18) O <teifalsdgnalatA Inl 8 AP
i1 OOA 1T 6ynp ARE AAOE AE 1T ETA&EITA Ei11EATTAOA OI AT
La traslocazione t(11;14)(q13;932) associata al linfoma mantellare determina la giustapposizione del
proto-oncogene bcll(anche conosciuto come CCND), posto sul cromosoma 11, al segmento genico J

del locus H nel cromosoma 14. Tale trasposizione determina la deregolazione eterotopica del gene bcl

1 che codifica per la Ciclina D1, coinvolta nella progressione dalla fase &la fase S, promovendo di
conseguenza la proliferazione cellulare (Harris et al 2001).

, A OOAOI T AAUEIT T E AEA-MXd, BohdOdrebe@ti reli 100% @éi Tinfoini@iABurkitt A
AlDScorrelati (Harris et al, 2001). Il 75% delle traslocazioni cromosmiche che si manifestano in

guesta patologia sono di tipo t(8;14)(q24;932), e determinano lo spostamento del locusMYC
(cromosoma 8), verso la porzione distale del locus H, sul cromosoma 14 (Busch et al, 2004). La
conseguenza piu comune di tale traspasione € la deregolazione omotopica del geneMYC che

codifica per una fosfoproteina nucleare, deposta al controllo della crescita e della proliferazione
cellulare (Harris et al, 2001). | siti di rottura cromosomica di eMYC e dei geni del locus H, sono

specifici per ogni paziente; di conseguenza la traslocazione-MYC/H, rappresenta un marker
molecolare pazientespecifico (Busch et al, 2004).

518601 OAOET OA AOAiI PET AE 1 AOEAO 1 1T1AATIT AOA AE 1ETA
nel 50% dei Infomi linfoplasmacitici ed in particolar modo associata allo sviluppo della
Macroglobulinemia di Waldenstrom. Tale traslocazione coinvolge oltre al locus H, il gene PBXhe

codifica per un fattore trascrizionale specifico per il controllo della prolifeazione Bcellulare. La
trasposizione determinerebbe la deregolazione omotopica di tale gene contribuendo alla
linfomagenesi (Harris et al, 2001).

Le traslocazioni cromosomiche in corso di linfoma, sono diventate importanti marcatori genetici di
neoplasia tie non hanno soltanto importanti implicazioni diagnostiche, ma possono essere utilizzati a

fini prognostici, nel monitoraggio della risposta terapeutica (Harris et al, 2000, Bende et al, 2007).

40A 1T A OAATEAEA 111 AAT 1 AOEspedfdieltrasiddazio Arondofichelsd E A AT (
PCR risulta quella maggiormente impiegata come metodica diagnostica pratica e per il monitoraggio

della malattia dopo trattamento terapeutico (Rezuke et al, 1997).
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2.25 Malattia Residua Minima (MRM)

Bendé i moderni protocolli terapeutici siano in grado di indurre la completa remissione dei sintomi in

O1 6A1l OA PAOAAT OOAT A AE DPAUEAT OE AE£ZAOOE AA 1 AT BI.
recidiva (Bruggemann et al, 2004).

La fonte di questa ri@duta deriva dalla presenza di una popolazione cellulare neoplastica che persiste

a livelli non evidenziabili dalle metodiche convenzionali. (Rezuke et al, 1997).

'1T16AI T EOOETTA Al ETEAAR O PDAUEAT OA AEEA&dIa AA O
102 AAT 1 601 A OOi 1T OAT ER AEA OATcCiI 11T EAAEIT AT OA OEI A
induzione chemioterapica, il paziente pud raggiungere la remissione clinica completa, anche se in

realta una popolazione neoplastica di 18109 cellule tumorali pud permanere. Le tradizionali tecniche
morfologiche non sono in grado di differenziare una popolazione costituita da 2@ellule neoplastiche,

da una popolazione non neoplastica (Rezuke et al, 1997); questo significa che la remissione clinica
risulta compatibile con la persistenza di una quantita considerevole di cellule neoplastiche residue
(Bruggeman et al, 2004).

10A00A OOEOAOOGAG AE AAITOI A 1TAT PI AOGOEAEAR AOGEAAI
comunemente chiamata Malattia Resiga Minima o MRM (Braziel et al, 2003).

La malattia residua minima ha un importante significato prognostico: in primo luogo, permette un
monitoraggio molecolare del comportamento della neoplasia durante la chemioterapia, consentendo

di apprezzare la sensibita delle cellule neoplastiche al trattamento (efficacia terapeutica); in secondo

luogo, essa consente di individuare i pazienti ad alto rischio di recidiva (Dolken 200¢an der Velden

et al, 2004). Tali implicazioni prognostiche, hanno determinato la msibilita di intervenire sul piano
terapeutico al fine di ottenere la scomparsa del clone neoplastico residuo raggiungendo la remissione

71 AAT 1T AOA AT i bl AOA A Al Al 1T OAI pI OEAOOOA 16ET OAI
Tuttavia, gli studi eseguiti sulla MRM hanno dimostrato che pazienti con diverse forme di linfomi nen

Hodgkin possono avere remissioni cliniche durature, nonostante la persistenza di un clone neoplastico

residuo e che pazienti con diverse forme di leucemia possono mostemuna remissione clinica e

molecolare duratura, senza tuttavia raggiungere la guarigione completa (Bruggeman et al; 2004). Tali
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considerazioni hanno determinato un acceso dibattito tra i ricercatori, soprattutto legato alla necessita

di standardizzare itd PE AA E [ 1T AE AE OEI AOGAT AT O1 AAITT A - 2.
prognostica. Questi studi hanno permesso di dimostrare come la valutazione quantitativa e la cinetica

della MRM siano in realta molto piu importanti rispetto alla sua presenza/asseaz A questo scopo

sono state validate diverse metodiche che consentono di valutare le oscillazioni quantitative della

MRM nelfollow-up clinico del paziente (Donovan et al, 2000; Biondi et al, 2000).

| target utilizzati nel monitoraggio della MRM, sono gncipalmente due: i riarrangiamenti genici dei

recettori antigene-specifici ed i breakpoints delle traslocazioni cromosomiche neoplasispecifiche

(Braziel et al, 2003).

La valutazione della MRM necessita di tecniche molecolari con sensibilita maggiorepasto a quella
OEAEEAOOA DPAO 1 6EAAT OEEAEAAUETTA AATT A AlTTAIEOUN
standardizzabile e specifica. (Braziel et al, 2003).

Poche tecniche presentano caratteristiche di sensibilita tali da poter essere utilizzaper rilevare la

-2- TAITTA TAIpl AGEA TET £ PpOT 1 EEAOAOEOA | " OAUEAT A

permette di identificare una cellula neoplastica tra 18-103cellule normali (Vernau e Moore, 1999).

2.3 LA PCR NELLA DIAGNOSI EINBONITORAGGIO DELLE NEOPLASIE

LINFOPROLIFERATIVE

2.3.1 Introduzione

Quando gli studi di valutazione della clonalita vennero condotti per la prima volta sui pazienti umani,

£O0 EiIi PEACAOA AlI1T OOAAAOOI 18A1 Al EOE elodich EeAdbiek EAOE
specifica, ma afflitta da numerose limitazioni (tra cui lunghezza e complessita di esecuzione), che ne
EATTT 1EIEOCAOT 1600EI EUUT AiTT A OAATEAA AEACIIT OO
Nonostante la tecnicaSB risulti adegld OA ET  AAOA AEACI T OOEAA 1T AI 1 8EAAI
linea di origine, manca di una sensibilita accettabile per il riconoscimento della malattia residua

minima o delle recidive incipienti. Inoltre la necessita di utilizzare una quantita dDNA adeguata per
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NOAT OEOU A POOAUUAR OATAITTT NOAOOA OAATEAA piI Al A
Vernau, 2004).

)y DOI Al AT E 1ACAOE AiIG6EI PEACT AAITB8EAOEAAUEITA
Al T 8AOOAT Obne A AatehaAdell® pomeiasi (PCR) ed al buon esito del suo successivo
adattamento per la valutazione della clonalita nelle proliferazioni linfoidi (Rezuke et al, 1997;
Medeiros e Carr, 1999).

| test basati sulla PCR sono rapidi, applicabili su piccoleuantita di DNA (come biopsie ottenute

mediante punch ed aspirati con ago sottile) o su DNA di bassa qualitd o solo parzialmente intatto

(come quello estratto da tessuti fissati in formalina od inclusi in paraffina) (Rezuke et al, 1997; Vernau

e Moore, 1999.

E un test che presenta una quantitad minima rilevabile pari allo 0,1% di popolazione clonale linfoide,

ciog in grado di identificare una cellula monoclonale in AAT 1 O1T A BT 1 EAI T 1T AI EN E
target molecolari B o T determina la possibita di identificare la linea di origine della neoplasia,

guando questa non pud essere determinata con metodiche immunopatologiche (Vernau e Moore,

1999).

La sensibilita, la semplicita di esecuzione e la possibilita di applicazione su piccole quantita di/ON

hanno reso la PCR la metodica molecolare cardine nella diagnosi e nella prognosi delle neoplasie
linfoproliferative (Rezuke et al 1997).

La necessita di individuare la MRM, quantificarla ed utilizzarla nébllow-up clinico di ogni paziente, ha
determinato un enorme sviluppo delle tecniche basate sulla PCR, volte a migliorarne ulteriormente la
sensibilitd. Una delle applicazioni piu importanti che offre la PCR & quella di amplificare un prodotto
derivato dai riarrangiamenti genici clonali delle Ig e delTCR, avvalendosi di primer consenso e di
utilizzare tale prodotto, per il sequenziamento genetico. La possibilita di conoscere la sequenza
genetica originale della neoplasia di ogni singolo paziente, ha permesso di costruire sonde paziente
specifiche (Brisco et al, 1996; Provan et al, 1996), determinando un incremento della sensibilita
notevole (riconoscimento di una cellula monoclonale su Eeellule policlonali) (Jilani et al, 2006).

, 6 ADDPI EAAUETTA AAT T A 0#2 bDOAAAAdImi kdahdlOcAmpledsi@A OE OO0

di esecuzione e ai costi del sequenziamento e della successiva creazione di sonde pazigmeeifiche
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marcate. Inoltre la difficolta di monitoraggio di alcune neoplasie linfoidi, caratterizzate da continue
mutazioni nei cloni neoplastici, rendono le sonde pazientspecifiche non sempre in grado di
identificare la presenza di un clone neoplastico residuo. Recentemente, Jilani e collaboratori (2006),
hanno applicato una metodica semplice che permette di ridurre i costi e l@mplessita di esecuzione,

i EcCl ET OAT AT Al AT 1 O0AI BT 1T A OAT OEAEI EOU TAITG86ET AEOD
Ligase Chain Reaction (LCR): i prodotti ottenuti con PCR attraverso primer consenso in fase
diagnostica, vengono digeriti con Bzimi di restrizione ed i frammenti cosi ottenuti, vengono utilizzati

nel follow-up molecolare. La PCR eseguita nel monitoraggio della MRM, pud contenere una quantita di
prodotto inadeguata per renderne possibile la visualizzazione su gel di agarosio elvtdta anche su
sequenziatore automatico. Tuttavia, se il prodotto si € formato e percid se persiste un clone
neoplastico, € possibile combinare tale prodotto con i frammenti ottenuti in fase diagnostica, in
presenza di una Ligasi. Tale enzima riconoscelgtivamente uno stampo (costituito dal prodotto PCR)

e ricombina i frammenti solo se lo stampo & perfettamente identico. In questo modo, & possibile
visualizzare un prodotto PCR altrimenti non identificabile: tale combinazione PCR/LCR, ha permesso
di aumentare la sensibilita della metodica fino al riconoscimento di 1 cellula clonale su 500000 (5 x
105) (Jilani et al, 2006).

518601 OAOET OA AOi 1 OQUETTA AAITT A OAAT EAA-TidetPCRRTOE COA C
PCR)per la ricerca di riarrangiamenti clonali delle Ig e del TCR, nel monitoraggio della MRM. La-RT
PCR permette una valutazione quantitativa del clone neoplastico residuo e consente di monitorarne le
oscillazioni, durante il follow-up della malattia. La quantificazione della MRM, preseat notevole
valenza prognostica poiché consente di suddividere i pazienti in categorie di rischio, in relazione alla
guantita di clone neoplastico presente (maggior presenza guantitativa di MRM, maggior rischio di

recidiva precoce) (Biondi et al, 2000; Donegan et al, 2000; Uchiyama et al, 2003).

2.32 Amplificazione dei riarrangiamenti genetici dei recettori antigenespecifici tramite PCR
Precedentementeé stato descritto il complesso meccanismo di riarrangiamento genico del TCR e delle
immunoglobuline, incui la scelta dei segmenti genici da ricombinare avviene in maniera relativamente

casuale, in modo tale che ogni singola cellula B o T sia caratterizzata da un unico pattern di
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riarrangiamenti recettoriali (Vernau, 2004). In una neoplasia linfoide, al comario, ogni clone di cellule
neoplastiche B o T presenta un unico ed identico riarrangiamento genico delle Ig o del TCR, che puo
essere utilizzato come marker molecolare specifico di clonalita (Rezuke et al, 1997; Medeiros e Carr,
1999).

A questo scopo, 0 #2 OEAT A APbPl EAAOA TAI18EAAT OEAEAAUEITA
segmenti di DNA che codificano per le regioni variabili dei geni delle Ig e del TCR, amplificando le

V(D)J splice junctions di entrambi i tipi di recettore.

, 6 AOCAOITARATI BEAICEOT OA § A AAT T A AAT AUETTAQ AAE 1 OAl
genici V, D e J, determina uimgerprint esclusivo per ogni dato riarrangiamento che offre un bersaglio

OAT OEAET A A OPAAELAEAT DPAO I1ké & hlPloF,AErAad 8 Kbote A1990;A A E A
Cazzaniga e Biondi, 2005).

Il riarrangiamento clonale dei segmenti VDJ della catena pesante delle Ig € tipico delle neoplasie
linfoidi a cellule B e pud essere amplificato mediante PCR utilizzando primer che leganeségmento

genico V ed il segmento genico J della regione variabile delle catene pesanti delle Ig.

1T A OE OAAI EUUAR 1 AAEAT OA o#2 |1

Qu
N~

La Figura2.3.21i T OOO0A
immunoglobulinici.
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Figura 2.3.2I: lllustrazionA OAEAI AOEAA AA1 EOT UEIT T AT AT O AATT A o#2 1,

genico B. Da Rezuke et al; 1997, modificato.
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Per amplificare con successo un segmento di DNA, i primer utilizzati devono riconoscere sequenze
geniche postedl 6 ET OAOT 1T AE OT A Al OOA OANOAT UA AE $.!8 .}/
OANOAT UA OAOGCAO AAE DPOEIi AO AITG6ET OAOTT AAE OAGI /
i 6AO0AT UA AAE OEAOOAT CEAI AT OE C Atofolamplidcifigird 1 1 1
2.3.2l, linea A); soltanto in caso di riarrangiamento VDJ, la vicinanza dei segmenti genici permette

1 6Ai Pl EEXAEAAUET T A AE Ol bDOT Al 00T 8

In una popolazione policlonale, ciascuna cellula presenta una diversa specificita antigenied un

distinto riarrangiamento genico, pertanto, il prodotto amplificato, visualizzato mediante elettroforesi,

e rappresentato da bande (frammenti) di diversa lunghezza risultanti in uno smear pattern (Figura
2.3.2l, linea B).

In una popolazione monoclomle al contrario, tutte le cellule presentano identici riarrangiamenti, per

cui il prodotto amplificato € rappresentato da una singola banda discreta (Figurd.3.2l, linea C)
(Rezuke et al, 1997).

Come gia detto in precedenza, nei linfociti B, la regionariabile della catena pesante (VH) é costituita

da 3 regioni framework (FR), in cui sono presenti sequenze nucleotidiche conservate e da 3 regioni
#$2h ET AOE OI1T1T DPOAOAT OE OANOAT UA EDPAOOAOEAAEIE
e che sono sottoposte al processo di ipermutazione somatica. CDRI, CDRII e tutte le regioni FR sono

codificate dal segmento genico V, mentre la CDRIIlI viene codificata dal segmento genico D e dai

segmenti di DNA posti tra le giunzioni ¥D e DJ(Figura2.3.211).

Figura2.3.211: Organizzazione genetica della regione variabile delle Immunoglobuline. Da Rezuke et al, 1997.

) 1 AOT AE AT 1 O1Ai AT OA Ei PEACAOE EIT -AAEAET A 51 ATA

della catena peante delle Ig, utilizzando come sonde degli oligonucleotidi che presentano omologia
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con le sequenze conservate della regione FRIII dei segmenti genici VH e con quelle dei segmenti genici

JH (Ramasamy et al, 1992).

La costruzione di primer, disegnati in acordo alla sequenza dellaCDRII del clone neoplastico

ABAOI OAET h OATAA DPET OAT OEAET A 1T A OEI AGAUETTA AA
studio della MRM.

Nella valutazione delle neoplasie AA1 1 01 AOEh 1 8 OOEI E 8 di iddnkficafe A OO E
clonalitanel 509 mb AAE AAOEN ET O1T A AOITA PAOAAT OOAT A AE
puo non riuscire, a causa di mutazioni che non permettono un corret@annealing, o perché, essendo la
costruzione di questi primer basata su un limitato numero di sequenze IgH, non & possibile legare tutti

i possibili segmenti VH (Rezuke et al, 1997).

Per aumentare la sensibilita di tale tecnica, & possibile amplificare un segmento di DNA piu grande,
utilizzando dei primer complementari alla regione FRI, posta piu esternamente rispetto alla FRIII
(Figura2.3.21IqN NOAOOGS O1 OEI A POAOAT OA OT A OANOAT UA OO AEE
1 800EI EUUT AE O O111 DOEIi AOh AEOAOOAEtddgéndita, AAT 1 A

1 6§60

-1 EUUT AE OAOOA AEAZAZZAOAT OE DPOEI AOh AEA Al OO0l
medicina umana (Ramasamy et al, 1992).

Nonostante la maggior complessita di esecuzione, utilizzando la regione FRI, & possibile individuare
riarrangiamenti genici delle immunoglobuline nel 94% delle neoplasie linfoidi a cellule B e quindi di

ridurre, rispetto al primo metodo, il numero di falsi negativi (Ramasamy et al, 1992).

0AO NOAT OT OECOAOAA T A TATDPI AGEA A AATT1OI A 4h DIE
4#27 OI 11T OPAOGOT AAIT AGE TAIT A AATTOIA 4 1 AOOOAR E
DAO 1 8AI Pl EEAEAAUET T A 1980WpAEAT OA o#2 j2AU0EA AO Alnh

In medicina umana, lo studio sulla clonalita delle neoplasie linfoproliferative a cellule T, viene eseguita

i AREAT OA 16AT AT EGE AAl 1TAGO r j4#2 ¢qQ AEA £EI OTE
I1TAOO 1 j4#2 1 qn NOAAOI ABAAOOAQERI Ei AABOO r OEAI
CATEAE ATl i ACCET OA ZOANOGATUA TAITTA AAT1TOI A 4hnh

superficie. Inoltre, il numero limitato dei segmenti genici V e la mancanza dei segmenti genici D,
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rel ATTT EI 1TAOO rh PEIT OAIi PI EAA AA OOOAEAOA PAO O
) OEAOOAT CEAI AT OE AAl 11T AOGO r OEOOI OATT BEIT OAl
rappresenterebbero pertanto una misura piu sensibile di clonalita rispetto ai riarrangiamenti del

4#2r " 001 AOO AO Al h ¢nmoQs

2.33 Limiti della PCR nella valutazione della clonalita e della MRM

Nonostante i numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalita B -eéllulare, tale tecnica
Come gia accennato, il mancatannealing dei primer diretti contro le regioni FRIIl e FRI in una
significativa percentuale di neoplasie linfoproliferative a cellule Bpud essere dovuto a mutazioni

O | AGEAEA Al 18ET OAOTT AAI 1T A OACEinkaingdeidiimed &2))) A
, 0EDAOI OOAUETTA O1T i1 AOGEAA AT ETOI 1 G¢A E OAci AT OE CAI
B mature dopo lalor)A OBT OEUET T A Al 1 8 AT OECAT As

0OAOOAT OTh TAE TET A T E AEA AAOEOATT AATT A AAIT 101 A
guelle dello strato mantellare), il processo di ipermutazione somatica non € significativo ed i falsi
negativi non costituismno un problema.

6 EAAOAOOAR TAE TET AT E AEA AAOCEOGATT AA AAIT 1T O1I A A
quelli follicolari) il processo di ipermutazione somatica € sostanziale ed i falsi negativi possono
risultare superiori di numero (Rezuke ¢ al, 1997).

, A Al OOA AAOOA OAODPI T OAAEI E AAI T A Al i DPAOOA AE EAI
6 AE OEAITTT OAAOA 1T A OANOAT UA AT i DI Al AT OAOE AE $.!
primer V e J di riconoscere alterabni genetiche quali riarrangiamenti parziali (riarrangiamenti DJ) o
traslocazioni cromosomiche (Rezuke et al, 1997). In medicina umana la presenza di riarrangiamenti
parziali € molto frequente nella leucemia linfoblastica acuta infantile, dove arriva a paresentare oltre

il 20% dei casi (Cazzaniga e Biondi, 2005). Cosi come in fase diagnostica tali limitazioni possono essere

rilevate anche nella valutazione della MRM, nella quale peraltro, la percentuale di falsi negativi pud

aumentare sensibilmente. In etti, la stabilitd dei marker in corso di neoplasia non & assoluta e i
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prodotti tumorali presenti negli stadi iniziali della patologia possono essere assenti nei cloni cellulari
responsabili della recidiva. Questa instabilitd € generalmente dovuta al fatche il marker identificato

al momento della diagnosi, € presente solamente in un swdbone di cellule neoplastiche, che pud non

essere il responsabile della progressione della patologia e della successiva ricaduta: questo fenomeno

€ noto con il nome dbiligoclonalita (Cave, 1999; Paietta, 2002).

516 Al OOA bi OOEAEI EOU v AEA EI 1T AOEAO AITTAI A bli
secondario. Questo fenomeno prende il nome di evoluzione clonale (Cave, 1999).

Sebbene il rilevamento della MRM pOOA A OOAOA 1T OOAAT 1T AOGA AATTBET (
DOl AAAEI EOU AE AAI AEAT AT O1T 1TA1 DAOOAOT AAE OEAOQO
rischio di un risultato falso negativo € basso quando lo studio della MRM viene condotto durargk

stadi precoci del trattamento (Cave, 1999).

2.3.41 riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigenespecifici nelle neoplasie linfoproliferative

canine
#1167 1101 AA OGAibpih T A TATDBPIAOGEA 1 ET Al bQ@petic £A OAC
OPAAEZLZEAEARh O1 8A1 OA OEI EI EOOAET A Ai1T 1A Ail1 001 PAC

come modello sperimentale spontaneo per lo studio di queste neoplasie (Knapp e Waters, 1997; Vail e
McEwen, 2000; Gentilini et al, 2005).

In Medicina Veterinaria la diagnosi di neoplasia linfoproliferativa, viene effettuata in prima istanza
attraverso la valutazione morfologica dei preparati cito/istologici, che solitamente & in grado di
individuare e classificare una neoplasia linfoide; tuttavia gli stessi errori diagnostici e limiti
interpretativi , riscontrati in Medicina Umana, sono presenti anche in Medicina Veterinaria.
Analogamente alla controparte umana, gli studi immunopatologici hanno contribuito a migliorare il
protocollo diagnosticoel A A1 AOOEZEAAUEI T A AAE T EIT &I E AAT ETEh
molecolare € troppo recente per coadiuvare il percorso diagnostico clinico o avanzare ipotesi
DAOI CAT AGEAEA8 . TTAETATTh TACIE Ol &&keEmolgcolaildi Eh |
neoplasia ha prodotto diversi studi, soprattutto rivolti alla valutazione della clonalita in corso di

neoplasie linfoproliferative canine (Vernau e Moore, 1999; Burnett et al, 2003; Avery e Avery, 2004;
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Vernau, 2004; Tamura et al, 208; Yagihara et al, 2007). Sono stati effettuati anche alcuni studi di

AEOI cCAT AOEAA A OAAAT OAT AT OA 7+ OOAOT AAOT ETEUET |
AAE TET EITE OO AE OI 6AI PEA AAOEOOEA Arbgno€idaAdalldT A 1 ¢
traslocazioni cromosomiche appaia ancora lontana. (Thomas et al, 2003; Modiano, 2004).

La presenza di differenze speciO DAAEAEAEA OOA 1T A CAT AOCEAA AAITT A EI
implicano spesso approcci differenti o in ogni cso non del tutto sovrapponibili.

51 AOAI PEI AGEAAT OA 1 1800EI EUUI AATT A ATTTATEOD
linfoproliferativa che viene effettuato in Medicina Umana: la possibilita di utilizzare le catene leggere a

scopo diagnostico@® | OOEAETI A BT EAET AEOEI 11 CEAAI AT OA 1T A AAOD
ANGEI EAOET h DAO NOAOOI I 6EAAT OEEZEAAUETITA AE 1 ET /
piuttosto che un altro é indicativa di una popolazione monoclonale (Reke et al, 1997).

yl - AAEAET A 6AOAOET AOEAh 1T A EEOEIT I T CEAA DPOAATIT ET £
rende difficile il suo utilizzo come marker di clonalitdh a meno che non venga dimostrata, tramite
metodiche immunopatologiche, la completb | OEOEOEOU AT OEAT OPAT A OAOOIT |

alla negativita anticorpale verso la catena leggera k (Arun et al, 1996; Avery e Avery, 2004; Vernau,

2004).

2.3.5ldentificazione dei primer consenso per la ricerca della clonalita nelle neomee linfoidi B canine
AT T A AEACT T OOEAA 111 AATT AOA AAE T ET AT E AATETE
Immunoglobuline (VH) si utilizzano primer consenso, ossia sequenze costruite su nucleotidi altamente

conservati nella regione target. lprimi primer consenso validati in Medicina Veterinaria, risalgono al

2003, quando Burnett e collaboratori (2003), li disegnarono su sequenze di DNA complementare

Qu

i As. 1 gqh T OOAT OOA OOAI EOA OAOOI OOAOAOEUET tDNAAAT |
clonato, sequenziato e successivamente allineato, evidenziando la presenza di 5 sequenze con
differenze significative (5 cloni). Nonostante le diversita riscontrate, tutti e 5 i cloni presentavano una
sequenza altamente conservata in corrispondenzdella FRIIl putativa che poteva essere amplificata,
tramite PCR, da un unico primer comune VH (primer forward); tali cloni contenevano altresi due

sequenze altamente conservate a livello della regione J putativa, amplificabili tramite 2 diversi primer
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JH(primer reverse). Secondo gli autori il primer forward e i due primer reverse, non potevano essere

Al I AET AGE ET O1 601 EAA OAAUEITT AR DAOOGAT OT 1T A OAAUE
in relazione al primer J utilizzato furono designatdgH maior, in grado di amplificare la maggioranza

dei riarrangiamenti genici possibili ed IgH minor, in grado di amplificare solo una piccola proporzione

di essi. Il set di primer cosi ottenuto, € stato contestualmente utilizzato su campioni diagnostici,
AAOAOI ET AT AT 1 8EAAT OEEAEAAUEITA AE OT A PIibBilAUETT
(Burnett et al, 2003).

3O0AAAOOCEOAT AT OA Al 1 8A00AT OF AAT AT i Bl AOI OANOGAT U
AAOAOGT 0011 6AT1 Al Eddénze EépdBitateisdi OdfaBale, Fedkdritl dil cdnpletamento

degli studi genetici sul cane, ha ridefinito i primer da utilizzare nella ricerca della clonalita-Bellulare

(Tamura et al, 2006). Confrontando le sequenze di cDNA del locus H depositate in pagnza, con

tutte le sequenze genomiche della regione variabile delle immunoglobuline canine, presenti sui
database, i ricercatori sono stati in grado di individuare un singolo gene, posto sul cromosoma 8,
contenente 61 diversi segmenti genici V ed un sokegmento genico J. Allineando i 61 segmenti genici

V, e stato possibile identificare, in corrispondenza della FRIII, una sequenza altamente conservata di

¢m 1 OA1 AT OEAENn OO NOAOGOA A OOI 16801 EAT OACIH Ad O1 ~
mediante PCR, la regione ipervariabile CDRIII, consentendo la valutazione della clonalita nei linfomi

canini, con un'unica coppia di primer (Tamura et al, 2006).

23.6) AAT OEAZEAAUETT A AAE DPOEI AO PAO 1 6AI PI EEAEAAUET T A
Lo stesso criterio WET EUUAOT DHAO 1 8EAAT OEEAEAAUETTA AATT A A
collaboratori (2003) per il TCR. La decisione di indirizzare le ricerche sul locus é stata dettata dalle

stesse considerazioni effettuate in Medicina Umana, gia descritteel precedenemente. Il metodo

OOEI EUUAOT DPAO 1 6AANOEOGEUEITTA AAT As.! AAl OEIT 7
stato lo stesso utilizzato per le Immunoglobuline. Anche in questo caso i ricercatori hanno ottenuto 5

cloni sui quali, ricercando le sequenze conservate, sono stati disegnati i primer. Cosi come per le
Immunoglobuline anche il locus TCR, é stato amplificato attraverso un primer forward comune V e due

primerreverseh *r 8 | AEZAZAOAT UA AAl OAO AE DOEI A0 PAO I
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OAAUETT A8 'TAEA ET NOAOGOI AAOT 1800EI EUUI AE NOAQ
una popolazione linfoide nei campioni sottoposti ad indgine molecolare (Burnett et al, 2003).

Come in precedenza, anche in questo caso il gruppo di ricercatori giapponesi autori dello studio basato

sul genoma canino, ha utilizzato lo stesso criterio investigativo applicato sui linfomi B, al TCR canino,
arrival AT AA AOAT UAOA OT GEDT OAOGE OQITIAG G QA TjEQUAIGAEEEA G AR
In questo studio sono stati identificati 22 cloni codificanti il TCR canino attraverso i quali, tramite

analisi computerizzata del database genetico del cane, é stato possibile identificare almeno 4 repertori

di regioni V, ADPAOOAT AT OE A AOA AEOOET OE O1 001 cOOPDPEN
sottogruppi, in base a similitudini di sequenza (Yagihara et al, 2007). Questi dati hanno permesso la
creazione di 4 primer ognuno dei quali specifico per ogni sottogruppda combinazione delle quattro

sonde identificate ha permesso di individuare una popolazione clonale nella totalita dei campioni

neoplastici testati (11 linfomi e leucemie T), distinguendoli da campioni iperplastici e sani (Yagihara et

al, 2007).

2.3.7<ensibilita della PCR nella valutazione della clonalita dei riarrangiamenti genici dei recettori
antigene-specifici nelle neoplasie linfoproliferative canine

. 8ADDPI EAAUETI T A POAOEAA A

O Ai PET OOOAEI &AOEOOE
ha permesso di valutarne pregi e limiti. Come accennato precedentemente, nello studio eseguito da
Burnett e collaboratori (2003), la sensibilita della PCR nella valutazione della clonalita delle neoplasie

linfoidi B e T canine & stata approssimativamae del 90% (77 campioni positivia PCR su 101 soggetti

inclusi nello studio per diagnosi citomorfologica di neoplasia linfoproliferativa). Tale sensibilita si &
AEI T OOOAOGA 111061 DPET Al OA AE NOAIT A 1 OOAT OOA ET A
Gli stessi autori hanno tuttavia evidenziato come la tecnica PCR da loro validata presenti una diversa
sensibilith quando utilizzata su campioni provenienti da tessuti linfoidi od ottenuti da tessuti non

linfoidi. Nel tessuto linfoide, la PCR & molto sensibile presenta una quantita minima rilevabile di 1

cellula neoplastica su 1000 (Burnett et al.; 2003); al contrario nel tessuto non linfoide, la sensibilita &

risultadecisamente inferiore (1 linfocita neoplastico in una popolazione di 100 linfociti non

neoplastici) (Lana et al, 2006). Una possibile spiegazione riguarderebbe la competizione, durante
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1 8AI PI EEEAAUET T AR OOA 1T A OANOAT UA CATEAEA OEAOQO/
(Burnett et al, 2003).

La PCR diagnostica, per avere un validosdontro pratico deve in ogni caso poter essere applicata a

matrici diagnostiche anche molto diverse tra loro. Burnett e collaboratori hanno dimostrato come la

tecnica PCR potesse essere applicabile a qualsiasi matrice biologica: campioni bioptici, fluadritri,
ago-aspirati, midollo osseo, e materiale citologico.

' TAEA TAI16APPI EAAUEITA OO0 OAT cCOA DAOEAAOEAT h 1
AEI T OOOAOA DPEI OA1T OEAEI A OEODPAOGOI Al T A OAlI O0AU
popolazione clonale. Nello studio di Keller e collaboratori (2004), il 76% dei soggetti affetti da linfoma

in stadio clinico IlI/V o VI/V hanno presentato una positivita PCR su sangue periferico, nonostante la
valutazione citomorfologica eseguita contestuanente su midollo e sangue fosse risultata negativa.

Tale riscontro molecolare, ha permesso la collocazione di questi soggetti nel V stadio WHO
(coinvolgimento neoplastico del midollo), che non sarebbe stata possibile con il solo ausilio delle
tecniche morfologiche tradizionali. Tuttavia, tale positivita non ha costituito un fattore prognostico

negativo nelfollow-up clinico dei pazienti (Lana et al, 2006).

Nonostante i numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalita B e T cellulare, anchdi neg

studi sul cane, la tecnica ha dimostrato di essere associata a risultati falsi negativi e falsi positivi.

Di conseguenza, la valutazione della clonalitd deve essere sempre interpretata insieme ai riscontri

clinici, morfologici ed immunofenotipici e nelrispetto dei limiti di sensibilita e di specificita della

tecnica utilizzata (Avery e Avery 2004).

La mancanza di riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigenspecifici nei casi di neoplasia

linfoide confermata (falsi negativi) pud essere dovuto &arie cause.

%5 Dl OOEAEI A AEA E DOEiIi A0 Aii O1 Ai AT OA OOEI EUUAOD
riconoscere tutte le possibili ricombinazioni VDJ: pertanto, una neoplasia linfoide che presenti
ricombinazioni VDJ tali per cui i primer utilizzatinon sono in grado di riconoscere alcuna sequenza

T OA1 AT OEAEAA AA AOGOE Aii bl Ai AT OAOAh bi OOAAAA bPOT A
Il sequenziamento del genoma canino ha permesso di stabilire con quale grado i primer comunemente

utilizzati riescano a riconoscere le ricombinazioni VDJ (Avery e Avery 2004); tale riscontro, ha
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consentito di perfezionare la tecnica PCR, tramite la costruzione di nuovi primer in grado di assicurare

O A OAI PAOOOOASG PET Aii bl AGiAverdar 20§ OOE E bi OOEAEI E
%5 DI OOEAEI A ET1100AR AEA EI OAFAITEI AT Ol 6 AARE DO
percentuale di neoplasie linfoproliferative a cellule B, possa essere dovuto a mutazioni somatiche

AT 1T 8ET OAOT T A Aile Irgkrandgefa@Elle TgAche Ondpédisdono il corretto annealing dei

primer (Vernau, 2004).

)yl - AAEAET A 51 AT Ah NOAOOSOI OEiIT DOT AT AT A 7 OOAODI
consenso diretti verso le regioni FRI e FRII, in aggiunta a du¢ E OOEI EUUAOE DBAO 1 (
OEAOOAT CEAI AT OE AAT 11TAGO AAIT1T A AAGAT A 1ACCAOA E
sottoposti al processo di ipermutazione somatica e percid sono ritenuti target stabili per

1 8 Al Bl E AttiAntePER (Veknad, 2004).

51 6 A1l OOA AAOOA AE ££EAI OA T ACAOCEOEOU AIT T G6ET AACETA o
alcune neoplasie linfoproliferative derivano da cellule Natural Killer in altre parole da linfociti privi di

recettore (anche dette cellule nonB, nonT), pertanto, non €& presente né identificabile alcun
riarrangiamento genico. Un altro esempio € rappresentato dalle neoplasie linfoidi che coinvolgono i
precursori dei linfociti che presentano la configurazione genetica delldinea germinale: anche in
NOAOOI AAOI 1 6 AOOAT UA AE OEAOOAIisgéfiki] doh @&met@ AT EAE
18A1 D1 EAEAAUVUET T A AA1T DPOT AT 601 o#2 j! OAOU A 1 BAOUN
Nello studio di Lana e collaboratori (2006), allo scopo di determinare se isultati falsi negativi fossero

legati alla presenza di una particolare neoplasia oppure ad un limite della tecnica, sono stati
confrontati i tempi di sopravvivenza e iDisease Free IntervgDFI/ intervallo libero da malattia) dei

pazienti affetti da linfoma che hanno mostrato riarrangiamenti genici clonali e quelli che, viceversa

sono risultati falsi negativi; la mancanza di una differenza significativa dei DFI e dei tempi di
sopravvivenza tra i due gruppi ha indotto ad ipotizzare che la causa dei risultdalsi negativi fosse da

imputare al mancatoannealingdei primer consenso (Lana et al, 2006).

%8 ETZET A DPiI OOEAEI A AEA E OEOOI OAOE £#Z£AI OE 1 ACAOQE
cellule neoplastiche inferiore alla quantita minima rievabile dalla PCR (1 cellula neoplastica su 100 o

1000 linfociti normali) (Avery e Avery 2004). Questa eventualita si verifica soprattutto quando i
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campioni che sono sottoposti ad indagine molecolare, provengono da soggetti in remissione clinica
anziché inAi i EOOET T Ag NOAOOSOI OEI A Ai 1T OEAAOAUETTA Al OC
guesti primer nella valutazione della Malattia Residua Minima (Avery e Avery, 2004).

Alcune neoplasie linfoidi possono mostrare riarrangiamenti genici biclonali omultipli (pattern
oligoclonale) dello stesso recettore antigenepecifico (Avery e Avery 2004). Per analogia a quanto
osservato in Medicina Umana, € possibile che il riarrangiamento biclonale dello stesso recettore
antigeneOPAAE £AEAT  OE A esibtdn@eAdDduE popalarioni AliAckllul® neoplastiche o dalla
presenza di riarrangiamenti non produttivi sul secondo cromosoma (fenomeno di mancata esclusione

allelica) (Burnett et al, 2003).

I riarrangiamenti multipli potrebbero essere indotti dalla trasformazione della neoplasia in cloni

multipli che hanno subito successivi riarrangiamenti CDR (come descritto per il linfoma a cellule B
TAT168601T1TTq T AAITT A POAOGAT UA AE AiITTE 101 OEPIE CA
NOAI | GeAddbuh Gdfcihdgénb o il risultato di un processo virale (come descritto per

A
1 6ET ZAUET T A -O(hunamT-cel Amphotropié virusl) (Burnett et al, 2003; Avery e Avery

2.3.8Specificita della PCR nella valutazione della clonalita dei riangiamenti genici dei recettori
antigene-specifici nelle malattie linfoproliferative canine

, 6 AT Al EOE AAE DOl AT OOE o0o#2 1 AAEAT OA A1 AOOOT &£ OAOI
facile differenziazione tra riarrangiamenti genici monoclonali @ oligoclonali o policlonali; € quanto
AAAAAA NOAT AT OEAT A OOEI EUUAOT EI 4#2rh DPAO 1A
1 ET £ POl 1 EEAOAOEOA 4 j1 OAOU A 1 OAOUh ¢nmnt Q8 #I11i
maggiormente utilizzato perchéoltre a fornire un rendimento diagnostico superiore rispetto al locus

3, presenta un limitato numero di segmenti genici V sottoposti al processo di ricombinazione; a causa

di questa minore eterogeneita tra i riarrangiamenti genici, il TCRcostituisce unsistema piu semplice

per la costruzione di primer consenso, ma per lo stesso motivo in grado di indurre la comparsa di

risultati falsi positivi (Vernau e Moore, 1999; Vernau, 2004). Alcuni campioni provenienti da soggetti
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non affetti da neoplasia linfoidepossono mostrare riarrangiamenti genici clonali: e il caso di alcune

ET ZAUET T E j OOA AOE 1|1 6%EOI EAEEI OE O1 OOAT OOA AA %8/
clonale T (Vernau e Moore, 1999; Burnett et al.; 2003).

Tale popolazione monoclonaleod oligoclonale, sarebbe indotta dalla presenza di cellule T trasformate

ma non ancore evolute verso un evidente stato neoplastico, (come gia precedentemente descritto
TAT186ET ZAUET T A AA OEOOO (4,6 EIT - AAEAEIpdplastchAT AQ 1
OAAOOEOANR AEA OAAAAAOU OOAAAOOEOAI-BdmORBurngttlet &,A 1 6 E
2003). Nessuno studio in Medicina Veterinaria, ha valutato il decorso clinico di cani positivi a PCR per
riarrangiamenti clonali T in corso di Ehrlichiosi o altre patologie infiammatorie per la possibile
insorgenza di neoplasie linfoidi conclamate (Avery e Avery, 2004). Tale considerazione é
particolarmente importante quando i risultati PCR vengono designati come falsi positivi solo sulla base
dOEOOI OAOE AEOI T T CEAE 1T EOOIITTCEAE TACAOEOE A 111
001 16801T1TTh ywyn AAOE AE EDPAODPI AGEA 1 ET £ EAA AAT ECI
clonalita, e tutti i pazienti che hanno mosato riarrangiamento genico clonale T o B hanno sviluppato

una neoplasia entro i due anni (Avery e Avery, 2004).

, A OPOAOAT Al 11 A1 EOU6 OAPPOAOGAT OA O1 8A1 OOA AAOOA |
primer consenso. Essa si verificawpndo il campione testato contiene pochi linfociti (es. un tessuto

non linfoide) o DNA di scadente qualita (es. un tessuto fissato in formalina). In questi casi, il DNA pud
AOOAOA Ai Pl EEZEAAOT O 11T AA O1 DEAAIT I Tresslogiddl®@i AE
presenza di una popolazione linfocitaria clonale. Per limitare il fenomeno della pseudoclonalita, é

quindi importante testare la sensibilita e la specificita della tecnica utilizzata nelle differenti matrici

diagnostiche (in particolare tessito fissato in formalina contro tessuto fresco) (Avery e Avery, 2004).
2.3.9Determinazione della linea di origine delle neoplasie linfoidi mediante scoperta dei
riarrangiamenti genici dei recettori antigene specifici

AT T80T 11T A 1T AT I1eAddiTridkrangidm@nhi igehiti Bed fecetii dnfigdnespecifici pud

linfoidi, in particolare nei casi in cui le tecniche immunopatologiche non risultincesaustive. Questa
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possibilita & soprattutto importante considerando la valenza prognostica della linea di origine nelle
neoplasie linfoproliferative canine (Vail, 2000).

Il riscontro di un riarrangiamento genico del TCR é considerato sufficiente a giustiére la definitiva
classificazione della neoplasia come appartenente alla linea cellulare T, con una certezza paragonabile

al valore dei riarrangiamenti delle Ig nelle neoplasie linfoidi B (riarrangiamenti genici di linea
appropriata). Sebbene queste corasioni siano considerate generalmente vere, non possono valere in

OAT 01T AOOT 1001 OA DOAOGA OEICii AOi AT OAg 186ET OAODPO
linea di origine deve essere effettuata con cautela (Vernau, 2004). Risultano di dublimterpretazione

anche quei casi dove si verificano entrambi i tipi di riarrangiamento genico dei recettori antigene

specifici (sia T che B): non & chiaro in effetti se si possa trattare di una doppia clonalita neoplastica o se

si debba considerare la pasibilita di un risultato falso positivo su una delle due linee cellulari (Burnett

et al, 2003).

, 0EAAT OEZAZEAAUET T A OOAI EOA o0#2 AAE OEAQEéficicAi AT O
OAT UG AT OOT AT 1T OAT OEOA 1 AlasleHinkoprbliferatize irb\EetlicinA Yiefednaxid OA A

e potrebbe essere impiegata anche come marker di MRM. La possibilita di monitorare con tecniche

iT1 AAT 1T AOE OAITE 1TAI DPI AGEAh ADDI OOAOAAAA OAT UBAI O
patogenesi eAAT 1 6 AOT 1 OUET T A AE RNOAOOA 1 Ai pPIl AGEA AEAN
invariabilmente entro due anni: tali studi potrebbero altresi consentire di modulare il trattamento
terapeutico, al fine di ottenere remissioni piu durature. Un tentativo preminare di applicare un

approccio molecolare finalizzato alla valutazione della MRM é stato impiegato recentemente dal nostro

gruppo di ricerca. | risultati di questa tesi comprendono ed ampliano le strategie, i metodi ed i risultati

di questo approccio.
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24 STRUTTURA ED OBIETTIVI DEL PROGETTO

2.4.1 Diagnosi delle malattie linfoproliferative nella specie canina
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arriclg history: The diagnosis of canine lymphoma is achieved using morphological and immunological
E:s:il\‘/,::ij i?] Jr‘g?s::(f)grm 2 September 2008 methods. ln.a celitain Percentage of cases, difﬁ.culties in .ma!dng a definitive d}agnosis of
Accepted 16 September 2008 lymphoproliferative disorders may occur despite extensive immunophenotyping. There-

fore, additional diagnostics, such as molecular assessment of Ig/TCR gene rearrangements
clonality, may confirm the final diagnosis. Polyacrylamide gel electrophoresis and

:;?}rvggr‘gizne rearrangement heteroduplex analysis have _alread_y been proven to be suitable for detgcting cIon_aIity but
PCR are cumbersome and labor-intensive. In the present study, GeneScanning analysis of PCR
Dog products originating from different primer sets targeting different regions of Ig and TCR
Lymphoma was validated in improving sensitivity as well as in reducing the turnaround time of gene
GeneScanning rearrangement assays. GeneScanning exploits 5’ fluorescently labelled primers for the

automated and fast analysis of PCR products either as singleplex or multiplex runs. Initially,
the assay was set up using DNA purified from normal tissues (n = 6), hyperplastic/reactive
tissues (n=10) and a small set of immunophenotyped lymphoma samples (n =12). The
optimized methods were then used in a large set of 96 canine lymphoma samples. Normal
and hyperplastic/reactive lymphoid tissues showed typically polyclonal or, occasionally,
oligoclonal PCR products. Lymphoma samples showed monoclonal peaks arranged as a
single or, occasionally, a double narrow base peak sometimes embedded in a polyclonal
background. In all immunophenotyped cases, an Ig or TCR clonal finding corresponded to
B- and T-cell lymphomas, respectively. Overall, 94/96 (97.9%) samples showed clonal Ig/
TCR clonal rearrangements among which clonal Ig was found in 61/96 (63.5%) of samples
and clonal TCR in 33/35 Ig negative samples (34.4% of all cases). In one out of ten randomly
chosen cases, both Ig and TCR clonal gene rearrangements were found. Among the factors
affecting assay accuracy, DNA quality has been shown to be critical and the amplification
of DNA controls of different size are recommended to evaluate DNA integrity. Frozen
material such as that which remained inside the hub of the needle used for diagnostic
procedures is optimal for the analysis herein described. In conclusion, GeneScanning
represents a versatile tool for routinely assessing Ig/TCR clonal rearrangements and
supporting the diagnostic protocol of canine lymphomas.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

— 1. Introduction
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134/100,000 cases/year (Dobson et al., 2007). The
diagnosis of canine lymphoid neoplasia is achieved
using a variety of laboratory investigations. In most
cases, malignant lymphoproliferations can be distin-
guished from reactive ones by traditional morphological
analysis of the lymphocytes, alone or in conjunction
with antibody staining of the cell surface and intracel-
lular/nuclear antigens. In the last decade, in human
medicine, molecular methods, in particular PCR, have
been increasingly employed to support traditional
techniques in diagnosing lymphoproliferative disorders
(Rezuke et al., 1997; Medeiros and Carr, 1999; van
Dongen et al., 2003; Hodges et al., 2005). PCR relies
on the amplification of tumour markers such as
specific chromosome aberrations or Ig chain and T-cell
receptor (TCR) clonal rearrangements based on the
assumption that all cells of a malignancy have a common
clonal origin (Rezuke et al., 1997; Medeiros and Carr,
1999).

During early lymphoid development, the many differ-
ent variable (V), diversity (D), and joining (J) gene
segments of the Ig and TCR gene loci undergo recombina-
tion processes. The V(D)J rearrangements are mediated by
the recombinase enzyme complex which recognizes and
splits gene segments at the recombination signal
sequences (Jung et al, 2006). The many different
combinations of V, D, and ] gene segments represent the
so-called combinatorial repertoire. Furthermore, during
the rearrangement process at the junction sites of the V, D,
and ] gene segments, deletion and random insertion of
nucleotides occur, resulting in highly diverse junctional
regions which significantly contribute to the total reper-
toire of Ig and TCR molecules. Mature B-lymphocytes
further extend their Ig repertoire upon antigen recognition
in germinal centers via somatic hypermutation leading to
single-nucleotide mutations and occasional insertions or
deletions of nucleotides (Harris et al., 2001; Jung et al.,
2006).

The assessment of clonal rearrangements of antigen
receptor genes has also recently been introduced into
veterinary medicine (Vernau and Moore, 1999; Burnett
etal., 2003; Keller et al., 2004; Moore et al., 2005; Werner
et al., 2005; Tamura et al., 2006; Yagihara et al., 2007).
The methods described in some of these studies were
reliably accurate which allows their use in clinical
settings. Nevertheless, some improvements are needed.
For example, the techniques described so far in dogs
involve a limited number of probes targeting the same
region (consensus sequences on IgH V framework region
IlI); polymorphisms or mutations on consensus
sequences recognized by a single oligonucleotide probe
may occur leading to false negative results (Burnett et al.,
2003; Avery and Avery, 2004). To prevent this occurrence
in human medicine, the simultaneous use of multiple
primer sets is required (van Dongen et al.,, 2003). In
addition, canine TCRy rearrangements showed a limited
repertoire of gene segments (Yagihara et al., 2007)
causing false positive results when assessed with
standard PAGE techniques (Vernau, 2004). To avoid this
pitfall, techniques such as heteroduplex analysis assay
are needed to confirm a positive clonal finding (Avery

and Avery, 2004; Vernau, 2004). Alternatively, the
GeneScanning technique is employed in human medicine
as a reliable PCR downstream application to detect
clonality (van Dongen et al., 2003). GeneScanning
involves the elevated discrimination features of capillary
electrophoresis together with the highly sensitive
fluorogenic probe detection of a laser beam. The
advantages of GeneScanning over PAGE are numerous.
The possibility of separating products differing in size by
only one nucleotide limits the occurrence of false
positive results. Fluorescence detection is highly sensi-
tive and also allows analyzing PCR products from a small
amount of DNA samples. Finally, GeneScanning is a rapid,
high throughput method suitable for both random-
access and batch analysis (i.e., single specimen or many
specimens could be automatically processed in the same
analytical session) which is ideal for complying with the
demands of a clinical laboratory.

This study is aimed at validating methods for carrying
out GeneScanning analysis in order to diagnose B- and T-
cell lymphomas in dogs. Furthermore, some new oligo-
nucleotide probes targeting consensus sequence on IgH V
framework region (FWR) I were validated in order to
reduce the occurrence of false negative results. Finally, the
methods of simultaneously assessing multiple Ig PCR
products were set up and herein presented.

2. Materials and methods
2.1. Samples

The cases of canine lymphoma diagnosed by cytology
and/or histology between 1997 and 2007 were retro-
spectively selected by reviewing the medical records of
the Veterinary Clinical Department, University of
Bologna. We included lymphomas (all types) and
excluded multiple myelomas, Waldenstrom Macroglo-
bulinemia, plasmocytomas and lymphoid leukaemias.
Available stored diagnostic samples of the selected cases
were retrieved from the biological sample repository of
the laboratory. Formalin-fixed paraffin-embedded-tis-
sues were excluded and the respective cytological sample
or stored frozen tissue were used as substitutes for DNA
extraction when available. Stained smears of those cases
having only a cytological diagnosis were independently
reviewed by two haematologists (F.G. & C.C.) who were
blinded one to the other. Whenever a diagnosis of
lymphoma was not confirmed by both, the sample was
excluded. The healthy control group was made up of five
lymph node frozen samples excised from dogs deceased
from toxic causes and one sample of PBMC from a healthy
dog. The hyperplastic/reactive control group was made
up of frozen fine needle aspirates and bioptic samples of
lymph nodes or PBMC obtained from three dogs affected
by leishmaniosis, three dogs affected by ehrlichiosis and
four dogs with miscellaneous hyperplastic/reactive lym-
phadenopathies. Cytological samples or frozen biopsies
from 12 dogs with a lymphoma already immunopheno-
typed by immunohistochemistry (six B-cell lymphomas
and six T-cell lymphomas) represented the positive
control group.
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2.2. Immunophenotyping

Immunophenotyping was carried out on 10% buffered
formalin-fixed paraffin-embedded tissue sectioned at
4 pum using antibodies against human CD3 (dilution
1:75; Dako, Glostrup, Denmark) and human CD79«
(dilution 1:10; Dako, Glostrup, Denmark) for T- and B-
cell lymphocyte identification, respectively. A streptavi-
din-biotin-peroxidase technique (LSAB KIT, Dako,
Glostrup, Denmark) was employed as a detection method
according to the manufacturer’'s recommendations. A
normal canine lymph node was used as a positive control
for both CD3 and CD79«. An isotype-matched irrelevant
antibody (NeoMarkers, Fremont, CA) was used as a
negative control for the immuno-labelling procedures in
replicate sections instead of the primary antibody.

2.3. DNA extraction

DNA was extracted from cytologically stained smears,
frozen aspirates left inside the hub of the needle after the
diagnostic procedure or from frozen tissue collected by
means of biopsy. Stained smears were scratched with a
sterile scalpel blade. Materials were collected in a 1.5-ml
tube and the DNA was extracted using commercial kits
following the manufacturers’ instructions (Qiamp DNA
micro kit, Qiagen™, Milan, Italy - ChargeSwitch™ Forensic
DNA purification Kit, Invitrogen, Milan, Italy). The frozen
material inside the hub of the needle was collected by
repeated flushing of the needle with 200 .l of PBS. The
DNA was subsequently extracted using a commercial kit
(Qiamp DNA mini kit, Qiagen™, Milan, Italy). The biopsy
samples were weighed, and 100 mg was excised and lysed
by using the following lysis buffer: Tris-HCl 10 mM, EDTA
5 mM, NaCl 20 mM, SDS 0.1%, pH 8) +5 .l of proteinase K
(10 mg/ml). The samples were incubated in lysis buffer at
55 °Cfor 2 hand then at 37 °C overnight. The lysed samples
were subsequently extracted using a Qiamp DNA mini kit
(Qiagen™, Milan, Italy). Negative extraction controls were
included for each batch of samples.

2.4. Probes design

Besides those primers previously described (Burnett
et al., 2003; Tamura et al., 2006) which anneal within the
canine IgH V FWR III, new probes were designed to
hybridize 5’ upstream within conserved sequences on the
FWR 1. To accomplish this task, putative FWR, Il and III as
well as hypervariable complementary determining regions
(CDRs) I and Il ortholog with the human counterparts were
identified by blasting (with IgBLAST) the cDNA sequence of
a canine heavy chain (GenBank AF354264) against a
database of human VH genes. Subsequently, 10 forward
primers annealing within the canine ortholog FWR I
(90 bp) were designed using Beacon Design v3.0 software
and checked for mismatches aligning the primers against a
set of 52 sequences of canine VH FWR I retrieved from the
whole genome of Canis Familiaris (Dog Genome assembly
2.0). Of all the candidate probes, the four forward primers
with the highest homology within the FWR I sequences
were purchased (Invitrogen, Milan, Italy). The primer pairs

were first screened by using positive and negative control
samples; of those primer pairs which gave satisfactory
results, one forward primer, annealing toward the 5’ end
and a second forward primer annealing toward the 3’ end
of the putative FWR I, were purchased with 6-FAM 5’
labelling. Those primers, called 5 FWRI and 3’ FWRI,
respectively, were employed in the GeneScanning analysis.

The definitive primer sets used in this study, including
information about the 5’ labelling, are reported in Table 1.

2.5. Experimental layout

Overall, the Ig rearrangements were tested with the
three primer sets previously described (Burnett et al.,
2003; Tamura et al., 2006) and two newly designed primer
pairs. The former included forward primers annealing on
the FWR Il and yielding a small PCR product (SP); the latter
included forward primers annealing on the FWR I and
yielding a large PCR product (LP). The TCR rearrangements
were assayed with one primer set including a forward
degenerate primer and two reverse primers as previously
reported (Burnett et al., 2003). The initial testing phase of
the methods and protocols was carried out on a set of
positive and negative control samples (control groups).
After PCR, the amplicons were first analyzed on 2.5% low
melting point agarose gel (Eppendorf, Invitrogen) and then
by means of GeneScanning. After that, a comprehensive
challenge against the entire panel of samples was carried
out in a stepwise process by means of GeneScanning alone.
First of all, all the samples were assayed by amplifying the
Ci. DNA control (Burnett et al., 2003). The Cp. target gives
an amplicon approximately 120 bp in size which is nearly
equal to SP Ig and TCR amplicons. Samples with repeatedly
negative results were excluded from further analysis. All
the remaining samples were assayed using the following
primer pairs: Tamura F-Tamura R (Tamura et al., 2006);
CB1-CB2 (Burnett et al., 2003), 3' FWRI-]2, 5" FWRI-CB2.
Samples with at least one Ig clonal rearrangement were
considered positive. Negative samples as well as 10
randomly selected Ig clonal positive samples, were assayed
with the TCRy3-TCRy1/TCRy2 primer set (Burnett et al.,
2003). Samples with a TCRy clonal pattern were con-
sidered positive. Samples testing negative were addition-
ally assayed with CB1-CB3 (Burnett et al., 2003) and then
considered definitively negative for clonal gene rearrange-
ments. Due to the fact that long-term storage of stained
smears may lead to markedly reduced DNA quality,
samples testing positive on at least 1 SP and negative on
both LPs were re-assayed with a PCR which amplifies a
larger DNA control (canine [3-actin gDNA control, sized
approximately 300 bp). 3-Actin products were visualized
on agarose gel after ethidium bromide staining. Samples
with negative results were considered to have low quality
degraded DNA.

2.6. PCR

In the initial testing phase, in order to optimize the PCR
reactions of primer pairs, different PCR mixtures and
cycling conditions were tested in order to obtain discrete
bands in the lymphoma control samples. The amplicons
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Table 1

The primer sets used in this study, including information about the characteristics of the primers and PCR mixtures.

Primer set Target Primer name Orientation 5’ label Sequence 5’ — 3’ [primer] (nM) [MgCl] (mM)

Cp Ig Cpu Cp 1 Forward HEX ttc cce cte atc acc tgt ga 300 2
Ig Cp Cp 2 Reverse ggt tgt tga ttg cac tga gg 300

CB major Ig VH FWR Il CB1 Forward 6-FAM cag cct gag age cga gga cac 300 2
Ig JH CB2 Reverse tga gga gac ggt gac cag ggt 300

CB minor Ig VH FWR Il CB1 Forward 6-FAM cag cct gag agc cga gga cac 300 2
Ig JH CB3 Reverse tga gga cac aaa gag tga gg 300

TCR TCR VH TCRy3 Forward 6-FAM tct ggg vtg tav tac tgt get gte tgg 300 2
TCR JH TCRy2 Reverse gtt act ata aac ctg gta ac 300
TCR JH TCRy1 Reverse acc ctg aga att gtg cca gg 300

Tamura Ig VH FWR 1II Tamura F Forward 6-FAM aca cgg ccv tgt att act gt 300 2
Ig JH Tamura R Reverse tga gga gac ggt gac ¢ 300

5" FWRI Ig VH FWR 1 FAM_5" FWRI Forward 6-FAM gag gtg cag ctg gtg gag tct 500 1.75
Ig JH CB2 Reverse tga gga gac ggt gac cag ggt 500

3’ FWRI Ig VH FWR 1 FAM_3’ FWRI Forward 6-FAM gece tet gga tte acc tte ag 500 .75
Ig JH ]2 Reverse agg aga cgg tga cca ggg t 500

FWRI-ci Ig VH FWR 1 FWRI-ci Forward agg tgc agt tgg tgg agt ct 500 1575
Ig JH J4 Reverse gag gag acg gtg acc agg gtt 500

FWRI-co Ig VH FWR | FWRI-co Forward act ctc ctg tgt ggc cte tg 500 1.75
Ig JH J3 Reverse agg aga cgg tga cca ggg ttc 500

B-Actin Canine B-actin B-Actin_F2 Forward acc act ggt att gtc atg gac tct g 200 2

B-Actin_R2 Reverse gct ctt ctc cag gga gga cga 200

were electrophoresed in a low melting point 2.5% agarose
gel and visualized after staining with ethidium bromide
together with a 100-bp ladder (100 bp DNA Ladder™,
Promega).

All PCRreactions were carried out in 25 .l final volume.
The PCR mixture was composed of 1x PCR buffer (PCR
Platinum™ Taq DNA polymerase buffer, Invitrogen, Milan,
Italy), 1.75-2 mM magnesium chloride, 250 nM dNTPs
(PCR Grade™, Invitrogen, Milano), 200-500 nM of each
primer, 1 U recombinant Taq Polymerase (Platinum™ Taq
DNA polymerase, Invitrogen, Milano) and 2.5 .l of DNA
template brought up to 25 I with molecular biology grade
water (Eppendorf, Milan, Italy). Each PCR reaction was
carried out in duplicate. Positive and negative PCR controls
were included in each PCR run. PCR mixture details are
included in Table 1.

PCR was carried out using an EP-gradient S thermal-
cycler (Eppendorf, Milan, Italy). The PCR cycling conditions
are schematically indicated in Table 2. For GeneScanning

Table 2
PCR cycling conditions used in this study for each primer set.

analysis, the PCR cycling protocol was adjusted with a final
extension step of 30 min instead of 5 min in order to avoid
the plus-A artefact.

2.7. Automated fragment analysis (GeneScanning)

GeneScanning analysis was carried out on an ABI Prism
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems", Monza, Italy)
supplied with a 47-cm length capillary and loaded with
Performance Optimized Polimer-4 (POP-4, Applied Bio-
systems", Monza, Italy). The selected run module was
characterized by a separation capacity of about 500 bp, a
separation time of 24 min and a run duration of
approximately 30 min.

The setting up of the singleplex run included the testing
of different dilutions of PCR products and size standard as
well as different electrokinetic injection conditions in
order to optimize the signal intensity ratio (PCR amounts/
size standard). In the general testing phase, the PCR

Primer set Cycling conditions

Cn 95 °C x 3 min - 40x (95°C x 30s - 58 °C x 30s - 72 °C x 30s) 72 °C x 30 min
CB major 95°C x 3 min - 40x (95°C x30s - 58 °C x 20s - 72 °C x 20s) 72 °C x 30 min
CB minor 95°C x 3 min - 40x (95°C x 30s - 58 °C x 20s — 72 °C x 20 s) 72 °C) x 30 min

TCR 95 °C x 3 min - 40x (95°C x 30s - 58 °C x 20s - 72 °C x 20 ) 72 °C x 30 min
Tamura 95°C x 3 min - 40x (95°Cx30s-56"C x20s - 72 °C x 20s) 72 °C x 30 min
5" FWRI 95 °C x 3min [10x (94°C x 30s - 65°C - 0.5°C x 20s — 72 °C x 20 5)] [30x (95 °C x 30s - 58 °C x 30s - 72 °C x 305)] 72 °C x 30 min
3’ FWRI 95 °C x 3 min [10x (94 °C x 30s - 65°C - 0.5°C x 20s - 72 °C x 20 s)] [30x (95 °C x 30s - 58 °C x 30s - 72 °C x 305)] 72 °C x 30 min
FWRI_co 95 °C x 3 min [10x (94°C x 305 - 65°C-0.5°Cx 20s - 72 °C x 205s)] [30x (95°C x 30s - 58 °C x 30s - 72 °C x 30s)] 72 °C x 30 min
FWRI_ci 95°C x 3 min [10x (94 °C x 305 - 65°C - 0.5°C x 20s = 72 °C x 20 5)] [30x (95 °C x 30s - 58 °C x 30s - 72 °C x 305)] 72 °C x 30 min

B-Actin 94 °C x 3 min - 40x (94 °C x 20s - 58 °C x 255 - 72°C x 255) 72 °C x 5 min
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