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1 INTRODUZIONE 

 

1.1 Sclerosi Multipla; caratteristiche generali della patologia  

 

La Sclerosi Multipla (SM) è la più frequente malattia infiammatoria cronica demielinizzante del 

sistema nervoso centrale (SNC) e costituisce, se si escludono i traumi, la più frequente causa 

d’invalidità neurologica negli adolescenti ed adulti. Il nome della patologia deriva dalle 

molteplici aree "sclerotiche" visibili all’esame macroscopico del cervello. Le aree in cui la 

mielina viene danneggiata vengono chiamate “placche”, da ciò deriva appunto la 

denominazione sclerosi a placche.  

La SM è considerata una malattia multifattoriale, in quanto la sua insorgenza dipende dalla 

complessa interazione di fattori genetici di predisposizione in presenza di fattori ambientali 

scatenanti.  

Le patologie idiopatiche croniche demielinizzanti rappresentano un gruppo eterogeneo e sono 

contraddistinte da una degenerazione della mielina e delle guaine assonali, con conseguente 

alterazione della velocità di trasmissione degli impulsi nervosi. La disabilità che ne consegue si 

manifesta a livello delle funzioni motorie, autonomiche e neuro-cognitive.  

Le lesioni si distribuiscono preferenzialmente a livello periventricolare, a livello del corpo 

calloso e della sostanza bianca del cervelletto. Zone frequentemente colpite sono anche i nervi 

ottici e il midollo spinale (1). La diversa distribuzione e il numero delle placche danno luogo, 

nei pazienti affetti da SM, ad un’ampia variabilità di manifestazioni cliniche.  

Resta ancora da comprendere la natura dei fattori che comportano tanta eterogeneità, 

sebbene l’ipotesi più plausibile sostenga che essa sia legata ad un determinato assetto 

genetico che conduce, in maniera diversa a seconda degli individui, ad alterazioni della risposta 

immune così come ad una particolare vulnerabilità del sistema nervoso centrale e alterata 

capacità di rigenerazione (2). 

Dal punto di vista clinico sono state descritte quattro forme principali di SM, ciascuna delle 

quali può avere un decorso severo, moderato o leggero.  

La più comune (circa l’85% dei casi) è la forma recidivante-remittente (RR), caratterizzata dal 

manifestarsi di sintomi acuti o recidive di deficit neurologici, seguiti da un recupero completo o 

incompleto chiamato remissione.  
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Dopo un numero variabile di anni, circa il 50% dei pazienti sviluppa una forma secondaria 

progressiva (SP), caratterizzata da una progressione della disabilità neurologica associata o 

meno ad episodi di recidive. Un’ipotesi in attesa di conferma sperimentale riconosce in queste 

due forme della malattia la manifestazione di un'unica patologia, che si sviluppa dapprima in 

seguito all’istaurarsi di aree di infiammazione, che comporta successivamente l’innescarsi di un 

processo strettamente neurodegenerativo (3).  

Altri tipi meno comuni di SM includono una forma primaria progressiva (PP), che colpisce il 

10% dei pazienti, in cui si manifesta una lenta ma costante progressione della disabilità e dei 

sintomi neurologici senza riacutizzazioni, generalmente associata ad una non responsività alle 

immunoterapie, tanto da essere ritenuta da molti una malattia a sé stante (4).  

La forma progressiva-recidivante (PR), costituisce circa il 5% dei casi, in cui i pazienti sono 

colpiti da un’insidiosa progressione della disabilità con qualche raro episodio di recidiva, ma 

senza fasi di recupero.  

Infine, esiste una quinta forma di SM detta benigna, che esordisce con uno o due episodi acuti, 

seguiti da un recupero completo che non lascia tracce di disabilità e tende a essere associata a 

sintomi sensitivi (parestesie) o visivi (neurite ottica). 

I modelli animali di SM generalmente utilizzati, come l’encefalomielite autoimmune 

sperimentale (EAE), sono caratterizzati sia dalla forma progressiva che dalla recidivante-

remittente della malattia, riflettendo così le due principali forme di SM (5).  

 

1.2 Epidemiologia  

 

L' Organizzazione Mondiale della Sanità (OSM), stima che nel mondo ci siano oltre 2,5 milioni 

di persone affette da SM. La patologia è molto frequente tra le popolazioni caucasiche 

(soprattutto tra quelle residenti nel Nord-Ovest europeo), nel Nord America, nel Sud-Est 

dell’Australia e in Nuova Zelanda, Sud-Africa e America Meridionale, mentre si riscontra una 

bassa incidenza in Asia e nelle regioni caraibiche (Fig.1). Dal punto di vista epidemiologico la 

SM colpisce con una frequenza doppia le donne rispetto agli uomini, ed ha un esordio perlopiù 

tra i 20 e 40 anni, aumentando progressivamente fino ai trentacinque anni, per poi diminuire 

gradualmente. 
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(Atlas Multiple Sclerosis

In Europa si stima ci siano circa 

distribuzione sembra seguire un gradiente 

del Nord, soprattutto in Scandinavia

prevalenza due volte superiore rispetto al resto della popolazione italiana e alla maggior parte 

delle popolazioni caucasiche (140 casi per 100,000 abitanti), equiparabile alla prevalenza dei 

Paesi Nord Europei, come indicato dalla figura 2 (6,7). 

Fig. 2: Prevalenza della S
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Fig. 1:  Prevalenza della SM nel mondo (x 100.000) 
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nel mondo (x 100.000)  
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600.000 persone affette, di cui circa 50.000 solo in Italia. La 

maggiore prevalenza nei Paesi 

La Sardegna rappresenta un’eccezione, con una 

prevalenza due volte superiore rispetto al resto della popolazione italiana e alla maggior parte 

delle popolazioni caucasiche (140 casi per 100,000 abitanti), equiparabile alla prevalenza dei 
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1.3 Basi eziopatogenetiche  

 

Malgrado l’intensa attività di ricerca condotta dalla comunità scientifica negli ultimi decenni, i 

meccanismi che determinano la comparsa della SM e che influenzano il decorso di questa 

malattia sono ancora poco conosciuti, e a tutt’oggi, l’eziopatogenesi non è stata chiarita.  

La maggior parte degli studi suggerisce che il danno della guaina mielinica, e la conseguente 

compromissione neurologica, avvengano in seguito ad una risposta anomala del sistema 

immunitario, che generalmente ha il compito di proteggere e difendere l’organismo da 

patogeni ed agenti estranei, ma che in alcuni casi attacca i propri tessuti. Attualmente non è 

noto cosa scateni questa reazione autoimmune, sebbene siano stati evidenziati diversi fattori 

che contribuiscono a determinare l’insorgenza di questa patologia, tra cui: 

• il genere: le donne hanno una probabilità da 2 a 3 volte superiore di sviluppare la 

malattia rispetto agli uomini; 

• la storia clinica familiare: una storia clinica di ricorrenza familiare suggerisce la 

presenza di un rischio maggiore di sviluppare SM. Il rischio è tanto maggiore, quanto 

più stretta è la relazione familiare; per esempio nel caso di fratelli gemelli monozigoti, 

il rischio di ammalarsi se uno dei fratelli è affetto è di circa il 30%; 

• l’etnia: la SM è molto più frequente nelle popolazioni di origine caucasiche che in altri 

gruppi etnici; 

• fattori ambientali : la SM è più frequente tra gli individui che vivono nei climi nordici, 

mentre le regioni tropicali e meridionali vengono considerate a basso rischio. Inoltre, 

diversi studi preliminari suggeriscono che il luogo in cui si vive nei primi 15 anni di vita 

possa influenzare il rischio di sviluppare SM. Se infatti dopo i 15 anni ci si trasferisce da 

una regione a basso rischio ad una ad alto rischio, la probabilità di sviluppare la SM 

rimane bassa. Questo aveva fatto ipotizzare un effetto protettivo dell’esposizione alla 

luce solare e di alti livelli di vitamina D sulla SM. Tuttavia gli studi condotti finora non 

sono conclusivi a riguardo e non sembrano confermare queste ipotesi; 

• infezioni: in individui con una specifica predisposizione genetica alcuni tipi di infezioni 

batteriche e/o virali (tra cui l’Epstein-Barr) sono in grado di scatenare una reazione 

autoimmune. Infatti poiché le proteine (ed epitopi) di questi microrganismi sono simili 

a quelle prodotte dal nostro organismo, esse sono in grado di provocare un attacco ai 

nostri tessuti da parte di auto-anticorpi cross-reattivi anche dopo che l’infezione è 

risolta.  
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La SM viene definita una malattia complessa, o multifattoriale per via delle diverse 

componenti che concorrono a determinarne l’insorgenza, quali le complesse interazioni di 

fattori genetici di predisposizione con fattori ambientali scatenanti. 

Le cause ambientali della malattia rimangono ancora ignote e difficili da dissezionare mentre la 

ricerca dei fattori genetici, per molti anni ha rappresentato, ed ancora oggi rappresenta, 

un’ardua sfida.  

Solo negli ultimi, grazie ai progressi nella tecnologia ed in seguito all’avvento degli studi di 

associazione su tutto il genoma (GWAS) notevoli passi avanti sono stati compiuti sulla 

conoscenza delle componenti genetiche coinvolte nella patologia. 

L’importanza del ruolo dei fattori genetici nella predisposizione alla malattia è stata messa in 

evidenza dai numerosi studi effettuati sull’ereditarietà della MS.  

Questi hanno mostrato che il rischio di sviluppare la malattia aumenta con l’aumentare del 

grado di parentela con la persona affetta, con un rischio di ricorrenza familiare (sibling 

recurrence-risk ratio λS) di ~ 6,3 (8). In generale il rischio si riduce dal 3% nei parenti di primo 

grado (fratelli 5%, genitori 2% e figli 2%) all‘1% nei parenti di secondo e terzo grado biologico. 

Questo conferisce ai parenti un rischio relativo rispettivamente di 9,2, 3,4 e 2,9, rispetto alla 

popolazione generale (9). Studi sui gemelli in Canada e Regno Unito hanno mostrato un tasso 

di concordanza maggiore nei gemelli omozigoti rispetto a quelli dizigoti (25% vs 5%) (10). 

Individui adottati subito dopo la nascita che hanno nella loro famiglia adottiva dei membri 

malati di SM hanno lo stesso rischio della popolazione generale e quindi inferiore rispetto ai 

parenti biologici del caso indice (11). Il rischio è inoltre elevato nei figli con entrambi i genitori 

affetti piuttosto che con un solo genitore affetto (12). Questi studi mostrano come, nei cluster 

familiari e nella suscettibilità individuale, i fattori genetici siano determinanti (13). Allo stesso 

tempo, queste osservazioni evidenziano una penetranza incompleta della malattia e 

sottolineano la necessità della presenza di fattori ambientali permissivi per la piena 

estrinsecazione del rischio (14).  

Sebbene i geni giochino un ruolo importante nello sviluppo della SM, non possono spiegarne 

completamente l’eziologia. Secondo le stime più aggiornate, la genetica, infatti, spiega solo 

circa il 10-20% della suscettibilità alla malattia, attraverso l'azione congiunta di più varianti 

alleliche a diversi loci, dislocati lungo il genoma, e di cui circa l’80% sono ancora sconosciuti. 

Oltre all’aspetto genetico sta emergendo infatti l’importanza di meccanismi post-trascrizionali 

ed epigenetici che contribuiscono al rischio globale di sviluppare la SM.  
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Attualmente, non è chiaro quali siano i fattori ambientali coinvolti nell’eziologia della SM. 

Infatti la loro identificazione è complicata da numerose variabili. La difficoltà principale deriva 

dal fatto che la manifestazione clinica della malattia, si riscontra solo dopo molti anni dall’inizio 

del processo patogenetico. Sarebbero quindi necessari lunghi e dettagliati studi prospettici che 

seguano gli individui, reclutati nello studio, per diversi decenni precedenti all’esordio della 

malattia.  

Tuttavia particolari infezioni nei primi anni di vita, l’esposizione ai virus Epstein Barr (EBV) e 

Herpes 6 (HHV6) umano, la carenza di vitamina D e l’esposizione al fumo, sono stati indicati più 

volte come possibili fattori di rischio (15,16). 

Il campo della genetica e l’identificazione dei geni di malattia, potrebbero altresì, fornire un 

aiuto importante nell’indicare i fattori ambientali che svolgono un ruolo nel rischio di 

sviluppare la patologia. Infatti i geni di malattia, le proteine correlate ed i meccanismi d’azione, 

potrebbero fornire importanti indicazioni sui diversi fattori ambientali implicati 

nell’eziopatogenesi della SM, difficilmente evidenziabili con studi di tipo prospettico.  

 

1.4 Modello patogenetico 

 

Per molti anni le ricerche indirizzate a fornire una descrizione del modello patogenetico per la 

SM hanno sottolineato il ruolo dei linfociti T, cellule che partecipano alla regolazione e allo 

sviluppo della risposta immune cellulo-mediata, nei meccanismi che determinano i danni alle 

strutture del sistema nervoso tipici di questa malattia. Secondo questo modello si ha 

un’attivazione dei linfociti T pro-infiammatori (CD4+) nella periferia causata dal 

riconoscimento, da parte del recettore delle cellule T (T cell receptor, TCR), di antigeni 

presentati sul complesso maggiore di istocompatibilità di classe II (Major histocompatibility 

complex, MHC-II) dalle cellule presentanti l’antigene (Antigen Presentig Cell, APC). I linfociti T, 

migrano, aderiscono e penetrano la barriera ematoencefalica mediante meccanismi di 

adesione molecolare e con l’intervento di proteasi e citochine. All’interno del sistema nervoso 

centrale (SNC), i linfociti T vengono riattivati dalle molecole MHC-II sulle APC e iniziano a 

produrre citochine pro-infiammatorie, che promuovono lo stato infiammatorio nel SNC con 

conseguente attivazione di molecole effettrici come macrofagi, linfociti B e altri linfociti T. I 

macrofagi ed i linfociti T (CD8+) attaccano la guaina mielinica attraverso dei mediatori 

citotossici, tra cui soprattutto le specie radicaliche dell’ossigeno (O2) e l’ossido nitrico (NO). I 

linfociti B si differenziano in plasmacellule che secernono anticorpi demielinizzanti. 
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Quest’ultimi attivano i macrofagi e la cascata del complemento che causano il danno mielinico 

(27).  

Un nuovo filone di ricerca che ha assunto importanza crescente negli ultimi anni sta 

dimostrando che il ruolo dei linfociti B è cruciale almeno quanto quello dei linfociti T.  

I linfociti B sono principalmente coinvolti nello sviluppo della risposta “umorale”. Essi, infatti, 

una volta attivati si trasformano in plasmacellule che producono anticorpi, i quali liberati nel 

sangue e nei tessuti, inattivano e distruggono gli agenti potenzialmente dannosi.  

Nel caso della SM, i linfociti B attivati rilasciano anticorpi che attaccano in maniera anomala i 

tessuti del proprio corpo (auto-anticorpi), ed in particolare la mielina. Questi anticorpi 

autoreattivi si possono dosare nel liquido cefalo-rachidiano dei malati di SM mediante una 

tecnica chiamata immunoelettroforesi che rileva la presenza di cosiddette bande oligoclonali di 

intensità direttamente proporzionale alla quantità di anticorpi prodotti. Questa metodica è 

utilizzata per definire il livello di attività e la prognosi della SM e secondo alcuni esperti, 

predice l’evoluzione da sindrome clinica isolata, (Clinically Isolated Syndrome CIS la sindrome è 

caratterizzata da un episodio neurologico che duri almeno 24 ore e che sia compatibile con 

una malattia demielinizzante del sistema nervoso centrale), a SM conclamata (42).  

Si è rilevato inoltre che, sia i principali fattori di rischio genetico che alcuni fattori ambientali, 

sono in grado di influenzare la proliferazione e la funzione dei linfociti B. Per esempio, tra i geni 

non-MHC (vedi paragrafi successivi) che sono stati associati con alla suscettibilità alla SM, tra 

cui i geni CD40, CXCR4, e CXCR5 appaiono particolarmente rilevanti per l’omeostasi e la 

funzione dei linfociti B.  

Un’ulteriore dimostrazione del ruolo importante dei linfociti B nella patogenesi della SM, 

deriva dal fatto che l’unico anticorpo cellula-specifico altamente efficace contro la RRMS 

(relapsing remitting MS), rutuximab, agisce sulle cellule B, eliminando specificamente quelle 

che esprimono il recettore CD20. Il CD20 è espresso in diversi stadi di sviluppo delle cellule B, 

da pre-B a naive e a cellule della memoria, ma è assente sia nelle cellule pro-B che nelle 

plasmacellule. Questo suggerisce che oltre alla produzione di auto-anticorpi, le cellule B 

potrebbero svolgere un ruolo centrale nella SM o attivando risposte T specifiche attraverso il 

loro ruolo di APC o promuovendo la produzione di citochine proinfiammatorie (28).  

Definire il ruolo dei linfociti B, e delle loro sottopopolazioni, nel processo patogenetico della 

malattia assume quindi grande rilevanza in previsione della possibilità di individuare nuovi 

obiettivi farmacologici per il trattamento della SM. 
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1.5 Dissezione delle basi genetiche della Sclerosi Multipla 

 

E’ ormai accertato che fattori genetici giochino un ruolo importante nella predisposizione alla 

SM, contribuendo per circa il 10-20% alla probabilità di sviluppare la malattia.  

In particolare, due osservazioni di carattere epidemiologico dimostrano il ruolo di fattori 

genetici nella SM:  

1) la constatazione dell’incremento dell’incidenza della malattia in ambito familiare, come è 

emerso dalle indagini sui gemelli e fratelli affetti;  

2) l’osservazione che nei vari gruppi etnici esistono delle differenze nella prevalenza della SM.  

Due termini possono aiutare a inquadrare meglio il legame tra SM e genetica: suscettibilità e 

rischio relativo. Il termine suscettibilità appartiene alla genetica formale umana e viene usato 

in riferimento al comportamento additivo di diversi geni. La malattia si manifesterebbe quando 

la suscettibilità supera un determinato limite definito soglia.  

Per rischio relativo si intende invece la probabilità di sviluppare la malattia in funzione della 

presenza di alcune varianti del DNA.  

I primi studi genetici sono stati rivolti a verificare il coinvolgimento del sistema immunitario 

nella SM, ed in particolare l’associazione con il sistema di istocompatibilità HLA o con alcune 

molecole coinvolte nella risposta immune, quali, il recettore per le cellule T (TCR), il 

complemento e le immunoglobuline. 

Mentre questi studi non hanno confermato in maniera conclusiva un ruolo nella 

predisposizione per il TCR, i geni del complemento, e quelli delle immunoglobuline, un ruolo 

per l’HLA è stato dimostrato inequivocabilmente. 

Fin dai primi anni 70, infatti, ci si è concentrati sull’associazione tra SM e alleli del complesso 

maggiore di istocompatibilità (MHC)/antigeni leucocitari umani (HLA) localizzato nel braccio 

corto del cromosoma 6 (17).  

L’MHC è costituito da diversi antigeni ovvero molecole appartenenti alla superfamiglia delle 

immunoglobuline, glicoproteine che si trovano sulla superficie di distinti tipi cellulari. Gli 

antigeni sono suddivisi in classe I e II. Quelli inclusi nella classe I sono definiti come HLA-A, HLA-

B, HLA-C, mentre quelli che appartengono alla classe II sono designati con le sigle HLA-D, HLA-

DR, HLA-DP, HLA-DQ. Gli antigeni di classe I sono distribuiti sulle cellule di ogni tessuto; 

viceversa quelli di classe II sono peculiari delle cellule immunocompetenti che presentano 

l’antigene, ovvero linfociti B, macrofagi e cellule dendritiche. 
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La funzione di tutti gli antigeni di classe I e II è quella di presentare l’antigene alle specifiche 

cellule immunocompetenti, rispettivamente i linfociti T CD8+ e CD4+. 

Inizialmente le analisi genetiche hanno messo in evidenza l’associazione di alcuni aplotipi del 

locus HLA con la SM. In particolare, è stato identificato un aplotipo esteso predisponente di 

classe II, DRB1*1501-DQB1*0602 (anche definito sierologicamente, aplotipo DR2, DQw1), 

costantemente associato in diversi gruppi etnici (18). L’ associazione con questo aplotipo è più 

forte nella popolazione del Nord Europa ma è stata confermata nella maggior parte delle 

popolazioni studiate, ad esclusione dei Sardi e di alcuni gruppi etnici nel Mediterraneo nei 

quali la SM si associa invece all’aplotipo DR4 (DRB1*0405–DQA1*0301–DQB1*0302) (19). 

Oltre a quest’ultimo, nella popolazione sarda, la SM è stata associata a diversi aplotipi dei loci 

DRB1 DQB1; quali il DRB1*0301-DQB1*0201 e DRB1*0405-DQB1*0301(20,21). In particolare 

sono stati descritti cinque aplotipi DRB1- DQB1 associati positivamente con la SM; DRB1*1303-

DQB1*0301, DRB1*0405-DQB1*0301, DRB1*0301-DQB1*0201, DRB1*1501-DQB1*0602, 

DRB1*0405-DQB1*0302 mentre nessun aplotipo negativamente associato alla malattia in 

maniera significativa è stato osservato (22).  

Per identificare ulteriori fattori genetici implicati nella SM, la ricerca si è focalizzata su geni 

non-HLA.  

Gli approcci seguiti sono stati fondamentalmente due:  

1) studi di linkage e di associazione su geni candidati scelti a priori sulla base di conoscenze 

sulla patogenesi (24);  

2) studi di linkage sull‘intero genoma alla ricerca di un legame con una regione cromosomica di 

interesse (25) e seguiti da studi di associazione per identificare il gene candidato di 

suscettibilità all’interno del picco di linkage (26).  

I risultati ottenuti attraverso questi studi, che utilizzavano casistiche ridotte a poche centinaia 

di individui affetti, sono generalmente controversi e solo pochi sono stati riconfermati con i 

nuovi approcci di studio GWAS (vedi paragrafo successivo). 

Tuttavia, essi sono stati utili ad evidenziare i limiti di questi disegni sperimentali per la ricerca 

di loci di predisposizione alla SM e l’esigenza di condurre studi su larga scala (sia in termini di 

numero di varianti che di individui studiati) con maggiore potere statistico. 

Solo a partire dal 2006, con l’avvento degli studi di associazione su tutto il genoma (Genome-

Wide Association Study, GWAS), si sono avuti notevoli avanzamenti nel campo della genetica 

delle malattie complesse in genere ed in particolare per la SM. Questo approccio è, infatti, 

risultato più idoneo all’identificazione di geni di suscettibilità in malattie genetiche 
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multifattoriali, secondo l’ipotesi del “common variant-common disease”, per cui le malattie 

multifattoriali comuni sono causate da molteplici varianti comuni con effetto modesto. 

 

1.6 Geni identificati tramite studi di associazione su tutto il genoma (GWAS) 

 

Nel corso degli ultimi anni la conoscenza della variabilità genetica umana è migliorata 

notevolmente, grazie al completamento della sequenza del genoma umano, del progetto 

HapMap, e del progetto 1000 Genomi (1000 Genomes project, 1000G), con la descrizione di 

circa 38 milioni di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP), 1,4 milioni di piccole inserzioni e 

delezioni (INDEL), ed oltre 14,000 varianti strutturali (Copy number variation, CNV).  

Queste conoscenze sono scaturite dalla disponibilità di nuove tecnologie applicate agli studi 

genetici. La rapida evoluzione dei metodi di genotipizzazione implementate in piattaforme 

tecnologiche dalle maggiori compagnie del settore, ha permesso di condurre studi GWA 

(Genome Wide Association Study, GWAS), un approccio senza ipotesi a priori, che prevede 

l’analisi simultanea di centinaia di migliaia di varianti geniche in migliaia di individui a costi 

accessibili, attraverso l’utilizzo di gene chip-arrays.  

L’applicabilità ed efficacia di questi gene chip-arrays è stata confermata a partire dal 2006 da 

un continuo susseguirsi di pubblicazioni su diverse riviste scientifiche internazionali, riguardo 

alla genetica di numerose malattie complesse e tratti quantitativi, fino a poco tempo fa 

scarsamente conosciuta. 

Gli studi GWA si basano sul confronto delle frequenze alleliche o genotipiche in un campione di 

pazienti, definiti casi, rispetto ad un campione di individui sani, definiti controlli, non 

imparentanti né tra loro né con i casi. Il test di associazione valuta quindi differenze statistiche 

nella frequenza di specifici alleli nei casi rispetto ai controlli.  

Per convezione per un singolo test statistico la soglia di significatività (nominale) è di ≤0,05. 

Poiché gli studi GWA, prevedono una scansione dell’intero genoma ad alta densità, vengono 

condotti contemporaneamente molteplici test statistici, pertanto il livello di significatività deve 

tenere conto del numero di varianti testate. Considerando quindi una correzione per test 

multipli, generalmente vengono considerati significativi p-values sotto la soglia di 
 
5x10

-8
.  

Di conseguenza, solo quando vengono utilizzate ampie casistiche (migliaia di casi e controlli) si 

raggiunge un potere statistico adeguato a mettere in evidenza eventuali differenze di 

frequenza tra casi e controlli. Tali casistiche dovranno essere tanto più ampie quanto più è 

bassa la frequenza dell’ allele testato. 
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Il primo studio GWAS sulla SM nel 2007 ha permesso di mappare più precisamente il locus di 

rischio dell’MHC sull’HLA DRB*1501, e ha identificato i primi due loci di suscettibilità non-HLA 

in corrispondenza dei geni IL2RA and IL7RA, con p-values oltre la soglia di significatività 

genome-wide (29). Questi geni, la cui associazione è stata poi replicata in tutti gli studi 

successivi, sono di particolare interesse perché espressi sulle cellule T regolatorie, che sono 

state implicate nella regolazione della risposta immune nella SM (30). 

Negli anni successivi diversi altri studi GWAS in diverse coorti di pazienti affetti da SM, hanno 

ulteriormente incrementato il numero di geni noti implicati nella suscettibilità e confermato 

loci precedentemente associati alla SM (31, 32, 33, 34, 35,36)  

Tuttavia, è diventato presto evidente che questi studi GWAS iniziali avevano il limite di 

utilizzare un numero di campioni troppo basso, e di conseguenza il loro potere statistico non 

era sufficiente per l’identificazione di varianti con effetti modesti sul rischio malattia.  

Così, nel 2011 è stato condotto il primo GWAS guidato dal consorzio internazionale per la SM 

(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, IMSGC), nel quale sono stati analizzati 

9772 casi di origine Europea, collezionati da 23 gruppi di ricerca di 15 diversi Paesi.  

Questo studio ha identificato 29 nuovi loci di predisposizione ed ha replicato la maggior parte 

di quelli precedentemente riportati (37), portando ad oltre 50 i geni di suscettibilità alla SM 

(Tab.1).  

All’interno dell’MHC gli autori rifiniscono l’identità degli alleli di rischio del DRB1 (DRB1*15:01) 

e confermano che l’effetto protettivo indipendente attribuibile alla Classe I, si trova nel gene 

HLA-A (HLA-A*02:01). Da notare, che come atteso, tutti i loci identificati, ad eccezione 

dell’HLA, hanno un effetto genetico modesto (odds ratio OR 1,1-1,3) e la maggior parte delle 

varianti identificate sono comuni negli europei. Inoltre, quasi tutte si trovano all’interno o nelle 

vicinanze di geni che codificano per molecole del sistema immune, a supporto dell’ipotesi che 

la SM sia primariamente una malattia immuno-mediata.  

In particolare, molti dei geni sono correlati alle funzioni dei linfociti, e giocano un ruolo 

nell’attivazione e proliferazione delle cellule T, in pathways di citochine, molecole co-

stimolatorie e trasduzione del segnale.  

Circa un terzo dei geni identificati è anche associato ad almeno un’altra malattia autoimmune, 

rafforzando l’idea che esistono dei meccanismi comuni alla base della maggior parte delle 

malattie autoimmuni. 
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Tab. 1: Varianti di rischio per la SM identificate dallo 

studio GWAS dell’IMSGC (Nature, 2011) 
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Infine, in uno studio successivo sempre guidato dall’IMSGC e pubblicato di recente (38), sono 

state identificate altre 48 varianti di suscettibilità alla SM, portando a 110 i loci noti a tutt’oggi. 

Di questi, 103 mappano fuori dall’HLA. In totale queste 110 varianti spiegano il 25% circa del 

rischio di ricorrenza familiare. Questo studio ha analizzato, in un disegno sperimentale a due 

stadi, oltre 80.000 individui di origine europea (~50.000 casi e ~30.000 controlli) per oltre 

160.000 varianti presenti nell’ImmunoChip Illumina. Queste varianti sono state selezionate da 

un consorzio internazionale in base alla loro precedente associazione con malattie autoimmuni 

e infiammatorie per poter condurre il mappaggio fine di loci coinvolti in malattie e tratti 

immuno-relati.  

Questo studio ha mostrato che circa il 22% dei segnali identificati coincide con almeno un 

segnale trovato associato con un’altra malattia autoimmune. Inoltre, ha anche rafforzato il 

coinvolgimento di NF-kB nella patogenesi della SM. Questi dati espandono le conoscenze dei 

processi del sistema immunitario implicati nella SM, e possono in futuro promuovere lo 

sviluppo di terapie mirate e strategie di prevenzione. 

 

1.7 Studio GWAS nella popolazione sarda 

 

La popolazione sarda ha da sempre suscitato un notevole interesse in genetica umana sia per 

la peculiare distribuzione di diverse varianti genetiche, sia per le numerose malattie su base 

genetica particolarmente frequenti nell'isola. Vi sono numerose evidenze che la popolazione 

sarda, pur collocandosi nell'ambito della variabilità europea, manifesti tutta una serie di 

caratteristiche di unicità.  

Queste caratteristiche peculiari si spiegano attraverso un isolamento plurimillenario rispetto 

ad altre popolazioni. Alcune varianti genetiche sono particolarmente frequenti in Sardegna e 

talvolta rare o assenti in altre popolazioni. Sono varianti antiche già presenti in quegli individui 

che diverse migliaia di anni fa hanno popolato l'isola (effetto fondatore). Per esempio, vi sono 

alleli e aplotipi dell’HLA piuttosto rari o assenti altrove, come DRB1*1501-DQB1*0602 e 

DRB1*1601-DQB1*0502 e altri molto comuni fuori dalla Sardegna ma molto rari nell’isola, 

come l’aplotipo esteso DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201-B18-A30 (40). 

Tutto ciò rende questa popolazione ideale sia per estensivi studi di catalogazione della 

variabilità umana, che per la dissezione delle basi genetiche di malattie complesse come 

appunto la SM. Infatti, alcune delle varianti fondatrici sarde potrebbero spiegare una porzione 

del rischio di SM non ancora definito. 
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Pertanto con l’obbiettivo di identificare nuovi geni implicati nella suscettibilità alla SM, il 

gruppo di ricerca presso cui ho svolto il dottorato di ricerca ha condotto uno studio GWA caso-

controllo nella popolazione sarda, pubblicato nel 2010 su Nature Genetics che ha portato 

all’identificazione di varianti nel gene CBL-B associate alla SM (33). 

Questo lavoro è stato articolato in due fasi principali. Nella fase preliminare sono stati 

analizzati per test di  associazione circa 6.6 milioni di SNPs (direttamente genotipizzati con 

Genechip arrays Affymetrix 6.0 o imputati con pannello di referenza HapMap II CEU, TSI e 1000 

Genomes) in 882 casi di SM e 872 controlli sardi e di origine sarda.  

L’inferenza statistica o imputazione permette di incrementare lo spettro delle varianti da 

testare con metodi che si avvalgono di algoritmi capaci di ricostruire i genotipi delle varianti 

non direttamente genotipizzate in tutti i campioni dello studio, basandosi sulla conoscenza e 

disponibilità di pannelli di referenza. 

Questo GWAS ha portato all’identificazione di diverse varianti significativamente associate nel 

locus HLA, ed in particolare ha confermato l’associazione nei sardi dell’aplotipo dell’HLA 

DRB1*0301-DQB1*0201.  

Anche loci non HLA, precedentemente descritti (CD58, IL2RA, EVI5, CD40, IRF8, CLEC16A) sono 

stati confermati seppure con p-values sotto la soglia genome-wide (p=5x10
-8

).  

Nella seconda fase, sono stati selezionati i 9 SNPs più significativamente associati da validati 

con un metodo indipendente (TaqMan®) in ulteriori 1.775 casi di SM and 2.005 controlli 

indipendenti provenienti sempre dalla popolazione sarda. Di questi, solo uno SNP l’rs9657904 

(T>C) è stato confermato con un p-value=9.34×10
-6

.  

Infine, l’analisi combinata dei due data-sets del GWAS e della replica indipendente ha poi 

ulteriormente rafforzato l’evidenza di associazione per lo SNP rs9657904, ottenendo un p-

value oltre la soglia GWAS (p-value=1.60x10
-10

). 

L’allele comune T dello SNP rs9657904, localizzato nell’introne 1 del gene CBL-B, è quello che 

conferisce suscettibilità alla SM (OR = 1.40, 95%CI = 1.27 - 1.57 per l’allele T, e OR = 2.5, 95% CI 

= 1.71 - 3.52, per il genotipo omozigote TT quando confrontati con il rischio conferito dal 

genotipo CC). 

L’evidenza dell’associazione di questa variante sul gene CBL-B con la SM è stata 

successivamente replicata nella popolazione italiana geneticamente distante dalla popolazione 

sarda (39). In questo studio l’rs9657904 è stato analizzato in 1435 casi e 1466 controlli 

provenienti dalla penisola Italiana, confermando l’associazione dell’allele di predisposizione T 

alla SM con un p-value=7.35x10
-5

 (OR=1.31, 95% CI 1.14 to 1.52). Recentemente l’associazione 
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è stata anche replicata dall’IMSGC (37,38), confermando il ruolo di questa variante nella 

predisposizione alla SM anche nelle altre popolazioni. 

 

1.8 Il gene CBL-B 

 

Il gene CBL-B (casitas b-lineage lymphoma), localizzato sul braccio lungo del cromosoma 3, è 

costituito da 21 esoni che danno orgine a 11 diverse isoforme. 

CBL-B codifica per una E3 ubiquitina ligasi di tipo RING, implicata in una varietà di funzioni. 

Come ubiquitina ligasi, CBL-B accetta l’ubiquitina da specifici enzimi coniuganti ubiquitina, E2, 

e la trasferisce a diversi substrati, promuovendo la loro degradazione mediata dal proteasoma. 

La funzione di maggiore importanza è il ruolo che svolge nel sistema immune. CBL-B 

rappresenta, infatti, un regolatore negativo dell’attivazione dei recettori delle cellule T (TCR) e 

B (BCR). La sua assenza nel topo knock-out risulta in un fenotipo di iperattivazione di cellule T e 

B e nello sviluppo di autoimmunità (43, 44). Inoltre, CBL-B agisce da regolatore negativo 

dell’attivazione dei linfociti T anche, promuovendo e mantenendo le cellule T in uno stato 

anergico, regolando così la tolleranza periferica. Altri studi hanno mostrato che topi knock-out 

per Cbl-b sono resistenti a vari tipi di cancro (probabilmente a causa del fatto che il sistema 

immunitario è iperattivato quindi ha una maggiore capacità di intercettare le cellule tumorali). 

Complessivamente si può quindi affermare che variazioni nell’attività di CBL-B hanno un ruolo 

critico nel mantenere l’equilibrio tra attivazione immunologica e tolleranza, con un impatto su 

autoimmunità e cancro. 

In quale modo CBL-B contribuisca al rischio di SM non è noto, ma è plausibile ipotizzare che 

una sua ridotta attività possa portare ad un’iperattivazione della risposta immune adattiva 

mediata da cellule T e B dove CBL-B esercita la sua funzione che porta poi alla comparsa della 

patologia. 

Chiarire il meccanismo attraverso cui CBL-B contribuisce alla predisposizione alla SM può 

sicuramente essere utile a comprendere l’eziologia di questa malattia e a sviluppare in futuro 

delle nuove strategie preventive e farmacologiche. 

CBL-B appartiene alla famiglia di proteine CBL, altamente conservata nel corso dell'evoluzione 

dai nematodi fino all'uomo. Mentre negli organismi inferiori esiste un singolo gene CBL, in 

quelli superiori sono presenti, codificati nel loro genoma, almeno due geni CBL.  

Nei mammiferi sono presenti tre differenti geni CBL: C-CBL, CBL-B e CBL-3. Questi geni sono 

codificati su cromosomi diversi e mostrano un’espressione tessuta specifica. Con l'eccezione di 
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Cbl-3, la cui funzione fisiologica negli epiteli è ancora sconosciuta, C-CBL ha un'espressione 

relativamente più elevata nel timo, mentre CBL-B è prevalentemente espressa negli organi 

linfoidi periferici, anche se la sua espressione è ubiquitaria ed è stata osservata nel polmone, 

rene, milza, testicoli, cervello, fegato e cellule ematopoietiche.  

Le proteine della famiglia CBL hanno una struttura in domini altamente conservata. I vari 

domini sono implicati in interazioni proteina-proteina.  

La presenza di diversi tipi di domini di legame permette alle proteine CBL di partecipare a 

molteplici vie di trasmissione del segnale.  

Tutte le proteine della famiglia CBL contengono un dominio catalitico, il dominio RING finger 

(RF), responsabile dell'attività E3-ligasi di queste proteine. Funzionalmente il dominio RF è 

implicato nel trasferimento dell’ubiquitina (Ub) tra l’enzima E2 e il substrato bersaglio.  

La conservazione del dominio RF e dei diversi domini di interazione proteina-proteina 

suggerisce che questi siano cruciali affinché le proteine CBL possano esercitare la loro funzione 

di adattatori polivalenti e di E3-ligasi. 

In particolare, la proteina CBL-B è caratterizzata, come tutte le proteine della famiglia CBL, da 

quattro principali domini (Fig.4), tra cui:  

1) il dominio TKB (N-terminal tyrosine kinase binding domain) costituito da 3 differenti 

sottodomini: il four-helix bundle (4H), il calcium-binding EF hand e il dominio SH2;  

2) il dominio RING- finger che come già ricordato possiede attività di E3-ubiquitin ligasi;  

3) una regione ricca di prolina (P) coinvolta nell’interazione con proteine citosoliche ed il ruolo 

di adattatore della proteina;  

4) il dominio UBA che interagisce con le proteine poli-ubiquitinate e domini ricchi di prolina.  

L’isoforma principale codifica per una proteina di 982-aminoacidi. Le isoforme minori sono 

caratterizzate dall’assenza di uno o diversi motivi.  
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Nature Structural & Molecular Biology 19, 131–133 (2012) 

Fig. 4: Famiglia delle proteine CBL codificate da differenti geni: Cbl (anche noto come c-Cbl, 

CBL2 or RNF55), Cbl-b (RNF56) and Cbl-c ( Cbl-3, Cbl-SL or RNF57). D-CblLand D-CblSd. Sli-1 è la 

protein del Caenorhabditis elegans. Tutte le protein Cbl contengono un dominio N terminale 

(TKB), una regione linker (L) e un C3HC4 RING finger domain (RF). La parte C terminale delle 

proteine CBLB presentano una tirosina (Y) che può andare incontro a fosforilazione. Il dominio 

C terminale contiene inoltre una regiore ricca in prolina (P). Le forme più estese delle proteine 

Cbl presentano un dominio UBA (ubiquitin associated domail) all’estremità C terminale. Nature 

Structural & Molecular Biology19,131–133(2012). 

 

Diversi studi condotti su topi knock-out per il gene Cbl-b (Cbl-b
-/-

)hanno consentito di 

caratterizzarne la funzione, e di chiarire il suo ruolo nella regolazione della risposta immune. 

Esistono due modelli indipendenti di topi knock-out per Cbl-b, che sono stati ampiamente 

studiati negli ultimi 10 anni. Entrambi i topi Cbl-b
-/-

 risultano avere un fenotipo 

apparentemente normale e sono fertili. Per quanto riguarda le cellule T e B, i topi Cbl-b
-/-

 non 

hanno difetti evidenti nello sviluppo, nella selezione timica e nel numero di recettori B e T di 

superficie. Tuttavia, la stimolazione in vitro di linfociti periferici isolati da topi Cbl-b
-/-

 ha 

rivelato diverse alterazioni nella attivazione di queste cellule.  

Per quanto riguarda i linfociti T periferici Cbl-b
-/-

, si è visto che non hanno bisogno di co-

stimolazione del CD28 per essere pienamente attivati, e possono proliferare e secernere 

elevati livelli di interleuchina-2 (IL-2) anche in assenza di co-stimolazione. Inoltre, la mancata 

espressione di Cbl-b rende le cellule T resistenti alla stimolazione con ionomicina e TGF-β-

mediata.  
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Dal punto di vista molecolare, l’attivazione dei linfociti T dipende da una serie di cascate di 

fosforilazione a valle della stimolazione del recettore delle cellule T (TCR) (Fig. 5). In 

particolare, in seguito allo stimolo si ha la fosforilazione dei residui tirosinici degli ITAMS 

(Immune-receptor-Tyrosine-based-Activation-Motif) da parte di tirosin-chinasi della famiglia 

Src, come Lck. Gli ITAMs fosforilati diventano ligandi ad alta affinità per proteine come la 

tirosin-chinasi della famiglia Syk, ZAP-70. L’attivazione di ZAP-70 la rende in grado di fosforilare 

LAT, proteina transmembrana adattatrice che media interazioni tra proteine e il loro 

reclutamento alla membrana. Questa, una volta fosforilata, forma un complesso con SLP-76 e 

VAV.  

Infine, l’attivazione mediata da VAV permette la formazione di un complesso a valle, che 

determina cambiamenti nel citoscheletro, principalmente nella formazione di SMAC (supra-

molecular activation cluster-cluster di molecole attivate), essenziali per la formazione della 

sinapsi immunologica, la produzione di interlochina 2 (IL-2) e la proliferazione cellulare. Le 

chinasi Src attivano anche Itk chinasi, direttamente coinvolte nella fosforilazione e attivazione 

della fosfolipasi (PLCγ) che attivano i canali del calcio.  

In assenza di Cbl-b è stato osservato che Vav1 è iperfosforilata anche in assenza di 

stimolazione del TCR e questo porta alla formazione del complesso SMAC (Supra Molecular 

Activation Cluster) ed alla attivazione costitutiva della sinapsi immunologica. Oltre a regolare 

negativamente VAV1, CBL-B mantiene i linfociti T in uno stato inattivo ubiquitinando numerose 

proteine a valle, come PLCƴ e PKCθ e la subunità p85, con successiva degradazione lisosomiale. 

Questo porta all’interruzione del segnale con mancata attivazione dei fattori di trascrizione e 

produzione di citochine pro-infiammatorie a valle (Fig.5). 

 

 

Fig 5: Pathway di attivazione del TCR (Curr Opin Pharmacol.2004 Aug;4(4):415-22.) 
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Per quanto riguarda i linfociti B, la funzione di CBL-B in queste cellule rimane in parte 

sconosciuta e non è chiaro come la sua assenza determini iperattivazione e proliferazione di 

queste cellule.  

Le cellule B possono essere attivate secondo meccanismi T-indipendenti e T-dipendenti. 

L’attivazione T-indipendente avviene attraverso il legame dell’antigene ai dei recettori specifici 

delle cellule B, ovvero delle molecole IgM e IgD espresse sulla superficie dei linfociti B naive. 

Queste sono anche richieste per l’espressione superficiale delle molecole Ig e insieme ad esse 

formano il complesso recettoriale delle cellule B (complesso BCR). IgM e IgD sono dunque 

analoghe a CD3 e CD28 per i linfociti T. I domini citoplasmatici di queste due molecole 

contengono i motivi ITAM, e sono blandemente associati a tirosin chinasi della famiglia Src. Il 

cross-linking delle Ig di membrana porta le chinasi citoplasmatiche ad avvicinarsi e questo le 

attiva facendo loro fosforilare i domini ITAM. La fosforilazione di ITAM fornisce un sito di 

attacco per i domini SH2 della tirosin chinasi Syk, l’equivalente nelle cellule B di ZAP-70 dei 

linfociti T. Syk attivata va a fosforilare dei residui di tirosina su una proteina adattatrice detta 

SLP-65 facilitando il reclutamento su questa di altri domini SH2 di vari enzimi.  

 

 

Fig. 6: Pathway di attivazione del BCR 

 

L’attivazione T-dipendente dei linfociti B origina dall’interazione del recettore CD40 con il CD40 

ligand (CD40L) espresso sulla superficie delle cellule T CD4+. L’interazione tra CD40L e il CD40 

delle cellule B porta all’attivazione della proliferazione e differenziazione cellulare, nonché allo 

sviluppo di centri germinali e alla formazione di cellule B della memoria (46). Nei topi deleti per 
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Cbl-b è stata osservata una più alta proliferazione cellulare B in seguito a stimolazione con il 

CD40 (43). I partner Lyn e Syk sono indispensabili affinchè Cbl-b possa fosforilare le tirosine in 

seguito a stimolazione del BCR (47). Nelle cellule B Cbl-b è descritto come regolatore negativo 

del segnale a partire dal BCR. Infatti, in cellule B di topi Cbl -b
-/-

 è stata osservata una sostenuta 

fosforilazione di Igα, Syk, e fosfolipasi C (plc-γ) e una prolungata mobilitazione del Ca
+2

. Questo 

risulta in una iperproliferazione e nella produzione aumentata di anticorpi (Fig.6).  

Per comprendere meglio il ruolo di CBL-B nella regolazione della risposta immune e nello 

sviluppo di autoimmunità, sono state studiate anche le cellule T regolatorie (T reg) di topi  

Cbl-b 
-/-

.  

Le cellule T reg sono una sottopopolazione specializzata di linfociti T capaci di 

sopoligonucleotidee l’attivazione del sistema immunitario, regolandone l’omeostasi e la 

tolleranza verso auto-antigeni. Modelli murini sperimentali dimostrano che l’azione 

immunodeprimente di queste cellule potrebbe essere utilizzata per trattare malattie 

autoimmuni, facilitare la tolleranza al trapianto o essere selettivamente eliminate per 

potenziare l’immunoterapia nei tumori. Esistono diverse sottoclassi di cellule T reg, che si 

differenziano per l’espressione di diversi recettori di membrana; alcune esprimono il CD8, altre 

CD4 CD25 e Foxp3 (fattore di trascrizione fondamentale per la differenziazione a Treg), e altre 

si differenziano in diversi tipi come ad esempio quelle con  funzione soppressoria come TR1, 

Th3,CD8+CD28. In particolare, è stato visto che Cbl-b sembra avere un ruolo cruciale nello 

sviluppo delle cellule T regolatore inducibili nella periferia e nell’espressione del fattore di 

trascrizione Foxp3, il quale è essenziale per lo sviluppo e la funzione delle cellule T reg (45). 

La regolazione delle risposte immunitarie e l’autoimmunità dipendono da una serie di 

meccanismi di checkpoint che sono impiegati dall'organismo. Questi includono l’eliminazione 

di cellule T autoreattive nel timo (selezione negativa), il controllo dell’attivazione delle cellule T 

periferiche da parte delle cellule T regolatorie e l'induzione di anergia (48). Le cellule T 

autoreattive che sfuggono alla selezione negativa nel timo subiscono espansione clonale in 

seguito ad interazione con auto-antigeni nella periferia, ma questo normalmente li rende 

inattivi o non reattivi ad ulteriori stimoli, impedendo così autoimmunità. L’anergia è il 

meccanismo di immunotolleranza dove la cellula T è mantenuta in uno stato in cui non è in 

grado di rispondere in seguito allo stimolo iniziale antigene. 

Visto il ruolo così importante di CBL-B nel regolare l’attivazione sia delle cellule T che B, è 

abbastanza evidente come una sua disregolazione possa portare allo sviluppo di auto-

immunità. Questo è quanto si osserva, infatti, nei topi Cbl-b
-/-

, che sono più suscettibili, 
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rispetto ai topi wild type (WT), allo sviluppo di encefalomielite autoimmune (EAE), forma 

sperimentale della SM, suggerendo che le alterazioni del segnale di trasduzione, modulate da 

CBLB, possono contribuire allo sviluppo di patologie autoimmune umane, come la SM.  

Il possibile coinvolgimento di CBL-B nella SM è stato valutato misurandone i livelli di 

espressione dell’RNA messaggero (mRNA) e della proteina in linfociti T isolati dal sangue 

periferico di pazienti affetti (in fase progressiva e remittente) e da controlli (49). Questo studio 

ha messo in evidenza una diminuzione dell’espressione dell’mRNA e della proteina CBL-B nei 

pazienti. Inoltre, la riduzione di espressione della proteina, ma non dei livelli di mRNA, sono 

risultati più marcati nei campioni dei pazienti in fase progressiva rispetto a quelli in fase 

remittente. Ancora, minori livelli di mRNA correlano nei pazienti con una maggiore frequenza 

di ricadute cliniche. Complessivamente questi dati suggeriscono una possibile correlazione tra 

livelli di CBL-B in linfociti T periferici ed attacchi clinici nel corso della SM. 
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2 SCOPO DELLA RICERCA 

 

Il progetto di ricerca, oggetto di questa tesi, è volto alla caratterizzazione genetica e funzionale 

delle varianti del gene CBL-B associate a SM, per chiarire il loro ruolo nella regolazione genica e 

quindi il meccanismo molecolare attraverso cui CBL-B contribuisce al rischio di sviluppare SM. 

Il primo passo in questa direzione è l’identificazione della variante causativa, ovvero la variante 

genetica che spiega l’associazione osservata in un determinato locus e che influenza il rischio 

di sviluppare la malattia. 

Lo studio GWA iniziale aveva messo in evidenza che lo SNP rs9657904 nell’introne 1 di CBL-B 

era quello maggiormente associato e spiegava interamente l’associazione a questo locus (33). 

Tuttavia, altre varianti nella regione mostravano un grado di associazione simile ed erano in 

forte LD con il top SNP. Dal punto di vista statistico, quindi, queste varianti risultavano 

indistinguibili dall’rs9657904, ed era pertanto difficile definire su queste basi quale fosse quella 

causativa.  

Inoltre, nello studio Sanna et. al., l’analisi di associazione era stata portata avanti utilizzando 

principalmente varianti comuni derivate dalla popolazione generale (vedi paragrafo 1.7), che 

non contengono varianti popolazione specifiche e/o varianti rare, e quindi con un’estrazione 

incompleta delle informazioni genetiche. In questi casi, spesso le varianti associate non sono 

quelle causative ma marcatori in LD con esse. 

Per ovviare a questo limite ed avere una migliore estrazione della variabilità genetica, abbiamo 

condotto un nuovo GWAS utilizzando una mappa genetica ad alta densità che include varianti 

derivate dal sequenziamento di individui sardi e da diversi pannelli di referenza, e che ci ha 

consentito di ottenere un mappaggio fine del locus CBL-B (vedi disegno sperimentale).  

Questa strategia ci ha permesso di rifinire l’associazione genetica, identificando poche varianti 

potenzialmente causative, e permettendoci quindi di condurre i successivi studi funzionali in 

maniera mirata. In particolare, gli studi funzionali descritti in questa tesi sono stati rivolti ad 

analizzare l’effetto dello SNP maggiormente associato, rs9657904, (e della variante INDEL ad 

esso correlata) sull’espressione di CBL-B e sull’attivazione dei linfociti T e B a valle (vedi 

disegno sperimentale). La disponibilità di una coorte di individui sani caratterizzati da un punto 

di vista genetico e fenotipico ci ha consentito di condurre gli esperimenti funzionali in cellule 

primarie.  

L'identificazione e caratterizzazione delle varianti di rischio rappresenta un primo importante 

traguardo nella battaglia contro la SM. E’ plausibile che una migliore comprensione dei fattori 
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e dei meccanismi che intervengono nell’attacco da parte del nostro sistema immune al sistema 

nervoso centrale, consentirà di sviluppare trattamenti più efficaci e anche per la prevenzione 

della malattia. 
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3 DISEGNO SPERIMENTALE DELLO STUDIO 

Le attività di ricerca oggetto di questa tesi sono state finalizzate ad effettuare: 

1) Studio caso-controllo GWA con una mappa genetica ad alta risoluzione, che ha consentito di 

effettuare un mappaggio fine del locus CBL-B; 

2) Studi di espressione del gene CBL-B in cellule primarie T e B di individui selezionati in base al 

genotipo della variante genica maggiormente associata alla SM; 

3) Studi per valutare il ruolo di CBL-B nell’attivazione di cellule primarie T e B di individui 

selezionati in base al genotipo della variante genica maggiormente associata alla SM. 

 

3.1 Studio GWAS caso-controllo 

 

Per condurre in un solo step un mappaggio fine del locus CBL-B ed identificare nuove varianti 

associate alla SM, abbiamo esteso gli studi genetici iniziali e portato avanti un nuovo studio 

GWA.  

In particolare, per questo progetto abbiamo incrementato il numero dei campioni fino a 2000 

casi e 2000 controlli tutti genotipizzati con la tecnologia Affymetrix (Genechip arrays 6.0). Per 

incrementare lo spettro delle varianti da testare per associazione, abbiamo successivamente 

inferito statisticamente (o imputato) i genotipi di varianti non direttamente genotipizzate (vedi 

metodi) utilizzando tre differenti pannelli di referenza:  

1) un pannello costituito da 2120 sequenze di individui sardi che ha permesso di testare oltre 

17 milioni di SNP;  

2) uno costituito dalle sequenze di 382 individui Europei (1000 Genomes EUR) e che include 

oltre 30 milioni di SNP e 1,4 milioni di INDELS;  

3) infine un pannello che si basa sulle sequenze di 1092 campioni di individui provenienti da 

tutto il mondo (1000 Genomes ALL) che comprende come il precedente oltre 30 milioni di 

varianti e 1,4 milioni di INDELS.  

I risultati di tali analisi sono illustrati nei successivi paragrafi. 

Il nostro gruppo ha in corso, infatti, un progetto che si propone di sequenziare l'intero genoma 

di 3.500 individui sardi a bassa copertura (in media 4x). Fino ad oggi, 2.120 sequenze sono 

state completate e utilizzate per costruire un pannello di riferimento “sardo” che 

parallelamente ai pannelli di referenza messi a disposizione dal progetto 1000 Genomi, viene 

usato nei test di associazione per l’imputazione dei genotipi in tutti i campioni analizzati con i 
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Genechip arrays. La strategia di analizzare i dati di genotipizzazione e di sequenza combinati 

permette di esaminare il genoma completo di un numero elevato di individui ottimizzando 

notevolmente i costi. 

 

3.2 Studi funzionali per chiarire il ruolo di varianti di CBL-B nella SM 

 

Gli studi funzionali condotti al fine di chiarire il contributo delle varianti associate nel gene CBL-

B al rischio di SM, sono stati effettuati su cellule primarie T e B di individui selezionati per 

specifici genotipi della variante top (rs9657904; TT predisponente, CC protettivo). Come di 

seguito illustrato, gli esperimenti sono stati programmati per valutare variazioni genotipo-

specifiche di 1) espressione di CBL-B e delle sue isoforme e 2) pathways di attivazione di 

linfociti T e B dove è coinvolto CBL-B.  

In tutti gli esperimenti i linfociti T e B sono stati isolati da sacche di buffy coat di individui sani 

di genotipo noto arruolati nello studio in qualità di controlli provenienti dal centro 

trasfusionale Brotzu di Cagliari. L’utilizzo di cellule provenienti da soggetti sani, consente di 

valutare l’effetto della variante in esame in assenza di effetti confondenti, presenti invece nei 

soggetti affetti e difficili da controllare, correlati alla malattia stessa (assunzione di farmaci, 

eterogeneità del fenotipo clinico ecc). 

 

3.2.1 Studio dell’espressione del gene CBL-B in linfociti T e B  

 

L’espressione del gene CBL-B è stata valutata in linfociti T e B estratti da individui con genotipo 

noto per le varianti in esame, sia allo stato basale che stimolati con diversi induttori specifici. 

Come già riportato, per il gene CBL-B sono state descritte, nei database pubblici, 11 isoforme 

derivanti da splicing-alternativi del trascritto principale (Fig. 7) di cui solo 10 sono predette 

codificare per una proteina. 

Per valutare se tutte le 10 isoforme, potenzialmente codificanti, fossero espresse nelle cellule 

selezionate e se qualcuna di esse mostrasse un pattern di espressione differenziale genotipo 

specifico abbiamo disegnato coppie di oligonucleotidi (oligonucleotidi) da utilizzare in 

esperimenti di qRT-PCR (real time quantitative reverse transcription-PCR) che discriminavano 9 

isoforme su 10. Purtroppo per una delle isoforme non è stato possibile disegnare degli 

oligonucleotdi specifici (vedi Fig. 7, tabella 2 e materiali e metodi). Questa metodica permette 

la precisa quantificazione dell’espressione genica dopo retrotrascrizione dell’RNA. Uno 
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screening iniziale condotto mediante chimica SyberGreen ha evidenziato l’espressione di 8 

delle 10 isoforme selezionate. Abbia

degli 8 trascritti espressi in linfociti T e B di individui con genotipo omozigote per l’allele T 

(predisponente) e C (protettivo) del top SNP rs9657904. Le

un’espressione differenziale significativa sono state quindi validate mediante saggi TaqMan® 

(vedi risultati). 

 

 

Fig. 7:  Illustrazione grafica delle 11 isoforme descritte di CBLB nel database Ensemble

 

3.2.2 Studio dei pathway di attivazione dei linfociti T e B

 

Visto il ruolo di CBL-B 

l’effetto genotipo-specifico a valle delle varianti trovate associate a SM, attraverso esperimenti 

ELISA. Nello specifico, per valutare lo stato di attivazione 

produzione di IL-2, una citochina prodotta specificamente dai linfociti T in seguito a 

stimolazione del TCR. 

Per quanto riguarda le cellule 

l’attivazione di questo fattore di trascrizione, che avviene in seguito ad attivazione sia T

dipendente che T-indipendente di queste cellule.

 

 

____________________________________________________________________________
Analisi genetica e caratterizzazione funzionale del gene CBL-B associato alla predisposizione nella sclerosi multipla

Dottorato di ricerca in scienze biomediche Università degli studi di Sassari

Indirizzo Genetica medica, malattie metaboliche e nutrigenomica

Alessia Loi 

 

screening iniziale condotto mediante chimica SyberGreen ha evidenziato l’espressione di 8 

delle 10 isoforme selezionate. Abbiamo quindi valutato se ci fosse un’espressione differenziale 

degli 8 trascritti espressi in linfociti T e B di individui con genotipo omozigote per l’allele T 

(predisponente) e C (protettivo) del top SNP rs9657904. Le isoforme che hanno mostrato 

one differenziale significativa sono state quindi validate mediante saggi TaqMan® 

Illustrazione grafica delle 11 isoforme descritte di CBLB nel database Ensemble

 

 

Studio dei pathway di attivazione dei linfociti T e B

 nella regolazione dell’attivazione dei linfociti T e B, abbiamo valutato 

specifico a valle delle varianti trovate associate a SM, attraverso esperimenti 

, per valutare lo stato di attivazione dei linfociti T, 

, una citochina prodotta specificamente dai linfociti T in seguito a 

 

er quanto riguarda le cellule B, abbiamo misurato la traslocazione nucleare di 

i questo fattore di trascrizione, che avviene in seguito ad attivazione sia T

indipendente di queste cellule.  
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screening iniziale condotto mediante chimica SyberGreen ha evidenziato l’espressione di 8 

mo quindi valutato se ci fosse un’espressione differenziale 

degli 8 trascritti espressi in linfociti T e B di individui con genotipo omozigote per l’allele T 

isoforme che hanno mostrato 

one differenziale significativa sono state quindi validate mediante saggi TaqMan® 

 

Illustrazione grafica delle 11 isoforme descritte di CBLB nel database Ensemble 

Studio dei pathway di attivazione dei linfociti T e B 

nella regolazione dell’attivazione dei linfociti T e B, abbiamo valutato 

specifico a valle delle varianti trovate associate a SM, attraverso esperimenti 

dei linfociti T, abbiamo misurato la 

, una citochina prodotta specificamente dai linfociti T in seguito a 

B, abbiamo misurato la traslocazione nucleare di NF-κB e quindi 

i questo fattore di trascrizione, che avviene in seguito ad attivazione sia T-
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4 MATERIALI E METODI 
 

In questa sezione verranno descritte tutte le metodologie sperimentali utilizzate sia nella 

fase dell’analisi genetica, sia per le procedure utilizzate negli gli studi funzionali. 

 

4.1 Descrizione della casistica 

 

Tutti gli individui arruolati nello studio hanno compilato una scheda con informazioni 

anagrafiche, anamnestiche e biometriche e firmato il consenso informato, approvato nelle 

rispettive ASL di provenienza. 

Tutti i volontari sono stati tutelati dal punto di vista della privacy mediante l’identificazione di 

ciascuno di loro con un codice numerico. Sono state raccolte ulteriori informazioni riguardo 

alle condizioni di salute del volontario e dei suoi familiari affinchè si potessero avere a 

disposizione la maggior quantità di dati per l’analisi. 

Sono stati arruolati solo individui sardi e di origine sarda, ovvero con almeno tre linee parentali 

native della Sardegna. Sono stati selezionati esclusivamente individui che non mostravano tra 

loro relazione, entro il primo grado, di parentela. Quest’analisi è stata primariamente 

effettuata attraverso una comparazione dei dati anagrafici ed informazioni personali ed a 

posteriori con una più accurata analisi dei dati genotipici, effettuata attraverso il software 

Relative Finder (http://www.isogg.org/wiki/Relative_Finder). 

La raccolta dei campioni di pazienti SM è iniziata oltre 20 anni fa. I campioni provengono da 

diversi centri clinici dell’isola; Clinica Universitaria di Sassari, Centro Sclerosi Multipla ASL8 di 

Cagliari ed Azienda Ospedaliera “G. Brotzu”. La diagnosi di tutti pazienti è stata effettuata nel 

rispetto dei criteri McDonald ed il rapporto maschi-femmine osservato è pari a 1:2,2. 

La raccolta degli individui sani (controlli) è stata effettuata presso diversi centri trasfusionali 

dell’isola; Centro Trasfusionale dell’Azienda Ospedaliera “G. Brotzu”, Centro trasfusionale di 

Sassari e Centro Trasfusionale ASL6 di San Gavino Monreale. Il 75% dei controlli utilizzati nello 

studio sono maschi, che riflette la percentuale degli uomini rispetto alle donne, dei donatori 

sardi. 

I controlli utilizzati per gli studi funzionali provengono dal centro trasfusionale dell’ospedale 

Brotzu di Cagliari. 
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4.2 Estrazione DNA 

 

I campioni di DNA utilizzati sono stati ottenuti da sangue periferico, trattato con 

l’anticoagulante acido etilendiamminotetracetico (EDTA), attraverso la classica metodica 

dell’estrazione salina (salting-out). 

Questa metodica si basa sul processo di solubilizzazione delle proteine, la quale è dipendente 

da caratteristiche fisico-chimiche, dalla temperatura, dal pH e dalla concentrazione salina della 

soluzione. Infatti, ad alte concentrazioni di sali, la solubilità delle proteine diminuisce, 

causandone la loro precipitazione.  

Il metodo prevede l’isolamento delle cellule nucleate, presenti nel campione di sangue, dopo 

aver rimosso per lisi i globuli rossi. I leucociti isolati, vengono trattati con un tampone di lisi 

(Buffer A, SDS e proteinasi K) allo scopo di estrarre gli acidi nucleici e degradare le proteine 

presenti, che vengono allontanate mediante precipitazione con i sali (NaCl soprasaturo). Infine, 

mediante trattamento con isopropanolo si ottiene la precipitazione del DNA, il quale viene 

recuperato sotto forma di nubecola e risospeso in una soluzione contenete 1mM Tris-HCl, 

0.1mM EDTA 1M (TE 1:0.1). 

Il DNA genomico estratto è stato sottoposto a vari controlli di qualità che prevedono una 

valutazione visiva dopo corsa elettroforetica su gel d’agarosio al 1%, la stima della 

concentrazione e la valutazione della purezza (rapporto OD260/280), con analisi 

spettrofotometrica al Nanodrop 1000. 

 

4.3 Genotipizzazione mediante l’utilizzo di GeneChip arrays Affymetrix 

 

La genotipizzazione mediante il GeneChip arrays Affymetrix v 6.0, che include 1.800.000 

varianti di cui 906.600 SNPs e 946.000 variazioni di numero di copie (Copy Number Variation, 

CNV), è stata eseguita secondo il protocollo della ditta produttrice, di seguito brevemente 

descritto. 

Una quantità di 500 ng di DNA genomico è stata digerita utilizzando separatamente gli enzimi 

di restrizione NspI e StyI. Alle estremità dei frammenti prodotti, sono state aggiunte, tramite 

una ligasi, delle brevi sequenze nucleotidiche, a sequenza nota, dette adattatori, che 

riconoscono le 4 bp coesive dell’ oligonucleotide. Un oligonucleotide generico complementare 

alla sequenza dell’adattatore viene, di seguito, utilizzato per l’amplificazione.  
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Come da protocollo è stato utilizzato il seguente programma di amplificazione: 94° C 3 min di 

denaturazione, 94° C 30 sec, 60° C 45 sec, 68° C 15 sec per 30 volte, 68° C per 7 min.  

Le condizioni di PCR sono state ottimizzate per amplificare preferenzialmente frammenti da 

200 a 1.100 bp. I prodotti di PCR corrispondenti a ciascuno dei due enzimi di restrizione sono 

stati uniti, purificati con biglie di polistirene (Invitrogen™) e quantificati con spettrofotometro 

(Spectramax, Molecular Devices). Il DNA amplificato è stato in seguito frammentato, , marcato 

ed ibridato al GeneChip array. Dopo una serie di lavaggi, eseguiti in una stazione fluidica, è 

stata effettuata la lettura mediante uno scanner. 

 

4.4 Sequenziamento Next Generation di DNA genomico 

 

Le sequenze sono state prodotte attraverso l’utilizzo di sequenziatori di nuova generazione 

(Next Generation Sequence, NGS); Genome Analyzer IIx (GAIIx) e Hi-Seq 2000 (Illumina). Sono 

state dapprima preparate le librerie di DNA, in accordo con il protocollo Illumina(50). 

Brevemente, il DNA genomico é stato frammentato in maniera casuale, mediante un processo 

di nebulizzazione o sonicazione (Covaris S, Applied Biosystems), in frammenti sotto 800 paia di 

basi. Successivamente le estremità dei frammenti, in 3’e 5’, sono state riparate e fosforilate. I 

frammenti di DNA riparati sono stati adenilati in 3´ con una DNA polimerasi Klenow exo (NEB) e 

poi sono stati aggiunti degli adattatori (IDT) con l’impiego di DNA ligase. I prodotti di ligazione, 

di dimensione compresa tra le 300 e le 400 paia di basi, sono stati selezionati su gel di agarosio 

2%, purificati con il saggio Qiagen Gel Extraction e, successivamente, preamplificati mediante 

PCR, utilizzando degli oligonucleotidi (IDT) compatibili con gli adattatori. Gli ampliconi ottenuti 

sono stati purificati con saggio Qiagen Gel Extraction e successivamente è stata valutata la 

concentrazione e la distribuzione dei frammenti delle librerie mediante corsa su Genechip 

arrays DNA 1000 nel Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).  

Le librerie sono state ibridate e amplificate sulla superficie di uno specifico vetrino, detto flow-

cell, mediante un processo di amplificazione a ponte “bridge amplification”, formando dei 

clusters, che vengono sequenziati con il GAIIx, in corse paired-end da 240 basi (con Paired End 

Cluster Generation Kit versioni 3,4 e SBS Cycle Sequencing Kit versioni 2, 4, 5 di Illumina), o con 

l’Hi-Seq 2000 in corse da 202 basi, ottenendo una copertura media di 3-4X.  

Il sequenziamento, nella piattaforma Illumina impiega un metodo ciclico di incorporazione, 

fluorescenza, l’acquisizione di immagine e lavaggio, sfruttando la chimica di particolari 

dinucleotidi modificati, sviluppati sulla base dei dideossinucleotidi utilizzati nella tecnologia 
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Sanger. Tali nucleotidi sono rappresentati dalla molecola 3’Ozydomethyl, che riproducono dei 

terminatori reversibili. Durante il sequenziamento è presente una miscela delle quattro basi 

dinucleotidiche modificate e fluorescinate con quattro diversi fluorocromi che competono tra 

di loro. A seguito dell’incorporazione della base complementare alla prima base del filamento, 

il laser eccita la molecola ed il segnale luminoso viene raccolto come immagine per identificare 

la base appena aggiunta. Nel passaggio successivo viene ripristinato il 3’OH del dinucleotide 

modificato, appena incorporato, che sarà quindi in grado di accogliere la seconda base. Questo 

processo si verifica contemporaneamente per tutti i filamenti all’interno della flow-cell e le 

immagini vengono raccolte indipendentemente per ciascuno degli otto canali della flow-cell. 

L’Hi-Seq 2000, in otto giorni di lavoro, è in grado di produrre circa 200 miliardi di basi. Le 

risorse computazionali, necessarie per ogni corsa, sono imponenti (30 terabasi) come del resto 

l’analisi bioinformatica che è prevista. 

 

4.5 Analisi delle sequenze NGS 

 

Le analisi dei dati di sequenza prodotte con sequenziatori NGS rappresentano un forte 

impegno per i ricercatori sia in termini di tempo che di risorse computazionali che devono 

essere dedicate. Infatti, i dati grezzi delle sequenze sono costituiti da brevi sequenze di 100-

200 paia di basi, chiamate reads, che devono essere allineate con un genoma umano di 

referenza.  

Nel nostro studio le corte sequenze sono state allineate attraverso il software Burrows-

Wheeler Aligner (BWA), http://bio-bwa.sourceforge.net.  

Dai dati totali sono state filtrate le reads duplicate, attraverso il programma Picard, 

http://picard.sourceforge.net. I duplicati si generano, verosimilmente, durante la fase 

d’amplificazione (Polymerase Chain Reaction, PCR) e possono alterare le frequenze alleliche 

delle varianti, e quindi, diminuire la sensibilità e specificità di rilevamento delle stesse (53). 

La qualità delle basi, assegnata dal sequenziatore, è stata ricalibrata considerando diversi 

fattori confondenti, quali la presenza di regioni ricche in GC , la posizione della reads nella 

flowcell, e verificando la presenza nei database pubblici di un polimorfismo della stessa base.  

La qualità delle basi è stata riassegnata in Phred Score: -log10(p), dove p è la probabilità che la 

base sia errata. Sono state scartate tutte le basi con qualità < 20. Questo processo è stato 

eseguito dapprima indipendentemente per ciascun campione e successivamente analizzando 

insieme tutti i campioni sequenziati. Attraverso il software SAMTOOL, 
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http://samtools.sourceforge.net, è stata creata una lista di basi nucleotidiche che 

rappresentano potenziali polimorfismi e quindi definita la probabilità dei possibili genotipi, 

salvati nel formato GLF (Genotype Likelihood File) (http://genome.sph.umich.edu/wiki/GLF) 

(54). 

Sono state filtrate, poiché verosimilmente si trattava di regioni ripetute ed infine sono stati 

caratterizzati i genotipi. Quest’ultimo processo è stato eseguito con un programma scritto dai 

nostri collaboratori, che tiene conto delle reads lette in individui con aplotipi simili e delle 

relazioni familiari degli individui sequenziati. Poiché quest’algoritmo ricostruisce la 

trasmissione dei cromosomi all’interno delle famiglie, i genotipi risultanti sono sottoforma di 

aplotipi. La lista degli aplotipi del pannello di referenza sardo è stato salvato in formato 

standard vcf (http://www.1000genomes.org/wiki/Analysis/vcf4.0).  

Prima di procedere all’imputazione statistica, è stato effettuato un ulteriore controllo tra i dati 

di sequenza generati e i genotipi attribuiti dalla genotipizzazione Affymetrix. Ovvero per 

ciascun individuo sequenziato, sono stati confrontati tutti gli SNPs, caratterizzati con 

piattaforma Affymetrix, localizzati nel cromosoma 20 (scelto per la sua ridotta dimensione che 

consente tempi di analisi più rapidi) con i genotipi estrapolati dai dati di sequenza per i 

medesimi SNPs. Tale controllo ha permesso di escludere errori e artefatti nel processo di 

imputazione, dovuti a cross match di individui.  

Il processo è stato eseguito utilizzando il software VerifyBamID con verifica delle reads 

mappate nel Bam file (Binary Alignment Map) versus un file di genotipi, inputGenotypes, 

definito da dati genotipici in strand positivo, formato binario PLINK. La linea di comando 

utilizzata è la seguente: verifyBamID -–reference [reference.fa] --in [inputReads.bam] --bfile 

[inputGenotypes] –out [outPrefix] –verbose. Per ogni coppia di campioni è stato generato un 

score di probabilità chiamato P ibd, valore tra 0 e 1. Il valore 1 definisce la coincidenza tra il 

campione genotipizzato e quello sequenziato, mentre il valore 0 indica l’indipendenza dei 

campioni. Valori di P ibd uguali a 0.5 indicano un rapporto di parentela tra i campioni analizzati 

mentre un valore di 0.95 è indice di una probabile contaminazione del campione. 
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4.6 Pannelli di referenza per l’Imputazione 

 

Imputazione statistica è il termine utilizzato per descrivere il processo di predizione dei 

genotipi di varianti non direttamente genotipizzate, in un campione definito di individui. Il 

termine si riferisce alla situazione generale in cui un pannello di riferimento, costituito da 

aplotipi di una densa mappa di SNPs, viene usato per ricostruire i genotipi in un campione di 

individui che sono stati caratterizzati solo per un sottoinsieme di essi. 

Tali metodi, consentono di analizzare, in studi di associazione su tutto il genoma, varianti non 

direttamente genotipizzate, in quanto assenti nelle mappe dei GeneChip arrays commerciali. I 

metodi di imputazione, per questo motivo, aumentano il potere degli studi di associazione su 

tutto il genoma di svelare loci di suscettibilità nei tratti in esame. 

Nel nostro studio, per incrementare lo spettro delle varianti testate per associazione, abbiamo 

utilizzato metodi d’inferenza statistica, usufruendo di pannelli aplotipici di referenza generati 

da dati di sequenza su tutto il genoma a bassa copertura (low pass).  

L’imputazione genotipica combina due o più insiemi di dati e si basa sul confronto degli 

individui dello studio, genotipizzati per un numero relativamente alto di marcatori genetici, e 

del pannello aplotipico di referenza utilizzato, che include informazioni genotipiche dettagliate, 

di un numero molto maggiore di marcatori. L’algoritmo identifica i marcatori comuni tra i due 

gruppi e gli aplotipi condivisi affinché i genotipi mancanti possano essere compilati in ciascun 

campione dello studio, copiando gli alleli osservati nell’aplotipo di riferimento corrispondente 

(55).  

Nel nostro studio abbiamo utilizzato il software MACH 

(http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/MACH/download/). 

Per questa fase di analisi sono stati utilizzati diversi pannelli di referenza ad alta definizione. 

Pannello sardo: sono stati sequenziali 2120 individui sardi, di cui 1123 facenti parte della 

coorte del progetto SardiNIA (51), uno studio longitudinale rivolto allo studio di tratti 

quantitativi, e 997 selezionati da uno studio caso-controllo su diabete di tipo 1 e SM condotto 

sulla popolazione sarda (Sanna et manoscritto in preparazione). Nello studio SardiNIA gli 

individui sono stati reclutati su base familiare dai paesi dell’Ogliastra Elini, Ilbono, Arzana e 

Lanusei, e sono stati ampiamente caratterizzati per oltre 300 tratti quantitativi (56). I campioni 

relativi allo studio caso-controllo sono stati invece collezionati da diversi centri clinici della 

Sardegna, in particolare localizzati nelle città di Cagliari e Sassari. Tutti i campioni sono stati 

selezionati in base alla loro origine sarda.  
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Questa strategia ha mirato alla selezione di individui appartenenti a famiglie trios (genitori e 

figlio) in quanto, ciò porta ad una migliore efficienza dell’algoritmo di imputazione nella 

chiamata genotipica delle varianti ed una migliore ricostruzione delle fasi aplotipiche, nonché 

un miglioramento delle prestazioni dell’inferenza statistica nel propagare probabilisticamente i 

dati della sequenza a individui supplementari non sequenziati. Gli individui selezionati sono 

stati sequenziati con un approccio low pass sequencing, con una copertura media del genoma 

di 4 volte (4x). 

Pannello mondiale (1000G ALL): il progetto internazionale “1000 Genomes Project” 

(http://www.1000genomes.org) ha messo a disposizione un database pubblico dettagliato 

della variazione genetica umana, contenente una mappa con un livello di risoluzione senza 

precedenti. Per questo motivo attualmente, i pannelli più utilizzati per l’inferenza statistica 

sono quelli resi disponibili dal progetto 1000 Genomes (1000G), in quanto contengono il più 

alto numero di varianti rare o poco frequenti e permettono di ottenere un’imputazione di 

maggiore qualità. Il progetto 1000G ha descritto il genoma di 1092 individui (2184 aplotipi) 

provenienti da quattordici popolazioni originarie dell’Europa, dell’Asia Orientale, dell’Africa 

sub sahariana e delle Americhe. Dall’analisi di questi individui è stata generata una mappa 

aplotipica validata di 38 milioni di polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs), 1,4 milioni di 

inserzioni e delezioni brevi (INDELs) e più di 14 mila grandi delezioni. 

Pannello europeo (1000G EUR): questo pannello di referenza si basa sulle sequenze di 392 

individui europei e, come il precedente, permette di analizzare oltre 30 milioni di SNP e 1,4 

milioni di INDELs e più di 14 mila grandi delezioni derivanti dalla popolazione europea. 

Dopo ciascuna fase d’imputazione è stata valutata la qualità dei genotipi inferiti. Il metodo 

prevede che tutti gli SNPs con bassa qualità d’imputazione vengono filtrati. 

Ci sono diverse metriche con le quali viene valutata la qualità e l’accuratezza dell’imputazione; 

il parametro RSQR (Russell Square Quality Representatives), che rappresenta il rapporto della 

varianza media osservata rispetto all’atteso di ciascun SNP ed il parametro r
2
 che indica il 

rapporto tra la varianza osservata del dosaggio allelico e la varianza attesa, in equilibrio di 

Hardy-Weinberg.  

Entrambe le metriche sono dei valori che variano tra 0 e 1, nella quale il valore 1 indica la 

presunta certezza dei genotipi assegnati ed i valore 0, la totale incertezza circa i genotipi 

imputati.  

E’ consigliata l’applicazione della soglia di 0.3, la quale è statisticamente capace di rimuovere il 

90% degli SNPs inferiti in maniera errata. In genere, si guardano con sospetto gli SNPs con 
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RSQR tra 0.3 e 0.5, con prudenza quelli con RSQR tra 0.5 e 0.8, e con maggiore confidenza 

quelli con valori al di sopra di 0.8.  

In questo studio sono stati esclusi dall’analisi tutti gli SNPs con un RSQR minore di 0.3. 

 

4.7 Tipizzazione INDEL rs147983726 

 

La genotipizzazione dell’INDEL rs147983726 (-/TATT) che mappa in posizione chr3:105601077-

105601080 è stata condotta mediante l’analisi di frammenti di PCR con il sequenziatore a 48 

capillari “3730 DNA Analyzer”, Applied Biosystem. Tale metodica prevede la separazione dei 

frammenti con differenti lunghezze mediante corsa elettroforetica all’interno del capillare ed il 

loro dimensionamento grazie ad un marcatore del DNA a lunghezze conosciute (GeneScan™ 

Size Standard 500). Lo standard è stato combinato con il campione di interesse e co-iniettato 

sul sistema di elettroforesi capillare.  

La regione di interesse (contente il marcatore rs147983726) è stata amplificata usando un 

oligonucleotide marcato con il tag fluorescente FAM (molecola capace di assorbire l’ energia 

fornita da un laser e riemetterla a differenti lunghezze d’ onda specifiche). In particolare, al 

fine di ottimizzare tempi e risorse di lavoro sono stati utilizzati 4 sets di oligonucleotidi capaci 

di amplificare frammenti di diversa lunghezza, ovvero 230, 288, 343 e 394 nucleotidi, intorno 

alla sequenza di interesse. Questa parte del flusso di lavoro garantisce che frammenti di DNA 

possano essere etichettati per lunghezza ed consente di eseguire la corsa elettroferetica per 4 

diversi individui contemporaneamente in ogni capillare. 

In questo modo è stato possibile validare i genotipi imputati dell’INDEL mediante i pannelli di 

referenza selezionati ed estendere successivamente l’analisi a tutta la casistica a nostra 

disposizione. 

 

4.8 Test di associazione  

 

Nell’analisi d’associazione sono stati testati oltre 30 milioni di SNPs, direttamente genotipizzati 

con Affymetrix 6.0 ed imputati, in 2000 casi e 2000 controlli.  

Abbiamo applicato il test d’associazione (basato sulle tipizzazioni di pazienti versus controlli) 

sia sui marcatori autosomici che localizzati sul cromosoma X e calcolato il chi quadro con 

correzione per sottostruttura utilizzando il software Eigenstrat 

[http://genepath.med.harvard.edu/~reich/Software.htm].  
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Abbiamo, quindi, valutato visivamente i plot della discriminazione genotipica di ciascun SNP 

che mostrava un P-value <10
-5

, eliminando tutti i marcatori che presentavano un’alterata 

attribuzione dei genotipi.  

 

4.9 Estrazione di cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) da 

sacca di buffy-coat 

 

Per effettuare gli esperimenti funzionali descritti in questa tesi è stato necessario ottenere una 

grande quantità di cellule T e B per ciascun individuo analizzato. Infatti, gli esperimenti 

funzionali in linfociti T e B, sia di espressione che di attivazione, sono stati effettuati in parallelo 

per ciascun individuo, in modo da avere un quadro completo dell’effetto della variante 

associata in relazione al genotipo, senza possibili errori dovuti al momento in cui è stato 

effettuato il prelievo o introdotti dalle procedure di manipolazione delle cellule durante il 

processamento dei campioni. Grazie alla collaborazione con il centro trasfusionale 

dell’ospedale Brotzu di Cagliari, per gli individui con i genotipi di interesse è stato possibile 

ottenere sacche di Buffy-Coat da cui abbiamo isolato le cellule mononucleate del sangue 

periferico umano (PBMC). Queste sono state prodotte al centro trasfusionale mediante 

centrifugazione a 300 X e successivamente processate per la separazione di emazie, plasma e 

buffy coat. Successivamente, nell’arco di 1-2 ore dalla preparazione, presso i nostri laboratori, 

il buffy coat è stato diluito 1:3 con una soluzione salina (PBS) tamponata a pH 7 e stratificato 

per gradiente (Histopaque) nel rapporto buffy coat/soluzione 2:1. Dopo centrifugazione a 1800 

rpm per 30 minuti, l'anello di PBMC che si forma all’interfaccia viene raccolto e lavato per 3 

volte con PBS+2mM EDTA ed infine sospeso in MACS buffer. Il numero delle cellule ottenute 

viene determinato attraverso la conta in una camera di Burker e la percentuale di cellule vive 

determinata con il metodo dell'esclusione del colorante (trypan-blue). La resa media di 

un’estrazione di PBMC da Buffy Coat è di 5x10
8
 cellule/ml, di cui il 70% circa linfociti T e il 5-

10% linfociti B. 
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4.10 Separazione Linfociti T e B 

 

Le cellule T e B sono state purificate dai PBMC attraverso una procedura di deplezione 

negativa con il sistema MACS (Magnetic cell Sortine System, Miltenyi Biotec) utilizzando saggi 

specifici. Il saggio utilizzato per separare le cellule T (Pan T cell Isolation Kit II, Miltenyi Biotec) 

permette di isolare le cellule T da PBMCs tramite l’utilizzo di un cocktail di anticorpi 

monoclonali coniugati alla biotina (biotin-antibody Cocktail). Questo cocktail consente di 

marcare cellule che espongono sulla propria superficie di membrana i markers CD14, CD16 e 

CD56, CD19, CD36, CF123 e glicoforina A che identificano rispettivamente monociti, cellule NK, 

linfociti B, cellule dendritiche ed eritrociti. Successivamente si procede con una marcatura con 

un anticorpo monoclonale secondario anti-biotina (anti-biotin Microbeads) coniugato a biglie 

magnetiche che consente l’eluizione in colonna delle sole cellule T, che in questo modo non 

vengono attivate rimanendo in uno stato quiescente. Sono state utilizzate le colonne MS (MS 

columns, Miltenyi Biotec). Questo tipo di colonna consente di purificare fino ad un massimo di 

1*10
7
 cellule marcate. La colonna viene montata sul separatore magnetico e idratata con 

500ul di buffer MACS, dopo di che si aggiungono 500ul di sospensione cellulare e viene lavata 

con Buffer MACS per 3 volte. Le colonne vengono poi centrifugate per eliminare il MACS buffer 

e le cellule vengono eluite e risospese nel terreno di coltura (RPMI + L-glutamina 1% + 

antibiotici 1%+ HSA 10%). Stessa procedura è stata utilizzata per l’estrazione dei linfociti B 

attraverso l’utilizzo del saggio B Cell Isolation Kit (B-CELL), che contiene un cocktail di anticorpi 

diretti verso cellule non-B (CD2, CD4, CD11b, CD16, CD36, Anti-IgE, e Glycophorin A). 

 

4.11 Estrazione dell’RNA da linfociti T e B e RT-qPCR 

 

L’RNA totale è stato estratto da 1*10
6 

linfociti T o B (RNeasy mini kit, Qiagen Crawley, UK) 

secondo il protocollo dell’ azienda produttrice. Gli RNA sono stati retrotrascritti con 

SuperScript III (Invitrogen™). Campioni identici sono stati trattati in assenza di trascrittasi 

inversa e impiegati come controlli per eventuale contaminazione genomica del DNA. 

La RT-qPCR è stata condotta utilizzando dapprima la chimica SYBR® Green, un florocromo che 

durante la fase dell’estensione della PCR è in grado di intercalarsi all’ interno della doppia elica 

in formazione. In questa fase viene rilevata la fluorescenza che rispecchierà la quantità iniziale 

di cDNA (DNA complementare) nella reazione. Qualora durante le reazioni di PCR avvenga 

un’amplificazione di DNA non specifica, anche essa sarà rilevata. Questo problema può 
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comunque essere superato effettuando l’analisi della curva di dissociazione alla fine di ogni 

corsa.  

I risultati di questo studio sono stati validati in un secondo step, utilizzando i saggi TaqMan® i 

quali , per generare il segnale fluorescente, prevedono un’ibridazione specifica tra il DNA-

target e la sonda (probe); in questo caso le amplificazioni non specifiche, come ad esempio gli 

artefatti dovuti alla dimerizzazione degli oligonucleotidi, non genereranno alcun segnale.  

Nella seguente tabella sono riportate le sequenze degli oligonucleotidi e delle sonde che sono 

state utilizzate per gli esperimenti svolti con chimica SYBR® Green e saggio TaqMan® per la 

discriminazione delle isoforme che hanno mostrato espressione.  

 

 

 

Isoforma 
Oligonucleotide 

 Forward SYBR® Green 

Oligonucleotide  

Reverse SYBR® Green 

CBLB 001 TCGTTGCACTGTTGAGTGTCAA GCAGTGTGGAGCAATGAATGA 

CBLB 002 GACTCACTGGGTTGTAGGTTTGC CCTGACTGATGCCCAACTACTACA 

CBLB 003 GACTCACTGGGTTGTGAATTTGC CCTGACTGATGCCCAACTACTACA 

CBLB 004 GATGCAGTTGGACCCCCTAA AGGCAAATCATGGCGTCTGT 

CBLB 005 AGGAATACTAGTTCCCTCTACCTCTCAA GACCATGTGTTCCATTCAGCAT 

CBLB 006 TTCAGCCAATCAACAGAGATCATC TTTGACATTTTCACCTGGTAACCTT 

CBLB 008 ATGAATTTCTCCAGCGTTGGA TTCTGCCATTCATTGAGTTTGC 

CBLB 007/201 CCTCCTGTTCGGTCTTGTGATAA CATCAAAAGCATCTTCACCCT 

CBLB 009 CTGCCACCCCTTATTGAACTAAA CAACTGCATCCTGGATAGCATCA 

CBLB 010 ACCTGCCACCCCTTATTGGT CGCAGCACGTCAGAAAGGA 

 

Tab. 2: Set di oligonucleotidi utilizzati per la discriminazione delle isoforme di CBLB 

con la chimica SYBR® Green 

 

 

 

 

Isoforma 
Oligonucleotide 

 FORWARD 
Probe TaqMan® 

Oligonucleotide  

REVERSE 

CBLB OO1 GACGCCC TCTGATTATGATCTTCT CCCTCCATTAG ATGCTTTTGATGCCCTCC 

CBLB OO3 AATCAAACATCCCTGACTTAAGCATA ATTTAAAGGGAGATGTTTTTG TCAGCCTCTGATCCCGTG 

CBLB OO2/OO3 GCCTGAAATTTGAATGGGTTCT CAGGTGCCGGTGAC TGGAGTAATGGTCTCGTGAACTTG 

 

Tab. 3: Set di oligonucleotidi utilizzati per la discriminazione delle isoforme di CBLB con saggio TaqMan® 
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Per normalizzare i valori di espressione del gene è stato condotto uno 

migliori geni di riferimento

iniziale di 10 geni di riferimento (Fig. 8

software GeneNORM e N

monooxygenase/tryptophan 5

rispettivamente. 

 

Fig. 8:  Set dei 10 geni di riferimento analizzati e da cui sono stati selezionati 

Gli esperimenti sono stati svolti in triplicato tecnico e ripetuti per tre volte. 

della RT-qPCR è stato 

significatività è stata condotta tramite 

p ≤ 0,05. 
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Per normalizzare i valori di espressione del gene è stato condotto uno 

geni di riferimento specifici per le cellule T e B, rispettivamente. P

geni di riferimento (Fig. 8) sono stati selezionati, in seguito ad analisi con i 

software GeneNORM e NORMFINDER, la beta-2-microglobulina per i linfociti T e il Tyrosine3

monooxygenase/tryptophan 5-monogenase activation protein, zeta polipeptide 

 

Set dei 10 geni di riferimento analizzati e da cui sono stati selezionati 

quelli specifici per le cellule T e B 

 

Gli esperimenti sono stati svolti in triplicato tecnico e ripetuti per tre volte. 

è stato utilizzato il metodo del “delta-delta Ct”.

condotta tramite T test, utilizzando come valore soglia di significatività 
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Per normalizzare i valori di espressione del gene è stato condotto uno studio per identificare i 

specifici per le cellule T e B, rispettivamente. Partendo da un set 

n seguito ad analisi con i 

microglobulina per i linfociti T e il Tyrosine3-

monogenase activation protein, zeta polipeptide per i linfociti B 

 

Set dei 10 geni di riferimento analizzati e da cui sono stati selezionati  

Gli esperimenti sono stati svolti in triplicato tecnico e ripetuti per tre volte. Per analizzare i dati 

. L’analisi statistica di 

utilizzando come valore soglia di significatività un 
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4.12 Stimolazione dei Linfociti T e B 

 

I linfociti T sono stati stimolati con apposite biglie CD3/CD28 (Dynabeads® Human T-Activator 

CD3/CD28 Invitrogen™), sulla cui superficie sono ancorate molecole di CD3 e CD28, utilizzati a 

differenti concentrazioni e per diversi tempi di induzione. In particolare, per gli esperimenti di 

espressione di CBL-B è stata utilizzata una concentrazione biglia/cellula 1:2, e le cellule sono 

state stimolate per 3, 6, 12, 24 ore. Per valutare la produzione di IL-2 tramite ELISA è stata 

utilizzata una concentrazione biglia/cellula 1:5 per 20 e 48 ore. 

I linfociti B sono stati stimolati sia in modo T-indipendente, con anti-IgM (Fab)2 (2ug/ml) + IL-4 

(5ng/ml), che T- dipendente (CD40L + IL-4), per 12, 24, 48 e 72 ore. Per valutare la 

traslocazione nucleare di NF-κB e quindi l’attivazione delle cellule B tramite ELISA, i tempi di 

induzione analizzati sono stati di 15, 30 e 60 minuti. 

 

4.13 Esperimenti ELISA di quantificazione di IL-2 e dell’attivazione di NF-κκκκB 

 

Gli esperimenti ELISA sono stati condotti utilizzando differenti saggi. Per i linfociti T è stata 

valutata la concentrazione di IL-2 utilizzando il saggio Human IL-2 Elisa Kit Immunological 

Sciences (IK4142) secondo le istruzioni del produttore. L’IL-2 è stata misurata nel sovranatante 

dei linfociti T stimolati, il quale è stato diluito secondo un fattore di diluizione 1:50. Gli 

esperimenti indipendenti sono stati portati avanti in duplicato tecnico e biologico. La lettura 

dell’ assorbanza O.D.=450 è stata effettuata con luminometro Synergy2. 

Per i linfociti B è stata valutata l’attivazione di NF-κB con il saggio Elisa TransAM
®
NFκB p65 

Active Motif. Questo saggio è un DNA-binding ELISA e permette di valutare lo stato di 

attivazione della subunità p65 di del fattore di trascrizione NF-κB. In caso di attivazione, NF-kB 

cambia conformazione e trasloca nel nucleo dove si lega alla sua sequenza nucleotidica 

bersaglio (in questo caso rappresentata da un oligonucleotide a doppio filamento 

immobilizzato sulla piastra fornita dal saggio). La quantificazione di NF-κB legato avviene 

tramite l’uso di un anticorpo specifico (incluso nel saggio) per la forma attiva legata del fattore 

di trascrizione. Gli estratti nucleari delle cellule B utilizzati per l’analisi sono stati prodotti 

utilizzando il saggio TransAM® Nuclear Extration Active Motif. Anche in questo caso la lettura 

dell’ assorbanza O.D.=550 è stata effettuata con luminometro Synergy2. A causa della difficoltà 

di ottenere quantità sufficienti di cellule B, gli esperimenti sono stati effettuati solo in 

duplicato tecnico ma non biologico. 
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 Per calcolare la significatività degli esperimenti è stato utilizzato il T test e il valore soglia di 

significatività è p≤0.05. 
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5 RISULTATI 
 

I risultati descritti in questa tesi sono il frutto di un grosso lavoro d’equipe, e di una serie di 

collaborazioni a livello sia nazionale che internazionale. Innanzitutto, questo studio è stato 

possibile grazie alla collaborazione da parte di diversi enti di ricerca (l’Istituto di Ricerca 

Genetica e Biomedica del CNR Monserrato Cagliari, l’Università di Sassari ed il Centro di 

Ricerca, Sviluppo e Studi Superiori in Sardegna, CRS4) e di diversi centri clinici dell’isola (i centri 

SM dell’Università ed ASL di Cagliari, di Ozieri, dell’Università di Sassari, dell’ospedale Brotzu di 

Cagliari), che hanno costituito un consorzio sardo della SM, al fine di generare un ampio data-

set di pazienti affetti e controlli sani su cui condurre studi genetici per raggiungere l’obiettivo 

comune di aumentare le conoscenze sulla biologia della SM, trovare una spiegazione all’alta 

prevalenza di questa patologia in Sardegna e mettere in luce i meccanismi ed i pathways 

coinvolti nella patologia, al fine di trovare nuove ed efficaci cure nel trattamento e nella 

prevenzione della SM. Inoltre, sono da sottolineare le collaborazioni nazionali ed internazionali 

che hanno consentito di completare il sequenziamento “next generation” degli individui sardi e 

la generazione del pannello di referenza utilizzato per condurre il GWAS descritto in questa 

tesi. Il sequenziamento dei campioni è stato condotto in parallelo utilizzando la tecnologia 

Illumina all’Università del Michigan e al CRS4 a Pula. Questi due centri hanno anche messo 

a disposizione le risorse computazionali necessarie per l’analisi statistica dei dati generati 

ed utilizzati in questo studio. 

 

5.1 Studio caso-controllo GWAS  

 

Per avere una migliore rappresentanza della variabilità genetica ed essere in grado di testare in 

associazione un numero maggiore di varianti che possono avere un ruolo nella patogenesi 

della SM, abbiamo condotto un nuovo studio GWAS su pazienti affetti e controlli sani di origine 

sarda, testando varianti sia genotipizzate che inferite da pannelli di referenza generati dal 

sequenziamento di individui di diversa origine etnica. Per aumentare il potere statistico 

rispetto allo studio precedente, abbiamo inoltre ampliato la casistica includendo 2000 casi con 

SM e 2000 controlli. Dopo aver tipizzato i campioni inclusi nello studio con il GeneChip arrays 

Affymetrix 6.0, abbiamo condotto l’analisi utilizzando per l’imputazione tre diversi pannelli di 

referenza (vedi disegno dello studio e metodi). In questa tesi verranno riportati nello specifico i 

risultati ottenuti nella regione CBL-B, mentre i risultati su altri loci non verranno trattati in 
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quanto non rappresentano l’oggetto del mio dottorato. Brevemente i segnali già noti sia su loci 

HLA che non-HLA sono stati confermati con p-values genome-wide. Altri nuovi segnali di 

associazione suggestivi, tra cui alcuni sardo-specifici, sono stati messi in evidenza e sono allo 

stato attuale in corso di approfondimento. 

Il GWAS condotto utilizzando il pannello di referenza sardo-specifico generato dal nostro 

gruppo (utilizzando le sequenze di 2120 individui sardi con copertura 4x), ha consentito di 

testare in associazione un totale di circa 17 milioni di varianti. Questa analisi ha identificato 

come variante maggiormente associata al locus CBL-B lo SNP rs11924742, con p-

value=1,97*10
-7

 (Fig. 9). Questa variante è altamente correlata (r
2
=0.99) con il top SNP 

rs9657904 precedentemente riportato dal nostro gruppo (33), e rappresenta quindi una 

conferma del segnale iniziale. Nessun segnale nuovo e/o sardo-specifico è stato messo in 

evidenza a questo locus utilizzando questo pannello di imputazione. 

 

Fig.9: LocusZoom della regione che comprende il gene CBLB. Il pannello mostra i risultati di associazione 

in seguito all’imputazione con il pannello di referenza delle sequenze sarde.  

Le frecce indicano le varianti rs9657904 e rs11924742. 

 

 

MARKER RS CHR POS Frequenze casi e controlli OR P-VALUE 

chr3:105598033 rs11924742 3 105598033 .8539(.8739,.8327) 1,369 1,68x10
-7

 

chr3:105586714 rs9657904 3 105586714 .8528(.8728,.8318) 1,365 2,08x10
-7

 

 

Tab. 4: Associazione con SM utilizzando il pannello di imputazione sardo 
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Il GWAS condotto utilizzando il pannello di referenza 1000G europeo ha consentito di testare 

circa 30 milioni di SNPs e 1,4 milioni di

come variante maggiormente associata 

p-value=1.15x10
-7 

(Fig. 

Infine, utilizzando il pannello 1000G mondiale, è stata identificala l’associazione con SM di una 

variante INDEL (delezione), rs1

(r
2
=0.98), con un p-value

 

 

MARKER 

chr3:105601076 rs147983726

chr3:105586714 rs9657904

Tab. 5: Associazione

 

 

Fig.10: LocusZoom della regione che comprende il gene CBLB

seguito all’imputazione con il pannello di referenza 

dopo l’imputazione con il pannello 1000G
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utilizzando il pannello di referenza 1000G europeo ha consentito di testare 

milioni di SNPs e 1,4 milioni di INDELs per associazione con SM 

maggiormente associata nella regione CBL-B l’rs9657904, con un 

Fig. 10).  

Infine, utilizzando il pannello 1000G mondiale, è stata identificala l’associazione con SM di una 

variante INDEL (delezione), rs14798726, strettamente correlata con lo SNP rs9657904 

value=8.2x10
-8 

(Tab.5; Fig.10).  

RS CHR POS Frequenze casi e controlli

rs147983726 3 105601076 .8428(.8626,.8218)

rs9657904 3 105586714 .8528(.8728,.8317)

 

Associazione con SM utilizzando il pannello di imputazione 1000G mondiale

della regione che comprende il gene CBLB. Il pannello a sinistra mostra i risultati in 

seguito all’imputazione con il pannello di referenza 1000G, mentre il pannello a destra 

dopo l’imputazione con il pannello 1000G mondiale. In viola è indicato il top SNP per ciascun pannello.
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utilizzando il pannello di referenza 1000G europeo ha consentito di testare 

per associazione con SM ed ha confermato 

l’rs9657904, con un  

Infine, utilizzando il pannello 1000G mondiale, è stata identificala l’associazione con SM di una 

strettamente correlata con lo SNP rs9657904 

Frequenze casi e controlli OR P-VALUE 

.8428(.8626,.8218) 1.384 8.22x10
-8

 

.8528(.8728,.8317) 1.369 1.78x10
-7

 

1000G mondiale 

 

a sinistra mostra i risultati in 

, mentre il pannello a destra illustra i risultati 

In viola è indicato il top SNP per ciascun pannello. 
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Dal momento che i genotipi degli SNPs rs9657904 e rs147983726 sono stati inferiti (Tab. 6), 

l’associazione di queste due varianti è stata rianalizzata dopo aver confermato i genotipi, 

rispettivamente tramite TaqMan® e analisi di frammenti di PCR (vedi metodi), su tutta la 

casistica a disposizione di 4015 controlli e 3200 casi. Questa analisi ha convalidato 

l’associazione di entrambe le varianti, con p-value=5.22x10
-9 

per l’rs9657904, e  

p-value=2,21x10
-8

 per l’rs14798726.  

L’rs9657904 si conferma quindi la variante più associata a SM nel locus CBL-B. 

 

MARKER RS CHR POS 
Qualità di imputazione 

Pannello Sardo 

Qualità di imputazione 

1000G 

Qualità di imputazione 

1000G ALL 

chr3:105586714 rs9657904 3 105586714 .9959 .9914 .9913 

chr3:105601076 rs147983726 3 105601076 x .9203 .9296 

 

Tab 6: Qualità di imputazione per le varianti rs9657904 e rs11924742 nei diversi pannelli di inferenza 

utilizzati per l’analisi di associazione 

 

Lo SNP rs9657904 è localizzato sul primo introne del gene mentre l’INDEL rs147983726, 

corrisponde ad una delezione di 4 nucleotidi (-/TATT), mappa a 15 kb a monte del 5’ UTR del 

gene CBL-B. L’allele di rischio, T, per la variante rs9657904 e la delezione rs147983726 

risultano mappare prevalentemente sullo stesso aplotipo: le due varianti infatti sono 

strettamente correlate tra di loro con un r
2
=0,98. Le frequenze alleliche risultano essere quindi 

le stesse per le due varianti e sono pari a 0.16 (0.14 nei casi e 0.17 nei controlli) per l’allele 

protettivo C (corrispondente all’assenza della delezione), e 0.84 (0.86 nei casi e 0.83 nei 

controlli) per l’allele di rischio T. 

Visto che i GWAS sono stati condotti utilizzando mappe dettagliate ad alta densità, le varianti 

identificate rappresentano quelle potenzialmente causative. Avendo un grado di correlazione 

così elevato e p-values di associazione simili, le due varianti non possono essere distinte 

geneticamente e non si può quindi affermare quale sia quella primariamente responsabile 

dell’associazione e dell’effetto biologico sul rischio di SM. Questo potrà essere determinato 

solo attraverso esperimenti di dissezione molecolare e studi funzionali mirati.  
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Fig. 11: Localizzazione 

nell’introne 1 del CBL-B e in verde l’INDEL

5.2 Studio di espressione del gene CBL

 

Per studiare l’effetto delle varianti 

del gene CBL-B abbiamo condotto esperimenti di RT

sani selezionati per essere omozigoti per il genotipo protettivo, CC, o predisponente, TT, dello 

SNP rs9657904 (r
2
=0.98 per 

confermato tramite sequenz

delezione rs147983726

stati condotti in più stadi e con differenti metodich

analizzato le cellule T derivate da

da 10 individui (5 individui TT e 5 CC).

In una fase iniziale, è stata verificata l’espressione degli 1

banche dati pubbliche (

Nella tabella 6 vengono indicati per ciascuna isoforma l’estensione del trascritto e 

della putativa proteina da essi codificata

estesa, è l’isoforma 001 lunga 6780 pb, mentre l’isoforma 006 che presenta un estensione del 

trascritto di 4722 pb è predetta non risultare in alcuna proteina tradotta.
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: Localizzazione sul cromosoma 3 delle varianti associate a SM. In rosso l’

B e in verde l’INDEL rs147983726 che mappa a 15 Kb a monte del 5’ UTR del gene

 

Studio di espressione del gene CBL-B 

Per studiare l’effetto delle varianti rs9657904 e rs147983726 associate a SM, sull’espressione 

abbiamo condotto esperimenti di RT-qPCR su linee primarie T e B di donatori 

sani selezionati per essere omozigoti per il genotipo protettivo, CC, o predisponente, TT, dello 

=0.98 per rs147983726). Il genotipo di tutti gli individui utiliz

confermato tramite sequenziamento; come atteso, in tutti all’allele T rs9657904 

rs147983726, e all’allele C corrisponde l’assenza di delezione. 

stati condotti in più stadi e con differenti metodiche (vedi metodi). In totale abbiamo 

le cellule T derivate da 20 individui (10 individui TT e 10 CC) e 

10 individui (5 individui TT e 5 CC).  

In una fase iniziale, è stata verificata l’espressione degli 10 trascritti alternativi

banche dati pubbliche (Ensembl) per il gene CBL-B. 

vengono indicati per ciascuna isoforma l’estensione del trascritto e 

della putativa proteina da essi codificata. L’isoforma principale, che codifica per la proteina più 

estesa, è l’isoforma 001 lunga 6780 pb, mentre l’isoforma 006 che presenta un estensione del 

4722 pb è predetta non risultare in alcuna proteina tradotta.
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associate a SM. In rosso l’ rs9657904 

che mappa a 15 Kb a monte del 5’ UTR del gene 

associate a SM, sull’espressione 

qPCR su linee primarie T e B di donatori 

sani selezionati per essere omozigoti per il genotipo protettivo, CC, o predisponente, TT, dello 

Il genotipo di tutti gli individui utilizzati è stato 

rs9657904 corrisponde la 

, e all’allele C corrisponde l’assenza di delezione. Gli esperimenti sono 

e (vedi metodi). In totale abbiamo 

20 individui (10 individui TT e 10 CC) e le cellule B provenienti 

trascritti alternativi riportati dalle  

vengono indicati per ciascuna isoforma l’estensione del trascritto e tradotti 

codifica per la proteina più 

estesa, è l’isoforma 001 lunga 6780 pb, mentre l’isoforma 006 che presenta un estensione del 

4722 pb è predetta non risultare in alcuna proteina tradotta. 
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Nome Isoforma Estensione trascritto (pb) Estensione tradotto (aa) 

CBLB-001 6780 982 

CBLB-007 4475 321 

CBLB-201 3430 960 

CBLB-002 3350 770 

CBLB-003 3237 810 

CBLB-202 1632 227 

CBLB-005 1493 197 

CBLB-010 944 139 

CBLB-008 561 139 

CBLB-009 519 161 

CBLB-006 4722 NON TRADOTTA IN PROTEINA 

 

Tab 6: Estensione trascritto (pb) e della proteina (amminoacidi aa) per le 11 isoforme note  

di CBLB e descritte nei database (Ensemble) 

 

 

5.2.1 Esperimenti di RT-qPCR nelle cellule T 

 

Per stabilire i livelli di espressione delle principali isoforme del gene, sono stati condotti 

esperimenti di RT-qPCR preliminari. In questa prima fase i linfociti T sono stati estratti da 3 

campioni con genotipo TT e 3 con genotipo CC. L’espressione delle varie isoforme è stata 

valutata utilizzando la chimica del SYBR® Green.  

Data la forte omologia di sequenza, per alcune di esse non è stato possibile una 

discriminazione univoca del trascritto Per questo motivo sono stati disegnati dei 

oligonucleotidi comuni che riconoscevano le isoforme 001/007, 002/003 e 007/201.  

Come illustrato nella figura 12, solo le isoforme 001, 002, 003, 005 e 007/201 hanno mostrato 

di essere espresse nei linfociti T di individui TT (in rosso) e CC (in verde) allo stato basale. 
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Fig. 12: Espressione relativa dell’ mRNA delle isoforme di 

di predisposizione TT (

In seguito ai test preliminari i successivi 

estratti da 5 individui 

L’espressione differenziale genotipo specifica

stimolazione con CD3/CD28

I risultati ottenuti non 

isoforme analizzate. 

Alla luce di questi risultati

individui con genotipo di rischio TT e 10 campioni con genotipo protettivo CC. In qu

fase gli esperimenti di RT

specifica del SYBR® Green

Per analizzare l’espressione differenziale delle isoforme 001 e 003, non è stato possibile 

generare un saggio TaqMan®

isoforme separatamente. Quindi, abbiamo 

16, che le comprende entrambe. Il saggio 

significativa per queste isoforme, con una minore espressione 

genotipo predisponente TT, rispetto ai campioni con genotipo protettivo CC, sia in condizioni 

basali (p-value=0.005), sia in seguito a stimolazione con CD3/CD28 per 12

e 24 ore (p-value=0.04)
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Espressione relativa dell’ mRNA delle isoforme di CBL-B delle medie di 3 individui con genotipo 

di predisposizione TT (in rosso) e 3 individui con genotipo protettivo CC (

 

In seguito ai test preliminari i successivi esperimenti sono stati eseguiti utilizzando i linfociti T 

5 individui con genotipo di rischio TT e 5 individui con genotipo protettivo CC

differenziale genotipo specifica è stata valutata in condizioni basali e in segui

CD3/CD28 per 3, 6, 12 e 24 ore. 

non hanno evidenziato differenze genotipo specifiche

Alla luce di questi risultati il campione è stato ampliato fino ad un totale costituito da 10 

individui con genotipo di rischio TT e 10 campioni con genotipo protettivo CC. In qu

gli esperimenti di RT-qPCR sono stati eseguiti utilizzando sonde TaqMan®

SYBR® Green.  

Per analizzare l’espressione differenziale delle isoforme 001 e 003, non è stato possibile 

TaqMan® con oligonucleotidi che permettessero di 

isoforme separatamente. Quindi, abbiamo amplificato una regione compresa tra l’esone 15 e 

entrambe. Il saggio TaqMan® ha evidenziato un’espressione differenziale 

r queste isoforme, con una minore espressione del gene nei 

genotipo predisponente TT, rispetto ai campioni con genotipo protettivo CC, sia in condizioni 

), sia in seguito a stimolazione con CD3/CD28 per 12

) (Fig.13).  
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delle medie di 3 individui con genotipo 

rosso) e 3 individui con genotipo protettivo CC (in verde). 

esperimenti sono stati eseguiti utilizzando i linfociti T 

con genotipo di rischio TT e 5 individui con genotipo protettivo CC. 

in condizioni basali e in seguito a 

iato differenze genotipo specifiche significative per le 

il campione è stato ampliato fino ad un totale costituito da 10 

individui con genotipo di rischio TT e 10 campioni con genotipo protettivo CC. In questa terza 

TaqMan®, una tecnica più 

Per analizzare l’espressione differenziale delle isoforme 001 e 003, non è stato possibile 

che permettessero di discriminare le due 

regione compresa tra l’esone 15 e 

un’espressione differenziale 

del gene nei campioni con 

genotipo predisponente TT, rispetto ai campioni con genotipo protettivo CC, sia in condizioni 

), sia in seguito a stimolazione con CD3/CD28 per 12 ore (p-value=0.007) 
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Fig. 13:  Espressione relativa dell’mRNA delle isofo

genotipo di predisposizione TT (

differenti tempi di induzione

p< .05 o p< .01.  

Per stabilire quale delle due isoforme, tra la 001 e la 003, fosse differenzialmente espressa, 

sono stati condotti ulteriori saggi TaqMan® in lin

rispettivamente per i genotipi TT e CC e 5 individui eterozigoti C/T in condizioni basali.

In un set di esperimenti è stata utilizzata una coppia di oligonucleotidi localizzati nel 3’UTR 

delle isoforme 002 e 003, che le a

Come riportato nella figura 14, non sono state evidenziate differenze significative genotipo

specifiche in linfociti T di individui con genotipo TT, CT e CC. La mancanza di differenze 

significative probabilmente esclude il coinvolgimento dell’isoforma 003 nell’espressione 

genotipo specifica individuata nell’esperimento precedente condotto su 20 campioni totali.
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Espressione relativa dell’mRNA delle isoforme di CBLB in linfociti T 

genotipo di predisposizione TT (in rosso) e 10 individui con genotipo protettivo CC (

tempi di induzione. Il singolo asterisco(*) o doppio asterisco(**) indica rispettivamente 

 

 

Per stabilire quale delle due isoforme, tra la 001 e la 003, fosse differenzialmente espressa, 

sono stati condotti ulteriori saggi TaqMan® in linfociti T di 10 individui omozigoti 

rispettivamente per i genotipi TT e CC e 5 individui eterozigoti C/T in condizioni basali.

In un set di esperimenti è stata utilizzata una coppia di oligonucleotidi localizzati nel 3’UTR 

delle isoforme 002 e 003, che le amplifica entrambe e non analizza quindi l’isoforma 001. 

Come riportato nella figura 14, non sono state evidenziate differenze significative genotipo

specifiche in linfociti T di individui con genotipo TT, CT e CC. La mancanza di differenze 

obabilmente esclude il coinvolgimento dell’isoforma 003 nell’espressione 

genotipo specifica individuata nell’esperimento precedente condotto su 20 campioni totali.

 

 

Fig. 14:  Espressione Relativa dell’mRNA di 

CBL-B in 10 campioni con genotipo TT 

(rosso) e 10 campioni con genotipo CC 

(verde) e 5 campioni con genotipo 

eterozigote CT (in giallo)

utilizzando un saggio

il 3’ UTR delle isoforme 002 e 003

 

CT TT
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rme di CBLB in linfociti T di 10 individui con 

rosso) e 10 individui con genotipo protettivo CC (in verde) a 

singolo asterisco(*) o doppio asterisco(**) indica rispettivamente  

Per stabilire quale delle due isoforme, tra la 001 e la 003, fosse differenzialmente espressa, 

fociti T di 10 individui omozigoti 

rispettivamente per i genotipi TT e CC e 5 individui eterozigoti C/T in condizioni basali. 

In un set di esperimenti è stata utilizzata una coppia di oligonucleotidi localizzati nel 3’UTR 

mplifica entrambe e non analizza quindi l’isoforma 001. 

Come riportato nella figura 14, non sono state evidenziate differenze significative genotipo-

specifiche in linfociti T di individui con genotipo TT, CT e CC. La mancanza di differenze 

obabilmente esclude il coinvolgimento dell’isoforma 003 nell’espressione 

genotipo specifica individuata nell’esperimento precedente condotto su 20 campioni totali. 

Espressione Relativa dell’mRNA di 

in 10 campioni con genotipo TT 

(rosso) e 10 campioni con genotipo CC 

(verde) e 5 campioni con genotipo 

CT (in giallo) in condizioni basali 

un saggio TaqMan® che analizza 

3’ UTR delle isoforme 002 e 003. 
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Per confermare che l’espressione differenziale genotipo

all’isoforma 001, è stato condotto un saggio TaqMan® utilizzando questa volta una coppia di 

oligonucleotidi che mappano tra gli esoni 16 e 17, che amplificano esc

isoforma. Quest’ultimo saggio ha confermato l’espressione significativamente più bassa 

dell’isoforma 001 del gene 

rispetto a quelli omozigoti CC (Fig. 15). 

Complessivamente, gli esperimenti di RT

un’espressione differenziale genotipo

linfociti T, dovuto all’effetto delle varianti prese in esame, rs9657904 e 

particolare, la riduzione dell’espressione del trascritto principale di 

genotipo predisponente TT, sia in condizioni basali che dopo induzione, dovrebbe risultare in 

una minore espressione della proteina. Questo a su

iperattivazione dei linfociti T e quindi ad una predisposizione allo sviluppo di autoimmunità. 

 

5.2.2 Esperimenti RT

 

Lo stesso disegno sperimentale è stato seguito per le cellule B. Per valutare quali trascritti del 

CBL-B fossero espresse in questa linea cellulare primaria l’esperimento di RT

condotto su cellule B non stimolate estratte da un singolo individ

variante rs9657904 era quello di rischio TT. In queste cellule sono risultate espresse solo le 

isoforme 001, 005, 006 e 007/201 (Fig. 16).
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Per confermare che l’espressione differenziale genotipo-specifica fosse dovuta esclusivamente 

all’isoforma 001, è stato condotto un saggio TaqMan® utilizzando questa volta una coppia di 

oligonucleotidi che mappano tra gli esoni 16 e 17, che amplificano esc

isoforma. Quest’ultimo saggio ha confermato l’espressione significativamente più bassa 

dell’isoforma 001 del gene CBL-B in individui con genotipo predisponente TT (

rispetto a quelli omozigoti CC (Fig. 15).  

 

 

Fig. 15: Espressione Relativa dell’mRNA 

di CBL-B in 10 campioni con genotipo 

TT (in rosso) e 10 campioni con 

genotipo CC (

basali utilizzando 

posizionato tra gli esoni 16 e 17.

 

 

Complessivamente, gli esperimenti di RT-qPCR hanno quindi permesso di identificare 

un’espressione differenziale genotipo-specifica dell’isoforma principale 001 del gene 

, dovuto all’effetto delle varianti prese in esame, rs9657904 e 

particolare, la riduzione dell’espressione del trascritto principale di CBL

genotipo predisponente TT, sia in condizioni basali che dopo induzione, dovrebbe risultare in 

una minore espressione della proteina. Questo a sua volta dovrebbe portare ad un fenotipo di 

iperattivazione dei linfociti T e quindi ad una predisposizione allo sviluppo di autoimmunità. 

Esperimenti RT-qPCR su cellule B e Linee Linfoblastoidi (LCL)

Lo stesso disegno sperimentale è stato seguito per le cellule B. Per valutare quali trascritti del 

fossero espresse in questa linea cellulare primaria l’esperimento di RT

condotto su cellule B non stimolate estratte da un singolo individuo il cui genotipo relativo alla 

variante rs9657904 era quello di rischio TT. In queste cellule sono risultate espresse solo le 

isoforme 001, 005, 006 e 007/201 (Fig. 16). 
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specifica fosse dovuta esclusivamente 

all’isoforma 001, è stato condotto un saggio TaqMan® utilizzando questa volta una coppia di 

oligonucleotidi che mappano tra gli esoni 16 e 17, che amplificano esclusivamente questa 

isoforma. Quest’ultimo saggio ha confermato l’espressione significativamente più bassa 

in individui con genotipo predisponente TT (p-value=0,005) 

Espressione Relativa dell’mRNA 

in 10 campioni con genotipo 

rosso) e 10 campioni con 

genotipo CC (in verde) in condizioni 

basali utilizzando un saggio TaqMan® 

tra gli esoni 16 e 17. 

 

qPCR hanno quindi permesso di identificare 

specifica dell’isoforma principale 001 del gene CBL-B nei 

, dovuto all’effetto delle varianti prese in esame, rs9657904 e rs147983726. In 

CBL-B negli individui con 

genotipo predisponente TT, sia in condizioni basali che dopo induzione, dovrebbe risultare in 

a volta dovrebbe portare ad un fenotipo di 

iperattivazione dei linfociti T e quindi ad una predisposizione allo sviluppo di autoimmunità.  

Linfoblastoidi (LCL) 

Lo stesso disegno sperimentale è stato seguito per le cellule B. Per valutare quali trascritti del 

fossero espresse in questa linea cellulare primaria l’esperimento di RT-qPCR è stato 

uo il cui genotipo relativo alla 

variante rs9657904 era quello di rischio TT. In queste cellule sono risultate espresse solo le 
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Fig. 16: Espressione relativa dell’ mRNA delle isoforme di 

Nelle cellule B di 10 individui di cui 5 con genoti

hanno riscontrato differenze significative nell’espressione di 

analizzate sia in condizioni basali che in seguito a stimolazione T

(Fab)2 e IL-4 a diversi tempi di induzione. La figura 17 mostra i risultati ottenuti per l’isoforma 

001 rappresentativa di tu

indipendente utilizzando il CD40L e IL

espressione di CBL-B in queste cellule, e non è stata pertanto utilizzata negli esperimenti 

successivi (dati non mostrati).

 

Fig. 17: Espressione relativa dell’ mRNA dell’ isoforma 001 di 

genotipo di predisposizione TT (

tempi di induzione. 
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Espressione relativa dell’ mRNA delle isoforme di CBL-B in linfociti B di 

di predisposizione TT all’ rs9657904. 

 

0 individui di cui 5 con genotipo TT e 5 CC  esperimenti di RT

hanno riscontrato differenze significative nell’espressione di CBL-B in nessuna delle isoforme 

analizzate sia in condizioni basali che in seguito a stimolazione T-indipendente con 

a diversi tempi di induzione. La figura 17 mostra i risultati ottenuti per l’isoforma 

resentativa di tutte le restanti isoforme studiate(Fig.17).

utilizzando il CD40L e IL-4 non è risultata efficace per osservare differenze di 

in queste cellule, e non è stata pertanto utilizzata negli esperimenti 

successivi (dati non mostrati). 

Espressione relativa dell’ mRNA dell’ isoforma 001 di CBL-B in linfociti B 

genotipo di predisposizione TT (in rosso) e 5 individui con genotipo protettivo CC (
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 un individuo con genotipo 

po TT e 5 CC  esperimenti di RT-qPCR non 

in nessuna delle isoforme 

indipendente con α-IgM 

a diversi tempi di induzione. La figura 17 mostra i risultati ottenuti per l’isoforma 

i isoforme studiate(Fig.17). La stimolazione T-

4 non è risultata efficace per osservare differenze di 

in queste cellule, e non è stata pertanto utilizzata negli esperimenti 

 

in linfociti B di 5 individui con 

individui con genotipo protettivo CC (in verde) a differenti 
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Per estendere lo studio sulle cellule B, abbiamo utilizzato linee linfoblastoidi (LCL), ovvero delle 

linee generate da cellule B immortalizzate tramite infezione con il virus

estratte da volontari sa

esame. Infatti, si è dimostrato molto complicato reclutare un numero sufficiente di volontari 

con il genotipo d’interesse da cui isolare cel

sarda, con una frequenza del genotipo CC di circa 2%. Inoltre, le cellule B sono poco 

rappresentate nel sangue periferico (5

prelievo di sangue è ins

di 10 individui con genotipo TT e 10 con genotipo CC abbiamo quindi valutato l’espressione 

dell’isoforma 001 di CBL

condizioni basali, in quanto in queste linee cellulari diversi pathways immuno

risultano già attivati in seguito alla sola infezione con il EBV. Anche in questo caso non è stata 

osservata alcuna differenza genotipo

18).  

 

Fig. 18: Espressione relativa dell’ mRNA dell’ isoforma 001 di 

individui con genotipo di predisposizione TT (

verde) in condizioni basali.
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Per estendere lo studio sulle cellule B, abbiamo utilizzato linee linfoblastoidi (LCL), ovvero delle 

linee generate da cellule B immortalizzate tramite infezione con il virus

da volontari sardi arruolati nel progetto SardiNIA (51) e tipizzati per le varianti in 

esame. Infatti, si è dimostrato molto complicato reclutare un numero sufficiente di volontari 

con il genotipo d’interesse da cui isolare cellule B primarie; l’allele C è raro nella popolazione 

sarda, con una frequenza del genotipo CC di circa 2%. Inoltre, le cellule B sono poco 

nel sangue periferico (5-10% dei PBMC totali), e l’RNA estratto da un semplice 

prelievo di sangue è insufficiente ai fini dell’esecuzione degli esperimenti di RT

di 10 individui con genotipo TT e 10 con genotipo CC abbiamo quindi valutato l’espressione 

CBL-B con un saggio TaqMan®. Le cellule sono state analizzate solo in

condizioni basali, in quanto in queste linee cellulari diversi pathways immuno

risultano già attivati in seguito alla sola infezione con il EBV. Anche in questo caso non è stata 

osservata alcuna differenza genotipo-specifica di espressione per l’isoforma 001 in esame (Fig. 

Espressione relativa dell’ mRNA dell’ isoforma 001 di CBL-B in linee linfoblastoidi

individui con genotipo di predisposizione TT (in rosso) e 10 individui con genotipo protettivo CC (

verde) in condizioni basali. 

 

TT CC  
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Per estendere lo studio sulle cellule B, abbiamo utilizzato linee linfoblastoidi (LCL), ovvero delle 

linee generate da cellule B immortalizzate tramite infezione con il virus Epstein-Barr (EBV) 

) e tipizzati per le varianti in 

esame. Infatti, si è dimostrato molto complicato reclutare un numero sufficiente di volontari 

lule B primarie; l’allele C è raro nella popolazione 

sarda, con una frequenza del genotipo CC di circa 2%. Inoltre, le cellule B sono poco 

10% dei PBMC totali), e l’RNA estratto da un semplice 

ufficiente ai fini dell’esecuzione degli esperimenti di RT-qPCR. Sulle LCL 

di 10 individui con genotipo TT e 10 con genotipo CC abbiamo quindi valutato l’espressione 

con un saggio TaqMan®. Le cellule sono state analizzate solo in 

condizioni basali, in quanto in queste linee cellulari diversi pathways immuno-correlati 

risultano già attivati in seguito alla sola infezione con il EBV. Anche in questo caso non è stata 

’isoforma 001 in esame (Fig. 

 

in linee linfoblastoidi (LCL) di 10 

rosso) e 10 individui con genotipo protettivo CC (in 



  

____________________________________________________________________________ 
Analisi genetica e caratterizzazione funzionale del gene CBL-B associato alla predisposizione nella sclerosi multipla 

Dottorato di ricerca in scienze biomediche Università degli studi di Sassari 

Indirizzo Genetica medica, malattie metaboliche e nutrigenomica 

Alessia Loi 

 

55 

5.3 Studio dell’attivazione di cellule T mediante saggi ELISA 

 

Per valutare differenze genotipo-specifiche nell’attivazione dei linfociti T, abbiamo analizzato 

la produzione di IL-2 tramite saggi ELISA in 10 individui con genotipo di predisposizione TT e 10 

individui con genotipo protettivo CC, sia in condizioni basali che in seguito a stimolazione del 

TCR con anti-CD3 e CD28 a 20 e 48 ore (vedi metodi). La stimolazione del TCR (CD3) e del suo 

co-recettore CD28, risulta infatti nell’attivazione dei linfociti T, con conseguente produzione di 

IL-2, che raggiunge un picco nell’arco di 20-48 ore dallo stimolo.  

Come illustrato in Fig.19, questi esperimenti hanno messo in evidenza una consistente 

maggiore produzione di IL-2 nei linfociti di individui con genotipo predisponente TT per i tempi 

di induzione analizzati. Questa differenza, tuttavia, non è risultata significativa al T-test. Nei 

nostri esperimenti è stata riscontrata una marcata variabilità inter-individuale nella produzione 

di IL-2 in seguito a stimolazione, e questa, in un campione ridotto come quello studiato, 

potrebbe essere alla base della mancata significatività statistica osservata. 

Questa ipotesi è supportata dai risultati ottenuti con le cellule allo stato basale (T0), invece, 

dove non riscontrando alcuna variabilità inter individuale nei livelli di IL-2 prodotti, la 

differenza tra linfociti TT e CC è risultata statisticamente significa, con una produzione 

maggiore nei TT rispetto ai CC (p-value=0.02). 

Questa maggiore espressione di IL-2 allo stato basale in linfociti T con genotipo TT è coerente 

con una minore espressione del trascritto 001 del CBL-B osservata in queste cellule, e quindi 

con l’ esistenza di una iperattivazione del pathway già allo stato basale. L’ampliamento del 

campione e di conseguenza del potere statistico del saggio potrà aiutare a confermare o meno 

questa ipotesi. 

Il pathway che porta alla produzione di IL-2 a valle dell’attivazione del TCR è complesso ed 

influenzato da numerosi fattori, genetici e non, soggetti a variabilità. E’ quindi plausibile che 

per mettere in evidenza differenze significative nella produzione di IL-2 correlate a varianti che 

modificano solo finemente l’espressione genica, sia necessario analizzare un ampio numero di 

campioni, possibilmente in parallelo, in modo da diminuire i fattori confondenti dovuti alla 

manipolazione sperimentale delle cellule. 
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Fig 19: Produzione IL-2 (pg/ml) in 10 individui con genotipo TT (in rosso) e 10 individui con genotipo CC 

(in verde) in condizioni basali e in seguito a stimolazione con CD3/CD28 per 20 e 48 ore. 

 

5.4 Studio dell’attivazione di cellule B mediante saggi ELISA 

 

Gli esperimenti ELISA effettuati sulle cellule B sono stati indirizzati ad identificare differenze 

genotipo specifiche nell’attivazione di NF-κB in individui con genotipo di rischio TT e protettivo 

CC per la variante rs 9657904. 

Nella fase iniziale di studio si è valutato se in queste cellule fosse più efficace, ai fini di attivare 

di NF-κB, una stimolazione T-dipendente (CD40L + IL-4) o T-indipendente (anti-IgM (Fab)2 + IL-

4. Le stimolazioni sono state effettuate per diversi tempi di induzione (0, 15’, 30’, 60’) e hanno 

mostrato che il CD40L era in grado di stimolare le cellule in maniera più efficace rispetto 

all’altro (dati non mostrati). Inoltre, questo induttore ha una cinetica di attivazione più veloce 

dell’anti-IgM, come atteso dal fatto che la traslocazione nucleare di NF-κB avviene molto 

rapidamente in seguito alla dalla stimolazione e raggiunge un plateau intorno ai 30 min, per 

poi tornare a livelli basali. 

Gli esperimenti di attivazione sono stati condotti su 5  individui rispettivamente con genotipo 

TT e CC. Vista la difficoltà di reperire un numero sufficiente di cellule B per portare avanti in 

parallelo sia gli esperimenti di espressione che di attivazione, abbiamo potuto valutare per 

tutti gli individui studiati solo i livelli basali e l’induzione a 30’. Inoltre, visto il numero scarso di 

cellule disponibili, la concentrazione delle proteine negli estratti nucleari ottenuti dalle cellule 

in coltura non sono stati sufficienti per condurre gli esperimenti ELISA in tutti i campioni né 

tantomeno ci hanno permesso di effettuare duplicati biologici. Come mostrato nella figura 20, 
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abbiamo potuto analizzare solo due individui TT e CC rispettivamente, senza mettere in 

evidenza differenze significative  nell’attivazione di NF-κB. 

Questi risultati non sono conclusivi considerato il numero di campioni studiato.  

Attualmente è in corso sia un ampliamento del numero di campioni su cui ripetere 

l’esperimento in linee primarie che un’analisi su linee LCL più facilmente reperibili.  

 

 

 

 

 

Fig 20:  Attivazione di NFκB 2 individui con genotipo TT e 2 individui con genotipo CC in condizioni basali 

e in seguito a stimolazione con CD40L+ IL4 e IgM+IL4. 
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6 DISCUSSIONE 
 

La sclerosi multipla è una patologia invalidante ed incurabile, di cui ancora non si conoscono i 

meccanismi scatenanti. Pertanto, riuscire a comprendere le basi eziopatogenetiche è uno dei 

più importanti traguardi per la comunità scientifica mondiale, e per la Sardegna in particolare, 

in quanto nell’isola si osserva una delle più alte incidenze di SM del mondo (7). 

Nel corso degli ultimi 40 anni sono stati condotti numerosi studi per comprendere le 

dinamiche molecolari e ambientali alla base di questa patologia. I maggiori avanzamenti nel 

campo sono venuti recentemente dalla genetica, che in seguito al grande progresso nella 

conoscenza della variabilità umana e negli studi di associazione su tutto il genoma, ha 

permesso di identificare numerosi geni di suscettibilità alla malattia. Questo passaggio è 

fondamentale per svelare i meccanismi ed i pathways coinvolti nell’insorgenza dei danni al SNC 

nelle persone affette da SM, al fine di comprendere anche i fondamenti per la protezione dello 

stesso e di identificare nuovi bersagli per lo sviluppo di nuove ed efficaci terapie. Tuttavia, ad 

oggi il quadro non è ancora completo, e solo circa il 28% del rischio di ricorrenza familiare è 

spiegato dalle oltre 100 varianti di suscettibilità identificate finora. 

In questo contesto il nostro progetto si propone di contribuire a chiarire le cause della 

malattia, studiando le basi genetiche della SM nella popolazione sarda ad alto rischio. Il 

genoma della popolazione fondatrice sarda potrebbe contenere, infatti, varianti di 

predisposizione specifiche (come già noto per alcuni aplotipi dell’HLA) o presentare varianti 

rare di rischio con una frequenza più alta che in altre popolazioni. Queste varianti non sono 

rappresentate nei GeneChip arrays di genotipizzazione e nei pannelli disponibili generalmente 

usati per l’inferenza e pertanto non possono essere testate per associazione.  

Recentemente il nostro gruppo, attraverso uno studio caso-controllo GWAS nella popolazione 

sarda, ha identificato varianti associate alla SM nel gene CBL-B. Questo gene al momento della 

pubblicazione non era stato ancora riportato da altri gruppi, mentre studi successivi di replica 

(39) e studi GWAS su ampie coorti di casi e controlli europei (37,38), ne hanno poi confermato 

l’associazione e quindi il ruolo cruciale in questa patologia nella popolazione generale.  

Per chiarire il ruolo di varianti di CBL-B nella SM, in questo progetto di tesi abbiamo condotto 

un nuovo GWAS su un numero maggiore di campioni genotipizzati, utilizzando per 

l’associazione una mappa genetica ad ancora più alta risoluzione (Sanna et al, dati non 

pubblicati), basata su varianti derivanti dall’analisi delle sequenze di 2120 individui di origine 

sarda e delle sequenze di oltre 1000 individui provenienti da tutto il mondo (pannello 1000G). 
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Oltre ai risultati generali del GWAS, che non sono oggetto di questa tesi, queste analisi hanno 

consentito di effettuare un mappaggio fine e di rifinire ulteriormente l’associazione nella 

regione del CBL-B, dimostrando che lo SNP precedentemente riportato, rs9657904, insieme ad 

una nuova variante di tipo INDEL (rs147983726) con un elevatissimo grado di correlazione 

genetica (r
2
=0.98) derivante dal pannello 1000G mondiale, sono le varianti più associate con la 

SM nel locus.  

Queste due varianti sono geneticamente indistinguibili e, visto la mappa dettagliata utilizzata, 

rappresentano entrambe varianti potenzialmente causative. Nessuna delle due presenta a 

livello di annotazione funzionale (sui data base pubblici come UCSC, Ensemble, Encode) delle 

caratteristiche che possano suggerire quale sia primariamente responsabile dell’effetto 

biologico alla base dell’associazione. La variante maggiormente associata si trova nell’introne 

1, mentre l’INDEL si trova a 15 kb a monte del gene, in regioni che sono attive 

trascrizionalmente e che potrebbero quindi modulare l’espressione di CBL-B in maniera 

genotipo-specifica.  

Questa ipotesi è stata parzialmente confermata dagli studi funzionali mirati ad identificare 

differenze genotipo-specifiche nell’espressione delle varie isoforme di CBL-B. Questi 

esperimenti hanno, infatti, messo in evidenza livelli di espressione moderatamente, ma 

significativamente, ridotti per l’isoforma principale (001) di CBL-B in cellule T di individui sani 

con genotipo predisponente (TT) della variante rs9657904 e presenza della delezione di 4 basi 

della variante correlata INDEL. Queste differenze sono state osservate sia in condizioni basali 

che dopo stimolazione specifica del TCR. E’ quindi presumibile che una diminuzione, anche 

lieve, nell’espressione del regolatore negativo centrale CBL-B e della sua proteina possa 

generare nel linfocita T uno stato di iperattivazione e proliferazione anche in assenza di uno 

stimolo antigenico specifico. Questo a sua volta, come sappiamo avvenire nel topo Cbl-b
-/-

, 

potrebbe portare allo sviluppo di autoimmunità. Inoltre, ridotti livelli di espressione di CBL-B 

nei linfociti T periferici sono stati osservati anche in pazienti affetti da SM e correlati con il 

numero di episodi clinici e la fase della malattia. 

Per accertare l’effetto delle varianti sull’attivazione dei linfociti T, abbiamo valutato la 

produzione di IL-2 in cellule con genotipo predisponente e protettivo delle stesse. Questi 

esperimenti, se da una parte hanno mostrato una maggiore produzione di IL-2 negli individui 

con genotipo di rischio in seguito a stimolazione del TCR, i risultati non sono risultati 

statisticamente significavi (se non nei linfociti allo stato basale), mettendo in evidenza alcune 
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problematiche di variabilità inter-individuale e l’esigenza di ampliare il campione per poter 

ottenere un dato conclusivo dal punto di vista statistico. 

Sebbene il fenotipo del topo knock-out per Cbl-b abbia mostrato un’iperattivazione anche 

delle cellule B di questi animali, le nostre analisi non hanno messo in evidenza espressione 

differenziale genotipo-dipendente di alcuno dei trascritti studiati, sia in cellule B primarie che 

in un campione più numeroso di linee linfoblastoidi. Inoltre, non siamo riusciti a rilevare 

differenze nell’attivazione dei linfociti B a valle delle varianti studiate, attraverso la 

misurazione della translocazione nucleare di NF-κB; questi ultimi esperimenti sono risultati 

particolarmente complicati da eseguire e frammentari, e devono essere ripetuti in un 

campione più ampio per poter essere conclusivi. 

Complessivamente possiamo dire che questo progetto ha due punti principali di forza:  

1) da una parte l’analisi genetica dettagliata che ha consentito di definire nel locus CBL-B le 

due varianti responsabili dell’associazione e potenzialmente causautive da studiare 

funzionalmente;  

2) dall’altra la possibilità di condurre studi funzionali in cellule primarie di individui richiamati 

per genotipo delle varianti d’interesse.  

Queste caratteristiche potranno consentire di completare la caratterizzazione funzionale di 

queste varianti con esperimenti molecolari mirati a separarne gli effetti, ed a capire più 

precisamente in quale tipo cellulare CBL-B svolga la sua funzione predisponente alla SM.  
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7 PROBLEMATICHE AFFRONTATE NELLO STUDIO 

 

In questo progetto sono state affrontate numerose problematiche relative sia allo studio 

genetico che a quello funzionale, alla maggior parte delle quali si è data una soluzione rapida 

ed efficace. 

Tra quelle che hanno in modo particolare reso complicato svolgere gli esperimenti funzionali, 

una importante problematica è stata quella di reperire un numero sufficiente di cellule 

primarie T e B su cui effettuare parallelamente sia gli esperimenti di espressione che quelli di 

attivazione delle cellule d’interesse. Grazie alla collaborazione con il centro trasfusionale 

dell’ospedale Brotzu di Cagliari, che ci ha permesso di prelevare sacche di buffy coat di 

volontari che avevano dato il loro consenso alla partecipazione al progetto, abbiamo potuto 

ottenere un numero di linfociti T sufficiente per poter svolgere gli esperimenti pianificati, 

mentre per le cellule B, che sono solo il 5-10% dei leucociti circolanti totali, non tutti gli 

esperimenti si sono potuti effettuare. Un’ulteriore difficoltà è stata quella del reclutamento di 

un numero adeguato di individui con genotipo protettivo CC; questi si presentano, infatti, con 

una frequenza del solo 2% nella popolazione generale ed anche tra i donatori non siamo 

riusciti ad identificarne più di 10 disponibili al prelievo. Inoltre, nonostante la disponibilità della 

maggior parte dei donatori, ripetere gli esperimenti sullo stesso individuo non è stato 

semplice, in quanto questi devono attendere almeno tre mesi prima di sottoporsi ad un 

successivo prelievo (donazione di sangue). 

Gli esperimenti di espressione con RT-qPCR hanno anche essi presentato numerose difficoltà, 

in quanto la discriminazione delle diverse isoforme del gene CBL-B è stata tutt’altro che 

semplice. Le varie isoforme presentano numerose regioni omologhe, rendendo difficile 

l’amplificazione univoca. Un attento studio e un’analisi critica degli oligonucleotidi utilizzati ci 

ha permesso pero seppure con molteplici passaggi di discriminare coerentemente le isoforme 

analizzate. 
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8 CONCLUSIONI E SVILUPPI FUTURI 

 

Gli studi di associazione sull’intero genoma hanno, in pochi anni, consentito l’identificazione di 

numerose varianti geniche legate a numerosi tratti e fenotipi complessi.  

Oltre 120 varianti sono state descritte associate alla SM, con soglie di significatività genome 

wide (p>5 x 10
-8

), tra cui l’associazione del gene CBL-B da parte del nostro gruppo di ricerca, 

successivamente replicata in altre popolazioni. Nel loro insieme i risultati ottenuti dal nostro e 

da altri gruppi definiscono in maniera inequivocabile la natura immunologica, autoimmune 

della SM, in quanto una larga parte dei geni associati con la malattia sono coinvolti nella 

regolazione delle risposte immuni e coincidono con loci associati con altre patologie 

autoimmuni. Questi studi definiscono anche il modello genetico della componente ereditabile 

della malattia, con una regione genica, la regione HLA, con effetti più rilevanti sul rischio di 

sviluppare la malattia e altre varianti coinvolte, al di fuori della regione HLA, con effetti genetici 

più modesti e con una larga fetta di ereditabilità, molto verosimilmente legata a varianti rare e 

molto rare, ancora da spiegare.  

Per identificare le varianti rare potenzialmente associate alla SM, o ad altre malattie e tratti 

complessi, vengono utilizzati per gli studi GWAS di nuova generazione pannelli di referenza 

sempre più dettagliati basati sul sequenziamento a bassa copertura di migliaia di individui, in 

ampie casistiche ben caratterizzate. Questo approccio ci ha permesso di individuare oltre a 

varianti di tipo SNP anche un INDEL associato a questa patologia nella popolazione sarda. E’ 

molto probabile che una delle due varianti strettamente correlate riportate in questo studio 

sia quella primariamente responsabile dell’effetto biologico alla base dell’associazione. Dal 

punto di vista genetico, l’analisi condotta ha raggiunto il livello di dettaglio più alto 

considerando le conoscenze attuali della variabilità genetica.  

Gli studi funzionali effettuati in questa tesi hanno messo in evidenza una differenza di 

espressione genotipo-specifica dell’isoforma principale di CBL-B nelle cellule T, con una livelli 

ridotti del trascritto negli individui con genotipo predisponente. Questo importante risultato 

suggerisce un ruolo diretto di una delle varianti nella regolazione della trascrizione di CBL-B, il 

cui meccanismo rimane però da chiarire dal punto di vista molecolare. Inoltre, il nostro studio 

non ha potuto mettere in evidenza in quale sottopopolazione specifica di cellule T CD3+ (ad 

esempio CD8+, CD4+, T regolatorie) la variante abbia primariamente un effetto. Abbiamo 

infatti visto che Cbl-b gioca un ruolo cruciale nello sviluppo delle cellule T regolatore inducibili 

nella periferia e nell’espressione del fattore di trascrizione Foxp3, il quale è essenziale per lo 
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sviluppo e la funzione delle cellule T regolatorie (45), che a loro volta sono critiche per lo 

sviluppo di autoimmunità. In futuro ci proponiamo specificamente di studiare i livelli di 

espressione delle isoforme di CBL-B sia in cellule CD4+ CD25- (T effettrici) che in altre 

sottopopolazioni di cellule T regolatorie note (52).  

Dal momento che le cellule T regolatorie rappresentano solo il 5% delle cellule T CD4+ 

circolanti, per isolare un numero di cellule sufficiente per condurre gli esperimenti, per queste 

come per altre cellule poco rappresentate nel sangue periferico, questi esperimenti verranno 

condotti utilizzando cellule separate con un cell sorter (FACS ARIA, Becton Dickinson) a breve 

disponibile nel nostro Istituto. 

In particolare, pur non essendo emersa alcuna differenza genotipo-specifica significativa 

nell’espressione di CBL-B nelle cellule B, visto il ruolo cruciale di queste cellule che sta 

emergendo nell’autoimmunità e nella SM, abbiamo anche pianificato studi più dettagliati nelle 

varie sottopopolazioni B. 

Per meglio comprendere l’effetto delle singole varianti rs9657904 e rs147983726, le regioni 

genomiche in cui sono posizionate rispettivamente saranno clonate all’interno di un vettore di 

espressione contenente un minimal promoter (SV40) a monte del gene reporter luciferase. I 

costrutti contenenti i genotipi protettivo e predisponente delle due varianti verranno usati per 

transfettare cellule eucariotiche e valutare il loro effetto regolatorio sulla trascrizione genica.  

L’analisi del trascrittoma consentirà di esaminare, inoltre, da un punto di vista qualitativo e 

quantitativo i profili di espressione e correlarli con i profili genetici (eQTL) e con i tratti 

fenotipici esaminati, fornendo ulteriori informazioni sulle conseguenze funzionali delle 

associazioni genetiche. Tale metodo consentirà anche una migliore estrazione delle varianti 

rare, e permetterà, altresì, di valutare variazioni del numero di copie, come inserzioni, 

delezioni ma anche inversioni e traslocazioni, per comprenderne il loro eventuale ruolo 

nell’eziologia della SM e di altre patologie autoimmuni comuni in Sardegna. 

Nel loro insieme questi sviluppi futuri delucideranno i meccanismi cellulari in cui CBL-B è 

coinvolto, e consentiranno una migliore comprensione di come una singola variazione nel DNA 

può modificare i meccanismi in senso predisponente nei confronti della SM. Infine, ciò 

permetterà di evidenziare potenziali bersagli terapeutici e aiuterà i ricercatori impegnati nella 

ricerca farmacologica pre-clinica, che potranno, attraverso un approccio basato sulla 

conoscenza, selezionare composti utili per la generazione di nuovi e più efficaci farmaci. 
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