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Introduzione

Il sistema immunitario & costituito da un insieme specializzato di organi, tessuti,
cellule e molecole, la cui funzione principale & proteggere Porganismo dall’attacco
di agenti patogeni. Tale sistema & caratterizzato dalla capacita di distinguere le
strutture appartenenti all’organismo (selff da quelle estranee ad esso (non sell} in
modo che la risposta immunitaria venga mnescata unicamente nei confronti di
queste ultime. Tuttavia, lalterazione det normali meccanismi di tolleranza
immunologica attuati verso le strutture sell pud provocare una reazione diretta
contro le cellule ed 1 tessuti dello stesso organismo; questo fenomeno ¢ chiamato
autoimmunita. Le malattie autoimmuni rappresentano un serio problema sanitario
spesso privo di cure risolutive; esistono infatd circa 90 diversi tipi di patologie
autoimmuni, che nel loro insieme colpiscono il 5% della popolazione europea e,
malgrado questo dato allarmante, solo il 15-209% dei lavori scientifici pubblicati in
riviste  mediche di rilevanza internazionale ha come Interesse specifico
Pimmunologia umana [Davis M.M. 2008]. Numerosi dati sperimentali hanno
evidenziato una forte componente genetica alla base dell’insorgenza delle
patologie autoimmuni spesso correlate a variazioni del numero o della funzione di
specifici sottoinsiemi di cellule linfocitarie. Ne & un esempio un recente studio
effettuato dal gruppo del Prof. Todd che ha dimostrato che un polimorfismo
genetico associato al diabete di tipo 1 (T1D), localizzato a nel gene che codifica
per la catena o del recettore dell'interlenchina 2 (I-2Ra, CD25), altera
Pespressione di tale recettore in specifiche popolazioni leucocitarie, modificando
in tal modo Pomeostasi del sisterna immunitario. Un ulteriore prova del ruolo
della genetica sulla regolazione del sistema immunitario ¢ dimostrato da un
polimorfismo codificante localizzato nel gene PTPNZ2Z2 che, oltre ad essere
associato a numerose patologie autolmmuni, rappresentare un fattore prognostico
per la progressione della leucemia linfatica cronica [Negro R. et al, 2012]. Negl
ultimi anni & stato fatto uno sforzo a livello internazionale, per colmare le lacune
riguardo I'immunologia umana, infatti nel 2010 ¢ stato fondato 11 Human
Immunology Consortium Project che ha il fine di caratterizzare 1 meccanisii che
regolano il sisterna immunitario sia in condizioni di salute che patologiche.



Tuttavia, lo studio delle popolazioni cellulari, quando effettuato in modo
multicentrico, richiede dei processi di standardizzazione complessi che hmitano 1
fenotipt  cellulan  studian  alle  popolaziont  immunologiche  maggiormente
rappresentate e piu faciimente catalogabili, senza la possibilith di analizzare
popolaziont specifiche e meno {requenti che sono spesso maggiormente implicate
nella patogenesi delle malattie autoimmuni [Maecker H.T, et af,, 2012].

Da questo contesto nasce esigenza di concentrare 1 nostri sforzi sullo studio delle
cellule del sistema mumunitario ed i particolare sulla  definizione della
componente genetica in grado dr regolare 1 hvelll di tali cellule. Lo studio delle
componenti genetiche delle malatiie complesse & stato rivoluzionato nel corso
degli ultimi anni grazie all’avvento deglt studi di associazione sull'intero genoma
(GWAS). Questo metodo di analisi ad alta risoluzione, combinate con nuovi
approcci quali 1I sequenziamento dell'intero genoma e con adeguati studi
funzionali, sta determinando un rapido avanzamento delle conoscenze sul
meccanisimi € sulle vie patogenetiche coinvolte in numerose patologle comunt. In
virt di questo approccio genetico, 1l nostro studio prevede 'incrocio deir dag
genetict di individui  afferentt alla coorte ProgeNIA con il loro profilo
immunologico (o tratti immunofenotipici) ottenuto mediante 'analisi quantitativa
di diverse popolaziom cellulart appartenenti ai leucociti cireolanti nel sangue
periferico. Attraverso uno studio di associazione sull'intero genoma, per ogni
tratto immunologico considerato verranno evidenziate le varianti genetiche che ne
regolano 1 livelll fenotipict. Tali varianti saranno successivamente ricercate In
database pubblici per venficare la loro coinadenza con varianti associate a
patologie gia descrtte mn letteratura. L'assoctazione coincidente {ra vanant
assoclate a malatia e varlanti associate ad uno o pitt trati immunofenotipicl
suggerira che quel tratto € implicato nel meccanismo patogenetico. La
comprensione del fattorn ezio-patogenetici alla base della suscettibilith nei
confronti delle malattie offre un’opportuniti senza precedenti per individuare
potenziah bersagl terapeutici e generare nuovi farmaci. Il nostro studio & quindi
distinto da numerosi altri studi, in quanto il disegno sperimentale non prevede 1l
confronto dell’assetto immunologico tra pazienti e controlll [Marwaha AK. ef al,
2010], bensi considera un campione di individui appartenenti alla popolazione
generale. II fine di questo approccio consiste nell’evitare gl effettt confondent:
dovati alla patologta o al suo trattamento farmacologico che potrebbero alterare
quantitativamente 1 tratti immunolenotipici esaminati.



Disegno sperimentale dello studio

I disegno sperimentale del presente studio prevede la caratterizzazione sia

mmmunofenotipica, mediante citometria a flusso, che genetica, mediante chip e

sequenziamento, di individui sardi appartenenti alla coorte ProgeNIA. L'obiettivo

principale ¢ quello di identificare le varianti genetiche che regolano i livelli di

numerose popolaziont cellulart circolanti appartenenti all'immunitd innata ed

adattativa per un totale di 272 tratti immunofenotipici che derivano dalla stima

delle conte cellulari assolute espresse in numero di cellule per microlitro e dalla

percentuale di una popolazione nei confronti della linea cellulare gerarchicamente

supertore sla (1 una generazione {popolazione parentale) che di due generazioni

(popolazione granparentale) (Figura 2). Per chiarezza consideriamo Pesempio

delle cellule 1" citotossiche, che sono state valutate come numero di cellule per

microlitro, come percentuale rispetto alle cellule T (popolazione parentale) e

nspetto al totale dei linfocii (popolazione granparentale). Tale quantificazione

delle popolazioni leucocitarie rispetto alle popolazioni progenitrici & stata

effettuata allo scopo di fornire una misurazione pitl accurata e robusta dei livelli

cellulari esaminati diminuendo, per contro, la variabilith nella misurazione dovuta

a fattori operatore-dipendente e fattorl influenzati dal microambiente circostante.

Inoltre, poiché vi & un diretto equilibrio omeostatico tra cellule T e B e tra cellule

T helper e «cellule T citotossiche, sono stati  considerati  come dato

immunofenotipico  anche  tali  rapporti.  Parallelamente, gli  individui

immunofenotipizzati sono stati caratterizzati genotipicamente mediante Putilizzo di

due saggt custom Ilumina, Metabochip ed Immunochip, [Cortes A. and Brown

M.A., 2011; Voight B.F. et al, 2012] e attraverso il sequenziamento dell’intero

genoma di 1146 individul sardi, grazie al quale & stato possibile testare un totale di

~8.2M vananti genetiche.

La prima analisi genetica ellettuata sui tratti immunofenotipicl & rappresentata dalla
stima dell’ereditabilita (h2) che necessita della valutazione del tratto sulle famiglie
verticalt presenti nella coorte ProgeNIA., Tale analisi ha permesso di comprendere
quanto della vanabiita fenotipica osservata fosse geneticamente determinata.
Successivamente, per clascun tratto Immunofenotipico quantificato ¢ stato
effettuato uno studio di associazione sull'intero genoma che ha permesso di
identificare le varianti genetiche associate alle variazionmi del tratti analizzat. In
dettaglio, sono state selezionate le varianti indipendenti per ciascun tratto {(1°<0.1)



che hanno mostrato un p-value minore di 5.96x10". Tale valore corrisponde alla
stgnificativitd statistica universalmente accettata per gli studt GWAS, che & pari a
5x10%, corretta con il metodo di Bonferroni per 95 test indipendenti {(che
corrispondono al numero di popolazioni considerate come conta assoluta), Quest
primu risultati di associazione, effettuati su 1629 individui, sono stati pol confermati
sfruttando un campione esteso che comprendeva 1941 individui addizionali per un
totale di 2870 campiont.

Poiché spesso 1 segnali di associazione non cadono allinterno di gent, & stato
necessario applicare una strategia per individuare i geni, prossimali alle variant
associate, biologicamente rilevanti sulla base sia della caratteristica del tratto
immunofenotipico in oggetto che della funzione biologica delle varianti (o dei geni)
assoclate ai tratti. Infine, abbiamo ricercato quali varianti genetiche associate ai tratti
mmmunologicl coincidessero o fossero in forte LD (r'>0.8) con le varianti associate
a patologie descritte in database pubblici, come i1 GWAS catalogue [Hindor{f L.A.:
www.genome.gov/ewastudies] ed ImmunoBase [http://www.immunobase.org/.]

Sezione 1

1.1 Le popolazioni isolate

Le popolazioni isolate, come i volontari appartenenti alla coorte ProgeNIA, sono
rappresentate da un gruppo di individui che hanno avuto origine da un ridotto
numero di soggetti fondatori che per un certo numero di generazioni hanno vissuto
in una condizione di isolamento geografico o culturale. Tale condizione ha portato
ad una diminuzione dei flussi immigratori, ad un elevata percentuale di matrimoni
fra consanguinei con una conseguente riduzione del contributo genetico apportato
dall'esterno. Inoltre, Iisolamento genetico puo derivare da ulteriori fattori, il pid
mmportante dei quali sono le barriere geografiche che tendono a ridurre la
possibilita di spostamento degli individui e quindi a creare le condizioni ideali per
Pisolamento. Le popolazioni isolate costituiscono uno strumento valido per lo
studio delle basi genetiche delle malattie complesse, indispensabile per la
comprensione dei loro meccanismi patogenetici. La Sardegna rappresenta un
esempio di popolazione isolata: essa & caratterizzata da condizioni ambientali, quali
il clima e le abuudini altmentari, molto simili In tutto il territorto, ¢ una
popolazione omogenea che ha vissuto per un lungo periodo in una condizione di



isolamento genetico che ha favorito la formazione di un differente ed unico pool
genetico rispetto a quello presente in altre popolazioni che vivono in zone
circostantt.  L'unicitd del patrimonio genetico della popolazione Sarda, e in
particolare di alcune aree della provincia delPOgliastra, risiede nella presenza di
alcune varianti genetiche originall, in quanto gid presenti negli individui che
popolavano la Sardegna dal paleolitico superiore in poi (14.000 anni fa) ed al
contempo molto pitl rare o assenti nelle altre popolazioni. In conclusione, 1 geni o
le varlanti di suscettibilith per malattie complesse comuni sono pit facilmente
dentificabili se si sceglie di studiare “le popolazioni geneticamente isolate”
[Kristiansson K. et al., 2008] caratterizzate da urt’alta incidenza di malattie comuni
e portatrict di vananti predisponenti per tali patologie.,

1.2 Il progetto ProgeNIA

ProgeNIA ¢ uno studio longitudinale che si propone di studiare, su una coorte di
mdividui di ongine sarda, numerosi parametri biochimici ed antropometrici di
mteresse biomedico al fine di identificare le varianti genetiche in grado di
mfluenzarne 1 relativi valori [Pilia G. et al, 2006]. La coorte reclutata nel progetto
comprende circa 7000 volontari, di etah compresa tra 1 14 ed 1 102 anni, che vivono
n 4 paest della provincia dell’Oghastra (Lanusel, Arzana, Ilbono ed Elini). Dal
2001 ogni individuo st sottopone volontariamente ad accurate visite mediche che
includono Panalisi dell’apparato cardiovascolare e muscolo-scheletrico oltre che
Pesame emocromocitometrico. Pur nascendo con obiettivo di ricercare 1 geni
comvolft ne1 processt dell'mvecchiamento, dall’anno 2010, lanalisi del tratu
fenotipici ematici e clinicl della coorte ProgeNIA & stata implementata con la
valutazione di oltre 100 popolazioni cellulari immunologiche circolanti nel sangue
pertferico e nlevant nell'insorgenza di patologie a carico del sistema immunitario
come 1l diabete di tipo 1 e la sclerosi multipla, malattie particolarmente diffuse in
Sardegna. Oltre a possedere i dati fenotipici di ciascun volontario, il centro
ProgeNIA dispone anche del loro profili geneticl ottenuti mediante Putilizzo di
diverse piattaforme di tipizzazione. Tali piattaforme permettono di esaminare
simultaneamente fino a diverse centinala di miglhaia di polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs}) distribuiti lungo tutto il genoma di un individuo, Numerosi studi
di associazione condotti su questa coorte hanno portato all’identificazione di



diverse varianti genetiche implicate nella regolazione della maggior parte dei tratti
esaminati nello studio. Quest’ultimo dato conferma che ghi studi geneticl effettuati
su una popolazione 1solata sono ideali per individuare effett geneticl che si
trasmettono attraverso le generazioni.

Sezione 2

2.1 Immunitd innata e Immunitd adattativa

Il sistema immunitario & un complesso di organi, tessutl, cellule e molecole, 1l cui
compito consiste nel proteggere organismo dall’attacco di patogeni, quali battert,
virus, elminti, o molecole tossiche, Tale sistema ha la capacita di riconoscere le
molecole appartenent all’organismo da quelle estranee ad esso, e di innescare una
risposta immune che coinvolge una rete articolata di popolazioni cellulari che
nteragiscono tra lore in modo sinergico e il cul comune obiettivo & eliminare le
sostanze estranee che infettano il nostro organismo. Ciascuna popolazione cellulare
richiede 1l differenziamento e lattivazione di cellule effettrici, essenziali per
l'ndividuazione e Ueliminazione di patogeni, e di cellule regolatorie, necessarie per
il mantenimento della tolleranza al self ed 1l contenimento della risposta immune.
Quest’ultima & resa efficacie dalla coesistenza di due tipi di reazioni, chiamate
unimunitd innata ed immunia adattativa,

[Pimmunita innata & una risposta precoce ed aspecifica messa in  atto
essenzialmente da barriere epiteliali, monociti ¢ macrofagi, cellule dendritiche
(1DC) e cellule natural killer (NK). Essa non ha bisogno di una pre-esposizione
all’antigene per essere innescata e costituisce la risposta immediata dell’organismo
allattacco di un patogeno senza conferire una protezione immunitaria a lungo
termine. Per contro, 'immunita adattativa (o specifica), coinvolge cellule altamente
specializzate, 1 linfociti, e viene attivata in maniera specifica da differenti antigeni
miucrobict e non microbicl. Le sue risposte sono potenziate dalla ripetuta
esposizione ad uno stesso antigene. Esistono due tipi di risposta immunitaria
specifica, denominati immunid umorale e mmunitd cellulare. L’'immunita
umorale costituisce 1l principale meccanismo  di difesa contro 1 microbi
extracellulari e contro le tossine da essi prodotti, Essa ¢ mediata dagli anticorpi
presentt sulla superficie dei hnfociti B che, dopo essersi attivati e differenziati in-
plasmacellule, producono anticorpi in grado di legare 1 batterl successivamente



eliminati dai fagociti. Al contrario, Pimmunita cellulare (o cellulo-mediata) & attuata
dai Iinfociti T, Questi ulimi sono i grado di riconoscere differenti peptidi
antigenict mediante recettori presenti sulla superficie cellulare chiamati T-cell
Receptor (0 TCR) in grado di riconoscere in modo specifico solo 1 peptidi
antigenict legati a proteine codificate da una famiglia di geni polimorfici nota come
“complesso maggiore di istocompatibilitd” (Major Histocompatibility Complex,
MHC) ed espresse sulla membrana delle cellule che presentano Pantigene
(Antigen-Presenting Cells, APC), quali DC, cellule B e macrofagi [Lanzavecchia A.
et al., 1985; Caux C. ef al, 1994; Sebastien A. et al., 2009]. Grazie a quest’ultimo
legame, le risposte funzionali dei linfociti T innescano la trasmissione di segnali di
attivazione all'mterno delle cellule. Oltre ad esprimere 11 TCR, 1 linfociti T
esprimono anche molecole accessorie importanti per Pattivazione cellulare, alcune
delle quali interagiscono direttamente con 1 ligandi espressi sulle APC o sulle
cellule bersagho stabilizzandone il legame, mentre altre trasmettono all’interno det
linfociti T 1 segnal di attivazione. Globalmente, 1 sistermna immunitario protegge il
nostro orgamsmo dall'infinita varietd di agenti patogem con 1 quali giornalmente
viene a contatto, tuttavia Pimmunith innata e adattativa, seppur didatticamente
indicate come distinte, sono in realtd due tipi di risposte complementari e
difficilmente separabili.

2.9 Origine dei component: del sistema immunitario

Il midollo osseo & la sede di produzione delle cellule del sistema immunitario che
derivano da un unico progenitore staminale ematopoletico pluripotente. Da
quest’ultimo originano due hnee cellulart: la mieloide, da cul prendono origine la
maggior parte delle cellule dell''munith innata, ¢ la linfoide, da cul si
differenziano le cellule natural killer (NK) e 1 hinfociti T e B. La maturazione dei
linfociti B ed NK avviene nel midollo osseo, mentre 1 linfociti T si sviluppano nel
timo. Poiché il presente studio si mcentra sulla dissezione delle cellule T, verra
descritto mn dettaglio 1l loro sviluppo. Durante la maturazione dei linfociti T si ha la
formazione del loro repertorio immunologico attraverso 1] riarrangiamento del geni
che codificano per le catene (a-p o v-6) che compongono il recettore delle cellule T
(T'CR), assicurando in tal modo la specificitd del riconoscimento dell’antigene. Il
successivo processo di “educazione” a cul vengono sottoposti 1 linfociti 1), e che si
realizza mediante processi di selezione positiva e negativa, garantisce la



sopravvivenza delle cellule il cur T'CR & funzionale e Peliminazione delle cellule
reattive contro gli antigeni self. Inoltre, Pesposizione del sistema immunitario ad un
antigene estraneo aumenta la sua capacitd di rispondere a quell’antigene. Pia
precisamente, quando 1l nostro organismo subisce per la prima volta Pattacco di un
antigene, una parte delle cellule immunitarie specifiche per tale antigene subiscono
un’espansione clonale e saranno caratterizzate dalla capacita di circolare nei vasi
ematict e linfatici per numerosi anni. Questo fenomeno & chiamato “memoria
mmmuiologica” e dard huogo, in seguito ad una successiva esposizione, ad una
risposta immunitaria pia veloce e potente rispetto alla prima.

2.3 Tolleranza immunologica ed autoimmunita

La proteztone del nostro organismo dall’attacco di agenti patogeni (antigeni)
avviene mediante la sintesi di strutture altamente specializzate, gh anticorpi, e la
generazione di elementi cellularl, quali linfocit e fagociti, che eliminano gl
antigeni. In condizioni fisiologiche, gh mdividui sono “tolleranti” verso le molecole
self poiché, durante il processo di sviluppo del sistema immunitario, i linfociti che
le riconoscono i modo specifico vengono eliminati o inattivati, o addirittura indotii
a cambiare la loro specificita, Tuttavia, 1 meccanismi molecolart da cul originano 1
gent che codificano 1 recettori per 1 diversi antigeni sono casuall e non sono
condizionatt da 10 che & estraneo o autologo all’organismo. Da questulimo
concetto risulta chiaro che i linfoeit, che riconoscono molecole autologhe, possono
generare una risposta immunitaria causando un danno tissutale, Per evitare che si
verifichino reazioni di questo tipo il sistema immunitario ha sviluppato dei
meccanisimni di tolleranza immunologica. Con il termine “tolleranza immunologica”
st Iintende precisamente “la perdita della capacitd del sistema immunitario di
rispondere ad un determinato antigene indotta da un precedente incontro con lo
stesso antigene”. Una delle peculiarita della tolleranza immunologica & quella che s
verifica nei conlront degli antigeni self. I meccanismi della tolleranza si distinguono
In meccamsmi centralt e meccanismi periferici che hanno luogo rispettivamente a
Iivello del tmo e degli organi hinfoidi secondari. I meccanismi centrali si verificano
per mezzo della selezione negativa che permette eliminazione det linfociti T con
un elevata aflinith per ght antigeni autologhi. I meccanismi periferici regolano le
risposte dei himfociti T maturt sfuggiti alla selezione negativa che risultano essere
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quindt autoreattivi. I principali meccanismi alla base della tolleranza linfocitaria
sono: 1} la morte cellulare per apoptosi, detta “delezione clonale”, causata dalla
ripetuta stimolazione dei linfociti attivati da parte di antigeni autologhi persistenti;
2) I'nattivazione funzionale della cellula, chiamata “anergia clonale”, la quale si
vertfica quando un peptide antigenico & presentato in assenza di molecole
costimolatorie o quando 1 linfociti T specifici per un determinato antigene vengono
in contatto con una forma mutata dell’antigene; 8) la soppressione dell’attivazione
linfocitaria e delle funzioni effettrici ad opera dei linfociti ad azione regolatoria
[Bluestone J.A., 2011]. Quest’ultimo meccanismo coinvolge una classe di linfociti
T, detti appunto regolatori, che svolge un ruolo fisiologico importante per 1l
mantenimento della non responsivita verso gli antigeni self e pi In generale per
Iimitare Penuta delle risposte nmmuni specifiche verso gli antigeni estranei. Sulla
base delle constderazioni appena fatte, & evidente che la deficienza o Palterazione
del meccanismi normalmente responsabili del mantenimento della tolleranza
unmunologica possono determinare una risposta immune nei confronti del self tale
da provocare l'insorgenza di fenomeni autoimmuni. La comprensione dei
meccanismi responsabili dell’induzione della tolleranza & importante per definire
con chiarezza specifici target molecolari per lo sviluppo di nuovi composti
immunomodulatori in grado sia di inibire la risposta effettrice sia di aumentare
quella regolatoria per non incorrere in tali fenomeni a carattere autoimmune.

2.4 Popolazioni cellulari oggetto di studio

al Cellule T, B e natural killer

I linfociti, possono essere suddivist in diverse sottopopolazioni, ciascuna con un
compito  preciso nelle diverse fast della nsposta mmmunitaria, 1 linfocit
costituiscono 11 20-409% delle cellule bianche totali del sangue, o leucociti, che
riconoscono e rispondono in modo spectfico agli antigeni estranei che entrano in
contatto con 1l nostro orgamismo. I hnfociti s1 distinguono in tre popolazioni
principali: linfocin T, B e NK. I linfocii T riconoscono gli antigeni derivanti da
agentt patogern intracellulari ed agiscono uccidendo tali patogeni o le cellule
infettate da essi. 1 Iimfociti T sono costituiti da popolazioni funzionalmente distinte:
1 linfociti T helper ed 1 linfociti T citotossici, In risposta alla stimolazione
antigenica, 1 linfocitt T helper secernono proteine denominate citochine, che
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stimolano la proliferazione e la differenziazione dei linfociti T stessi. Nel dettaglio, i
linfociti T helper legano 1 frammenti peptidici derivati dal processamento degli
antigent e presentati dalle molecole MHC di classe II presenti sulla superficie di
membrana delle cellule che presentano antigene (Antigen Presenting Cell, APC).
Invece, 1 linfocitt T citotossici riconoscono e uccidono direttamente le cellule
mietlate da virus e altri microrganismi interagendo con le molecole MCH di classe
I presenti sulla superficie di tutte le cellule.

[Valtra classe di linfociti & rappresentata dai linfociti B, che costituiscono il 15%
delle cellule bianche del sangue. Llattivazione dei linfociti B & innescata dal
riconoscimento  di antigeni extracellulart  da  parte  degli  anticorpt (o
immunoglobuline, 1g) presenti sulla superficie della loro membrana. I linfociti B,
una volta attivati, st differenziano a loro volta i cellule secernenti anticorpi, o
plasmacellule. Gli anticorpi secreti dalle plasmacellule sono specifict per ogni dato
antigene. Inoltre, 1 linfociti B, una volta legato 'antigene, presentano i peptidi
antigenici a1 linfociti T attivandoli.

Una terza classe di linfociti, le cellule natural killer, & colnvolta nella risposta
Immunitaria nnata contro 1 virus e altri patogeni intracellulari e possiede una
funzione citotossica simile a quella dei linfociti T° CD8 positivi. Il loro nome deriva
da fatto che non hanno bisogno di essere attivate, mediante riconoscimento delle
molecole MHC, per assolvere la loro funzione citolitica. Recentemente & emerso
che le cellule NK abbiano caratteristiche che le accomunano alle cellule della
immunita adattativa essendo sottoposte durante lo sviluppo ad una “educazione”,
esprimendo recettori antigenicl specifici e generando cellule con memoria
unmunologica [Sun J.C. & Lanier L.L. 2011].

bl Cellule T regolatoric

Le cellule 'T" regolatorie (o Treg) sono un insieme eterogeneo di sottopopolazioni
speclalizzate di linfocitt T che possiedono la capacita di sopprimere Pattivazione del
sistema immunitario, hmitando Pentitd delle risposte immuni dirette verso gl
antigeni estranel, ¢ di mantenere la non responsivitd verso gli antigeni seff. Nel
processo di soppressione mediato dalle cellule Treg, un ruolo cruciale viene svolto
da un fattore trascrizionale, denominato FoxP3, che ¢ il principale regolatore dello
sviluppo e della funztone delle cellule Treg [Hon 8. er al,, 2003; Fontenot J. D. ef
al., 2003]. Le Treg possono essere identificate in base alla mancata espressione
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della catena alfa del recettore per il'interleuchina 7 (C1D127) e alla forte espressione
del fattore trascrizionale FoxP8 e della catena alla del recettore per U'interleuchina 2
(CD25). Sino a poco tempo fa si pensava che le cellule Treg che esprimevano il
recettore CD4 (Treg CD4+) fossero una popolazione omogenea e funzionalmente
matura, infattd sino ad allora non erano emerse evidenze riguardanti sottoclassi di
cellule Treg [Dendrou C.A. er al,, 2009]. Recentemente, queste cellule sono state
divise 1 tre sottoclassi: quiescenti, attivate e secretorie. Le prime due classi hanno
ativitd soppressoria i vitro secernendo citochine ad attivitd anti-inflammatoria
quali TGF-B ed 11-10, mentre 1 terzo gruppo esplica un’attivitd secretoria pro
infiammatoria attraverso la produzione di citochine quali PIL-17, 11-2, INF-y
[Miyara M. et al, 2009; Battaglia M. & Roncarolo MG., 2009]. Le cellule Treg
hanno origine nel timo e vengono rilasciate poco dopo la nascita come cellule Treg
naturall caratterizzate dal fenotipo rlreg (resting, CD25++/CD45RA+) che
esprimono l'antigene CD45RA, una quantita intermedia di CID25 e una bassa
quantita di FoxP3. Dopo aver incontrato 'antigene in penferia, le cellule Treg
proliferano ed, in parallelo, si ha una riduzione dell’espressione dell’antigene
CD4SRA ed un aumento dell’espressione degli antigeni C1D25 e FoxP3, in tal
modo si attivano trasformandost in cellule atreg (attivate, CD25+++/CD45RA-)
con attivitd soppressoria sulla proliferazione e sulle funzioni delle cellule T. L’alta
ativith proliferativa delle cellule alreg sopprime anche la proliferazione delle
cellule r'I'reg generando un controllo a feedback negativo che blocca Pulteriore
produzione di cellule Treg. La terza sottopopolazione, detta non Treg-cells
(CD25++, CD45RA-), esprime il CD25 solo dopo attivazione ed una bassa quantiti
di  FoxP3; queste cellule non possiedono attivith  soppressoria, bensi
proinflammatoria. Smora le bast genetiche della vanabilita delle cellule Treg non
sono state ancora ben chiante, sebbene numerose evidenze sperimentah
suggeriscano 1l ruolo delle loro alterazioni quantitative nell'influenzare 1l rischio di
sviluppare una malattia autoimmune.

c| Maturazione delle cellule T

Il processo di maturazione dei infociti T naive, che avviene in contemporanea alla
loro migrazione dal sangue a1 infonodi, & costituito da tappe sequenzialt. L'homing
dei linfocitt T naive at tessuti infoidi delle mucose avviene a livello delle venule
postcaptllan specializzate e coinvolge numerose molecole di adesione diverse e
chemochme, In generale, 1 processo infiammatorio di un tessuto periferico
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provoca un forte aumento dell’afflusso dei linfocii T naive ai linfonodi che
drenano il sito di inframmazione. Gli antigeni si concentrano negli orgam linfoid:
secondart (Iinfonodi, 1 tessuti linfoidi associati alle mucose, milza) dove vengono
presentati dalle cellule dendritiche mature ai linfociti 1" naive che riconoscono 1
loro antigeni specifici e si attivano, proliferando e differenziandosi in cellule
effettrici che migrano nei tessuti inframmati. Una parte dei linfoctti T attivati, dopo
aver mcontrato antigene nel linfonodi, rimane in circolo per lunghi periodi di
tempo come “cellule di memoria”. La presenza di cellule della memoria pud
essere Pumico mdice di una risposta Immunitaria precedente e rappresenta
Pelemento disuntivo dell’immunitd specifica. Al contrario, 1 linfociti T naive che
non riconoscono 'antigene all'interno dei linfonodi non si attivano e ritornano in
circolo, attraverso 1 vast linfatial efferenti, per ricercare in altri linfonodi I'antigene. I
marcatort di superficie che abbiamo selezionato nel nostro studio per la
discriminazione dei differenti stadi della maturazione delle cellule T, sono il
CD45RA ed il CCR7 {Sallusto F. er al, 1999]. 11 CD4SRA ¢ una isoforma
dell’antigene CD45, marcatore specifico del leucociti, e rappresenta I'antigene
distintivo dei linfoain 1" di tipo “natve” [Pilling D, er al., 1996], mentre il recettore
per la CC chemochina recettore di tipo 7 (CCR7), dopo aver interagito con 1 suoi
ligandi (CCL19, CCL20 e SLC “secondary lymphoid tissue chemokine”), ¢ in
grado d1 promuovere una ferma adesione e transmigrazione delle cellule T naive
nel linfonodo. Nel dettaglio, questi due marcatori ¢i permettono di discriminare
quattro sottotipi di cellule 1% le cellule naive (CD45RA+CCR7+), che sono linfociti
maturr non  sono  ancora  entrati in contatto con Pantigene; tre  sottotipi
funzionalmente distinti di cellule della memornia: le cellule Tev ¢ “central memory”
(CD45SRA-/CCR7+), che hanno bisogno di incontrare nuovamente 1’antigene prima
di diventare effettrict; le cellule Tw o “effector memory” (CD45RA-/CCR7-) che
sono promte per esplicare la loro funzone effettrice nel sito di imflammazione; le
cellule Tw o “termunally differentiated” (CD45RA+/CCR7-), che ormai trascorso
un mtervallo di tempo troppo lungo dall’ultima stimolazione antigenica vanno
mcontro ad apoptosi [Carrasco J. et al,, 2000].

d] Cellule dendritiche
Le cellule dendritiche (DC) sono localizzate principalmente nel tessuti a contatto

con Pambiente esterno, quali la cute e le mucose, e rappresentano le pit potenti
cellule APC (Antigen Presenting Cell) in grado di catturare, processare e presentare
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Pantigene ai linfociti T, Esse sono in grado di attivare 1 linfociti T naive sia a livello
timico per mdurre 1l loro differenziamento, consentendo Dinstaurarsi della
memoria immunologica [Banchereau J. et al, 2000}, che in periferia per imziare la
risposta immunitaria [Bonasio R. et al, 2006]. I precursori delle cellule dendritiche
sono 1 monociti che possono differenziarsi in una cellula dendritica o in un
macrofago a livello tissutale. Le DC s1 possono classificare in due famuglie: le
cellule mieloidi (CD11c¢ positive) e le cellule plasmacitoidi (C1D123 positive} [Yang
G.X. et al, 2005; Charles J. et al, 2010] e vanno incontro a due stadi
differenziativi: cellule dendritiche immature e cellule dendritiche mature. Le prime
sono presenti net tessuti periferici dove catturano, internalizzano e processano gl
antigem in peptidi che vengono esposti sulla superficie cellulare mediante le
molecole MHC di classe II (HLA-DR, -DQ, -DP} per la loro presentazione ai
Imfociti T naive. Tuttavia, le cellule DC per poter migrare negli organi linfoidi
secondarl, dove avviene la presentazione antigenica, devono essere sottoposte a
stimoll inflammatori caratteristici quali Pespostzione a citochine quali TNF-a e IL-
1B, prodott batterici (LLPS) e particelle virali. Durante la migrazione verso gli organi
linfoidi, le DCs subiscono cambiamenti morfologicl, fenotipict e funzionali che
incrementano la loro capacita di attivare 1 linfocitt T naive, trasformandosi in
cellule mature. In considerazione del potenziale immunostimolatorio delle DC ¢
plausibile ipotizzare che un'alterazione delle loro funzioni possa costituire una
delle cause scatenanti linsorgenza di  patologie autoimmuni. Quest’ultima
osservazione € in linea con alcune evidenze che descrivono le DC mieloidi e
plasmacitoidi  come possibili  fattori  coinvolt  nell’insorgenza di  patologle
autoimmuni quali lupus eritematoso, psoriasi € diabete di tipo 1 {Banchereau J, ef

al,, 2006; Albanesi C. er al., 2010; Chen X. et al.,, 2007].

Sezione 8

3.1 Principi di citometria a flusso

L’avvento della citometria a flusso o citofluorimetria (CFM) risale agli anni 70 e,
nell’arco di quattro decenni, & diventata una delle tecnologie pitt avanzate per la
caralterizzazione, fenotipica e quantitativa, delle cellule in un modo veloce ed
automatico. L’analisi dell’assetto immunofenotipico linfocitario rappresenta una
delle sue principali applicazioni cliniche e sperimentall. Per mezzo di questa
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moderna tecnica & possibile analizzare I'insieme delle differenti classi linfocitarie
grazie all’utilizzo di anticorpi monoclonalt coniugati con sostanze fluorescenti che
riconoscono 1 loro specifici antigeni permettendone la fine discriminazione,
numerazione e caratterizzazione e consentendo allo stesso tempo la quantificazione
det loro hivelli di espressione in superficie. Il citometro a flusso & uno strumento
che puo rilevare la fluorescenza emessa da una singola cellula in sospensione e
determinare, all'interno di un campione, 1l numero di cellule che esprimono la
molecola a cu lanticorpo fluorescente si lega, La capacith di discriminare le
molteplicl classi cellulari che costituiscono 1l sistema mmmunitario & un elemento
essenziale per arricchire le nostre conoscenze riguardo immunitd cellulare e la
patogenest delle malattie, e risulta ancor pin rilevante nelle malattie che
comvolgono direttamente 1 sistema Immunitario, come leucemie o malattie
autormmunitarie ed infezioni da virus dell'immunodeficienza, caratterizzate da una
alterazione del rapporti tra le sottopopolazioni linfocitarie [Ferreira M.A., 2010].
Un citometro a {lusso consiste di tre componenti principali: a) un sistema {luidico
che controlla la captazione ed il flusso cellulare; b) un sistema ottico in cui le cellule
vengono attraversate da un raggio laser; ¢) un sistema elettronico che raccoglie,
rappresenta ed analizza 1 dati (Figura 1).

a) Sistema fluidico

Un campione in soluzione per essere analizzato da un citometro deve essere
ordinato in un flusso di particelle singole o fase monodispersa. Questo
processo ¢ gestito dal sistema fluidico che ¢ costituito da un canale di conta
centrale attraverso il quale il campione, una volta iniettato, viene racchiuso
da una guaina esterna (o fluido di trascinamento), che abbraccia le particelle
creando ntorno ad esse una spirale, da destra verso sinistra, tale da farle
muovere dal basso verso 'alto vincolandole a disporst in fila indiana. Il
fludo di trascinamento permette alle particelle di fluire pitt velocemente
graze al principio della “focalizzazione idrodinamica” secondo cui le cellule
fluiscono una dietro l'altra grazie alla differente pressione esistente tra il
campione ed 1l fluido di trascinamento (flusso laminare). In questo modo, il
flusso di particelle presenti all'interno del capillare ¢ in grado di passare, alla
stessa distanza ed alla stessa velocitd, davanti ad un raggio laser di forma
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b)

c)

ellittica focalizzato in modo da colpire le cellule al centro del canale di conta;
il punto i cut il laser incontra le particelle si chiama “Interrogation point”.

Sistema ottico: Ottica di eccitazione, emissione e rilevazione

Dopo la focalizzazione idrodinamica, ogni cellula viene colpita da uno o pit
fasci laser. La misura delle fluorescenze, fornita dalle differenti lunghezze
d’onda a cul emettono 1 diversi fluorocromi, forniscono dati qualitativi e
quantitativi riguardo 1 recettorl di superficie cellulare a cut si legano
attraverso gh anticorpt. Questo sistema permefte, inoltre, di misurare le
proprietd fisiche delle cellule grazie alla capacita delle cellule di disperdere la
luce anteriormente (FSC_forward scatter) e lateralmente (SSC_side scatter);
questi ultimi sono parametri fisici che riflettono rispettivamente  le
dimensioni cellulari e la struttura interna, intesa come rugositd di membrana,
granulosita esterna e rapporto tra nucleo e citoplasma. 1l FSC ed il SSC sono
specifict per ogni tipo cellulare e la loro combinazione ¢ utilizzata per
differenziare un campione eterogeneo di cellule, L'insieme di questi segnali
vengono raccoltt da un sistema di lenti, specchi e filtri ottici, posizionati
dietro la camera di conta, ed inviati ai rispettivi sensori di rilevazione
rappresentatt da fotodiodi o fotomoluplicatori di silicio (PMTs) che, dopo
aver trasformato 1l segnale ottico in segnale elettrico, lo amplificano ed infine
ne misurano la specificitd e Pintensitd. Le diverse emissioni di colore, dato
Putiizzo di pit di una sostanza [luorescente, vengono separate attraverso un
sistema di filtrl otticl per poter analizzare separatamente le diverse

fluorescenze.
Sistema elettronico

I fotomoltiplicatori convertono 1 segnali luminosi in impulsi elettrici
direttamente proporzionali alla luce raccolta. 1 segnali elettrici provenienti da
ogri sensore, opportunamente amplificati e digitalizzati, sono infine inviati
ad un analizzatore di dati che provvede alla loro visualizzazione su monitor,
rappresentazione grafica e definizione statistica. 1 segnali digitali raccolti
vengono rafhigurati su uno schermo sotto forma di puntini: ogni puntino
rappresenta “un evento” definito dalle proprietd della dispersione di luce
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possedute da ogni singola cellula. Le cellule possono essere visualizzate
mediante “citogramma o dot plot”, un diagramma bidimensionale che mette
m correlazione due differenti parametri rilevati, o mediante un istogramma
che definisce il diagramma delle conte cellulart rispetto a clascun canale.

Sezione 4

Materiali e Metodi

4.1 Misurazionl citofluorimetriche

La caratterizzazione immunofenotipica & stata effettuata su 2870 individui afferenti
al progetto ProgeNIA. Per t dettagli relativi alla coorte si veda il paragrafo “Progetto
ProgeNIA”. T campioni di sangue periferico prelevati da ciascun volontario sono
stati raccoltt m provette contenenti eparina come anticoagulante, processati e
colorati con anticorpt fluorescenti specifici ed acquisiti al citometro a flusso
(FACSCanto 11, BD Biosciences). Per evitare artefatti causati da variabili tempo-
dipendent, la fenotipizzazione leucocitaria dei campioni di sangue fresco & stata
effettuata entro due ore dalla loro raccolta. L’analisi immunofenotipica delle cellule
blanche del sangue periferico di ciascun volontario & stata effettuata grazie
all'utilizzo di quattro different pannelli di anticorpi monoclonali. Ogni pannello &
costituito dali’insieme di anticorpi diretti verso gli antigeni di superficie che
caratterizzano le popolazioni leucocitarie selezionate per lo studio. I cloni e gh
anticorpl utilizzati nel presente studio sono ampiamente sfruttati dalla comunita
scientiflica e sono in Imea con quelli utilizzati dallo Human Immunology Project
Consortium [Maecker HT. et al, 2012]. I quattro pannelli, che sono stati
denominatt in modo da indicare in sintest 1 tipi cellulari o le caratteristiche
principall delle cellule analizzate, sono 1 seguenti: pannello T-B-NK, pannello T
regolatorie, pannello Maturazione T cellulare e pannello cellule dendritiche

cireolanti.
Nel dettaglio:
a} I pannello T-B-NK permette di misurare 10 parametri con 9 anticorpi. Il

sangue € stato processato mediante Uutilizzo di tubi BD TruCount™ al cul interno
sono presentt le biglie necessarie per calcolare la conta assoluta {0 numero
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cellule/ul; Bead Count BD, cat. 340334). Le biglie di conta vengono risospese in 50
ul di sangue periferico fresco; in seguito, 1 campioni di sangue vengono colorati con
gl anticorpi fluorescenti riportati nella Tabella 1. Dopo 15 minuti dalla colorazione
1 campioni sono stati sottoposti a lisi cellulare per 30 minuti con 1 ml di FACS
Lysing Solution 1x (BD, cat. 349202) e, dopo 3 ore di incubazione (+4°C), sono
statl acquisiti al citometro a flusso. Tale protocollo ¢ indicato come “Lyse-No-
Wash”. Lo schema di analisi cellulare ¢ la creazione della gerarchia delle
popolazioni studiate ¢ il seguente: 1 leucociti sono stati suddivist in base ai livelli di
positivitd per 'antigene CD45 e ai parametri morfologici in granulociti, monociti e
linfociti. I linfociti sono stati differenziati in base all’espressione delPantigene di
superficie CD3. Le cellule C1X8+, o linfociti T, sono state ulteriormente suddivise
in 6 sottoclasst in base al grado di espressione degli antigent CD4 ¢ CD8 (CD4-
CD8-, CD4- CD8dim, CD4- CD8bright , CD4+ CD8+ ¢ CD4+ CD8&dim, CD4+
CD8-), mentre le cellule CD3- sono state suddivise 1 cellule B (CD3- CD19+) e
cellule natural killer (CD3- CD16+ e/o CD3- CDS6+). Per rilevare il grado di
attivazione cellulare dei linfociti 1" e delle cellule NK, & stato utilizzato 'anticorpo
diretto contro Pantigene HLLA-DR, il quale & costitutivamente espresso nelle cellule
che presentano 'antigene quali le cellule B e le cellule dendritiche. I monociti sono
stati caratterizzati anche mediante la positivitd per il marcatore CD14. La strategia
dr analisi utilizzata per il pannello delle T-B-NK & mostrata nella Figura 8, mentre
la descrizione statistica degli immunofenotipi & riportata nella Tabella 2.

b) I pannello delle cellule T regolatorie & caratterizzato da 10 parametri ed 8
anticorpl. Il sangue & stato processato mediante la tecnologia BD Lyotube™, (BD,
cat. 624644) che utilizza un cocktail liofilizzato pre-titolato di anticorpt. 1l
protocollo per il processamento del sangue con 1 tubi Lyotube™ ¢ chiamato “Lyse-
Wash” 1n virtt del fatto che le cellule vengano lavate con opportune soluzioni
prima della loro acquisizione. GH anticorpi fluorescenti utilizzati per la misurazione
delle cellule Treg sono riportati nella Tabella 1. In dettaglio, il cocktail di anticorpi
liofilizzati viene eluito per 5 minuti in 100 ul di una soluzione di lavaggio (FACS
FLOW, BD cat. 342003), sono stati quindi aggiunti 100 pl di sangue {resco per
effettuare la colorazione della durata di 15 minuti. Successivamente, gli eritrocit
sono stati lisati in 3 ml di FACS Lysing Solution 1x e le cellule incubate per 30
minull a temperatura ambiente e centrifugate a 1500 rpm per 5 minuti. Infine, le
cellule sono state risospese in H00 pb di soluzione FACS FLOW ed analizzate al
citofluorimetro. La conta assoluta delle cellule Treg é stata calcolata tenendo conto
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del numero assoluto di hinfocitt CD3+ misurati nel pannello T-B-NK. Lo schema
di analisi cellulare e la creazione della gerarchia delle popolazioni studiate & il
seguente: 'anticorpo coniro Pantigene C1)3 ha permesso di discriminare 1 linfociti
T dagh altri leucociti presenti nel sangue. I linfociti T sono stati suddivist in CIM4+ e
CD8+. Le cellule Treg CD4+ sono state discriminate in base all’alto grado di
espressione dell’antigene CD25 e alla bassa espressione dell’antigene C1D127
(CD25high CD127low). Le cellule Treg sono state ulteriormente suddivise in
attivate (CD25+++ CD45RA-), quiescenti (CD25++, CIDA5RA+) e secretorie non
soppressorie (CDD25++ CD45RA-). Inoltre, sono state analizzate le cellule T non
regolatorie CD4+ CD25high (CD25high CD4+ not Treg) valutando le cellule T
CD4+ esprimenti un’elevata quantita dell’antigene CD25 a cul sono state sotiratte
le cellule Treg, la popolazione risultante & stata ulteriormente suddivisa in base alla
positivita per Pantigene CD45RA. In questo pannello sono state anche analizzate le
cellule T CD8+, divise in base all’espressione della molecola co-stimolatoria C1)28
¢ dell’antigene CD45RA. Infine, in specifiche popolazioni & stato misurato il
marcatore di attivazione ectonucleotidase trifosfato difosfoidrolasi 1 (ETNPDI),
anche conosciuto come antigene CD39. La strategia di analisi utilizzata per il
pannello delle cellule T regolatorie & mostrata nella Figura 4, mentre la descrizione
statistica degli immunofenotipi € riportata nella Tabella 2.

¢) Il pannello della maturazione delle cellule T & caratterizzato da 7 parametri
e 5 anticorpt. La colorazione & stata effettuata utilizzando il protocollo Lyse-Wash e
la tecnologia Lyotube BD ™ (vedi Pannello Treg). Gli anticorpi fluorescenti
utihzzati per la colorazione delle cellule bianche del sangue sono riportati nella
Tabella 1. 11 pattern di maturazione delle 6 sottoclassi di cellule T descritte nel
pannello T-B-NK (CD4-CD8-, CD4-CD8dim, CD4- CD8bright, CD4+CD8+ ¢
CD4+CIX8dim, CD4+CD8- & definito da 2 marcatori: CCR7 ¢ CD45RA. La
caratterizzazione  delle  fasi  della maturazione delle cellule T prevede
Identificazione  delle  cellule  naive  (CD45RA+CCR7+), cellule  Teu
(CCR7+CD45RA-), cellule Tue (CD4SRA-CCR7-) e cellule Tw (CCR7-
CD45RA+). La conta assoluta delle cellule T della maturazione & stata calcolata
tenendo conto del numero assoluto di linfociti CD3+ misurati nel pannello T-B-
NK. La strategia di analisi utilizzata per 1l pannello degli stadi della maturazione T
cellulare ¢ mostrata nella Figura 5, mentre la descrizione statistica degli
immunofenotipi & riportata nella Tabella 2.
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d) 11 pannelio relativo alle cellule dendritiche circolanti (cD C) consente la
discriminazione di 10 parametri con Putilizzo di 18 anticorpt. La colorazione € stata
effettuata utilizzando il protocollo Lyse-Wash e la tecnologia Lyotube BD™ (vec:
Pannello Treg). 11 numero assoluto di cellule DCs ¢ stato caleolato mediante
Putilizzo di biglie di conta (o “Liquid BD Counting Beads”, BD) cat. 335925). Gl
anticorpi fluorescenti utilizzat per la misurazione delle cellule ¢DCs sono riportatt
nella Tabella 1. Per poter discriminare le cDCs abbiamo considerato la positivita i
queste cellule per Pantigene HLA-DR e la loro negativita per cocktail di anticorpi
(detto Linl) composto da anticorpi contro gli antigeni CD3, CD14, CD19, CD20,
CDS56 e CD16. Nello specifico, antigene CDI6 & espresso da uno specifico
sottotipo di ¢DC mieloidi [Chen L. ef al, 2007], che non & stato considerato nel
nostro studio. Le cellule DC sono state quindi suddivise in base alla loro positivita
per le molecole di superficie CD11c e CD123, rispettivamente, in mielowd: e
plasmacitoidi. Inoltre, lo stato di maturazione delle ¢DC & stato determinato n
base all’espressione della molecola di adesione CD6ZL, indispensabile per
I'ingresso della cellula dendritica nel linfonodo, e del recettore per le chemochine
CCR? che media Parrivo delle DC al sito di infiammazione. Infine il loro grado di
attivazione & stato valutato grazie ad due marcatore direttl verso gli antigeni CD86 ¢
CD80, ligandi della molecola costimolatoria C1D28 presente sulla superficie del
recettore delle cellule T. La strategia di analisi utilizzata per il pannello delle cellule
dendritiche circolanti & mostrata nella Figura 6, mentre la descrizione statistica degli
immunofenotipi ¢ riportata nella Tabella 2.

I dati citofluorimetrici sono stati analizzati mediante il software BD FACSDiva™
(BD Biosciences).

4.2 Settaggio strumentale dei citofluorimetr:

La caratterizzazione immunofenotipica ¢ stata effettuata mediante l'utilizzo di due
citofluorimetri FACSCanto™ II (B, Biosciences) a 8 laser (blu, emissione 488
nm; rosso, emissione 638 nm; viola, emissione 407 nm) che permettono la
rilevazione di 8 fluorescenze e dieci parametri. La taratura degli strumenti ¢ stata
finalizzata a garantire la massima resa e sensibilitd su entrambi gli strument. Tale
sincronizzazione dei citofluorimetri ha Pobiettivo di renderli interscambiabili per

21



Pacquisizione del campione. In dettaglio, & stato valutato lo SDEN (Standard
deviation of Electronic background Noise) per tuttt 1 parametr: di fluorescenza su
entrambi gli strumenti, mediante l'utilizzo di apposite biglie di calibrazione BD
CS&T Beads (BD, cat. 642419) e mediante uno specifico software BID FACSDiva
CS&T Module. Successivamente & stata generata una matrice dello SDEN sulla
base del valore pitl elevato per ogni parametro di {luorescenza; tale matrice & stala
utilizzata come referenza per entrambi 1 citofluorimetri per definire la potenza dei
fotomoltiplicatori in modo che la varianza (SDEN?) del segnale di fondo aspecifico,
influenzasse la varianza del linfociti non marcati in misura del 10-20%. Il settaggio
dei fotomoltiplicatori & stato attuato in uno strumento mediante la creazione di
valori di riferimento che costituiscono la “baseline” e che sono stati applicat
inizialmente alle cellule e successivamente alle biglie CS&T. Questi valori sono stati
trasferiti indirettamente sul secondo strumento mediante le bighe CS&T che hanno
permesso di generare In esso un settaggio strumentale identico al primo. Per
mantenere una corretta taratura strumentale nel tempo & stato utilizzato 1l software
del controllo di qualita CS&T che si basa sullacquisizione di bighe CS&T
caratterizzate da tre diversi tipi di fluorescenza (bassa, media, alta) su tutti 1
parametri misurati da una macchina e da differenti coefficienti di variazione (CV).
Il CV & una misura che fornisce un indicazione della variabilith delle misuraziom
effettuate e risultera basso per le biglie brillanti che portano un segnale distinto dal
rumore di fondo, pertanto la loro misurazione sard sempre molto precisa, mentre
Popposto accadrd per le biglie a bassa {luorescenza. Infine, la compensazione,
ovvero il processo che permette di correggere il fenomeno per cui un fluorocromo
viene letto da un fotomoltiplicatore non deputato alla lettura di quel fluorocromo
(spillover), & stata calcolata utilizzando le CompBeads BD (BD Biosciences) e
validata su entrambi gli strumenti. La compensazione sulla seconda macchina &
risultata essere molto simile, se non identica, a quella calcolata sulla prima

macchina.

4.3 Riproducibilita delle misurazioni citofluorimetriche

Per assicurarci che 1 campioni di sangue venissero acquisiti in modo costante per
tutta la durata dello studio sono stati effettuati giornalmente dei controlli di qualita.
In dettaglio, abbiamo acquisito le biglie CS&T che ¢ hanno fornito un controllo
elettronico giornaliero delle macchine. Successivamente, per monitorare e
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mantenere le stesse condizioni di acquisizione e lettura nel tempo, sono state
utilizzate le biglie ad 8 picchi Rainbow (Sphero™, cat. 559123). Queste ultime
hanno fluorescenza standardizzata al fine di controllare e sostenere nel tempo le
stesse condizioni di acquisizione e, i caso di necessitd, tali particelle con
fluorescenza nota, ¢ permettono di normalizzare le intensita di fluorescenza media
oftenute nel nostri campioni. Settmanalmente le misurazioni citolluorimetriche
sono state confermate grazie all’acquisizione del Mulucheck™ Quality Control,
ovvero campioni di sangue stabilizzati e per 1 quali 1 valon del saggio ed 1 range di
misurazioni previsti per la conta assoluta delle popolazioni leucocitarie sono stati
fornitl dalla ditta produttrice. Infine, per valutare nel tempo la riproducibilita delle
misuraztoni der tratti immunofenotipici, 13 volontari sono stati caratterizzati
fenotipicamente due volte con un intervallo di tempo di almeno 3 mest fra la prima
¢ la seconda misurazione. Grazie a questi controlli mirati siamo stati in grado di
moniiorare 1 parametri di acquisizione nelle diverse fasi del progetto.

4.4 Ereditabilita

Le stime dell’ereditabilita sono state effettuate sui primi 1629 campioni
immunofenotipizzatl comprendenti 211 mdividul non imparentati, 1,418 soggetti
raggruppati i 249 famiglie, principalmente costituite da 567 coppie di fratelli, 30
coppie di fratellastri, 248 coppie di cugini, 609 coppie di genitore-iglho, 32 coppie
di nonno-mipote e 561 coppie di zii. Le stime dell’ereditabilith sono state eseguite,
attraverso 'utilizzo del software “poly”. L'etd ed il genere sono stati presi in esame
come covariate, clo¢ come varlabili che possono essere utili per spiegare la
vartabilita dei dati ottenutl.

4.5 Genotipizzazione con GeneChip arrays

La coorte ProgeNIA & stata caratterizzata con due array custom (Illumina): il
Cardio-MetaboChip e ImmunoChip. Queste piattaforme di genotipizzazione
sono state progettate da consorzi mternazionall per identificare regioni d'interesse
correlate a trafti e/o malattie legate, rispettivamente, al sistema metabolico ed al
ststema immunitario [Cortes A. and Brown M.A., 2011; Voight B.F. et 4/, 2012]. Ii
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Cardio-MetaboChip e I'lmmunoChip analizzano varianti genetiche sia comuni che
rare alternando regioni genetiche ad alta copertura con regioni a bassa copertura. |
risultanti 283,955 SNPs autosomali che hanno superato 1 controlli di qualitd sono
stati utilizzati come genotipt di riferimento per imputare altre varianti attraverso
Patllizzo di un pannello di sequenze sarde.

4.6 Sequenziamento dei campioni

In questo studio abbiamo utilizzato per la prima volta un pannello di riferimento
ottenuto dal sequenztamento a bassa risoluzione (4x) sull'intero genoma di 1146
individui sardi, di cui 481 individui sono afferenti al progetto ProgeNIA, mentre i
restanti 665 hanno preso parte a studi relativi a Sclerosi Multipla e Diabete di tipo
1 [Sanna S. et al,, 2010]. Le librerie genomiche sono state generate a partire da 3-5
Hg di DNA genomico utilizzando due kits differenti: “Paired-End Genomic Sample
Prep Kit” (Hlumina e NewEnglandBiolabs). 11 sequenziamento & stato effettuato in
due centri di ricerca localizzati presso il centro CRS4 (Centro di Ricerca, Sviluppo
e Studi Superiori in Sardegna, Italia) che dispone di 2 analizzatori “Genome
Analyzer IIx” (llumina) e 3 strumenti “Hiseq2000” (Illumina) e presso il centro
“DNA Sequencing Core” dell’universiti del Michigan, U.S.A., il quale possiede 2
analizzatori “Genome Analyzer 1Ix” e © strumenti “Hiseq2000”,

4.7 Imputazione dei genotipi

L’'imputazione o inferenza statistica & un modello di calcolo probabilistico
altraverso 1l quale si cerca di ricostruire delle intere sequenze di DNA a partire da
dati genetici preesistenti e parziali derivanti da genotipizzazione mediante
plattaforme. Questo strumento di analisi ¢ rilevante per lo studio del genoma
poiché permette di stimare con un certo grado di accuratezza varianti genetiche che
non sono state direttamente genotipizzate sfruttando un pannello di riferimento
costituito da sequenze dellintero genoma. La qualitd dell'imputazione, calcolata
come probabilita media che il genotipo imputato sia corretto, e definmita da un
parametro chiamato RSQR. Questo parametro varia da 0 a 1| ¢ la soglia che
rimuove il 90% degli SNPs inferiti in maniera non corretta ¢ <0.3 [Li Y. et al,
2009]. In questo studio i dati di genotipizzazione derivanti dai ChipArrays sono
statl integrati con 1 dati generati dal sequenziamento di 1146 individui, mediante la
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costruzione di un pannello di riferimento contenente 1 profili genetici degli
individui risultati non imparentat tra tutti quelli sequenziali. Limputazione degli
aplotipl ¢ stata effettuata utilizzando il “MiniMac” [Howle B. et al., 2019]. Sono
statl genotiptzzati o Imputati {con una qualith di imputazione >0.3) un totale di
8,213,003 marcatorl genetici.

4.8 Analisi statistiche e bioinformatiche

Per cascun tratto immunofenotipico misurato & stato effettuato un GWAS
utilizzando circa 8.2 milioni di varianti genetiche derivanti dall’integrazione,
mediante imputazione [LiY. ef al., 2009], dei dati ottenuti dai due sagel Humina,
Immunochip e CardioMetabochip, sfruttando quelli derivanti dal sequenziamento
a bassa risoluzione (4x) di 1146 individui sardi. L’analisi di associazione & stata
effettuata usando un’analisi di regressione basata su un modello a componenti di
varianza, che sfrutta le strutture familiari qui analizzate ed include Petd ed il sesso
come covariate [Chen W.M and Abecasis G.R., 2007]. Sono state quindi
selezionate le varianti genetiche indipendenti (°<0.1) associate a clascun tratto, che
hanno mostrato un p-value minore di 5.26x10™. Successivamente, sono state
rinosse: 1) le varianti con una bassa qualita di mputazione, i) le associazioni
tratto/variante ridondanti dando priorita alle varianti pitt associate a ciascun locus e
ui) le associazioni in linkage disequilibrium (LD) con le varianti primariamente
assoclate. Abblamo moltre incluso due associazioni suggestive (p<5x10* localizzate
nelie regioni geniche di SHZBS/ATXNL e SLFN13 descritte precedentemente dal
gruppo di Ferreira (Ferreira et al,, 2010), Per validare 1 risultati ottenuti, sono state
condotte le analisi di associazione tra variante associata e tratto immunofenotipico
su un campione esteso di 2870 individui che comprende gli iniziali 1629 volontari
e ulteriori 1241 individui afferenti alla stessa coorte ProgeNIA. Inolire, sono state
genotipizzate le varianti imputate che hanno dato segnali di segnali di associazione
¢ che non sono supportate da variante proxy (">0.85) direttamente genotipizzate.
Le varianti che mostravano un eccesso di discordanza tra genotipi inferiti e
genotipizzati o un p-value meno significativo, dopo Paggiunta dei 1241 individui,
sono state escluse dalle analisi successive.

Infine, per misurare la percentuale di varianza fenotipica spiegata dai fattori
geneticl, per ciascun tratto & stato creato un modello lineare che include e, sesso e
tutti gli SNPs indipendenti associati a un tratto specifico (ull model), ed un
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modello lineare che include solo etd e sesso (basic model). La varianza spiegata &
stata calcolata come la differenza tra la varianza spiegata due modelli full e basic.
Per identificare 1 geni candidat a ciascun locus, abbiamo preso in considerazione:
a) geni la cui espressione fosse regolata dagli SNP associati agli immunofenotipi
(eQTLs), b) 1 geni in cui erano localizzate varianti codificanti ¢ i genl Inumuno-
correfati prossimall alle varianti associate come riportato in OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man).

Infine le analisi bioinformatiche sono state effettuate utilizzando il sito web UCSC
Genome Browser per verificare se le varianti associate fossero localizzate in regioni
regolatrici e 1 database pubblici clinicaltrials.gov, FDA.gov ¢ USPTOQ.gov per
verificare se le stesse variant fossero di interesse farmacologico.

4.9 Ricerca delle associazioni coincidenti tra tratti immunologici e

Per individuare le associazioni coincidenti tra tratti immunologici e malattie sono
state utilizzate le informazioni genetiche disponibili nei seguenti siti web: GWAS
Catalog [Hindorff 1..A.] ed ImmunoBase {hitp://www.immunobase.org/.]. In questi
database pubblici ¢ possibile trovare le varianti genetiche risultate associate a
patologie, autoimmuni e non, grazie al risultati emersi da recenti studi GWAS,
Nello specifico, € stata effettuata la ricerca deghi SNPs in linkage disequilibrium (2
0,8) con gli SNPs trovati assoctati ai tratti immunologici misurati nel nostro studio.

Sezione 5
Risultati

5.1 Stime dell’ereditability

L’ampia eterogeneitd di popolazioni di cellule immunitarie ed i loro ruoli nel
mediare e nel controllare le reazioni immuni ¢ stata ampiamente descritta nel corso
degli ultimi decenni. Al contrario, la misura in cui la variabilith quanttativa dei
livelli di cellule immunitarie circolanti & ereditariamente trasmessa rimane tuttora
ancora da definire con chiarezza, fatta eccezione per poche classi di linfocit
[Ferreira MLA. er al, 2010; Okada Y. et al, 2011; Nalls M.A. ef al, 2011]. Per
verificare in che misura 1 geni influenzano 1 livelli quantitativi dei tratd
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immunofenotpiel  analizzati in  questo  studio & stata eseguita la  stima
dell’ereditabilita esaminando anche I'influenza esercitata dalle covariate eti e sesso.
I risultati emersi dal nostro lavoro dimostrano che una porzione rilevante della
variazione deir livelll quantitativi delle popolazioni leucocitarie analizzate &
“gencticamente programmata”. Infatti, 1 valori di ereditabilitd sono compresi tra il
3% e I'87% con un valore medio pari al 419%. Nello specifico, i tratti che hanno
mostrato una pit alta ereditabilitd sono le sottopopolazioni di cellule 'I" regolatorie
(h2=55%} (Figure 7- 8), che rappresentano una classe cellulare la cui filogenesi &
avvenuta in maniera tardiva rispetto ad altri tipt cellulari. La caratteristica comune
della maggior parte delle popolazioni cellulari con ereditabilith eccezionalmente
alta (> 609%) ¢ legata alla loro positivitd per il marcatore CD39, 1l quale sembra
avere pertanto un ruolo predominante nel determinare una porzione apprezzabile
della componente genetica per 1 tipi cellulari in cul esso & espresso. Per quanto
concerne 1l sesso, esso esercita un debole effetto sui tfratti immunofenotipici
analizzatl, mentre 'etd ha un influenza pit marcata in particolare sulla popolazione
delle cellule T CD8+ naive in linea con risultati pubblicati precedentemente che
evidenziano come la riduzione di questa subset cellulare sia responsabile del
rdotto successo delle vaccinazioni negli anziani [Sansoni P. et al, 2008; Buchholz
V.R. etal, 2011].

5.2 Assoclazioni genetiche

Successivamente, considerata la notevole ereditabilithi media del wratti, & stato
effettuato uno studio di associazione sull'intero genoma per ogni  tratto
immunofenotipico analizzato. I risultati delle analisi dei GWAS hanno portato
allidentificazione di 28 varianti genetiche in 13 loci, ciascuna con un livello di
significativita (p-value) inferiore a 5.26x10™ (Figura 9). In generale, la maggior parte
delle associaziont identificate nel nostro studio sono nuove, sebbene alcune di esse
siano in linea con altri segnali di associazione pit deboli rilevati in precedenza da
altri gruppr di ricerca, come lassociazione tra 1 livelli di cellule NK e varianti
localizzate nel cluster genico della famiglia Schlafen e quella tra 1 livelli di cellule T
CD4+ e varianti genetiche localizzate nella regione genica ATXNY/SHIBS
[Ferreira MLA. et al, 2010]. Tra le 23 vananti genetiche identificate nel nostro
studio, 7 di esse cadono in elementi con chiara funzione regolatoria, quali elementi
promotort e repressori, enhancers ed ancora siti di legame per fattori di
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trascrizione, La variante genetica con maggior effetto fenotipico ¢ costituita da un
polimorfismo  intronico  localizzato  nel gene ENTPD!  (LctoNucleoside
Triphosphate diPhosphohyDrolase 1) che codifica per Pantigene CD89 (Figura
10a). II CD39 & un ectoenzima che idrolizza TATP e TADP presenti a livello
extracellulare in AMP. Nei leucocit, 1 CD39 & espresso su monociti, neutrofili, e
sulle cellule B, ed i1 misura minore sulle cellule T e sulte cellule NK [Pulte E.1D. et
al,, 2007]. In particolare, tra le cellule T, il CD89 & espresso principalmente dalle
cellule Treg attivate CD4+, dove svolge una funzione antinfiammatoria, attraverso
la riduzione della molecola ATP extracellulare pro-inflammatoria [Borsellino G. et
al., 2007]. Quest'associazione rappresenta un chiaro meccanismo biologico in cui
una variante 1 ¢1s regola 1 livelli di espressione della proteina codificata dal gene in
cui la vanante & localizzata facendo anche aumentare il numero di cellule che
esprimono tale marcatore. Un altro chiaro candidato biologico emerso grazie alle
associazioni identificate in questo lavoro include una variante genetica localizzata
vicino al gene che codifica per 1l class I transactivator gene, o CIHTA, forte
attivatore della trascrizione dei geni HILA di classe II La variante & infatti associata
alla regolazione dei hivelli di linfociti T attivati che sono stati caratterizzati mediante
Pespressione della molecola HLA-DR (Figura 10b) .

Il nostro studio ha rivelato anche la presenza di piti vartanti alleliche indipendent
presenti allinterno della regione che comprende 1 geni GALM (GALactose
Mutarotase) e HNRPLIL (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein 1-ike) che
modulano 11 numero di cellule appartenenti alle sottopopolazioni di linfociti T
naive e terminally differentated, contraddistinti dalla positivita per Pantigene
CD45RA, con una concomitante ed opposta regolazione dei livelli di popolazioni
di cellule T della memoria (CD45RA-). Llassociazione con il gene HNRPLL ¢ in
linea con il suo ruolo di principale regolatore dello splicing dell’antigene C1)45 che
rappresenta antigene distintivo della maturazione delle cellule T [Wu Z. erf al,
2010]. Al contrario, 1 meccanismi biologici alla base delle associazioni identificate
tra le varlanti localizzate nel gene GALM sono meno chiar, infati GALM
potrebbe modulare la glicosilazione dell’antigene CI)45, alterandone espressione
sulla superficie cellulare. In alternativa, questa variante genetica potrebbe avere un
effetto regolatore a distanza sul gene HNRPLL poiché questa variante & localizzata
in regioni che potrebbero interagire con il suo promotore [Li G. et al, 2012]. Al
chiani candidati biologici includono una variante localizzata nella regione genica
CDEA-CDSB che codificano per la glicoproteina di membrana CD8, associata alla
modulazione det livelli della popolazione CD4+CD8dim, o una variante localizzata
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nel gene TNFSFI3B (Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13) che
¢ associata al livelll delle cellule B. Quest'ultimo gene codifica per la proteina
BAFF (B Activating Factor of the TNF Family) la cul mattivazione & associata in
modo specifico alla riduzione della maturazione delle cellule B circolanti
[Kreuzaler M. et al,, 2012; Schiemann B. et al., 2001].

Tra 1 segnali multipli indipendenti presenti nella stessa regione genetica e associali
con pi tratti immunofenotipici possiamo menzionare quelli localizzati nella
regione del gene ENTDPI e nella regione HLA per il quale dei segnali di
associazione multilocus e multiallelict sono gia stati descritti essere legati a patologie
complesse [Marrosu M.G. er al, 2001]. Le varianti localizzate nei geni HLA
mediano la funzione del sistema immune influenzando i livelli di specifici tipi
cellulart sia in condizioni fisiologiche che patologiche, mfatti alcune di esse sono
associate con la modulazione di numerose sottopopolazioni T cellulari CD8~.
Quest’ultimo dato & consistente con un recente lavoro secondo cui le molecole
MHC di classe T favoriscono la sopravvivenza delle cellule 1" CD8+ [Takada K.
and Jameson S.C., 2009},

Alcune associazioni identificate nel presente studio sono localizzate in geni
apparentemente non correlat con il sistema immunitario. Ad  esempio,
ur’assoclazione suggestiva (p<6x10" & stata identificata tra una comune variante
missenso, codificante e conservativa, presente allinterno dell'esone 18 del gene
LCT (lattasi) e la vartazione dei livelli di cellule pDC suggerendo per questo gene
un ruolo ancora sconosciuto nella regolazione della risposta Immunitaria innata.
Tuttavia, un eventuale ruolo funzionale esercitato dal prodotto proteico del gene
LLT sarebbe coerente con la posizione dello SNP associato che risulta localizzato
in una regione con funzione regolatrice. A supporto di questa ipotesi, & stata
recentemente identificata Passociazione tra due varianti missenso indipendenti del
gene LCT con la conta leucocitaria in individui Afro-Americani [Auer P.L. ef al,

2012].

5.3 Associazioni coincidenti tra tratti immunofenotipici e malattie

Uno degli obiettivi principali del presente studio consiste nell'identificare dei punti
di sovrapposizione tra tratti immunologici e malattie, indicativi di meccanismi
patogenetici causali. Infattl, se la varlazione quantitativa di una popolazione
leucocitaria & associata a una variante genetica che & anche associata a una malattia,
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allora la stessa popolazione leucocitaria & verosimilmente coinvolta nella patogenesi
di tale malattia. Pertanto, grazie all’osservazione di queste associazioni coincidenti
slamo riusciti ad identificare categorie di cellule del sistema immunitario
potenzialmente coinvolte nella suscettibilith verso una malattia.

I nostro lavoro ¢ ha permesso di identificare 4 associazioni genetiche coincidenti
localizzate net loct genict HLA, ILZRA, CIITA ¢ ATXNY/SH2BS (Figure 10b-c-d
e Figura 11).

In dettaglio, una variante genetica localizzata a monte del gene HLA-DRA &
associata alla modulazione dei livelll di cellule T della memoria positive per
Pantigene CID8 e negative per la molecola co-stimolatoria CD28 (cellule CD45RA-
CD28-CD8+) (p-value=4.3x10™) e correla con alcune varianti alleliche descritte in
precedenti pubblicazioni come associate negativamente alla colite ulcerosa (UQ),
alla sclerosi sistemica (§Sc¢), al morbo di Parkinson ed al linfoma di Hodgkin
[Barrett J.C. er al, 2009; Enciso-Mora V. et al, 2010; Gorlova O. et al., 2011;
Hamza et al., 2011]. La seconda associazione coincidente & stata identificata tra una
vartante genetica localizzata gene ILZRA, che codifica per antigene CD25, e le
cellule T" della memoria che esprimono alti livelli dello stesso CD25 (cellule
CD45RA-CD25hi CD4+ non-Treg) (p-value=5.65x10"), Questa variante & stata
descritta recentemente come la variante piti fortemente associata a un ridotio
rischio di sviluppare diabete di tipo 1 (I'1D) in questa regione genica [Huang J. ef
al, 2012; Lowe C.E. et al, 2007]. Inoltre, la nostra variante associata & in forte
linkage disequilibrium [LID pari a 0.77] con una variante associata sia al T1D che
allo stesso tratto immunofenotipico [Dendrou C.A., 2009}, L’allele responsabile
dell’aumento delle cellule CID45RA- CD25hi CD4+ non-Treg riduce il rischio per
11'T1D. L'insieme di queste osservazioni indica che questo specifico tipo cellulare &
comvolto nella protezione contro il T11) e che il top SNP associato probabilmente
rappresenta 1l polimorfismo genetico causale in questo locus (Figura 9). Questo
dato ¢l permette di avanzare l'ipotesi secondo cul terapie immunosoppressive che
utilizzano anticorpi anti-CD25 avrebbero come target cellulare una popolazione
cellulare protettiva la cui deplezione potrebbe aumentare il rischio per il T1D.
Questa ipotesi trova riscontro con i rsultati ottenuti in alcuni trials clinici che
hanno evidenziato un aumento del rischio di T11ID in pazient! trapiantati trattati con
anticorpt anti-CD25 [Bayes B. ef al, 2007; Vendrame F. ef al., 2010].

Un'altra  assoclazione coincidente & stata identificata tra una variante {p-
value=9.29x10") localizzata nel gene CIITA che & associata alla modulazione dei
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livelli di linfociti T HLA-DR+ e risulta essere in forte L con un allele di rischio
per la colite ulcerosa (UC) IMcGovern D.P. et al., 2010].

Un ulteriore segnale coincidente & stato individuato per una variante genetica
localizzata nel gene ATXNZ che ¢ associata sia ad un aumento dei livelli di linfociti
T e delle cellule T CD4+ (p-value=1.87x10") che ad alcuni disturbi autoimmuni,
quali diabete di tipo primo, sclerosi multipla, artrite reumatoide e celiachia, oltre
che all'ipertensione e patologie ad essa correlate (disturbi coronarici e disturbi
cronicl al rent) [Hindorff L.A.], Questa variante risulta in forte LD con una variante
missenso (R262W) presente nel gene SHZBS che costituisce un forte candidato
biologico. Infatti, il gene codifica per la proteina adattatrice LNK che svolge il ruolo
di regolatore negativo dell'ematopoiesi, delle vie di segnalazione cellulare e
dellinfiammazione [Devalliere J. and Charreau B., 2011]. L’allele non ancestrale
del gene SHZB3, che codifica per W262, & associato con aumento dei linfocit
CD3 e CD4 facendo ipotizzare una perdita di funzione della proteina. Questo dato
¢ consistente con risultati ottenuti in modelli murini e wmani i quali indicano una
buona efficacia nellutilizzo degli anticorpi monoclonali diretti contro l'antigene
CD3 nel trattamento del T1D e di altri disturbi autoimmuni [Chatenoud L., 2010].
La variante nel gene SH2B3 si trova in un aplotipo esteso di circa 200kb, che
definisce una regione soltoposta a selezione positiva {Zhernakova A., 2010]
risultando essere un esempio suggestivo di “evolutionary tempo mismatch”. Infatt,
la variante che causa linfocitosi pud essere stata utile nel corso degli ultimi 10 mila
anni di vita sedentaria per la resistenza ai patogeni, ma in un ambiente sempre pit
iglenicamente controllato, come quello attuale, essa costituisce un fattore di
predisposizione per Pautoimmunitd e per altri disturbi analoghi.

In conclusione, le associazioni coincidenti tra malattie e tratti immunofenotipic
assurnono particolare importanza per 'identificazione di nuovi bersaghi di interesse
terapeutico, infatti alcune delle associazioni coincidenti qui identificate rivestono gia
un interesse farmacologico per la selezione di particolari targets terapeutici. Allo
stesso tempo, € Importante softolineare che il nostro lavoro in alcuni casi non
supporta associazioni genetiche identificate in precedenza sulla base di prove
funzionali che coinvolgono livelli specifici di tipi cellulari in specifiche malattie. Per
esempio, in diversi lavori pubblicati in precedenza ¢ emerso un ruolo protettivo
delle cellule Tregs attivate CD39+ CD4+ in diverse malattie autoimmuni [Chalmin
K. et al, 2012; Fletcher J.M. et al., 2009], tuitavia nel nostro lavoro non & stata
identficata alcuna associazione coincidente tra malattie e varianti genetiche in
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grado di influenzare la regolazione quantitativa di questa sottopopolazione

cellulare.

CONCLUSIONI

L’approccio metodologico utilizzato nel nostro studio ¢i ha permesso di fornire la
prima chiara evidenza che la variazione dei livelli quantitativi delle principali
popolaziont leucocitarie potenzialmente coinvolte nell'insorgenza di malattie &
sotto stretto controllo genetico. Cl sono stati diversi fattori che hanno influito
positivamente sull’alto grado di ereditabilita mostrato in particolare per alcuni
sottotipl  cellulari come la scelta di esaminare specifiche sottoclassi cellulari,
piuttosto che ampie popolaziont di cellule in cui effetto genetico sarebbe diluito.
Non meno importante ¢ stata la strategia di analisi genetica utilizzata che si basa sul
sequenziamento di oltre 1000 individui sardi e successiva imputazione delle varianti
non direttamente genotipizzate, approccio chiamato “sequence-based GWAS?, che
cl ha permesso di testare mediante GWAS oltre 8.2 milioni di varianti per
mdividuo. A conferma della rilevanza  degli  studi GWAS  basati  sul
sequenziamento, il nostro progetto ha portato all'identificazione di aleuni segnali di
assoclazione localizzati nei geni NCAM, CD4, HLA-E ¢ SORB/! e rilevati solo
grazie al pannello di riferimento costruito sulla base dei dati di sequenziamento di
mdividui sardi, Infatti, solo 8 delle varianti genetiche genotipizzate nei due array
[Humina raggiungeva 1l livello di significativita utilizzato nel presente studio. Le
rimanent venti sono state identificate mediante inferenza statistica e due di esse
non sono presenti sia nel dataset HapMap che nei dati relativi al progetto 1000
Genomi. Da questo si pud chiaramente dedurre che queste varianti genetiche non
potrebbero essere individuabili con il metodo dell’imputazione sfruttando database
pubblici di sequenze non sardo-specifiche. Nonostante questi risultat, sard
comunque necessario eseguire indagini pia approfondite in altre popolazioni per
determinare se le varianti genetiche da noi identificate siano specifiche degli
individui sardi. In conclusione, il nostro studio ha confermato I'importanza di
studiare 1 tratti quantitativi connesst a malattie, permettendo la rilevazione di nuove
varianti genetiche e geni correlati alle stesse ed offrendo 'opportunith di mettere in
luce una moltitudine di aspetti chiave alla base della fisiologia del sistema
immunitario ¢ allo stesso tempo di capire 1 meccanismi responsabili delle sue

alterazioni in caso di malattia.

32



Panneilo

Anticorpo

Fluorocecromo

Clone

T-B-NK | anti-CD45 PerCP-Cy5.5 2D1 (HLe-1)
anti-CD14 V450 MgP9
anti-CD3 FITC SK7
anti-CD4 PE-Cy7 SK3
anti-CD8 APC-Cy7 5K1
anti-CD19 APC SJ25C1
anti-CD16+CD56 | PE B73.1+NCAM16.2
anti-HLA DR V500 G46-6

Tregs anii-CD3 FITC SK7
anti-CD4 APC-H7 SK3
anti-CD8 V500 RPA-T8
anti-CD25 PE-Cy7 2A3
anti-CD45RA V450 HI100
ant1-CD39 APC TUG66
anti-CD28 PE 1293
anti-CD127 PerCP-Cy5.5 hiL-7R-M21

T cell ‘ anti-CD3 FITC SK7

maturati

on stages
anti-CD4 APC SK3
anti-CD8 APC-H7 SK1
anti-CD45RA V450 HI100
anti-CCR7 PerCP-Cy5.5 1505038
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cDCs anti-Lin cocktail PE SK7+MSE2+B73.1+
(CD3+CD14+CD1 SJ25C1+L27+NCA
6+CD19+CD20+C M16.2
D56)
anti-HLA DR V500 G46-6
anti-CD123 PE-Cy7 7G3
anti-CD11c V450 B-Ly6
anti-CD8&6 PerCP-Cy5.5 FUN-1
anti-CD80 APC-H7 L307 .4
ant1-CD62L FITC SK11
anti-CCR2 Alexa Fluor 647 48607

Tabella 1. Caratterizzazione degli immunofenotipi.
Lista degli anticorpi, fluorocromi e cloni utilizzati in ciascun pannello.
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Categoria Pannello Tratio Parentate Granparentale | N misurazioni Mrnimo Media Mediana § Massimo
General TBNK Granulocyte AC Leukocytes no 1612 742,57 3812.21 | 3586.90 | 16285.00
leukocytes
General THBNK Granulocyte %P i627 23.90 56,15 56.10 85.20
teukocytes
General THNK Monocyle AC Leukocytes no 1612 0.00 335.92 315,70 1298.23
lcukocytes
General TBNK Monocyte %P 1627 0.00 5.06 4.90 [5.50
feukocytes
General TBNK Lymphocyte AC | Leukocytes no 1612 485.38 2433.48 1 2344.30 | 7650.98
leukocytes
General TBNK Lymphocyte %P 1627 9.50 36.79 36.90 71.40
leukocytes
General TBNK T lymphocyte AC | Lymphocytes Leukocytes 1612 307.40 1695.86 | 1630.50 | 5661.44
Jeukocytes
General TBNK T lymphocyte ®%P 1627 21,90 69.61 70.60 90.80
leukocytes
General TBNK T lymphocyte 1627 6.40 25.67 25.40 57,30
leukocytes G
Geaeral TBNK Ch4+ AC T Lymphocyies 1612 177.98 1062.16 | 1009.40 | 3739.70
leukocyres lymphocytes
General TBNEK Ch4+ &P 1627 21.60 63.18 6G3.80 88.10
feukocyles
General TBNK Chi+ ®GP 1627 15.30 43.79 44.00 69.70
leukocytes
General Treg CD25hi CD4+ Ch4+ T i6l1 15.44 183.31 167.98 85G.51
leukocytes AC lymphocytes
General Treg CI25hi CD4+ 1628 5.10 17.84 17.20 46.30
leukocytes %P
General Treg CD25hi CD 4+ 1628 1.30 11.20 [0.60 37.40
leukocytes %GP
General Treg CD39+ CD4+ AC | CD4+ T 1611 3.22 53.99 51,70 413.89
leukocytes iymphocyles
General Treg CD3Y+ CD4+ %P 1628 0.30 5.44 5.30 48.20
leukocyles
General Treg CD3%+ CD4+ 1628 0.20 3.41 3.20 31.70
leukocytes RGP
General Treg CD39+ CD25hi Ch4+ T 1611 1.93 27.73 26.32 153.26
leukocytes CD4+ AC lymphocytes
General Treg CD3%+ CD25hi 1628 0.20 2.77 2.80 11.00
teukocytes CD4+ %P
General Treg CD3%+ CDE5hi 1628 .10 1.73 1.7¢ 7.20
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feukocytes Chi+ %GP

General TBNEK. CD8br AC T Lymphocytes 1612 53.19 479.50 428.48 3255.2%
leukocytes lympheocytes

General TBNK CD8hr %P 1627 8.00 27.87 27.10 74.30
feukocytes

General TBNK CD8br %GP 1697 3.20 19.51 18.80 59.80
leukocytes

General Treg CD28- CD8hr CD8br T 1611 5.12 194.77 139.15 2405.92
feukocytes AC lymphocytes

General Treg CI>28- CDS8br 1628 2.70 37.10 35.75 97.10
leukocytes %P

General Treg CD28- CD8br 1628 0.50 11.13 9.00 74.60
feukocytes ®%GP

General Treg CIx28+ CD8br Ch8br T I611 27.12 279.33 251.54 1119.381
leukocytes AC lymphocytes

General Treg CD28+ CD8br 1628 2,70 61.92 63.10 97.20
leukocytes %P

General Treg CD28+ CD8br 1628 2.10 16,44 15.90 38.40
leukocytes ®GP

General TBNK Ch8dim AC T Lymphocytes 1612 2.38 45.47 34,84 615.90
leukoeytes lymphocytes

General TBNK CD8dim ®P 1627 0.20 2.68 2.20 24.10
leukocytes

General TBNK CD8dim %GP 1627 .20 1.87 1.50 20.70
leukocytes

General Treg CD28. CD8dim CD8dim T 1611 0.29 27.07 15.48 580.63
leukocyles AC lymphocytes

Geaeral Treg CD28. CD8dim 1628 1.50 46.71 44,90 97,70
leukacytes %

General Treg CD28- CD8dim 1628 0.00 1.56 0.90 22.70
leukocyles WG

General Treg CD28+ CD8dim CDS8dim T 1611 0.82 21.43 17.37 248.71
leukocyies AC lymphocytes

General Treg CD28+ CD8dim 16928 1.30 51.79 53.10 98.50
leukocytes %P

General Treg CD28+ CD8dim 1628 010 1.80 1.0 14.40
leukocytes %GP

General TBNK CD8+ AC T Lymphocytes 1612 55.89 523.68 469.2¢ 3585.04
leukocyles lymphocytes

General TBNK CD8+ wP 1627 8.40 30.47 29.90 75.30
leukocytes
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General TBNK CD8+ %GP 1627 3.50 21.33 20.70 §3.80
leukocytles

General Treg CD28- CD8+ AC | CD&+ T 1611 5.56 291.12 163.80 2829.62
leukocytes lymphocytes

General Treg CD28- CD8+ %P 1681 2.45 38,75 38,22 96.90
leukocytes

General Treg CD28- CD§+ 1628 0.60 12.64 10.60 74.90
leukocyles WGP

General Treg CD39+ CDB+ AC | CD8+ T 611 0.00 9.45 G.84 164.69
leukocyles lymphoeytes

General Treg CD39+ CD8+ %P 1628 0.00 2.1¢ 1.40 40.30
leukocytes

General Treg CD39+ CD8+ 1628 0.0¢ 0.60 G.4¢ 15.80
leukocytes %wGP

General TBNK CDé4+ CD8br AC | T Lymphocytes 1612 0.00 7.19 4,78 115.52
lenkocyles lymphocytes

General TBNK CD4+ CD8br %I 1627 0.00 0.43 0.30 8.50
leukocytes

General TBNK CD4+ CD8bhr 1627 0.0 0.30 0.20 5.830
leukocytes %GP

General TBNK Chd+ CD8dim T Lymphocytes 1612 ¢.00 19.11 9.35 1104.94
leukocytes AC lymphocytes

General TBNK CD4+ CD8&dim 1627 0.0¢ 1.09 0.60 35.00
leukocytes %P

General TBNK CD4+ CD8dim 1627 0.00 0.76 0.40 24.80
leukocytes %GP

General THNK CD4+ CD8+ AC T Lymphocytes 1612 0.00 26.30 15.90 11905.56
leukocytes lymphoeytes :

General TBNK CD4+ CDD8+ ®mP 1627 0.¢0 1.52 1.00 35.50
leukocytes

General THNK CD4+ CD8+ 1627 0.00 1.06 0.70 25.10
Jeukocytes XGP

General TBNK CD4- CD§- AC T Lymphocytes 1612 5.81 84.09 65.24 1295.67
leukocytes lymphocytes

General TBNK CD4- CD8- %P 1627 0.30 4.91 4.00 36.80
leukocytes

General TBNK Ch4- CD8- %GP 1627 0.30 3.44 2.80 27.30
leukocytes

General TBNK HLA DR+ T T Lymphocytes 1550 0.0¢ 67.07 55.00 881.43
leukocytes ivmphocyte AC lymphocytes

General TBNK HLA DR+ T 1565 0.00 4.04 3.40 18.60
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leukocytes lymphocyte %P

General TRNK HIA DR+ T 1565 0.00 2.80 2.30 16.40
feukocytes lymphocyte ®GP

Genecral TBNK NKT AC T Lymphocytes 1612 4.86 174.51 125.06 3991.06
leukocytes lymphocytes

General TBNK NKT %P 1627 .30 10.03 8.00 81.20
ieukocytes

General TBNK NKT ®GP 1627 0.20 7.04 5.50 63.30
leukocytes

General TBNEK CD3- lymphoceyte | Lymphocytes Leukocyles 1612 120.70 737.61 6883.90 5975.80
teukocytes AC

General TBNK CD3- lymphoeyte 1627 9.20 30.39 29.40 78.10
Ieukocvies %P

General TBNK CD3- lymphocyte 1627 2.40 11.11 10.50 49.70
leukocyles %GP

General TBNK B cell AC CD3a- Lymphocytes 1612 16.97 318.75 273.73 5327.86
leukocytes fymphocytes

General TBNK B celt %P 1627 4.40 43.56 43.00 91.80
leukocytes

General TBNK B cell %GP 1627 (.80 12.89 12.20 68.60
leukocytes

General TBNK NK AC Cixa- Lymphocytes 1612 25.26 382.93 387.60 3864.66
leukoeyles lymphoeytes

General TBNK NK %P 1627 6.80 51.20 51.20 89.00
levkocytes

General TBNK NK ®%GP 1627 1.70 15.96 14.60 65.80
leukocyles

General TBNK HLA DR+ NK NK celis Ch3- 1550 0,00 34.94 28.39 290,10
leukocytes AC iymphocytes

General THRNK HLA DR+ NK 1565 .00 .82 8.20 65.60
leukocytes %I

General TBNK HLA DR+ NK 1565 ¢.00 4.88 4.00 26.20
leukocyles ®%GP

General TBNK Lymphe-sum AC | Lymphocytes Leukocytes 1612 451.59 2394.98 | 231210 | 7634.04
leukocytes

General TBNK Lympho-sum %P 1627 83.50 98.36 98.70 100.00
leukocytes

General TBNK Lympho-sum 1627 9.30 36.20 36.40 71.10
leukocytes BHEP

General TBNK CD4+/CD8br no no 161¢2 0.29 2.60 2.32 10.79
lewkocytes
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General TBNK CD4+/CD8+ no no 1612 0.29 2.36 2.13 1G.85

leukocytes

General TBNK T/B cells no no 1612 0.31 6.61 577 97.07

leukocytes

Tregs Treg Chd+ Treg AC Ch4+ T 1611 9.45 80.86 74.91 390.32

lymphaocytes

Tregs Treg CD4+ Treg %P 1628 1.30 7.88 7.6¢ 22.20

Tregs Treg CD4+ Treg GP 1628 0.60 4.94 4,80 15.60

Tregs Treg resting CD4+ CD4+ Tregs CD4+ 1611 0.02 16.07 13.14 186.96
Treg AC

Tregs Treg resting CD4+ 1628 0.20 19.16 17.70 83.60
Treg %P

Tregs Treg resting CD4+ 1628 0.00 1.50 [.30 9.20
Treg ®GP

Tregs Treg CD39+ resting resting CD4+ § CD4+ Tregs 1611 0.00 0.56 0.31 14.36
CD4+ Treg AC Tregs

Tregs Treg CID39+ resting 1628 0.00 3.68 2.70 50.00
CD4+ Treg %P

Tregs Treg CID39+ resting 1628 ¢.00 0.69 0.40 18.20
CD4+ Treg $GP

Tregs Treg activaled CD4+ CDd+ Tregs CD4+ 1611 0,82 14.61 13.02 71.438
Treg AC

Tregs Treg activated CD4¢+ 1628 4.00 18.22 17.70 42.50
Treg %P

Tregs Treg activated CD4+ 1628 0.10 1.46 [.3¢ 7.20
Treg %GP

Tregs Treg CD39+ activated activated CDd+ Tregs 611 0.40 8.45 7.69 53.79
CD4+ Treg AC CI4+ Tregs

Tregs Treg CD39+ activated 1628 4.00 58.24 71.80 99.00
CId+ Treg %P

Tregs Treg CD39+ activated 1628 040 10.65 [1.0¢ 35.50
CD4+ Treg %GP

Tregs Treg secreting CD4+ CB4r Tregs CI 1611 2.44 51.78 4§.21 194,02
Treg AC

Tregs Treg secreting CD4+ 1628 5.60 64.60 65.30 92.20
Treg %P

Tregs Treg secreting CDd+ 1628 0.5¢ 5.08 4,90 12.50
Treg %GP

Tregs Treg CD34+ secreling secreting CD4+ Tregs 1611 0.50 12.05 11.1i6 74.79

CD4+ Treg AC

CD4+ Tregs
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Tregs

Treg

CD39+ secreting
CD4+ Treg %P

1628

28.99

71.20

Tregs

Treg

CI339+ secreting
CD4+ Treg %G

1628

0.60

15.44

16.10

58.30

Tregs

Treg

CD39+ CD4+
Treg AC

CIvér Tregs

Ch4+

1611

21.65

20.48

122.86

Tregs

Treyg

CD389+ CD¢+
Treg %P

1628

2.30

27.52

30.25

74.8¢

Tregs

Treg

CD39+ Chra+
Treg %GP

1628

2.10

Tregs

Treg

secreting &
activated CDd+
Treg AC

CD4+ Tregs

CD4+

1611

66.40

62.11

221.69

Tregs

Treg

secreting &
activated CD4+
Treg %P

1624

10.90

82.78

84.30

99.60

Tregs

Treg

secreting &
activated CL 4+
Treg %GP

1628

.90

6.30

19.7¢

Tregs

Treg

CD39+ (secreting
& activated)
CIM4+ Treg AC

CD4+ Tregs

CD4+

1611

1.24

20.49

15.42

114,44

Tregs

Treg

CD39+ (secreting
& activated)
CD4+ Treg %P

1641

1.90

26.03

28.47

77.09

Tregs

Treg

CD39+ {secreting
& activated)
CD4+ Treg %GP

I611

0.07

2.02

7.66

Tregs

Treg

resting &
activated CD4+
Treg AC

CD 4+ Tregs

CD4+

1611

30.68

27.48

258.39

Tregs

Treg

resting &
activated CI 4+
Treg %P

1628

9.10

37.38

36.60

§7.90

Tregs

Treg

resting &
activated CD4+
Treg BGP

1628

.30

2.96

2.80

12.70

Tregs

=

I'reg

CD39+ {resiing &
activated) CD4+
Treg AC

CD4+ Tregs

CDa+

1611

(.47

54.61

Tregs

Treg

CD39+ (resting &
activated) CIvd+
Treg %P

1611

0.54

11.30

11.83

36.14

General
feukocytes

Treg

CID4+ not Treg
AC

CD4+

T
lymphocytes

1611

172.2¢

970.08

921.80

3626.51
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Generat Treg CD4+ not Treg 1628 77.8¢ 92.12 92.40 98.70
leukocytes %P
General Treg CD4+ not Treg 1628 i8.50 57.61 58.10 85.90
leukocytes 9GP
T cell maturation | Maturation | raive CIM+ AC CD4+ T 1601 0.46 367.51 323.82 1847.16
stages stages of T lymphocytes

ceil
T cell maturation | Maturation | naive CD 4+ %P 1618 0.25 33.29 33.25 72.01
slages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | naive CD4+ ®%GP 1618 0.1¢ 21.22 20.80 55.40
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD4+ AC Chrd+ T 1601 1.93 318.50 298.38 1339.57
stages stages of T lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD4+ %P 1618 0.19 36.57 30.11 64.48
stages stages of T

cell
T celf maturation | Matouration | CM CD4+ %GP 1618 0.20 19.20 18.60 45.70
stages stages of T

cell
T ¢ccll maturation | Maturation | BM CD4-= AC Chd+ T 1601 40.87 330,70 312.49 1499.00
slages stages of T Iymphocytes

cell
T cell matsration | Maturation | EM CD4+ %P 1618 4.84 32.51 31.05 86.89
stages stages of T

cell
T cell maturation § Maturation | EM CD4+ ®%GP iG18 3.00 20,11 £9.10 £8.50
stages stages of T

ceill
T cell maturation | Maturation | TD CD4+ AC CD4+ T 1601 0.49 39.59 23.37 3068.41
stages stages of T Iymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | TH CD4+ %P 1618 0.06 3.64 2.37 75.58
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD4+ ®%GP 1518 0.00 2.25 £.500 54.20
stages stages of T

cell
T eeli maturation | Mawwration | CD45RA- CD4+ CD4+ T 160t 52.41 648.20 621.47 20:23.87
stages stages of T | AC lymphocytes

celi
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD4+ 1518 9.11 63.08 63.17 97.53
stages stages of T | %P

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD4+ 1618 4.30 39.41 38.50 75.30

stages of T
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stages cell %HGP
T cell maturation | Maturation | CD45RA+ CD4+ CD4+ T 1611 7.09 402.67 355.69 2711.61
stages stages of T | AC lymphaocytes
cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA+ CD4+ 1628 2.80 36.7% 36.75 92.40
stages stages of T | %P
cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA+ CD4+ 1628 1.20 23.23 22.7¢ 61.40
stages stages of T | ®GP
cell
T cell maruration | Treg CID45RA- CD4+ CD4+ F [611 32.64 581.75 553.64 1870.05
stages not Treg AC lymphocyles
T celt maturation | Treg CD45RA- CD4+ 1628 6.30 56.75 56.60 91.00
stages not Treg %P
T cell maturation | Treg CD45RA- CD4+ 1628 2.60 35.23 34.55 71.00
stages not Treg ®GP
T celt maturation | Treg CD45RA+ CD4+ | CD4+ T 1611 7.09 388.31 340.96 2707.94
stages not Treg AC lymphocytes
T celi maturation | Treg CD45RA+ Chdr 1628 2.60 35.87 35.40 85.30
stages not Treg ®P
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD4~ 1628 1.290 22.38 21.85 57.50
stages not Treg GP
T cell maturation | Treg CD45RA- CD4+ T 1611 5.81 53.08 83.40 429.57
stages CD25hi CD4+ lymphocytes
not Treg AC
T cell maturation | Treg CDD45RA- 1628 1.20 9.08 8.40 32.80
stages CD25hi CD4+
not Treg %P
T cell maturation | Treg CDD45RA- 1628 0.50 5.69 5.20 24.30
stages CD25ki CD4+
not Treg %GP
T cell maturation | Treg CID45RA+ Chd+ T 1611 0.00 9.54 6.46 200.22
slages CD25hi CD4+ lymphocytes
not Treg AC
T cell maturation | Treg CD45RA+ 1628 0.00 0.89 0.60 14.70
slages CD25hi CD4+
not Treg &I
T cell maturation | Treg CI45RA+ 1628 0.00 0.58 0.40 8.60
slages CD25hi CD4+
not Treg WGP
T ce)i maturation | Maturation | naive CI38hr AC CD8br T 1601 .00 120.53 92.77 887.70
slages stages of T iymphocytes
cell
T cell maturation | Maturation | naive CD8br ®P 1618 0.60 25.64 22.71 81.94
stages stages of T
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cell

T cell maturation | Maturation | naive CD8hr 1618 0.00 6.85 5.95 29,10
stages stages of T | %GP

ceil
T cell maturation | Maturation | CM CI38hr AC CD8br T 1601 .00 25,48 25.91 180.69
stages stages of T iymphocytes

cell
T celi maturation | Maturation | CM CD8br %P 1618 0.0 7.5 6.05 52.96
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD8hr WGP 1618 0.00 1.91 1.60 15.30
stages stages of T

cell
T cell maturation | Mawration | M CD8br AC CD8hr T 1601 1.13 206.90 174.39 1463.56
slages stages of T lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | EM CD8hr %P 1618 0.39 42.67 41.56 88.1¢
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | EM CDSbr wGP 1618 0.10 12.18 11.00 A1.40
slages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD8br AC CD8br T 1601 1.42 127.58 89.74 3275.97
stages stages of T lymphocyles

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD8br %P 1618 0.49 24.54 21.75 91.38
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD8br %GP 1618 0.10 7.36 5.70 66.60
slages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD8br | CD&br T 1601 9.26 238.38 203.18 1546.17
stages stages of T | AC Ilymphocytes

cell
‘T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD8br 1618 1.84 49.83 49,38 94.06
stages stages of T | ®P

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD8br 1618 0.60 14.08 12.90 54.60
stages stages of T | ®GYP

cell
T celi maturation | Treg CD45RA- CD28- CDh28- CD8br 1610 1.19 98.87 67.00 1687.27
stages CD8br AC CD8br
T cell maturation | Treg CD45RA- CDxo8. 151¢ 0.30 51.14 52.04 97.49
stages CD8hr %P
T celt maturation | Treg CD45RA- CD28- 1630 0.24 15.82 15.8% 77.81

stages

CD8br %GP
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T cell mawwration | Treg CD45RA+ CD28- | CD28- CD8br 1611 1.89 95.97 62.11 2253.85
stages Ch8hr AC CD8br
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD28- 161G 2.51 48.86 47.97 99.70
stages CD8br %P
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD28- 1681 0.76 18.32 15.21 78.96
stages CD8br wGP
T cell maturation | Maturation | naive CD8dim CD8dim T 1601 0.00 1.67 1.12 15.91
stages stages of T | AC lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | naive CD8dim 1618 0.00 4.94 3.24 52.78
stages stages of T § %I

cell
T cell maturation | Maturation | naive CD8dim 1618 0.00 0.10 0.10 0.90
stages stages of T | %GP

cell
T cell maturation { Maturation | CM CD8dim AC CD8dim T 1601 0.00 0.71 0.44 9.86
slages stages of T lymphocyles

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD8dim %P 1618 .00 2.19 1.21 81.25
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD8dim 1618 0.00 0.04 0.00 0.60
slages stages of T | &GP

ceil
T cell materation | Maturation | EM CD8dim AC CD8dim T 1601 0.37 26.47 18.54 442.42
stages stages of T lymplocytes

cell
T cell maturation | Maturation | EM CD8dim ®J 1618 .69 55.66 58.24 97.03
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | EM CBD8&dim 1618 .00 1.55 1.20 16,50
stages stages of T | ®%GP

cell
T cell maturation { Maturation | TD CD8dim AC CD8dim T 1601 0.00 18.88 11,18 448,68
stages stages of T Iymphocytes

cell
T cell maturation | Marturation | TD CD8dim %P 1618 0.00 37.21 §8.33 97.93
stages stages of T

cell
T celt matuvration | Maturation | TD CD8dim 1618 0.00 i1 0.70 17.50
stages stages of T { ®%GP

ceil
T cell maturatior | Maturation | CD45RA- CD8dim T 601 0.37 27.17 19.25 442.9]
stages stages of T | CD8dim AC lymphocyles

cell
T celi maturation | Maturation | CD45RA- 1618 0.69 57.85 60.66 98.99
stages stages of T | CD8dim w)p
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cell

T cell maturation | Maturation | CD45RA. 1618 0.00 1.5% 1.20 16.90
stages stages of T | CD8dim %GP

cell
T cell maturation | Treg CD45RA- CD28- CBh8dim 1581 0.01 12.34 4.90 442.92
stages CD8dim AC
T cell maturation | Treg CD45RA- CDD28- 1581 0.03 19.33 14.42 41.76
stages CD8dim «l
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD28- | CD8dim T 1611 0.00 14.97 8.05 433.05
stages CD8dim AC lymphoeytes
T cell maturation | Treg CIX45RA+ CIDE8. 1611 0.00 97.84 23.08 94.20
stages CD8dim %P
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD28- 1628 0.00 0.87 0.50 16.80
stages CD8dim »GP
T cell maturation § Maturation | naive CD8+ AC CD8+ T 1601 0.00 122.01 93.65 893.55
stages stages of T lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturatior | raive CD8+ %P 1618 0.00 23.67 20.87 78.03
slages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | naive CD8+ %GP 1618 .00 6.93 6.10 29.50
stages stages of T

celi
T cell maturation | Maturation | CM CD8+ AC CDg+ T 1661 0.00 81.94 26.12 §i72.28
siages stages of T lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD8+ %P 1618 (.00 6.64 5,56 50.26
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | CM CD8+ %GP 1618 .00 1.93 1.60 15.30
stages stages of T

ceil
T cell maturation | Maturation | EM CD8+ AC CDa-+ T 1601 7,97 231.93 199.75 1469.79
stages stages of T lymphocytes

cell
T cell maturation | Mawration | EM CD8+ %P i618 1.53 43.79 12.95 87.38
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | EM CD8+ ®%GP 1618 0.60 13.65 12.50 52.50
stages stages of T

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD8+ AC ChE+ T 1601 4.91 146.15 104.62 3365.75
stages stages of T Iymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | TD CD8+ %P 1618 1.46 25.90 23.18 91.12

stages of T
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stages ceil
T cell maturation | Maturation | TD CD8+ %GP 1618 0.40 8.46 6.80 68.40
stages stages of T

cell
T cell maturation | Mawration | CD45RA- CD8+ CDg+ T 1601 10.41 263.87 225.39 1581.87
stages stages of T | AC lymphocytes

cefl
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD8+ 1618 1.83 50,42 50,17 92.48
stages stages of T | ®P

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA- CD8+ 1618 0.70 15.58 £4.50 55.80
stages stages of T | WGP

cell
T eell maturation | Matwuration | CD45RA+ CD&+ CD8+ T 1611 16.40 248.10 218.38 3168.82
stages stages of T | AC lymphocytes

cell
T cell mawuration | Maturation | CD45RA+ CD8+ 1628 6.90 46.27 46.30 §7.40
slages stages of T | ®I

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA+ CD8+ 1628 1.60 14.18 13.40 64,30
stages stages of T | %GIP

cell
T cell maturation | Treg CD45RA- CD28- | CD28- CD8+ | CD8+ 610 1.00 1£0.98 77.54 1699.45
stages CD8+ AC
T cell maturation | Treg CD45RA- CD28. 1610 0.14 50.68 51,30 97.13
stages Ch3+ %P
T celi maturation | Treg CD45RA- CD28. 1610 0.12 19.43 16.65 75.45
stages CD8+ %G
T cell maturation | Treg CD45RA. CD28+ | CD45RA- Ch8+ 1681 B.56 167.79 152,37 706,08
stages CD8+ AC CD&+
T cell maturatica | Treg CD45RA- CD28+ 1619 3.89 65,14 66.99 97.86
stages Chg+ %P
T cell maturation | Treg CD45RA- CD28+ 1611 1.97 34.32 2980 81.97
stages Ch3+ %GP
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD28- | CDZ8- CD3+ Cha+ 1611 2.09 110.94 75.45 2686.90
stages CD8+ AC
T celi maturation | Treg CD45RA+ CD2S. 610 3.25 49.69 49.42 106.00
stages Ch8+ %P
T cell maturation | Treg CD45RA+ CIDE8- 1611 0.85 19.46 16.54 81.48
stages CD8+ %GP
T cell maturation | Treg CD45RA+ CD45RA+ CD8«+ 1611 3.33 137.16 110.59 874.96
stages CD28+ CD8+ AC | CD8+
T cell maturation | Treg CD45RAH 1611 0.91 56,29 56.97 97.95

stages

CDh28+ CD8+ %P
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T cell maturation | Treg CDASRA+ 1611 0.26 26.81 24.16 79.36
stages CID28+ CDB+
#»GP

T cell maturation | Maluration | naive (CD4+ CD+ CD8+ T 1601 0.00 2,18 1.39 55.26
stages stages of T | CD&+) AC lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | naive {CD4+ 1618 0.00 12.03 8.56 65.22
stages stages of T | CDE+) %P

cell
T cell maturation | Materation | nraive (CD4+ 1618 0.0¢ 0.12 0.10 1.70
stages stages of T | CD8+) %GP

cell
T cell maturation | Maturation | CM (CD4+ CD4+ CD8+ T 1601 0.00 3.14 2.00 44.29
slages stages of T | CD8+) AC lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | CM (CD4+ 1618 0.0¢ 16.74 14.00 75,00
stages stages of T | CDE+} %P

celi
T cell maturation | Maturation | CM (CD4+ 1618 0.00 0.19 0,190 1.80
stages stages of T | CD8+) ®%GP

cell
T cell maturation | Maturation | EM (Ch4+ CD4+ CD8~ T 1601 0.00 14.82 9.33 378.91
slages stages of T | CD8+) AC Iymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | EM (CDd+ 1618 0.00 59.64 60.71 1G0.00
stages stages of T | CD8+) wP

cell
T cell maturation | Maturation | EM (CD4+ 1618 0.00 0.87 0.60 23.80
stages stages of T | CD8+) HGP

cell
T celf maturation | Maturation | TD (CD4+ CD4+ CI>8+ T 1601 0.00 4.35 0.9 714.68
stages stages of T | CD8+) AC iymphocytes

cel]
T cell maturation | Maturation | TD (CD4+ 1618 .00 11.60 6.00 89.39
slages stages of T | CD8+) %P

cell
T cell maturation | Maturation | TD {CD4+ 1618 0.00 0.23 0.10 24.40
stages stages of T | CD8+) %GP

cell
T cell maturation | Maturaton | CD45RA- (CD4+ | CD4+ CD8+ T 1601 0.12 17.96 12,85 376.73
slages stages of T | CD&+Y AC lymphocyles

cell
T cell maturation | Maturation | CD45RA. (CD4+ 1618 3.85 76.37 80.00 100.00
stages stages of T | CD8+) %P

cell
T cell maturation | Maturation | CDM45RA- (CDd+ 1618 0.00 1.06 0.80 24.G0

stages

stages of T
cell

CD8+) %GP
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T celi matluration | Maturation | naive (CD4- CD4- CD8- T 1603 0.00 3.20 2.08 27.07
stages stages of T | CD8-) AC lymphocytes

cell
T cell maturation | Maturation | naive (CD4- 1618 0.00 5.17 3.41 36.36
stages stages of T | CD8Y) %P

cell
T cell maturation | Maluration | naive (CD4- 1618 0.0¢ G.19 0.10 1.50
stages stages of T ¢ CB8-y %GP

cell
T cell maturation | Maturation | CM (CD4- CD8-) | CD4- CD8- T L1601 0.00 1.08 0.78 24,61
stages stages of T | AC lymphocytes

cell
T ¢ell maturation | Maturation | CM (CD4- CDE-) 1618 0.00 1.87 1.29 21.43
stages stages of T | %P

cel}
T cell maturation | Maluration | CM (CD4- CD8.) 1618 0.00 0.06 0.00 t.00
stages stages of T | ®GP

cell
T celi maturation | Maturation | EM (CD4- CD8-) | CD4- CDS- T 1601 0.48 51.94 36.72 789.37
stages stages of T | AC lymphocytes

cell
T ¢ell maturation § Maturation | EM (CD4. CD8.) 1618 1.i2 62.79 65.7% 97.71
stages stages of T | %P

cell
T cell maturation | Maluration | EM (CD4- CD8-) 1618 0.00 3.04 2.30 25.90
stages stages of T | WGP

cell
T cell maturation | Maturation | TD (CD4. CD8-) | CD4- CDS- T 1601 0.59 24.01 14,95 378.24
stages stages of T | AC lymphocytes

cell
T cell maturation { Maturation | TD (CD4- CD8-) 1618 1.40 30.18 25.98 97.02
stages stages of T | %P

cell
T cell maturation | Maturation | TD {CD4- CDR-) 1618 0.00 1.3% 0.9¢ i9.10
stages stages of T | %GP

ceil
T cell mawration | Maturation | CD45RA- (CD4. CD4- CD8- T 16G¢1 0.48 53.03 37.78 789.37
stages stages of T | CD8-) AC lymphocytes

cell
T cell maturation ;| Maturation | CD45RA- (CD4- 1618 1.49 64.65 67.70 98.03
stages stages of T | CD8-) ®P

cell
T celi maturation | Maturation | CD45RA- (CD4- 1618 0.00 3.10 2,40 25.90
stages stages of T | CD§-) ®GP

cell
eDCs cDC cDC AC no no 1603 0.18 24.61 21.95 116.55
cDCs <DC CDG2L- cDC AC | eDCs no 1603 0.04 4,52 1.45 93.46
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chCs cDC CDGOEL- ¢DC %P 1627 0.30 13.51 7.20 100.G0

cDCs cDC CD62E+ ¢DC AC | eDCs no 1603 ¢.00 20.09 18.96 69.71

<DCs chC ChE2L+ cDC %P 1527 0.00 86.49 92.80 99.70

cDCs <cC mycloid ¢DC AC | eDCs no 1603 0.18 15.34 12,58 106.02

cDCs ¢DC myeloid cDXC %P 1627 8.20 55.61 55.10 95.00

cDCs cDC CD62L- myeloid cCs no 1603 0.04 4.34 1.26 93.38
cDC AC

cDCs cDC CD62L.- myeloid 1627 0.30 11.68 5.80 84.90
cDC %P

c¢DCs eDC CDG2L+ myeloid | eDDCs no 1603 0.00 11.00 16,14 51.92
cDC AC

c¢chDCs cDC CD62L+ myeloid 1627 0.00 43.92 44.9¢ 81.10
c¢DC %P

cDCs cDC plasmacytoid ¢DCs no 1603 0.00 $.27 8.39 37.06
cDC AC

cDCs cDC piasmacytoid 1627 0.00 36.45 37.00 78.30
cDC %P

cDCs cDC CD62E~ cDCs no 1603 ¢.00 0.18 0.11 3.56
plasmacytoid
cDC AC

cDCs cDC CD62L.- 1627 0.00 0.72 0.50 12.10
plasmacytoid
cDC %P

cDCs cDC Ch62L+ ¢DCs no 1603 0.00 9.09 8.19 36.62
plasmacytoid
cDC AC

cDCs cDC CD62L+ 1627 0.00 35.78 36.30 77.30
plasmacyloid
cDC %P

¢DCs ¢DC CD86+ eDC AC ¢DCs no 1603 0.05 3.91 1.52 76.26

cDCs cDC CD86+ <DC %P 1627 G.20 12.05 7.50 84.80

Tabella 2. Descrizione statistica degli immunofenotipi.

Da destra verso sinistra sono mostrati per clascun tratto, la categoria biologica, il
pannello sul quale & stato misurato, il nome del tratto, le popolazioni parentali e gran
parentall {quando opportuno), il numero di individui in cui il tratto é stato misurato
e la sua descrizione statistica.
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Figura 1. Rappresentazione schematica del funzionamento di un
citometro a flusso (biotec.casaccia.enea.it).
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Figura 2. Sottopopolazioni leucocitarie oggetto di studio.

La figura rappresenta il diagramma dei tipi cellulari analizzati mediante citometria a
flusso. Le frecce indicano i livelli gerarchici di separazione delle popolazioni cellulari
leucocitarie circolanti. Le cellule illustrate includono i granulociti (giallo), i monociti
(blu chiaro), le cellule dendritiche (rosso), le cellule B (magenta), le cellule T (verde)
e le cellule natural killer (arancione). Il nome e, quando rilevante, I'antigene
identificativo sono indicati accanto a ciascuna popolazione. Le cellule presenti
all'interno del rettangolo blu chiaro sono fenotipicamente caratterizzate dall’antigene
indicato dalla freccia blu chiaro presente a fianco; per esempio, i 6 sottotipi CD3+
(CD4-CD8-, CD4+, CD4+CD8dim, CD4+CD8br, CD8br, e CD8dim) sono
mostrati all'interno di un ampio rettangolo blu, e sono stati suddivisi in cellule naive,
cellule della memoria centrale, cellule della memoria effettiva e cellule “terminally
differentiated”, generando un totale di 24 tratti. Il rettangolo rosso indica che, le
popolazioni cellulari incluse al suo interno, sono state analizzate insieme per
I'antigene CD39, il marcatore indicato dalla freccia rossa. Per semplicita, sono stati
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mostrati 46 det 92 tratti cellulart primart descritti nel testo. 11 numero totale dei tratt
risulta essere 272 quando ciascuna popolazione all'interno di un rettangolo blu viene
moltiplicato per il numero di sottotipi cellulari indicati dalle frecce blu chiaro.
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Figura 8. Pannello T-B-NK.

Questa figura illustra la strategia di analisi adottata per il pannello delle T-B-NK su
un campione di sangue rappresentativo. A) I linfociti (rosso), 1 monociti (blu) ed i
granulociti (grigio) sono stati identificati grazie alle loro caratteristiche morfologiche
ed al livello di espressione dell’antigene CD45. B) 1 linfociti sono stati suddivisi nelle
popolazioni CD3+ (cellule T, verde) e CDS8- (rosa). C) Le cellule T sono state
ulteriormente distinte in base ai livelli di espressione degli antigeni CD4 e CDS8. 1l
plot & stato diviso in 6 popolazioni cellulari. A partire dal quadrante in basso a
sinistra e procedendo in senso orario, le popolazioni identificate sono le seguenti:
CD4-CD8-, CD4-CD8dim (CD8dim), CD4-CD8bright (CD8br), CD4+CD8+,
CD4+CD8dim, CD4+CDS8- (CD4+). D) Le cellule CD38 negative sono state divise in
cellule B ed NK in base ai livelli di espressione degli antigeni CD19 ¢ CD16 e/o
CD56, nispettivamente. E) Il marcatore di attivazione HLA-DR ¢ stato analizzato
sulle cellule NK. F) Le cellule NKT sono state isolate considerando la loro positivita
per gli antigeni CD3, CD16 e¢/o CD56. G) Le cellule T attivate sono state identificate
per la loro positivita agli antigeni CD3 e HLA-DR.
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Figura 4. Pannello cellule T regolatorie.

Questa figura illustra la strategia di analisi adottata per il pannello delle cellule T
regolatorie su un campione di sangue rappresentativo. H) Le cellule T sono state
suddivise in base al livello di espressione degli antigeni CD4 e CD8. I) 1l sottotipo
CD4+ (blu) & stato analizzato per i marcatori CDI127 e CD25. Le cellule
CD25hiCD127low sono state considerate CD4+Treg (rosa). J) Le cellule CD4+
Treg sono state divise n resting (CD45+CD25++, verde), attivate (CD45-CD25+++,
arancione) e secretorie (CD45-CD25++, viola). K) Le sottopopolazioni resting,
attivate e secretorie sono state analizzate in base all’espressione del marcatore di
attivazione CD39. 1) Le cellule CD4+ sono state misurate in base al livello di
espressine dell’antigene CD25 e definite cellule altamente positive per I’antigene
CD25 (CD25hi). Questa popolazione include le cellule CD4+Tregs (rosa) e altre
sottotipi CD4+. M) Le cellule CD4+Tregs (rosa) sono state sottratte dal numero
totale di cellule CD4+CD25hi. Le popolazioni risultanti sono state cosi suddivise, in
base all’espressione del CD45RA, in cellule CD45RA+CD25hiCD4+ non Treg e
CD45RA-CD25hiCD4+ non Tregs, rispettivamente. P) Le cellule CD8br sono state
discriminate in base all’espressione dell’antigene CD28. La stessa analisi & stata
utilizzata sui sottotipi cellulari CD8br ¢ CD8dim considerati uniti (cellule CD8+)
(non mostrate in questa figura). Q-R) Le cellule CD8+ sono state analizzate in base
all’espressione degli antigeni CD39 e CD45RA.
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Figura 5. Pannello maturazione T cellulare.

Questa figura illustra la strategia di analisi adottata per il pannello della maturazione
T cellulare su un campione di sangue rappresentativo. I sottotipi di cellule T
descritte nel plot S sono state analizzate considerando i livelli di espressione degli
antigeni CD45RA (asse delle X) e CCR7 (asse delle Y). Per semplicitd, sono state
mostrate solo le cellule CD4+ (plot T) e le cellule CD8br (plot U). Dividendo il plot
T e U in 4 quadranti possiamo individuare: le cellule naive nel quadrante in alto a
destra (CCR7+CD45RA-), le cellule della memoria centrale (CM) nel quadrante in
basso a sinistra (CCR7-CD45RA-), le cellule della memoria effettrice (EM) nel
quadrante in basso a sinistra (CCR7-CD45RA-) ed infine le cellule “terminally
differentiated” nel quadrante in basso a destra (CCR7-CD45RA+).
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Figura 6. Pannello cellule dendritiche circolanti.

Questa figura illustra la strategia di analisi adottata per il pannello delle cellule
dendritiche circolanti su un campione di sangue rappresentativo. V) Le cellule ¢cDCs
sono state discriminate in base alla loro negativita per il cocktail Lin 1 e per la loro
positivita per P'antigene HLA-DR. W) Le ¢DCs sono state suddivise in mieloidi
(verde), positive per I'antigene CD11c e in plasmacitoidi (rosa chiaro), positive per
antigene CD123. X) Le ¢DCs sono state analizzate per la molecola di adesione
cellulare CD62L e per il recettore per le chemochine CCR2. La stessa strategia di
analisi ¢ stata applicata sui sottotipi di cellule mieloidi e plasmacitoidi (plots non
mostrati). Y) Le cDCs sono state infine analizzate per i marcatori CD86 ¢ CD80.
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Figura 7. Ereditabilita dei tratti immunofenotipici.

I due istogrammi mostrano la distribuzione dell’ereditabilitai ampia (“broad”) e stretta
(“narrow”) per ciascun tratto quantitativo e per ciascuna delle 4 categorie (cDCs,
leucociti generali, stadi della maturazione T cellulare, Tregs) in cui 1 tratti sono stati

raggruppati.
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Figura 8. Ereditabilita spiegata.

I grafici a barre mostrano lereditabilita (h2) di ciascun tratto, e distinguono la
porzione dell’ereditabilita spiegata dai loci identificati (blu scuro), e la porzione
dell’ereditabilitd che rimane da spiegare (blu chiaro). Le barre rappresentano i 272
tratti immunofenotipici nella loro corrispondente categoria biologica.
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Figura 9. Manhattan plot.

Rappresentazione grafica delle associazioni genome-wide ottenute nello studio.
Nell’asse delle X sono indicati 1 cromosomi, mentre nell’asse delle Y la significativita
statistica espressa in -log w del p-value. Per ogni SNP & stato indicato il miglior p-
value osservato fra tutti i tratti. In blu sono rappresentati gli SNP genotipizzati,
mentre in grigio sono indicati quelli imputati mediante sequenze sarde. La linea
tratteggiata orizzontale rappresenta la soglia di significativita statistica utilizzata
(6.26x10™). II miglior gene candidato ¢ indicato vicino al picco di associazione
corrispondente. I loci sotto la soglia di significativita statistica e precedentemente
descritti in letteratura, sono contrassegnati da un asterisco.
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Figura 10. Plot regionali e boxplot per alcune varianti associate a
tratti immunofenotipici.

Per ciascuna regione di associazione considerata, il pannello a sinistra (plot
regionale) rappresenta la robustezza dell’associazione. Lasse delle X mostra la
regione genica (onhgl9%/GRCh87 genomic build) in cui & localizzato lo SNP pin
significativo, 11 quale & indicato con un cerchio viola, mentre Passe delle Y mostra il
livello di significativitd statistica (p-value). Gli altri SNPs presenti nella stessa regione
e distinti da differenti colori riflettono il loro LD con il top SNP . I geni ¢ la
direzione della trascrizione, sono mostrati nel riquadro pitt in basso. I plot sono stati
prodotti utilizzando la versione standalone del pacchetto LocusZoom [Pruim et al,
2010]. I pannello a destra, Box-plot, mostra la distribuzione dei livelli
immunofenotipict all'interno di clascuna classe genotipica ottenuta tenendo conto
dei tratti normalizzati corretti per etd ed genere. I box plot mostrano chiaramente
Peffetto additivo osservato.
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Figura 11. Associazioni coincidenti con le malattie.

Questa figura rappresenta in maniera schematica le associazioni coincidenti tra le
cellule immuni e le malattie. I cerchi rappresentano le popolazioni cellulari ed i
sottotipi cellulart sono mostrati come cerchi internti; la gradazione di grigio dei cerchi
¢ proporzionale all’effetto relativo dell’associazione tra lo SNP e il tratto
immunofenotipico (la tonalita pit scura corrisponde ad un effetto piu forte). Le
malattie sono rappresentate da esagoni, il nome all’interno dell’esagono & un
acronimo della malattia ed ogni colore rappresenta una patologia differente. Lo
spessore di ciascun collegamento & proporzionale all'r’ tra lo SNP associato con le
malattie e quello associato con il tratto immunofenotipico; il colore indica se allele
aumenta (rosso) o diminuisce (blu) il rischio della malattia. Gli acronimi relativi alle
malattie sono 1 seguenti (in ordine alfabetico): CD= celiac disease (malattia celiaca),
CKD= Chronic Kidney Disease (malattia renale cronica), CHD=Chronic Heart
Disease (malattia cardiaca cronica), HL~= Hodgkin’s Lymphoma (linfoma di
Hodgkin’s), MS=Multiple Sclerosis (sclerosi multipla), PD= Parkinson’s Disease
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(malatta di parkindon), RA= Rheumatoid Arthritis (artrite reumatoide), SSc=
Systemic Sclerosis (sclerosi sistemica), T1D= Type 1 Diabetes (diabete di tipo 1) e
UC= Ulcerative Disease (colite ulcerosa).
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