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Introduction

|. INTRODUCTION

|.A Les polynucléaires neutrophiles (PMN)

Les polynucléaires neutrophiles (PMN) représentantrincipale défense de I'organisme
contre les microorganismes pathogenes. En tanphagocytes professionnels, les PMN sont
en effet capables de phagocyter et de détruireademts infectieux. Les neutrophiles sont
synthétisés dans la moelle osseuse et sont lilogrgs la circulation sanguine aprés plusieurs
étapes de maturation et de différentiation (Imhadle 2004): les cellules destinées a former la
lignée granulocytaire évoluent en myéloblastesmyedocytes, métamyelocytes, granulocytes
non segmentés et, finalement, en PMN matures. eagophiles représentent environ 70% de
la population des granulocytes circulants.

Au microscope optique elles apparaissent commecdisles de 12-14m de diametre,
avec un noyau multilobé. Le cytoplasme est richgramules contenants différents enzymes et
protéines antibactériennes qui jouent un role éedatans la dégradation des microorganismes
internalisés mais également dans la réponse infitoire. En particulier, quatre populations de
granules ont été identifiées: les granules primaio&l azurophiles, les secondaires ou

spécifiques, les tertiaires ou riches en gélatinetsies vésicules sécrétoires.

1.A.1 Phagocytose et «killing» des microorganismesithogenes

Le processus qui conduit a la bactéricidie desqugithes se décompose en plusieurs étapes:
reconnaissance et adhésion a la particule, ingestio»killing» » et digestion des
microorganismes. L'internalisation des bactériexcc@mpagne de la production de molécules
pro-inflammatoires et de l'activation des mécanismbactéricides. Les neutrophiles sont en
effet capables de tuer les pathogenes internajisée a la coopération des plusieurs processus:

. la génération des espéces réactives de I'oxyge@&)Rléclenchée par I'activation du

complexe enzymatique de la NADPH oxydaséc@nismes oxygene-dépendants);

. la dégranulation des compartiments intra-cytoplgseidans le phagolysosome, avec le

relargage des protéases et des protéines antieactes (mécanismes oxygene

indépendants);
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. la formation, récemment mise en évidence,Niestrophil Extracellular Taps (NETS).

Une particule opsonisée est internalisée dans &ggdome en environ 20 secondes, et tuée
quasis immédiatement (Segal AW et al., 1981).

|.A.2 Mécanismes bactéricides oxygene déependants

[.A.2.1 La NADPH oxydase des phagocytes

La phagocytose des microorganismes pathogénesosipagne d’'une augmentation du
métabolisme oxydatif, événement définit comme lurst, ou explosion respiratoire.
L’enzyme responsable de cette activité est la NAD#ddase. En réponse a un stimulus
inflammatoire, la NADPH oxydase catalyse le trarisfies électrons, du donneur d’électron le
NADPH, provenant du “shunt” des pentose-phosphatesis I'accepteur, l'oxygéne
moléculaire, dans le phagosome ou dans I'espacecelulaire, ce qui permet ainsi la

génération d’anions superoxyde:

NADPH + 20, — NADP + H' + 20,

Les neutrophiles produisent de grandes quantitésiahis superoxyde, qui atteint dans la
vacuole une concentration correspondante a 1-4sftitle (Klebanoff et al., 1969; Reeves et
al., 2002). La concentration de @ I'équilibre est de I'ordre du micro-molaire (Hpton et al.,
1998) a cause de la rapide dismutation du supeepsmbntanée ou catalysée par la superoxyde

dismutase (SOD) pour produire le peroxyde d’hydrag
2H"+20, —> HO,+ 0O,

Le peroxyde d’hydrogene (B,) généré est une forme réduite de I'oxygéne moymené
toxique; sa concentration dans les neutrophilessgstiée par des enzymes telles que la catalase

(présente dans les peroxysomes) et la glutathicoxpéase (dans le cytoplasme). La toxicité du
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peroxyde d’hydrogéne est due a sa capacité deeyéleéradicale hydroxyle@QH) en présence
des cations métalliques comme le fe{Fdans la réaction de Fenton:

H,O,+ F&€"—— "OH + Fe** + OH

Le peroxyde d’hydrogene peut étre transformé edealsiypochloreux (HOCI) dans la réaction
catalysée par la myeloperoxydase (MPO) en prés#hatgénure, comme le chlorure (ClI

Cl + H0, ——2»  HOCI +OH

L’acide hypochloreux posséde un fort pouvoir bacige: grace a I'interaction avec les acides
aminés de la paroi bactérienne, il forme des chiatas, molécules trés instables qui se
transforment en aldéhydes; ces derniéres, en coEmntiaisons croisées entre les protéines,

forment des pores dans la paroi du microorganisme.

Structure et activation du complexe NADPH oxydase

La NADPH oxydase est un complexe multi-protéigusposé d’'un élément membranaire,
le cytochromebssg, de protéines cytosoliques phbx p67hox et p4@phox (phox pour
« phagocytic oxidase ») et de deux petites prosé&®acl/2 et RaplA (Figure 2).
Dans les phagocytes au repos, les difféerentes wuitéss de I'oxydase sont dissociées et
réparties dans leurs compartiments respectifs.tias protéines cytosoliques sont associees
sous forme d’un hétéro-trimére dans le cytosolpriaéine Rac cytosolique est associée a son
inhibiteur RhoGDI, tandis que RaplA est ancrée damsembrane. L'activation du complexe
oxydase nécessite la translocation des facteuosalques vers le dimere gg@ioxXp22phox
composant le cytochromiesss. En parallele, Rac échange son GDP contre le GE&Pqui
provoque un changement conformationnel qui ne fagdtinteraction avec les lipides de la
membrane et I'association a #iox La phosphorylation de pplioxdétermine un changement
conformationnel qui favorise son interaction av@2phox La localisation de p4hox a la
membrane plasmique permet la liaison de la soug-yp@phoxa Nox2 dans un processus
diphasique composé premierement par linteractiarecte avec gp9idhox suivi par
l'interaction avec p6Fhox Une fois assemblé, le complexe oxydase est attdapable de
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générer des anions superoxyde en transférant dego#ls de du NADPH cytoplasmique a
I'oxygéne dans la lumiére phagosomal ou dans leeméxtracellulaire (Figure 3).

[.LA.2.2 La Myeloperoxydase (MPO)

La myeloperoxydase est synthétisée a partir d'uh g&ne de 11 kb environ, composé par
11 introns et 12 exons, localisé au niveau du bvag du chromosome 17. La traduction
conduit a la formation d’'une protéine de 80 kDa, ajrés clivage protéolytique d’'un peptide
signal de 41 acides aminés, puis une N-glycosylaiec incorporation d’'une chaine riche en
résidus mannose, généere la apo-pro-MPO enzymatigputamactive d’environ 89-90 kDa.

Ce précurseur forme dans le réticulum endoplasmigueomplexe avec deux protéines qui
lient le calcium, la calreticuline et la calnexingyi agissent comme chaperonnes. Avec
linsertion d'une molécule d’héme, la apo-pro-MPOst econvertie en pro-MPO
enzymatiquement active. Les deux clivages protiplgs suivants permettent la formation
d’'une chaine lourde de 51 kDa et une chaine leg@rde 12 kDa. La myeloperoxydase mature
est une hémoprotéine composeée par deux hétérodintenetiques; les deux moitiés sont liees
avec des ponts disulfures entre les deux chaineslds. Les deux hemes présentent des
propriétés spectrales assez originales qui produisee couleur verte: la MPO était en effet
initialement nommeée verdoperoxidase (Agner, 194&b&noff SJ., 2005).

La MPO représente environ 5% des protéines totdies neutrophiles, localisée a
concentration élevée dans les granules azuropHiesMPO représente environ 25% des
protéines granulaires. Une fois secrétée dans daolka de phagocytose, pendant 'activation
cellulaire, sa concentration est de 'ordre de d@mL (1 mM). La myeloperoxydase catalyse
I'oxydation H,O,-dépendante de plusieurs substrats, tels que lesudds, fluorures, bromures
et iodures. Les acides correspondants formés soienient réactifs et mortels pour la plupart
des microorganismes. Vu les concentrations élegégshlorures dans le cytoplasme et dans le
phagosome, I'acide hypochloreux (HOCI) est I'agideduit en majorité. L'HOCI est un agent
fortement oxydant qui réagit avec un large spadtrenolécules biologiques, principalement les
thiols, thioesters, amines, phénols et liaisonaturges; de plus, il est capable de traverser les

membranes.
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|.A.3 Mécanismes bactéricides oxygene indépendants

Les difféerentes populations granulaires des nebtlep constituent un important réservoir
de protéines antibactériennes, protéases, comosdntburst respiratoire, récepteurs
membranaires pour molécules d’adhésion endothglipi®téines de la matrice extracellulaire
et médiateurs solubles de l'inflammation. La mdaailion contrblée de ces composants
cytoplasmiques permet la transformation des nehiiegpen puissants effecteurs de I'immunité
innée. De plus, I'exocytose finement réglée desges permet aux neutrophiles de libérer de
facon précise leur arsenal de protéines granulpotntiellement cytotoxiques.

Dans les neutrophiles a repos, les compartimendasutaires sont dispersés dans le
cytoplasme; suite a I'activation par les stimuliubdes ou particulaires, les granules fusionnent
avec la membrane plasmique et/ou avec le phagosemdibérant leur contenu. Quatre

compartiments granulaires cytoplasmiques ont &gtifies:

. granules primaires ou azurophiles ;

. granules secondaires ou spécifiques;

. granules tertiaires ou riche en gélatinase ;
. vésicules sécrétoires.

[.A.3.1 Composition et génération des granules cyptasmiques

Le Tableau 1 montre la localisation des principalegéines contenues dans les granules et
dans les vésicules sécrétoires des neutrophiles. gkanules des neutrophiles sont formés
pendant la différentiation de la cellule myéloidég(ire 4). La synthése des granules débute
précocement dans la phase de transition du présurssutrophile immature au stade de
promyélocyte, quand les vésicules de transport itmrea sortent de I'appareil de Golgi et
fusionnent entre elles (Baiton et al., 1966 et 1®3¥drtmann et al., 1995). Les premiers granules
a apparaitre ont au départ été définis comme «wtgamperoxydase positifs », sur la base de leur
contenu élevé en myeloperoxydase ou « granulegplailes » sur la base de leur affinité pour
le colorant basic azur A, ou plus simplement comngganules primaires ». La production de
MPO s’arréte au stade de différenciation entre geatyte et myélocyte. Par conséquence, les
granules formés dans les phases suivantes de lapojgEse sont nommés peroxydase-négatifs :

il s’agit des granules secondaires ou spécifiquésrgaires ou riches en gélatinase.
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Granules azurophiles

Granules spécifiques

Granules tertiaires

Vésicules sécrétoires

CD11b/CD18, CD66, CD67

CD11b/CD18, CD67

CD11b/CD18, CD67

Cytochrome bssg

Cytochrome bssg

Cytochrome bssg

B-glucuronidase

B2-microglobuline

CRISP3

MMP25 MMP25
- TNFRc, uPAR TNFRc CD35, CD16, C1g-R
3 LIR1-4,-6,-7,-9°
P IFN-aE1, IFN-aR2°
5 IFN-yR1, IFN-yR2¢
2 TNFR1, TNFR2 ;
3 IL-(1,4,6,10,13,17,18)R"®
3 TGF-BR2¢;
o CXCR-1¢, -2¢,-4°
o CCR-1, -2, -3¢
S 19(G,A,E)FcR®
g' TLR-1, -2, -4, -6, -8°
(0] CD14 ; MyD88°¢
MD-2¢ ; fMLFR, TREM1°
CD63, CD68 SNAP-23, VAMP-2 SNAP-23, VAMP-2 SNAP-23, VAMP-2
Preseniline Stomatine, PGLYRPc Nramp-1 Nrampl
PA, DAF, CD10, CD13
Elastase, Cathepsine G; MMP8, MMP9 MMP9 Protéine du plasma
Proteinase 3 uPA, cistatina C° e Fc Arginase 1
a'? Defensine hCAP18, NGAL, B12BP, <lysozyme
3 S BPI, MPO lysozyme, lactoferrine,
=2 Lysozyme pentraxine 3, prodefensine,
r"g' e Sialidase al-anti-tripsine, SLPI
% Azurocidine eparinase, CRISP3 B,-microglobuline

@Abbreviations: B12BP, vitamine B12 binding prote@RISP, cystein-rich secretory protein; PA, phosabmaalcaline; DAF, decay-accelerating factor;
LIR, immunoglobulin-like receptor; uPA, uroknasagiinogen activator.
P ocalisation des protéines dans la membrane etldanatrice des granules et des vésicules sé@étoi
°La localisation a été déduite en fonction du prdfiixpression génique en accord avec I'hypothéstailgeting by timing”, mais elle n’a pas
été confirmée au niveau protéique.

(L00z “[e 10 preebaliog saide,q)ggliydonnau sap saire|nuelb saullold 'T neajqe L
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Les granules spécifigues sont formés entre I'é@dgpemyélocyte et métamyélocyte, les
granules tertiaires sont formés dans les cellidgmentées; celles-ci sont libérées dans le flux
sanguin et la formation du neutrophile mature d#fiféié est complété par I'apparition des
vésicules sécrétoires.

Les différentes populations granulaires montrestaactéristiques structurales communes
telles que, une double membrane phospholipidiquenetmatrice intra-granulaire qui contient
des protéines destinées a lI'exocytose ou a la te@trdans le phagosome. Cependant, ils
existent des différences substantielles concereamtcontenu protéique. Plusieurs études ont
démontré que les protéines synthétisées lors datimge précise du développement myéloide
sont localisées dans la méme population granulapparaissant au méme stade de
développement (Borregaard et al., 1995; Arnljotal t1998).

Ce mécanisme constitue I'hypothese dite tiudeting by timing”, selon laquelle la présence
d’'une protéine dans un compartiment granulairelestau moment ou elle a été synthétisée.
L’extraordinaire hétérogénéité du contenu des desnast donc possible grace a une action
finement réglée et fortement spécialisée des fextele transcription présents pendant les
différentes phases du développement de la cellyédaite.

Cette régulation raffinée de la synthese et decliawlation des protéines granulaires permet
aux molécules qui ont une fonction effectrice shind d'étre stockées dans le méme
compartiment granulaire ; par conséquence, la nsakibn d’'un sous-type précis de granules
détermine la sécrétion simultanée des moléculesngsles pour une fonction précise. Par
exemple, les vésicules sécrétoires contiennentréespteurs de surface et des molécules
d’adhésions qui rendent le neutrophile capable éndre aux signaux et commencer la
migration trans-endothéliale a travers les tis&@s. granules tertiaires sont impliqués dans la
dégradation de la matrice extracellulaire et petenétun chimiotactisme efficace; les granules
spécifiques et azurophiles contiennent un largetspée protéines antibactériennes et enzymes

essentielles pour le «killing» et la dégradatios olécroorganismes internalisés.

[.A.3.2 Signification de la degranulation dans la @ponse inflammatoire aigue

Le recrutement des neutrophiles dans les tissianniatoires se veérifie en quelques heures
et représente un événement fondamental dans lagémigue de I'héte contre les pathogenes.
La mobilisation des neutrophiles implique plusieycessus sécrétoires qui modifient
graduellement [I'état fonctionnel de la cellule. tBua la stimulation par les médiateurs

VI



Introduction

inflammatoires, les cellules endothéliales vascetaadjacentes au site d’infection transloquent
a la membrane de leur péle vasculaire la P-sakeajui s'associe a une glycoprotéine de
surface des neutrophiles (la PSGL-1, P-selectinaggotein ligand 1); cette interaction facilite
le rolling des neutrophiles le long de la surface endotlecksl détermine la sécrétion des
vésicules sécrétoires, ce qui permet I'expressetiintegrinef, CD11b/CD18 a la surface des
neutrophiles. La liaison des intégrings aux molécules d’adhésion intracellulaire (ICAM-1)
permet 'adhésion stable du neutrophile a 'endaih@et favorise leur transmigration.
L’exocytose des granules tertiaires libére les Huofteotéines (gélatinase et leucolysine) qui
interviennent dans la dégradation de la membrarecwaire basale pendant la phase
d’extravasation. La migration des neutrophilesaddrs les tissus interstitiels est accompagnée
par la sécrétion des granules spécifiques et ahilesp qui permet la libération des récepteurs
pour les composantes de la matrice extracelluéidéenzymes capables de dégrader la matrice
méme, telles que la collagénase et les serinegeeseé Suite a la rencontre avec le pathogéne,
les neutrophiles activent leurs systemes antibactées oxygene-dépendants et indépendants
grace a I'exocytose des granules primaires et skxd@s dans le phagosome ou a I'extérieur de

la cellule.

I.LA.4 Les NETs (Neutrophil extracellular trap$

Récemment il a été démontré I'existence d'un nouvescanisme antibactérien des
neutrophiles : les NETs, aweutrophil extracellular trapgBrinkmann et al., 2004), structures
qui seraient a l'origine d’'un «killing» extracelaute (Figure 5). Ces auteurs ont démontré que
les neutrophiles activés libérent des fibres erltalaires, composées par la chromatine et par
des protéines granulaires, qui seraient capablewmiateles bactéries et les champignons. La
formation de ces structures fibreuses est un psoseactif qui peut étre déclenché par différents
stimuli (PMA, IL-8, LPS ou bactéries) et qui sembie modifier la morphologie des
neutrophiles avec changement de la forme cellylaoedensation de I'hétéro et eu-chromatine,
désintégration de la membrane nucléaire et graeudaiec homogénéisation de leur contenu. La
rupture de la membrane plasmique permet la lil@raties NETs. Les auteurs distinguent le
mécanisme qui permet la formation des NETs (outesee») par rapport aux processus de mort
cellulaire par nécrose et apoptose : les formestives de I'oxygéne, produites suite a

I'activation du complexe oxydase, seraient en dffgiliquées dans la génération des NETS,

Vil
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comme démontré par lI'incapacité des neutrophilegatients CGD a les produire (Fuchs et al.,
2007).

I.A.5 Réle de la compensation de charge dans la léadcidie des
neutrophiles

Le transfert d’électronwia Nox 2 provoque un flux net de charges négativesagers la
membrane ; ce courant électrique cause une varidtiopotentiel de membrane qui passe de -
60 mV dans les neutrophiles a repos a +60 mV oWQapres respectivement, stimulation par
le PMA ou le fMLF (Jankowski e Grinstein, 1999). @eurant électrique dépend de la
différence de potentiel transmembranaire et s'iotapt lorsque le potentiel rejoint des valeurs
entre +160 et +200 mV. Compte tenu de la vitesggra@uction des anions superoxyde et de la
capacité électrique de la membrane, il a été aalquk I'activité enzymatique de la NADPH
oxydase des neutrophiles devrait s’arréter en 28@sondes (DeCoursey et al., 2003). Bien
evidemment, la durée du burst respiratoire indait l|ps stimuli solubles ou particulaires est
plus longue ; par conséguence, une compensaticchalge appropriée représente le facteur
critique pour préserver la production d’anions sapgde.

Théoriquement, cette compensation du flux d’élextnoourrait dériver soit d’'un mouvement de
cations dans la méme direction *(HKK"), soit d’'un mouvement d’anions dans la direction
opposée (C), ou de la combinaison de ces deux processusré~gyu Pour revue, Rada et al.,
2008).

|.B La granulomatose septique chronique

(pour revue cfr. Stasia et al., 2009 ; van den Bey@009)

La granulomatose septique chronique (ou CGBronic granulomatouse disegsest un

désordre rare de I'immunité innée, d’origine gémési, d0 a un défaut du métabolisme oxydatif
des polynucléaires neutrophiles, monocytes, maaggh et éosinophiles (phagocytes ou
granulocytes) (Segal et al., 2000). Ces cellulemgpbytaires sont incapables de produire les

formes réactives de I'oxygene (FRO) a cause d’afiemdu complexe NADPH oxydase.
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Cette maladie orpheline est caractérisée par destions bactériennes et fongiques et par la
formation de granulomes (d'ou le nom de cette fdatiie). La CGD se manifeste
habituellement dans les 5 premieres années denwis, peut étre diagnostiquée a I'age adulte
(Liese et al., 1996). Récemment, la découverte’ategine génétique de la maladie, et en
particulier la caractérisation des genes impliqués,amélioré la compréhension de
I'hétérogénéité clinique de cette pathologie. Di@ng5% des cas de CGD, la transmission de la
maladie est liée a I'’X ; dans le reste, 25% des leagsansmission est autosomale récessive, et
plus rarement, autosomale dominante (Segal BH .et2800; Seiger, 2008). La mise en
évidence du défaut fonctionnel des phagocytes eadactérisation des mutations génétiques a
I'origine de la CGD sont indispensables pour petrad¢ diagnostic de la maladie.

|.B.1 Bases physiopathologiques de la CGD

Les manifestations cliniques de la CGD dérivent disfonctionnement du complexe
enzymatique de la NADPH oxydase : on parle donma&’'@nzymopathie héréditaire. Les
mutations responsables de la réduction ou de Iradesed’activité enzymatique peuvent
concerner cing geéenes différentsCYBB CYBA NCF1, NCF2 et NCF4, qui codent
respectivement pour gpphox p22phox p47jphox p6/phoxet p4Aphox(Tableau 2).

La CGD a transmission liée a I'X (CGDX) dérive dmatations dans le geligY BB localisé
au niveau du bras court du chromosome X, et code lpcsous-unité gp@hoxdu cytochrome
bsss. Un défaut dans le ger@YBB corresponde a 60% des cas de CGD. Dans cette fdeme
transmission, les sujets masculins affectés pamdd¢adie naissent de meres hétérozygotes
porteuses saines qui exhibent une activit¢ NADPkage réduite (environ de 50%) et qui,
dans la plupart de cas ne présentent aucun symppaneapport a une population témoin.

Les formes de CGD a transmission autosomale réee@SGDAR) sont dues aux mutations
des gene€YBA, NCF1, NCF2t NCF4 (Parkos et al, 1988; Dinauer et al. 1990; Lomaal et
1989; Volpp et al. 1989; Let et al. 1990; Kenneyakt1993). Récemment I'équipe de Mary
Dinauer a identifié et décrit le premier cas de Cd&la une mutation autosomale récessive dans
le geneNCF4, codant pour la protéine pdl@ox (Matute et al., 2009). Seulement un cas
d'immunodéficience primaire di a une mutation aomesle dominante de la protéine G Rac2 a
été décrite (Ambruso et al., 2000; Williams et 2000).

Les mutations des cing genes a lorigine des difftas formes de CGD n’ont pas une

localisation spécifique ; la caractérisation molaca de la maladie reste donc difficile. Ces
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mutations peuvent étre situées dans les zonesdggpo intron-exon ou dans la partie codante
ou encore dans la région promotrice du gene. Riissitypes de mutation sont possibles :
mutations ponctuelles, délétions ou insertions.Darplupart des cas, les mutations génétiques
provoquent I'absence de la protéine correspondsmitea cause d’'un défaut de synthese de
'ARN messager, soit a cause de linstabilité deplatéine mutée (coupée ou avec une
conformation erronée) qui sera ensuite rapidem@ntiriée (CGDX ou CGDAR).

La forme CGDX, la plus courante, se caractérise par I'absence dgeix sous-unités du
cytochrome bsg, méme si la mutation ne concerne que le geMiBB En effet, il semblerait
gu'il existe une stabilisation réciprogue des dsoms-unités du cytochromesf) vu que dans le
cas des CGDAR avec un défaut de pi&ix, la sous unité gpQhoxest absente. Il existe des
variants rares, caractérisés par une expressiamntee@CGDX) ou normale de la protéine
gp9Iphoxmutée et non fonctionnelle (CGD) Les cas de CGD sont principalement dus a
des mutations anti-sens qui provoguent la perta denformation stable de gg8ioxou, plus
rarement, a des mutations au niveau du promotegedaCYBB Des mutations anti-sens dans
la région codante du géi@YBBsont généralement a la base des cas de CGStssia et Li,
2008).

Ces cas rares ont permis de mettre en évidenceodegaux aspects fonctionnels des protéines
composantes le complexe oxydase, grace surtoutétutes de relation structure-activité
(Stasia, 2007).

N Géne Protéine s ¢ Modalité de Localisation Fréquence
om ous-type
impliqué touchée P transmission chromosomique (%)
X91° 50
CGD91X CYBB  Gp91phox X91” X-liked récessive Xp21.1 <5
x91* <5
A22° 5
CGD22AR CYBA p22phox Autosomale rec. 16g24
A22% 1 cas
CGD47AR NCF1 p47phox A47° Autosomale rec. 7q11.23 32
A67° 5
CGD67AR NCF2 p67phox Autosomale rec. 1g25
A67" 1 cas
CGD40AR NCF4 P40phox A40° Autosomale rec. 22q13.1 1 cas

Tableau 2. Les difféerentes formes de CGD.
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|.C Les PLB-985 comme modéle cellulaire

La lignée promyélocytaire PLB-985 a été établie lfgaquipe du professeur Rado en 1987
(Tucker et al., 1987). Les cellules PLB-985 dérivefune lignée des cellules humaines,
myéloides, diploides, obtenue a partir du sangppérique d’'une patiente atteinte de leucémie
aigue non lymphoide.

Il s’agit des cellules mono-myéloblastiques a uhase de maturation plus précoce par rapport a
la lignée promyélocytaire HL-60 (elles-mémes sotivgitisées dans le cadre des études sur le
complexe NADPH oxydase). Les cellules PLB-985 petngre différentiées en granulocytes
ou en monocytes/macrophages en présence de catgnts inducteurs (PMA, DMSO, acide
rétinoique, DMF, cAMP) (Figure 8). Apres traitemguatr 'agent de différentiation, le noyau
des cellules apparait réduit et multilobé, et dengytoplasme on constate la présence de
nombreux granules.

Les cellules PLB-985 différentiées avec le DMF eanglocytes ou “neutrophil-like”,
expriment toutes les sous-unités du complexe NADBRYytlase (gp9ihox p22phox p4Qhox
p47phoxe p6phox (Zhen et al., 1993 ; Pedruzzi et al., 2002).

En 1993 les chercheurs de I'équipe de Mary Dinan¢tablit une lignée de PLB-985 dans la
qguelle le geneCYBB codant pour gp9dhox ou Nox2 a été inactivé par recombinaison
homologue (Zhen et al., 1993). Cette lignée, nomxxeGD ou KO a été obtenue grace a
l'insertion d’'une cassette codant I'hygromycine Bopphotransférase au niveau du troisieme
exon du gen€YBB.Dans ce modele, I'expression de Nox2 est totalérabalie et I'activité
NADPH oxidase absente. Une activité oxydase écqemial a celle des cellules PLB-985
sauvages (WT) peut alors étre reconstituée pasfaation stable de 'ADNc sauvagwild
type de Nox2 (cellule®VT-Nox2) (Zhen et al., 1993).
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II. OBJECTIFS DE LA THESE

L’élimination des bactéries et champignons par hesitrophiles est le résultat de la
coopération entre les formes réactives de I'oxyg@m0), produites suite a I'activation de la
NADPH oxydase, dont la toxicité est sensiblemerngnaentée par la MPOmMgcanismes
oxydatifs) et les protéines bactéricides contenues dans glesules cytoplasmiques
(mécanismes non oxydatifs
L’implication directe des FRO et de la MPO dandéetéricidie des PMN a été récemment
remise en question. De nouvelles données suppierieran fait 'hnypothése selon laquelle la
NADPH oxydase et les FRO joueraient dans la baitiei un réle indirecte, fonctionnel a
I'activation des mécanismes non oxydatifs; ceccgra des modifications chimio-physiques du
micro environnement phagosomal (pH et tonicité)fguoriseraient le relarguage et I'activation
des protéines granulaires (Reeves et al., 2002nAlw et al., 2004; Segal AW, 2005).
Récemment, dans le laboratoire dirigé par le psefesDri ou j'ai effectué une partie de ce
travail de these, il a été démontré que la teclnigilisée pour évaluer la bactéricidie des PMN
était erronée par un défaut méthodologique (Dectdval., 2006). En adoptant une méthode
corrigée, nous nous sommes proposés de réévaludleleclatif des mécanismes oxydatifs et
non oxydatifs dans la bactéricidie des PMN par oapa différents types de microorganismes:
bactéries Gram négativesgcherichia col, bactéries Gram positiveStaphylococcus aureus
et champignonsJandida albicans Nous avons en particulier vérifié la possiblglication:

+ des flux de ions K;
* des modifications du pH intraphagosomal ;

* du systeme myeloperoxydaseé-chlorure.

L'utilisation des lignées cellulaires différentiabl en granulocyte, telles que les cellules
PLB-985, représente un outil particulierement utiées I'étude de l'activite NADPH oxydase
et de la production des FRO (Bouleven et al., 20, et al., 2006; Taylor et al., 2006; van
Bruggen et al., 2004; Bionda et al., 2004; Li et 2005 e 2007). Récemment, les recherches
effectuées au sein du laboratoire dirigé par let@acStasia dans le cadre de I'étude du rapport
structure-fonction de la protéine Nox2 dans le niedellulaire PLB-985, ont permis d’obtenir
pour la premiere fois une lignée de cellules masndaractérisées par une activité oxydase
supérieure a celles des cellules témoin (Li et28lQ5). Dans ce contexte, nous Nous sommes

intéressés a:
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» caractériser cette superproduction d’anions supeeyar les cellules mutantes
en réponse aux stimuli particulaires;

» déterminer I'impact de la superproduction des FRO’activité bactéricides des
cellules mutantes vis a vis des différents micraaigmes;

» analyser la composition des granules cytoplasmigigsscellules PLB-985 en
suivant leur progression dans le phénotype gragtdpopour estimer I'importance
des protéines granulaires (représentant les mégasisde «killing» oxygéne
indépendants) dans la bactéricidie de ces celeiesaractériser I'efficacité de la

différentiation des cellules PLB-985 arutrophils-like

Le dysfonctionnement des mécanismes bactéricidepligocytes est a la base de nombreuses
infections bactériennes et fongiques chez les matiatteints de granulomatose septique
chronique (CGD). Une partie de ce travail de treeseé dédiée a la caractérisation moléculaire
et fonctionnelle d’'un cas de CGD X9Voici les objectifs que nous nous sommes proposés
d’atteindre:

» caractériser I'expression et I'activité oxydase gesulocytes du patient;

* identifier la mutation responsable de la maladie ezt déterminer les

conséguences sur la synthese de la protéine;
» évaluer l'effet de la mutation identifiée sur lactaicidie des neutrophiles du

patient vis-a-vis d&. aureusC. albicansetE. coli.
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Ill. RESULTATS — Partie A

Ce travall a été realisé au sein@@partement de Science de la Wel'Université de Trieste, sous

la direction du Professeur Pietro Dri.

Ill.A Roéle de la Myélopéroxydase dans la bactéricigk des
neutrophiles

Le «killing» des microorganismes pathogéenes esddaltat d’'une coopération complexe et
raffinée de plusieurs mécanismes: production dealbodites réactifs de I'oxygéene, sécrétion des
enzymes et peptides antibactériennes, courantuerdg compensation de charge et formations des
neutrophil extracellular traps

Jusqu’a il y a quelques années, l'opinion la plrgeément diffusée était que les formes
réactives de I'oxygéne (FRO), générées par l'atitmadu complexe oxydase, représentaient les
principaux acteurs du «killing» des microorganisr(tgsbior et al., 1973; Klebanoff et al., 1975).
La myélopéroxydase sécrétée a partir des granal@®ghiles dans le phagosome augmentent de
facon considérable les effets antibactériens de® [ER catalysant la conversion du peroxyde
d’hydrogéne (HO,) en acide hypochloreux (HOCI), un puissant agemisant. Le réle central de la
NADPH oxydase est confirmé par la découverte dgdaulomatose septique chronique (CGD), un
désordre génétique rare, caractérisé par l'augri@mtae la susceptibilité aux infections dues
essentiellement aux bactéries catalase-positivesnedS. aureuset aux champignons commne
fumigatus a cause de l'incapacité des phagocytes a prolsifeRO.

Dernierement, un modéle alternatif a été propadéndequel le complexe NADPH oxydase aurait

un réle intimement lié a 'action antibactérienres ghrotéases secrétées dans le phagosome (Reeves
et al., 2002; Ahluwalia et al., 2004). Sur la bdsece modeéle, en effet, I'activation de I'oxydase,
ayant comme conséquence la génération de FRO, theximeat la création dans le phagosome d’un
microenvironnement optimal (pH et tonicité) a liact des protéines antibactériennes contenues
dans les granules cytoplasmiques (entre autrestaétaet cathepsine G), responsables du «killing»
et de la dégradation des microorganismes integwaliSelon cette hypothese, I'exces des charge
négatives dans le phagosome dd au transfert desoéle a travers la NADPH oxydase, serait
compensé par linflux d’ions potassium’ Idu cytosol vers le phagosome, a travers des ca®aux

large conductance, activés par le calcium et dépesddu voltage (canaux nommeés BK En

XV



Résultats — Partie A

méme temps, on assisterait a une augmentation datphagosomal a cause de la consommation
d'ions H dans la réaction de dismutation des anions supeeoxen peroxyde d’hydrogéne.
L’hypertonicité générée par linflux de potassium l&lcalinisation favoriseraient l'activité
antibactérienne en induisant la sécrétion des gsegranulaires. Récemment ces mémes auteurs
ont proposé qu'un flux d’ions chlorure du phagog@mme au cytoplasme contribuerait a la
compensation de charges nécessaire pour préséactvilé NADPH oxydase et le «killing».
Différentes critiques de ce modéle et de ses @agBimentales ont été publiées par la suite, avec
la démonstration d’'un coté de la non implicatios danaux Blg, et, de I'autre coteé, de la nécessité
du rdle des canaux a protons danbuest respiratoire et dans I'activité antibactérienne &N
(Femling et al., 2006; Murphy et al., 2006; Essimk, 2007; Nauseef 2007; Rada et al., 2008;
Morgan et al., 2009). Dans ce contexte, il appatdiicile d’établir avec clarté les événements
associés a l'activation de I'oxydase (flux de ittisou H ou CI, modifications du pH vacuolaire,
production de FRO et action de la MPO) qui soneéaifement importants dans le processus de
bactéricidie.

Nous avons récemment démontré que la procédure nogment utilisée pour I'évaluation
de la bactéricidie des neutrophiles est inadéquaite faute méthodologique dans I'étape des lyse
des neutrophiles ayants phagocyté les bactériaslucgait en effet a une surestimation du pouvoir
bactéricide (Decleva et al., 2006). Nous avons déezaminé le role des différents mécanismes
impliqué dans le processus de la bactéricidie, egracl'application d’'une méthode correcte

d’évaluation de I'activité bactéricide des neutridgdh

l1I.A.1 Role de la NADPH oxydase dans le «killing>de E.
coli, S. aureust C. albicans

Dans le but de comprendre le role dgstémes oxydatifs et non oxydatifs dans la
bactéricidie, nous avons d'abord effectué une séiexpériences dans lesquelles différents
microorganismes sont testés pour évaluer leur ptibdi#é aux processus de «killing» NADPH
oxydase dépendantes. Nous avons comparé l'acteitéericide de neutrophiles normaux et de
neutrophiles « NADPH oxydase déficientes », c’edlir, des neutrophiles issus des patients
atteints de granulomatose septique chronique ehelggsophiles normaux traités avec un inhibiteur
de l'oxydase, le diphenyleniodonium (DPI). Les roamganismes cibles utilisés ont été, une

bactérie gram négativ& ( coli), une gram positiveS, aureuset un champignor. albicans.
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La Figure 11 montre que le «killing» &e coli par les neutrophiles NADPH oxydase déficients est
partiellement déficitaire dans les premiéres 5-3@ubtes de contact cellules/bactéries, mais il
devient comparable a celui des neutrophiles nornggauaxd les temps d’incubation sont prolongés
(45-60 minutes). Cela suggere que l'activité du plexe oxydase est nécessaire pour un «Kkilling»
optimale deE. coli dans les phases précoces de la bactéricide, maisians les neutrophiles,
d’autres mécanismes fonctionnels peuvent contribu&limination de ce microorganisme, méme
en absence de NADPH oxydase.

Au contraire, les neutrophiles CGD ou neutrophitegés au DPI ne sont pas capables de $uer
aureuset C. albicanspendant les 60 minutes d’incubation, ce qui indique le «killing» de ces
microorganismes, contrairement& coli, dépend entierement de I'activité NADPH oxydase.

111.A.2 Réle des flux de K'

Aprés avoir établi que I'activité dunaplexe oxydase est une condition indispensable pour
I'élimination de S. aureuset C. albicans nous avons investigué la possible contributios de
courants d’ions potassium®Kun des mécanismes qui a été récemment proposgeditant
impliqué dans le phénomeéne de la bactéricidie,goéivation de I'oxydase (Reeves et al., 2002;
Ahluwalia et al., 2004). Ces flux de ion$ Eeraient médiés par des canaux activés par liicakt
dépendants du voltage (nommés BK nous avons donc voulu tester I'effet de deuxhitéurs
sélectifs des BK, I'iberiotoxine et la paxilline, sur le «killingde S. aureuset C. albicans Nous
avons aussi utilisé un inhibiteur & large speces danaux K le tetraethylammonium chlorure
(TEA). La Figure 12A montre qu’aucun de ces intabis ne modifie le «killing» d8. aureusetC.
albicanspar les neutrophiles humains.

En utilisant une approche complémentaire, nous eosuite voulu vérifier si I'induction des flux
de potassium pouvait rétablir la bactéricidie destrophiles traités au DPI. Dans ce but, nous
avons utilisé un activateur sélectif desd®dde composé NS1619. Les résultats sont montrés ldan
Figure 12B Il est évident que cet activateur degga a potassium n’améliore pas la bactéricidie
des neutrophiles dans lesquels I'activit¢ NADPHdase est inhibée par le DPI.
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[11.LA.3 Réle de l'alcalinisation intraphagosomale

La dismutation des anions superoxydegmpagnée par la consommation des protons, rend
le microenvironnement phagosomal fortement alcalams les neutrophiles humains, on assiste, en
effet, & une augmentation transitoire du pH jusqu&8 dans les minutes qui suivent la formation
du phagosome; cet événement est considéré commertanp pour l'activité des protéines
antibactériennes contenues dans les granules agtoues, qui expliqueraient leur action de
facon optimale a pH Iégerement alcalin. Cependentsburst respiratoir » est accompagné par
I'activation d’un systéme antipoNa’/H*, d’'une pompe ATP-ase a protons et d'un mécanisene d
conductance a ions'H{Nanda et al., 1994) qui déterminent un influxpdetons du cytoplasme au
phagosome; ce courant d’ions’ ldontraste avec l'alcalinisation observée initisdemn et, par
conséquence, le pH diminue jusqu’'a environ 6.0 safdrédneure (Segal et al., 1981; Cech et al.,
1984). Dans les neutrophiles NADPH oxydase défisieifebsence de cette alcalinisation initiale,
suivie par une acidification rapide et soutenuepduintraphagosomal, semble étre, au moins en
partie, responsable du défaut de bactericidie quaatérise ces cellules. Sur la base de cette
hypothése, nous avons essayé de rétablir I'actbagéricide des neutrophiles NADPH oxydase
déficients en induisant une augmentation du pH olae, qui permettrait I'activation des
protéases granulaires antibactériennes. Pour awsbdais avons utilisé deux bases faibles
lysosométropiques, le chlorure d’ammonium et la hyl@mine, substances qui s’accumulent
préférentiellement dans les compartiments acidescedlules (Poole et al., 1981), un inhibiteur de
la pompe vacuolaire HATPase, la bafilomycine, et l'inhibiteur de I'aptirt Na/H*, 5-(N,N-
esametyléne) amyloride, HMA, substances capablekildéer I'acidification phagosomale précoce
observée dans les neutrophiles NADPH oxydase défici(Grinstein et al., 1988). La Figure 13
montre qu’aucune de ces substances n’'est capadneétiorer I'activité bactéricide ou fongicide
des neutrophiles traités au DPI, ce qui suggeére l'alealinisation intraphagosomale n’est pas

suffisante, par elle méme, a I'activité bactéricide
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l1l.A.4 Rble du systeme MPO-H0,-CI

[11.A.4.1 Effet de 'inhibition du systéeme MPO-dépendant sur le «killing»
deS. aureuse de C. albicans

Les radicaux de l'oxygene et le peraxydlhydrogene produits pendant l'activation du
complexe oxydase ont une faible activité antib&etée; nous avons donc examiné la contribution
du systeme bactéricide dépendant de la MPO, quir&sence de #; et d'ions chlorure catalyse
la formation d’acide hypochloreux, un réactifs émnent toxique. Le réle du systeme MPO-
halogéne dans la bactéricidie des neutrophileé mitialement étudié en utilisant des inhibitedes
la myélopéroxydase et des composés qui neutraliseite hypochloreux, HOCI. Les neutrophiles
normaux ont été traités avec du KCN, un inhibitaspécifique de la MPO, avec I'acide salicyl-
hydrossamic (SHAM), un inhibiteur sélectif de la ®KDavies et al., 1989) et avec les acides
aminés méthionine et taurine, substances capablegagjir rapidement avec HOCI (Jelrich et al.,
2000). La Figure 14 montre que le «killing» $eaureuset C. albicansest sensiblement inhibé par

les inhibiteurs de la myélopéroxydase (KCN et SHAIMpar les composés scavengers de HOCI.

[11.A.4.2 Bactéricidie des sujets MPO-déficients

Nous avons aussi utilisé une autre @pgpr expérimentale : la mesure de la bactéricid#e d
neutrophiles des sujets MPO-déficients. La Figusarbntre que, comme prévu, le «killing» des
neutrophiles témoin traités avec l'inhibiteur deM&0O, le KCN, est comparable a celui des sujets
MPO déficients : le «killing» des deux microorganés est virtuellement absent apres une courte
incubation (10-20 min) et reste significativemenfierieure au «killing» des neutrophiles témoin
méme en prolongeant le temps d’'incubation a 45-8B0 @eci est particulierement évident dans le
cas de Calbicans,dont le «killing» par les PMN MP@st fortement inhibé méme apres 60 min de
contact cellules/pathogenes.

Il est important de souligner que le KCN ne mod@s I'activité bactéricide des neutrophiles
MPO, ce qui permet d’exclure la possibilité que I'ipition observée sur le «killing» de PMN
témoin soit due a des mécanismes autres que lifrdntde la MPO.

Nous avons ensuite étudié le réle du systeme MPQ-EI" en essayant de reconstituer I'activité
bactéricide des neutrophiles traités au DPI avesystéeme générant de b8, (glucose/glucose

oxydase). Comme I'on peut voir dans la Figure Eosysteme régénere partiellement I'activité de
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«Killing» des neutrophiles témoin traités au DPHes neutrophiles de patients CGD, mais il n'a
aucun effet sur les neutrophiles de sujets MP@ésrau DPI. Ce «Killing» restauré est totalement
aboli quand l'activité peroxydase est inhibée (ak€iN ou SHAM) ou quand I'acide hypochloreux
est neutralisé (avec méthionine ou taurine) (Figuhe Cela indique que le systeme dépendent de la
myélopéroxydase est suffisant pour assurer uneitécthactéricide, méme en absence d’autres
mécanismes antibactériennes activés par la NADBMase.

l11.A.5 «killing» MPO-indépendant

Les neutrophiles MPOet les neutrophiles normaux traités avec linlibit de la
myélopéroxydase, le KCN, qui ne sont pas capabtegudr les microorganismes aprés une
incubation courte, montrent une bactéricidie «désile » par rapport 8. aureugmoins évidente
par rapport &C. albican$ quand les temps d’incubation sont prolongés (feiglb). Les formes
réactives de I'oxygéne et les protéases conteraes lds granules cytoplasmiques activées par les
modifications chimio-physiques du phagolysosomduites par I'activation du complexe oxydase,
pourraient théoriquement expliquer cette activiaétéricide résiduelle. Nous avons donc effectué
des expériences pour mieux définir les mécanisnegponsables de cette bactéricidie MPO-
indépendante. Pour cela nous avons utilisé desrapiies normaux traités au KCN et des
neutrophiles MPO déficients.

Pour tester la contribution des FRO nous avonsétiln systeme qui €limine les radicaux libres de
'oxygéne, le couple Glutathion/Glutathion peroxyda GSH/GSHPO): la glutathion peroxydase,
en présence de,B, oxyde le glutathion. La contribution des flux detgssium a été analysée en
utilisant liberiotoxine et la paxilline, deux irtiteurs sélectifs de canaux BK et le
tetraethylammonium (TEA), un inhibiteur aspécifigies canaux a potassium.

Les résultats obtenus sont montré dans la Figureld&ysteme GSH/GSHPO ne modifie pas
I'activité bactéricide des cellules dépourvues thate peroxydase. L'iberiotoxine et la paxillinen
sont pas capables d’améliorer I'activité de «kghn par contre le TEA produit une inhibition
significative de I'activité bactéricide.

En conclusion, le « killing » résiduel observé alecneutrophiles MPO-déficients semble étre di

aux courants d’ions potassium.
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lll. RESULTATS — Partie B

Ce travail a été réalisé au sein du Centre DiagnestRecherche sur la CGD (CeDiRec — équipe
TheREX) sous la direction du Docteur Marie-Jos&igta

[11.B Etude des mécanismes moléculaires de la baciédie
des neutrophiles dans les cellules PLB®8

[11.B.1 Le mutant DIoop noxa-NOX2

Les recherches effectuées au laboratoire CeDiRegéds par le Docteur Stasia ont
récemment mis en évidence role de la 2éme bouttecéilulaire (oloop D, **TSSTKTIRRS®,
Fig. 19) dans l'activation du complexe oxydase. késultats ont montré que la boucle D est
nécessaire pour le transfert d’électrons du FADH»ygéne moléculaire par le biais des hemes ;
de plus, la substitution de la séquence de la bdDchvec celle de I'oxydase homologue, Nox4, a
mis en évidence une augmentation significative 'detiVité oxydase par rapport aux stimuli
solubles (Li et al., 2005; Carrichon, Defewrdlial., 2010; en révision BBActa).

Dans ce contexte, le but de ce travail a été dawaractériser la super-activité oxydase en ré&ons

aux stimuli particulaires et a déterminer son inbpd@ns la bactéricidie vis-a-vis de différents
microorganismes.

Dans ce travail, nous avons utilisé des cell@eB-985 WT, X-CGD (cellules transfectées
avec le vecteur vide, sans activité oxydase), lesINYT-Nox2 (cellules PLB-985 transfectées avec
I’ADNc de Nox2) et celluleDloopnoxs-Nox2 (cellules PLB-985 KO transfectées avec 'ADNc de
Nox2, dans lequel la séquence de la boucle D acét@lacée par celle de 'oxydase homologue,
Nox4).
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[11.B.2 Vérification de I'expression de la NADPH oxydase

Les cellules PLB-985 sont différentiées en grangtles ouneutrophil-likeen présence de 0,5% de
DMF. Cette différentiation permet d’'induire I'exgdon endogéne des facteurs membranaires
(p22phox et Nox2) et des facteurs cytosoliques (@#% p67hox e p4®phoX de la NADPH
oxydase (Zhen et al., 1993; Pedruzzi et al., 2002).
La vérification de I'expression de Nox2, dépendaeel’efficacité de la transfection du vecteur
d’expression, est identique dans toutes nos cselludasfectées (WT-Nox2 et Dio@prs-Nox2); de
cette facon, nous sommes certains que les vargatitbn phénotype observées sont dues a la
mutation de Nox2 et pas a une différence dansubedaxpression de la protéine.
L’expression de gp9dhoxest vérifiee grace a deux méthodes:
A) par cytometrie en flux, en utilisant I'anticarpnonoclonal 7D5, dirigé contre un epitope
externe de Nox2 (Mat. e met. § 3.D.1.1);

B) par western blot (Mat. e met. 8 3.C.3).
La Figure 20A montre les résultats d’'une expérierggrésentative: la protéine ggdbx est
absente dans les cellules PLB-985 X-CGD, obtenuwss tansfection avec le vecteur vide ;
'expression de Nox2 est comparable dans les dgpest cellulaires PLB-985 WT-Nox2 et
Dloopnoxa-NOX2.
En paralléle, la présence des deux sous-unitégtdahzome lpsg, Nox2 et p2phox est vérifiee par
western blot réalisé sur les extraits solubles denbranes préparées a partir des cellules PLB-985
transfectées. Les résultats de la Figure 20B cuosfit que I'expression de la protéine Nox2 est
équivalente dans les cellules PLB-985 WT-Nox2 @tdpoxsa-NOX2.
La mesure du spectre d’absorption différentiel hlochrome bsgpermet de révéler I'incorporation
correcte des hemes et de confirmer que la qualtitéytochrome 435 est équivalente dans toutes
nos lignées cellulaires transfectées avec 'ADN&Nd&2 sauvage (wild type) ou muté (Tableau 3).
Il est important de souligner que le contenu emaytome bsg dans les cellules PLB-985 est 10

fois plus faible que dans les PMN humains.
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[11.B.3 Evaluation simultanée de I'expression de Nx2 et de
I'activité oxydase par cytométrie eflux

Afin de faciliter la caractérisation des mutantab@rés dans notre laboratoire, nous avons
développé une technique de double marquage penmnhditecéder simultanément a I'expression de
Nox2 et a l'activité oxydasex vivo Le double marquage consiste en une premiere étape
marquage de Nox2 par l'intermédiaire de I'anticompsnoclonal 7D5. Dans une seconde étape, les
cellules sont chargées en DHR123 avant d'étre $tmsupar les bactéries opsonisées. La
production d’'Q" est alors évaluée grace a I'oxydation de la DHRER2&odamine 123. La Figure
21 montre les résultats d’'une expérience représemtabtenus analysant au FACS les cellules
PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 et Dloapxs-N0ox2, aprés double marquage et activationShaureus

Les dotplots obtenus confirment que I'expression Niex2 est équivalente dans les cellules
Dloopnoxa-NOx2 et WT-Nox2 : en effet, la moyenne géométrig@e mean) de la fluorescence,
relative a la distribution de la population celitdaen fonction de I'expression de Nox2 (en
abscisse) dans les cellules activées correspol@@®eBat2.5 pour les cellules WT-Nox2 et 28.5 +
2.9 pour les cellules Dlo@ps-Nox2 (la population des cellules X-CGD a une G méa 3.1 £ 0.8)
(n=2-4). Suite a la stimulation avec les bactéopsonisées, la production des métabolites réactifs
de I'oxygéne produits par les cellules Dlggg-Nox2 est supérieure aux cellules WT-Nox2 : la G
mean associée a la fluorescence de la DHR oxidér@mmnée) augmente environ d'un facteur 5
pour les cellules DlogRxs-Nox2 et seulement d’'un facteur 2 pour les cellMés-Nox2. Il est
interessant de souligner que I'expression de No&&t pas modifiée suite a la stimulation par les

microorganismes opsoniseés.

111.B.4 Mesure du métabolisme oxydatif par chimiluminescence

e Stimuli solubles

Les expériences effectuées dans notre laboratoirenss en évidence une super-activité
oxydase de la part des cellules mutantes PLB-985@x-N0x2 en réponse aux stimuli solubles
(PMA, fMLF) (Tableau 4; d’apres Carrichon, Deferdial., 2010, en révision BBActa).
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e Stimuli particulaires

Sur la base des résultats précédemment obtenuseav&iamuli solubles, nous nous sommes
intéressés a évaluer I'effet de la stimulation lparactivateurs particulaires (microorganismes) sur
le métabolisme oxydatif des cellules PLB.

La Figure 22A montre la cinétique de production 88O par les cellules PLB-985 WT-Nox2,
Dloopnoxa-NOx2 et X-CGD en réponseSa aureuslLes résultats obtenus sont exprimés en unités de
luminescence relatives (RLU) obtenues en mesuagmtoduction totale des FRO.

La vitesse et la durée de la cinétique sont conpesadans les neutrophiles humains et dans les
cellules PLB: dans tous les types cellulaires tediactivité est atteint apres 20 min de I'activati
(Figure 22A). Il est évident que I'activité oxydade la lignée cellulaire PLB-985 est tres faible pa
rapport aux neutrophiles (environ 180 fois plubligi. Cependant, la « super-activité » oxydase des
cellules PLB-985 Dloofxs-Nox2 observée en réponse aux stimuli solublesadirmée méme en
réponse aux bactéries. En effet, la différenceeelatproduction total des ROS des cellules PLB
Dloopnoxa-NOx2 et celle de cellules WT-Nox2 est statistigeemsignificative. Des résultats
similaires ont été obtenus suite a I'activation dekules par les champignofs albicans(Figure

23).

[11.B.5 Evaluation de la bactéricidie des cellules?LB WT-Nox2 et
DIoORoxs-NOX2

Aprés avoir démontré que le mutant Pige-Nox2 présente une super-activité oxydase
par rapport aux cellules WT-Nox2 en réponse aumugiiparticulaires, nous avons voulu vérifier si
cette production augmenté de ROS engendrait urniasement de la capacité bactéricide de ces
cellules par rapport a ces mémes microorganisneed, ld «killing» est dépendant des processus
oxydatifs (cette these, § lll.A.1; Rada et al., 20@es expériences ont été conduites en appliquant
la méthode de mesure de la bactéricidie récemmiset @ point par le laboratoire du Département
de Sciences de la Vie de I'Université de TriesteqBva et al. 2006), avec une M@iyltiplicity of
Infection) de 0.5 correspondant a 1 bactérie pour 2 cellllasFigure 25A montre les résultats
obtenus avec la bactéi& aureus l'activité bactéricide des cellules PLB-985 mderieure a celle
des neutrophiles a chaque intervalle d’'incubatsauf & 10 min de phagocytose. En effet, dans les

premiéres minutes d’incubation avec les bactéleeskilling» des cellules PLB-985 WT-Nox2 et
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Dloopnoxa-NOX2 est superposable a celui des neutrophilesamenToutefois, la bactéricidie des
PMN se poursuit aprés 30, 45 et 60 min d'incubatalars que celle des cellules PLB-985 WT-
Nox2 et Dloopexa-NOx2 s’arréte aprés 10 min de contact.

Cependant, aucune différence entre le «killing» aisiles mutantes Dlo@ps-Nox2 et celui des
cellules WT-Nox2 a été mise en évidence.

Une série d’expérience analogues a réadisée en utilisant comme pathogéne le
champignorC. albicans(Figure 25B). Le «killing» d€. albicanspar les cellules WT-Nox2 et D-
loopnoxa-NOX2 est plus faible par rapport a celui observécdes neutrophiles humains, a chaque
intervalle de phagocytose. Comme précédemment wbserec lesS. aureus le «killing» des
cellules PLB s’attenue apres 10 min de contactsajae celui des PMN se poursuit aprés 45 et 60
min d’incubation avec les champignons. Encore wis, fle «killing » deC. albicanspar les
cellules WT-Nox2 est comparable a celui observé ée® cellules mutantes DlogRs-NoXx2.

Finalement, nous avons testé la baitkéei des cellules PLB-985 par rapport a un
microorganisme dont le «killing» est efficace méare absence d’activité NADPH oxydase, la
bactérieE. coli (cette these, § Ill.A.1; Rada et al., 2004; Dealeval., 2006).

La Figure 26 montre que toutes les cellules PLB-B8Bsfectées, y compris les cellules X-CGD
dépourvues d’'une NADPH oxydase fonctionnelle, stappables de tuer ce microorganisme de
facon comparable; cependant, le «killing» des tdl&?LB-985 apparait plus faible par rapport aux

neutrophiles.

111.B.6 Caractérisation des compartiments intracelulaires des
cellules PLB-985

Sur la base des résultats obtenus, aomss supposé que le défaut de bactéricidie observ
pour les cellules PLB-985 était di soit au conteéduit en cytochromesks (un dixieme par
rapport aux PMN), et donc a un métabolisme oxydiitifinué soit a un défaut de contenu et/ou
d’activation des protéines bactéricides des granutgtoplasmiques, qui dans I'ensemble,
représentent les mécanismes bactéricides oxygeéepéndants.

Nous nous sommes donc proposé d’étudier les gmmiti@cytoplasmiques de la lignée cellulaire
PLB-985 en analysant:
 Dans les granules primaires: le contenu et la 8éaréle myeloperoxydase (MPO),
élastase, cathepsine Gpeglucuronidase;
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* Dans les granules secondaires: le contenu et l&ts#t de lactoferrine, lysozyme et
collagénase (ou MMP8);
* Dans les granules tertiaires: le contenu et laésiécr des gélatinase (ou MMP9);

* Dans les vésicules sécrétoires: le contenu du CD11b
La caractérisation des granules a été réalisédigdamaent a la progression de leur différentiation

(induite en présence de DMF): ceci dans le butali@rer I'évolution de I'apparition des différents

marqueurs granulaires avec la diversification adisiles en phénotype de granulocytes.

[11.B.6.1 Test d’exocytose

Pour comparer lI'exocytose des diffé&segbmpartiments granulaires, les résultats ici

présentés sont exprimes en:

> Activité_Totale (A. tot): Unités totales d’enzyme ou quantité d’enzyme qualgae la

conversion d'une micromole de substrat par minute.

» Pourcentage de sécrétion A. Tot surnageantigetx 100

A. Tot surnageant ettalctives

[11.B.6.2 Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectio@ & méthode utilisant I'acide bicinconinique dée
(cfr 3.C.1Db8) Les résultats présentés dans leaaldemontrent que dans les cellules indifférenciées
et a chaque phase de la différentiation (entreue 2 et le jour 6, J2-J6) la concentration prai€iq
des surnageants d’exocytose aprés stimulation 8WEE augmente mais elle est environ 5 fois
plus faible par rapport a celle retrouvée danssgrophiles; par contre, la quantité des protéines

dans les culots des cellules PLB est comparabé#iéades PMN.
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[11.B.6.3 Test de viabilité cellulaire: dosage ded LDH

Pour vérifier 'absence de perturbatienperméabilité de la membrane cellulaire penkant
test d’exocytose, un test de viabilité cellulairété effectué par dosage de la LDH (Tableau 6).
Nous avons pu remarquer que le test de degrarmulaocause pas une libération extracellulaire

significative de la LDH, donc il ne modifie pasdarméabilité membranaire.

[11.B.6.4 Granules primaires

» Dosage de la myeloperoxydase

La quantité de MPO retrouvée dans les surnageastseallules PLB activées par le fMLF et dans
les lysats cellulaires est nettement inferieure na@port aux neutrophiles, a chaque étape de la
différentiation (Tableau 7, Figure 28). Par aillgusi I'on considére les valeurs de l'activité
peroxydase dans les surnageants des cellules egitiva observe une augmentation de l'activité
enzymatique parallelement a la progression de launaizon cellulaire (de J2 a J6) : en effet,
I'activité totale de la MPO a J2 de différentiatiest environ 12 fois inférieur par rapport a |'aité
enzymatique mesurée dans les PMN (55.4 + 11.7 Bt066 82.0 mmoles/min/£0cellules,
respectivement); toutefois, dans les cellules tealement différentiées (J6) I'activité peroxydase
est environ 2 fois plus faible que dans les PMN2(28 63.4 et 665.0 + 82.0 mmoles/mir’10
cellules, respectivement). Par aillieurs, danslysats des cellules a repos la différence entre la
guantité de MPO dans les cellules PLB-985 et aelimuvée dans les PMN est moins évident: en
effet, dans les cellules matures (J6) I'activitbopgdase est comparable a celle des neutrophiles.
La Figure 28 montre qu’il y a aussi un défaut deré#on de la MPO dans cette lignée cellulaire
activée par le fMLF, avec un accroissement de pmci#éé d’exocytose au fur et a mesure que les

cellules matures.
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« Dosage de I'élastase

L’activité de I'élastase est absente dans les stapigales de la maturation granulocyte (entretlO
J3); quand les cellules rejoignent les phasesuviesdie la maturation (entre J4 et J6) il est pessib
de mesurer une activité enzymatique. La quantiééadtase dans les lysats des neutrophiles a repos
(4366.9 + 173.5 pg/min/f&ellules) est entre 6 (PLB WT J6, 679.3 + 50gImin/1¢ cellules) et

20 fois (PLB WT J2, 201.7 + 24.6ig/min/1¢ cellules) superieure. Comme on I|'observé
précédemment avec la MPO, la sécrétion de I'élagtas la lignée cellulaire PLB-985 activée par

le fMLF est aussi fortement compromise (Figure &hleau 8).

* Dosage de la cathepsine G

L’activité enzymatique de la cathepsine G dansckhkiles PLB WT est fortement déficitaire, a
toutes les étapes de la maturatiomentrophile-like (Figure 30, Tableau 9). Si I'on considere les
valeurs d’activité enzymatique totale obtenues dirpdes lysats des cellules non stimulées, la
quantité de cathepsine G retrouvée dans les PLBe®{®entre 3 (WT J6, 14.2 + 4@/min/10
cellules) et 30 fois (WT JO, 1.7 + 0u®/min/1& cellules) inferieure par rapport aux PMN (50.9 +
8.7 ng/min/1¢ cellules). Encore une fois, la différence est ingmate avec les neutrophiles humains
concernant l'activité enzymatique dans les surnaigediexocytose : dans ces échantillons en effet
I'activité enzymatique est 0 dans les cellules \Wdifférenciées (JO) et dans les premieres étapes de
la différentiation (J2) ; également, dans les d¢efiumatures (J6) la quantité de cathepsine G est

extrémement faible si comparée aux PMN (en moyedihas plus faible)

* Dosage de Ig-glucuronidase

Le tableau 10 montre qu'il existe une augmentagimgressive de I'activité enzymatique deta
glucuronidase parallélement a la maturation enwgoayte. Par rapport aux neutrophiles humains,
la différence d’activité devient moins importantnd les étapes finales de la maturation cellulaire.
La Figure 31 montre que le relargage de cet enzasheninimal dans les cellules indifférentiées

(WT JO, 2.0 £ 0.4%) et il augmente parallelemetd enauration des cellules, pour atteindre, dans
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les étapes finales de la differentiation, valewgssécretion superposables a celles des neutrophiles
(WT J6: 18.4 + 3.5; PMN: 21.4 + 3.3%).

Nos résultats confirment la présence des granulesajpes dasn le cytosol des cellules PLB-985
WT, comme précedemment décrit par d’autre chersh€Luicker et al., 1987; Gaudreault et al.,
2005; Kaldi et al., 2003; Pedruzzi et al., 2002;0RPajot et al., 2010). Tous les marqueurs des
granules azurophiles sont déja présents dans lletesandifférenciées qui correspondent a I'étape
de différentiation myéloide de myéloblaste/promggte. Nous avons toutefois mise en évidence
pour la premiére fois un défaut d’activité pour goces enzymes des granules primaires, dans
chaque étape de la maturation; ce défaut semldec&trémement grave dans les phases précoces
de la différentiation et s’attenu seulement pdeiaent au fur et a mesure que les cellules matures
en granulocytes: dans les cellules difféerentiéesefet, seulement la myeloperoxydase atteint
valeurs d'activité comparables a celles des nehitleg humains. Pour les autres marqueurs,
l'activité reste fortement déficitaire (5% pourléisétase, 30% pour la cathepsine G et 50% podiix la
glucuronidase, par rapport aux activités mesuréas tes neutrophiles).

On peut donc conclure que dans la lignée celluRiiB-985, la mobilisation des granules primaires
et la biogénese des protéines bactéricides sosibéement défectives par rapport aux neutrophiles
humains. Cela pourrait contribuer au défaut d'@eibactéricide observé avec cette lignée; en
particulier, la faible activité peroxydase comprdimagt le “killing” de S. aureuset C. albicans
microorganismes dont I'élimination est fortemenpelédante de l'activité de la MPO (voir résultats
11.A).

[11.B.6.5 Granules secondaires

» Dosage de la lactoferrine

Lors de 6 expériences indépendants aucune trackadtigferrine n'a été retrouvée dans les

échantillons d’exocytose (surnageant, culot), msda lysat cellulaire.
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» Dosage du lysozyme

Le lysozyme est un enzyme présent principalememtivveau des granules secondaires mais aussi
dans les granules primaires et tertiaires. Le &ablEL montre encore une fois une augmentation de
I'activité enzymatique en fonction de la différesmttdn en granulocyte: le lysozyme est absent entre
JO et J2 et son activité est maximale dans lesleslprésentant une différentiation terminale, méme
si elle reste toujours inferieure par rapport a&thaté des neutrophiles. Pour ce qui concerne
I'efficacité de I'exocytose, on observe que seuleihes cellules qui ont atteintes un certain dégrée
de maturation granulocyte (J5-J6) sont capableslilbierer le lysozyme dans le milieu
extracellulaire ; le pourcentage de relargage timnesellules a J5 et J6 de différentiation estremvi

la moitié par rapport aux PMN.

» Dosage de la collagénase (MMP-8)

5 expériences ont été faites au laboratoire poserdia collagénase et aucune trace de cet enzyme
n'a été retrouvé dans nos échantillons d’exocyfaselans les surnageants ni dans les culots) ou
dans les lysats cellulaires. Pour ce qui conceesenkutrophiles humains, l'activité totale de la
collagénase dans le surnageant d’exocytose esB@® 71+ 114,2 ng/mL/TOcellules, avec un
pourcentage de relargage correspondent a 74,24 634).

Dans I'ensemble, I'absence de lactoferrine et geéltase, les faibles quantités de lysozyme, du
CD11b et, on le rappel, de cytochromgghbsupportent I'idée que les cellules PLB-985 présen

un défaut au niveau de la biogénese des granubemdares. L'activité du lysozyme que nous
avons pu mesurer est probablement di a I'enzynéedlipar les granules primaires (on rappel que,
dans les neutrophiles, le lysozyme est un enzyniguithire que I'on retrouve dans toutes les
populations granulaires).

Nous pouvons supposer un défaut des granules sEoemaussi bien au niveau de la synthése des
marqueurs granulaires que de leur stockage dansolegpartiments intracitoplasmiques. Ceci
déterminerait d’'un coté, I'absence partiel ou take$ protéines solubles (dans le cas du lysozyme,
lactoferrine et collagenase) et, de 'autre cdéssbciation a la membrane plasmique des protéines
qui dans les PMN sont confinées préférentiellermantniveau de la membrane des granules
peroxydase-négatifs (CD11b et cytochrorgg)b
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Nos conclusion sont en accord avec les observatimésédemment effectuées pour la lignée
promyelocitaire humaine HL-60: en effet, il étémmtré que dans ces cellules, le cytochrogsg b
est localisé presque exclusivement au niveau dedabrane plasmique, ainsi que dans les
structures qui participent a la synthese et adssige des protéines. Ceci témoignerait I'incapacit
des cette lignée cellulaire de générer les grammésifiques et laisserait entendre que quandi&a vo
normale de stockage dans les granules est blotpé®mie alternative améne a la surface de la
cellule, avec sécrétion des protéines solublekegtgiue la NGALneutrophil-gelatinase associated
lipocalin) et incorporation au niveau de la membrane plasenags protéines membranaires (telles
gue le cytochromeskg) (LeCabec et al., 1997).

Une autre confirmation a notre hypothése est feupair les données concertantes I'expression de
surface du cytochromeds. On sait que dans les PMN a repos, cet héterodiestrprincipalement
associé a la membrane des granules spécifiques) @5% que a la membrane plasmique (15%);
quand les cellules sont stimulées, la sécrétiongdasules spécifiques détermine la libération du
cytochrome kg et la conséquente augmentation des son expreasioriveau de la membrane
plasmique et/ou phagosomale (Borregaard et al.3 ¥98984). Contrairement a ce qui se verifié
dans les PMN, pendent les nhombreuses expérienfextugies au laboratoire nous avons observé
gue I'expression de surface de Nox2 dans les esllBLB-985 n’est pas modifiée avent ou apres
activation (cfr Figura 21).

[11.B.6.6 Granules tertiaires

» Dosage de la Gélatinase (MMP-9)

L’exocytose de granules tertiaires a été évaluéemmsurant l'activité de la MMP9 par
zymographie, comme décrit dans matériels et méth&&.H.9. Pour ces expériences nous avons
choisi de tester aussi les surnageants des mitlewulture des cellules, ainsi que les surnageants
d’exocytose et les lysats cellulaires. La Figure @®ntre les résultats d'une expérience
représentative, dans laquelle nous avons testé lativité gélatinase les milieux de culture, les
surnageants d’exocytose et les lysats des celidg$erenciées (JO) et apres 6 jours de traitement
au DMF. Le control positif étant représenté paumageant d’exocytose des PMN.

Dans les lysats cellulaires l'activité gélatinasst @bsente (cellules indifférenciées, JO) ou

extrémement faible (cellules différentiées, J6pia-MMP9 était 112.6 pg/IQcellules). Dans les
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surnageants obtenus du test d’exocytose (SNT) datiié@ de MMP9 retrouvée est extrémement
faible, pour les deux types cellulaires. De facampsenant, nous avons retrouvée l'activité
enzymatique la plus élevé dans les milieux de alfiMiC): dans ces échantillons en effet, la bande
relative a la MMP9 latente (pro-MMP9) était visilwans les cellules indifférenciées (173.0 pg/5 x
10° cellules JO) et dans les cellules différentiéestade terminal (740.4 pg/5 x %16ellules J6);
pour ces derniéres, on observe aussi la bandek&<aractéristique de la MMP9 active (132.7
pg/5 x 16 cellules J6) ainsi que la bande & 72 kDa envirorrespondante a la MMP2 latente (88.2
pg/5 x 16 cellules J6).

Dans la piste relative au surnageaetatytose des PMN on distingue la bande a 130 kDa,
correspondante a la MMP9 associée a la NGAL. Lantiigade MMP9 dans le surnageant
d’exocytose des PMN a L est de 500 mg/mL

La sécrétion de gélatinase dans le milieu de aibuggére que les cellules PLB-985 ne stockent
pas ou accumulent partiellement la gélatinase alaid libérer, contrairement aux neutrophiles qui
exocyte le contenu granulaire suite a la stimuta(idorregaard et al., 1997; Morel et al., 1994).
Similairement a ce que nous avons observé polRL8s il a été démontré que les lymphocytes B
(qui ne possédent pas granules cytoplasmiqueshhétisent et libérent a I'extérieur la gélatinase
MMP-9, sans I'accumuler dans les compartiments ptgmiques. (Trocmé et al., 1998). Ces
données sembleraient indiquer que la lignée cakuRLB-985 présente un défaut au niveau de la

biogénése des granules tertiaires.

[11.B.6.7 Vésicules sécretoires

* Dosage du CD11b

Nous avons veérifié I'exocytose des granules spfoifs et des vésicules sécrétoires sur la base de
I'expression de surface du CD11b, la chaine légéte I'intégrinep2.

La Figure 34 montre que l'expression de ce récepest plus élevé dans les cellules WT
différentiées par rapport aux cellules indifféerémd; I'expression augment avec la maturation des

cellules emeutrophile-like méme si elle reste toujours inferieure a celkeRIRIN.
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De plus, dans les cellules PLB WT, I'expressiomtarqueur CD11 est faiblement augmentée suite
a la stimulation par le fMLF, alors que dans lestraphiles, I'activation produit une augmentation

significative de I'expression du CD11b, par rap@ux cellules non stimulées.

En conclusion, les résultats présentés dans cdeéise tmontrent que, dans nos conditions de
différenentiation, les cellules PLB-985 possedanplupart des caractéristiques fonctionnelles des
granulocytes matures, tels goerstrespiratoire et exocytose; toutefois, leur répdosetionnelle

est généralement plus faible par rapport aux nphiies humains. Le dégrée de maturation atteint
par les cellules PLB-985 (métamyélocyte, probabldinequi est caractérisé par une faible
degranulation, rend cette lignée inadaptée a l&tdels mécanismes microbicides; toutefois, elle

représente un modele efficace pour I'étude des nigoas du complexe NADPH oxydase.
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lll. RESULTATS — Partie C

Ce travail réalisé en collaboration entre le Dégadnt de Science de la Vie de I'Université
de Trieste et le Centre CGD de I'équipe TheREX tasultats obtenus ont fait I'objet d’une
publication internationaleQJefendi E et al, Biochimica et Biophysica Acta 1792 (2020} -
210.

[11.C Identification d’'une nouvelle mutation ponctu elle
dans le promoteur du gen€YBB responsable d’'un
cas rare de CGD X91

La granulomatose septique chronique s immunodéficience primaire dans
laquelle les phagocytes sont incapables de prodesralérivées réactives de I'oxygene. |l
s’agit d’'un désordre tres hétérogene, cause péreliites mutations —deélétions, mutations
faux-sens ou non-sens, altérations des sites dagms insertions — localisées dans I'un de
cing géenes codants pour les sous-unités de la NADBHase.

Deux types de transmission de la maladie sont Iplessila forme autosomale récessive (qui
concerne des mutations dans les genes codants lg@wsous-unités pgdox, p47phox
p67phox o p22hox et la forme la plus commune, avec une transmskée a I'’X (ouX-
linked due aux défauts dans le gé¥BBcodants pour gp®ihoxou Nox2. La plupart des
cas de CGD diagnostiqués (environ 60%) sont dues défaut du gen€YBB; dans ce
contexte, les mutations génétiques entrainent thaptupart des cas la perte de la protéine
correspondante : la forme CGD Xa plus fréquente, se traduit par 'absence @es dous-
unités du cytochromesky et par conséquent de I'absence d’activité oxyddse. forme plus
rare de CGD a été aussi décrite dans la littéranoenmée CGD X caractérisée par une
expression réduite du cytochromesgoet par une réduction proportionnelle de l'activité
NADPH oxydase (Stasia et Li, 2008)

L’étude de ces variantes rares de C&Dintéressante car elle permet de mettre en
evidence les régions geénétiques impliquées daméglalation de la synthese de gpBix
dans la stabilisation de la protéine ou encore desmgprocessus d’activation du complexe

oxydase.
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Une partie de ce travail de thése ad&diée a la caractérisation moléculaire et
fonctionnelle d’'un cas rare de granulomatose seetitfironique qui depuis quelques années
fait 'objet d’étude dans le laboratoire du Déparémt de Sciences de la vie. Il s'agit d’'une
variante atypique de CGD de type X-linked, caraséér par une expression diminuée de
gp9Iphox(forme nommée CGD X91L

l11.C.1 Diagnostic de la CGD

L’arbre généalogique de la famille est montré eyufe 35.

Le diagnostic de la granulomatose septique chrenayété effectué sur la base du test de
réduction du Nitrobleu de Tetrazolium (NBT), de r@esure de la production d’anions
superoxyde PMA-induite et du contenu en cytochrdmgg. Les résultats obtenus sont
présentés dans le Tableau 12 ou I'on peut voirlggi@aleurs d’activite NADPH oxydase et
la concentration du cytochromespsont comparables pour les deux patients 1l-21€d.1La
production de @ des neutrophiles des patients, activés par le Pbbrespond
respectivement a 5 et 7% de l'activité des neuitepltémoin (« control »). La Figure 36
montre les images du test NBT effectué pour lex gatients: on peut distinguer des cellules
faiblement positives (neutrophiles) et d’autresdutes fortement positives, qui, sur la base de
la forme du noyau, dimensions et coloration oradgggranules cytoplasmiques, peuvent étre

identifiées comme des éosinophiles.

111.C.2 Mesure de l'activité NADPH oxydase

L’activitt NADPH oxydase des patients a été évalagec le test d’oxydation de la
diidrorhodamine (DHR), par cytométrie en flux. Liésultats sont montrés dans la Figure 37:
les neutrophiles du patient [I-2 répondent de fat@mmogéne avec un pic unique de

fluorescence, qui correspond en intensité a 5% fleadrescence des neutrophiles « control ».
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[11.C.3 Vérification de I'expression de gp9Pbhoxdans les
neutrophiles et les éosinophiles

Pour vérifier si la population des éogihiles observée au cours du test NBT montrait
une activitt NADPH oxydase, nous avons realiséaxperience de “double marquage” dans
laquelle les cellules étaient marquées avec la DgdRr évaluer la réponse oxydative
meétabolique et avec I'anticorps monoclonal anti-ERTpour identifier les éosinophiles. Les
résultats sont présentés dans la Figure 38 danllagon observe un petit pourcentage
d’éosinophiles présent dans la préparation de ¢peyies du patient 11-2 (< 5%, cellules
positives a la DHR et au CRTH2).

Le spectre différentiel réeduit moins deydu cytochrome shs et le western blot
montrent la présence d’'une faible quantité de ¢ytmoe lasg dans les neutrophiles du patient
[I-2 et 11I-5 (14 et 10% respectivement par rapprk neutrophiles « control ») (Figure 39 A
et B). Les facteurs cytosoliques du complexe oxgddstectés par western blot, sont présents
en quantité normale dans I'extrait soluble réahs@artir des neutrophiles du patient II-2
(données non montrées).

La Figure 40 montre les résultats oldeme I'analyse cytofluorimetrique des
granulocytes « control » et du patient 1I-2, apnmésubation simultanée en présence de
I'anticorps anti-gp9fhox(mAb 7D5) et de I'anticorps anti-éosinophiles (MBRTH?2): pour
le témoin, les neutrophiles ainsi que les éosifephéxpriment la protéine gpdtiox par
contre, pour le patient II-2, seul les éosinophdlest Nox2-positifs.

[11.C.4 Identification du défaut moléculaire

La RT-PCR conduite a partir de ’TARNm du patienRlkt I'analyse de la séquence obtenue
n’'ont pas mis en évidence de mutation dans '’ADNdalprotéine gpgihox I'amplification

par PCR de la région promotrice du géD¥BB et le séquencage ont permis d’identifier
linsertion d’'une tymidine (T) en position -54T &6T. (Figure 41A) Cette mutation est
localisée dans la région entre les séquences “CCAATTATA” dans un site consensus
pour les facteurs de transcription de la fanelig(Figure 41B).
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l11.C.5 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

La Figure 42 montre les résultats obtenus aveeiperiences d’'EMSA, effectuées pour
évaluer l'effet de la mutation identifiée dans Ieompoteur sur l'association d’un extrait
nucléaire de cellules PLB-985 avec les facteursratescription de gpgdhox Il s’agit d’'une
technique utilisée pour étudier les interactionsNAprotéines et basée sur le fait que les
complexes ADN-protéines migrent, sur un gel de poiyammide, plus lentement par rapport
a I’ADN non lié, en produisant un « shift » dansragration de I’ADN marqué.

L’incubation des oligonucléotides double brins maig a la biotine, correspondants a la
région promotrice (de -68 a - 30) avec I'extraitl@aire obtenu dans les cellules PLB-985
permet de visualiser dans le gel la bande relativeomplexe ADN/protéines. La formation
de ce complexe est progressivement inhibée enaaplds oligonucleotides sauvages (WT)
non margqués a concentrations croissantes (20-et5000- fois plus concentrés par rapport
aux oligonucléotides marqués). Par contre, le cergplADN/protéines reste inaltéré en
ajoutant des quantités croissantes d’oligonucléstithutés” (CGD X9) non marqués.

Ces résultats démontrent que la mutation localisés cette région est corrélée a I'inhibition
de l'association des protéines liantes 'ADN et éoipgent par conséquence I'expression

normale et complete du geG& BB.

111.C.6 PCR semi quantitative

Une estimation de la quantité d’ARNm pour gpBax présent dans les neutrophiles du
patient 11-2 a été possible grace aux expérieneeRT-PCR semi quantitative, réalisées en
présence d@-actine comme géene de ménage et en conditions atarastes: la PCR a été
conduite pour 25 cycles (au lieu de 35); de cetigori, 'amplification des ARN (pour
gp9Iphoxet pour IaB-actine) s’arréte au cours de la phase exponentesliant de rejoindre le
plateau de saturation. La Figure 43 montre ques das conditions, I'amplification de
TARNmM pour gp9Pphox du patient 1l-2 est sensiblement inferieure aecelbtenue pour le
témoin et pour les patients CGD X9t CGD X92. Le signal correspondant au géne dg-la

actine est comparable dans tous les ARNm testés.
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111.C.7 Mesure de la bactéricidie des neutrophileslu patient

Enfin, dans le but d’évaluer I'impact de l'activitdADPH oxydase réduite sur I'activité
bactéricide des neutrophil@s vitro, nous avons mesuré le «killing» de ces cellulssawis

de S. aureus, C. albicanst E. coli la Figure 44 montre que l'activité bactéricidesde
neutrophiles du patient 1I-2 est superposable B atln patient CGD X (caractérisé par
'absence du cytochromesdg): les neutrophiles du patient CGD ixe sont pas capables de
tuer les microorganisme$. aureuse C. albicans méme en prolongeant les temps
d’incubation (90 minutes); le «killing» dé. coli, qui est connu pour étre indépendant de

I'activité NADPH oxydase, est comparable a celis deutrophiles « control ».
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V. CONCLUSIONS

Dans ce travail de these nous nous sommes intérés®¥aluer finement les mécanismes de

bactéricidie des neutrophiles humains; pour calasravons donnés 3 volets a cet étude :

1)

1)

2)

3)

Réexaminer les processus de bactéricidie danslgsophiles humains normaux, ainsi que
dans les neutrophiles de patients atteints de C&BtXeutrophiles de patients avec une
déficience en MPO.

Les mécanismes impliqués dans la bactéricidie éesraphiles ont été étudié en utilisant
également un modeéle expérimental tres connu edrditire pour les recherches sur le
fonctionnement du complexe NADPH oxydase: la lignékulaire PLB-985 différentiable
en « pseudo-neutrophiles ». En particulier nous\awmulu déterminer si les cellules PLB-
985 Dloopoxs-Nox2 (dans lesquelles la séquence correspondanta #™ boucle
intracellulaire de Nox2 a été remplacée par ceke I'dxydase homologue, Nox4),
caractérisées par une « super-activité » oxydaamné pourvues d’'un pouvoir bactéricide
augmenté.

Nous avons également étudié un cas rare de graatdeenseptique chronique, la forme
X91, caractérisé par une activité oxydase réduiteif@mb% du témoin), pour comprendre

si cette faible production d*Q était suffisante a soutenir I'activité de « kigdir.

Nous avons d’abord réexaminé les mécanismes imgsdigans la bactéricidie des neutrophiles,

sur la base des nouvelles hypotheses recemmerdsgep (Reeves et al., 2002; Ahliwalia et al.,

2004; Segal, 2005) en appliquant la méthode carecur la mesure du «Kkilling» des

microorganismes récemment mise au point (Decleah ,€2006). Les résultats que nous avons

obtenus démontrent que:

a. L’activité. NADPH oxydase est indispensable pour 4&illing» de certains
microorganismes (tels gu& aureuset C. albican3 mais pas pour d’autres (tels gbe
coli) qui sont efficacement tués méme en absence asixpl respiratoire.

b. Les flux d’ions potassium et l'alcalinisation du phtraphagosomal, induits par
I'activation du complexe oxydase, ne sont pas rezgess au «Killing» d&. aureusetC.
albicans.

c. L'activité antibactérienne NADPH oxydase-dépendardst médiée presque
exclusivement par la myeloperoxydase.

d. Les courants dions Ksemblent étre responsables de lactivité antilbiectée

résiduelle des neutrophiles MPO-déficientes, aprelong temps d’incubation; ces flux
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de potassium seraient toutefois médiés par desugamres que ceux identifies par le
groupe du professeur Segal (canaux:BKlont la présence n’a pas été confirmée dans
les neutrophiles humains.

2) Nous nous sommes ensuite intéressés a I'étude éesniemes de bactéricidie dans le modéle
cellulaire PLB-985 ; les résultats que nous avdierus en ce contexte suggérent que:

a. La production des FRO par la lignée cellulaire PS5 en réponse aux stimuli
particulaires (microorganismes opsonises) est lsiemsent plus faible que pour les
neutrophiles humains.

b. Ce burst respiratoire est responsable d'une activité bmitiey, pour les
microorganismes sensibles aux mécanismes de ¢killoxygene-dépendants.(
aureus e C. albican3, comparable a celle des PMN pour des court temps
d’incubation; toutefois, en prolongeant I'incubatide pouvoir bactéricide de ce ces
cellules est aboli.

c. Par rapport aE. coli bactérie sensible aux processus de «killing» emngg
indépendants, l'activité bactéricide des celluleBR®85 est partiellement
déficitaire, comparée aux PMN.

d. La superproduction d’anions superoxyde, mise edede dans les cellules PLB-
985 Dloopoxa-NOx2 en réponse aux stimuli solubles et particetaiS. aureus, C.
albicang, n’est pas accompagnée par une augmentation cpkecité bactéricides
des cellules vis a vis d& aureusC. albicansetE. coli

Ces résultats ont plusieurs explications :
a.dans les cellules PLB-985, les processus baalédcinon oxydatifs sont tres
diminués, a cause du défaut partiel (MPO, élasteahepsine Gp-glucuronidase,
lysozyme, CD11b) ou totale (lactoferrine, MMP8, M8)Pdes enzymes et des
protéines granulaires impliqués dans I'activitétbéacide. Nos résultats suggéerent en
particulier un défaut au niveau de la synthésegdmsules spécifiques et tertiaires.

b. Le contenu en cytochromegspdes cellules PLB-985 est trés faible (un dixierae p

rapport aux PMN) a cause de I'absence des gramselesndaires, qui constituent le

principal réservoir de I'hétérodimere (85%).

3) Le dysfonctionnement du complexe enzymatique dA®PH oxydase est a la base d'une

maladie génétique rare, la granulomatose septiguanirjue. Nous nous sommes intéressés a la
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caractérisation d’'un cas atypique de CGD, la foXf&". Les résultats obtenus nous ont permis

de démontrer que:

a.

la nouvelle mutation que nous avons identifiée darromoteur du gén€YBB (insertion
d’'une tymidine dans la position -54T/-56T) est mwsgable de la diminution de I'association
des facteurs de transcription de la faméks avec la région promotrice. Cette mutation
empéche donc I'expression normale du géne danslgtsophiles des patients et détermine
une activité oxydase réduite, mesurée dans I'enkedebla population des granulocytes.
L’expression et I'activité fonctionnelle de la NABIPoxydase apparait normale dans les
eosinophiles, ce qui indique que I'expression dglghoxdans ces cellules est régulée par
des facteurs de transcription autres que ceuxmgnent dans les neutrophiles;

L’activité oxydase résiduelle (5-7% du control) st'@as suffisante pour garaniin, vitro,
une activité de «killing» vis a vis d& aureuse C. albicansni pour protéger le patient des

infections séveres et récidivantes, caractéeristigieela CGD.
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Introduzione

1.A | leucociti polimorfonucleati neutrofili (PMN)

I leucociti polimorfonucleati neutrofili (PMN) e monociti macrofagi rappresentano la
principale difesa contro i microorganismi patogegquali fagociti professionali, sono infatti in
grado di fagocitare e distruggere gli agenti imfett
| PMN e i monaociti circolanti sono generati neldet® ematopoietico e vengono rilasciati nel
circolo sanguigno dopo molteplici passaggi di matione e differenziazione (Imhof et al.,
2004). | granulociti e monociti si differenzianopartire da un precursore mieloide comune,
grazie all'influenza di fattori di crescita comeGFCSF (granulocyte colony-stimulating factor)
per i granulociti, e il M-CSF (monocyte colony-stilating factor) per i monociti (Ogawa,
1993). Le cellule dirette verso la linea granuliceitevolvono successivamente in mieloblasti,
promielociti, metamielociti, granulociti non segntan e infine, in PMN maturi. | neutrofili
maturi sono suddivisi in un pool circolante e inpool marginale, risultante dal confinamento
dei PMN nei capillari polmonari. Questo secondo Ipguo essere rapidamente ed
efficientemente mobilitato in seguito ad infiamnwa®@. Diversamente dai PMN, i monociti
circolanti sono rilasciati dal midollo osseo conedfude non terminalmente differenziate.

I neutrofili rappresentano circa il 70% della pgmbne di granulociti circolanti. In
seguito al danno tissutale essi sono mobilitatipioporzioni massicce a partire dal pool
marginale, generando di conseguenza una rapideofieaitche é caratteristica del processo di
inflammazione acuta. Al microscopio ottico i netitrappaiono come cellule di 12-14m di
diametro, caratterizzate da un nucleo multilobatm 2-5 lobi distinti uniti da sottili fili di
materiale nucleare, costituito da cromatina altame&ondensata, indice di un basso grado di
sintesi proteica; il numero di lobi varia a secod@’eta della cellula. Il citoplasma appare di
colore chiaro, contiene pochi organelli tra cuiualcresti del reticolo endoplasmatico rugoso,
ribosomi liberi e resti del complesso di Golgi. Magbplasma si ritrovano anche granuli dotati di
membrana propria che grazie al contenuto di ungetéadi enzimi e proteine antimicrobiche
svolgono un ruolo cruciale nell’uccisione e degraoiae dei microorganismi fagocitati e nella
risposta inflammatoria neutrofilo-mediata. Sondestdentificate quattro popolazioni di granuli:

i primari, o azurofili, i secondari o specifici,térziari, o ricchi in gelatinasi, e le vescicole

secretorie.



Introduzione

1.A.1 1 PMN nella risposta infammatoria acuta

Il duplice ruolo dei neutrofili nellimmuno-sorvaghza e nell’eliminazione in situ dei
microorganismi, richiede una rapida transizioneuda stato circolante non aderente ad uno
stato aderente, che permette loro di migrare attsavi tessuti, ove necessario. Nelle prime fasi
della risposta infammatoria si assiste infattiledrallentamento del flusso sanguigno, a livello
del microcircolo del sito di flogosi, che determifavvicinamento e I'accumulo dei PMN in
prossimitd dell’endotelio: questa prima fase viedefinita “marginazion& Le cellule
endoteliali, in risposta a citochine proinflammatog sostanze vasoattive si attivano e, in primo
luogo, producono molecole ad azione vasodilatatohi@ provocano un aumento locale del
flusso ematico e favoriscono quindi I'arrivo deudeciti nel sito d’'infiammazione; in secondo
luogo, aumentano I'espressione di molecole, lettssde che mediano una rapida adesione a
bassa affinita tra leucociti e endotelio.

La maggior parte dei leucociti esprimono la L-detat mentre le cellule endoteliali esprimono
la P- e la E-selettina, in grado di interagire aoro specifico ligando (PSGL1, P-selectin
glycoprotein ligand 1), localizzato sui leucocdilivello delle estremita dei microvilli. Questa
interazione transitoria si traduce nel rotolameftolling) dei neutrofili circolanti sulla
superficie delle cellule endoteliali. Durante qaekise, in risposta a citochine sintetizzate da
leucociti gia presenti nel sito di flogosi o dalal endoteliali attivate, i neutrofili vanno
incontro ad attivazione: attraverso il riarrangiameedel citoscheletro modificano la propria
forma sferica assumendone una piu piatta. L'essicitei granuli intracitoplasmatici determina
poi l'iperespressione e/o I'attivazione delle irriag 32, recettori che mediano I'adesione stabile
alla superficie endotelialé-igura 1).

In questa fase, i lecucociti fissati all'endotetlevono attraversare la barriera vascolare per
raggiungere il tessuto infiammato. Questo passaggieso possibile grazie alla migrazione
delle cellule, mediata dalle integrine, che netasdi una polarizzazione del corpo cellulare e
della creazione di lamellipodi e uropodi in corospenza della coda dei leucociti; la
formazione di queste strutture é guidate dallagme e dal citoscheletro. In questo stadio, i
leucociti migrano quindi lentamente sulla supeefiduminale e in corrispondenza delle

giunzioni interendoteliali trasmigrano raggiungernldessuto.
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Figura 1: Fasi dell'extravasazione dei neutrofili L'endotelio vascolare adiacente alla sede did$ig
secerne sostanze attivanti i neutrofili e mobilizsettine che stabiliscono interazioni stabili con
specifici ligandi presenti sulla superficie dei trefili. Tale interazione promuove iiblling dei neutrofili
lungo I'endotelio e induce I'attivazione e l'ipepeessione delle integrine: queste mediano la fase d
adesione all'endotelio e promuovono la trasmignaeio

La fuoriuscita dei neutrofili dal circolo sanguiggain processo noto cord@pedesiln questa
fase, tre categorie di molecole sembrano esserdicatg le JAM (junctional adesion
molecule), le PECAM-1 (platelet endothelial celleamn molecule-1), entrambe appartenenti
alla superfamiglia delle IgG, e il CD99. La famaldelle JAM comprende tre molecole,
denominate JAM-A, JAM-B e JAM-C che sono concesetraglle “tight junction”; JAM-A é
coinvolta nella migrazione transendoteliale deictaiti grazie alla sua interazione con
l'integrina LFA1 (lymphocyte function-associatedtigen 1, nota anche come integriag,).

Le molecole JAM-B e JAM-C interagiscono rispettivamte con le integrinensf; e
CD11b/CD18, presenti sulla superficie dei leucodECAM-1, espressa sulla superficie dei
leucociti e delle cellule endoteliali, in particadaa livello delle giunzioni intercellulari, media
'extravasazione dei neutrofili attraverso intecawidi tipo omofilico PECAM-1/PECAM-1.
Allo stesso modo, CD99 é concentrata a livelloededigioni tra le cellule endoteliali.

Una volta fuoriusciti dal circolo sanguigno, i neifili raggiungono il focolaio inflammatorio
guidati da fattori chemiotattici quali citochineL{8), componenti del complemento (C5a),
metaboliti batterici (peptidi formilati, endotosein o prodotti del metabolismo dell'acido
arachidonico (leucotriene B4). Tra le citochineintérleuchina 8 ¢é il principale agente
chemioattrattore per i neutrofili: 'uso di antipbrmonoclonali anti IL-8 in modelli animali
inibisce completamente il reclutamento dei neuira@l sito dell'infiammazione (Folkesson et

al., 1995; Matsumoto et al., 1997).



Introduzione

|.A.2 Fagocitosi e uccisione di microorganismi paeni

Il processo che porta all’'uccisione, da parte deNP dei microorganismi patogeni
presenti nella sede di flogosi puo essere suddiviguu fasi: riconoscimento e adesione alla
particella da fagocitare, ingestione, uccisione igestione dei microorganismi. | fagociti
esprimono molteplici recettori di superficie che rtpeipano al riconoscimento e
all'internalizzazione delle particelle. Alcuni dugsti recettori sono implicati nella trasmissione
di segnali intracellulari che innescano la fagaiitaltri sembrano essenzialmente coinvolti nel
legame delle particelle o nel’aumento dell’effiGadell’internalizzazione.

Si riportano qui di seguito le principali classirdcettori presenti sulla membrana plasmatica dei

PMN, implicati nel processo di fagocitosi (Kantarial., 2008).

* Recettori per Fg
| recettori Fg sono recettori di superficie in grado di legare parzione Fc delle
Immunoglobuline G e che consentono ai fagocitiiclhmoscere particelle opsonizzate da IgG.
L’attivazione di recettori ad alta affinita (-=®1) e a bassa affinita (Il e Fg-RIIl), innesca
la fagocitosi attraverso la polimerizzazione delilma, che permette l'estensione della
membrana plasmatica e la formazione di protrusiome circondano la particella e ne

determinano l'ingestione.

* Recettori del complemento
| PMN esprimono tre tipi differenti di recettori pé complemento: CR1 (anche noto come
CD35), CR3 (integrina CD11b/CD18) e CR4 (integri@®11bc/CD18). Attraverso questi
recettori i neutrofili legano microorganismi opszwati da fattori del complemento. Il CR1 lega
componenti del complemento quali C1q, C4b e C3dbine inflammatorie quali il TNke
prodotti batterici quali il lipopolisaccaride (LPSiimolano la fagocitosiia il recettore CR3. In
vitro, questa cascata di attivazione del segnategasere stimolata dal forbol miristato acetato
(PMA) e porta quindi all’attivazione della proteghinasi C. La contemporanea implicazione
dei recettori CR e Rcsi traduce in un effetto “cooperativo” sul proaesB internalizzazione

delle particelle.



Introduzione

* Recettori Scavengers
Inizialmente definiti in base alla loro capacitdetjare e internalizzare lipoproteine modificate,
I recettoriscavengersono inoltre in grado di riconoscere ligandi cagoadiribonucleotidi, LPS
o particelle di silice (Platt et. al., 1999).

* Lectine
Le lectine mediano il riconoscimento di carboidratidogeni ed esogeni cooperando al
riconoscimento dei microorganismi; in particolaresultano coinvolti nell’internalizzazione

dello zymosan.

* Recettori Toll-Like e Nod-Like
Si tratta di due famiglie di recettori del'immuaiinnata richieste per il riconoscimento di un
ampio spettro di metaboliti batterici, tra cui P8, peptidoglicani e lipopeptidi batterici (Akira
et al., 2001; Aderem et al., 2000).

L’'adesione tra la cellula bersaglio opsonizzataexeéttori presenti sulla superficie dei PMN da
inizio al processo di avvolgimento della membramh fdgocita attorno alla particella. Tale
interazione recettoriale avvia infatti un riarraargiento nel citoscheletro actinico dei neutrofili
che permette loro di avvolgersi attorno alla pettec da fagocitare con un meccanismmo
definito "a cerniera”: le estroflessioni citoplasiche (pseudopodisi estendono in continuo
contatto con la superficie microbica fino a fondéms loro formando il cosiddetttagosoma(o
vacuolo di fagocitosi). La formazione di pseudopadilotta dal riconoscimento, €, come detto,
legata a modificazioni del citoscheletro actiniaofatti, sostanze in grado di interferire con
'assemblaggio e il disassemblaggio di componatdscheletriche (quali le citocalasine B e D)
esercitano un effetto inibitorio sul processo dgjdaitosi.
L’internalizzazione dei microorganismi attraversa Fagocitosi é accompagnata dalla
produzione di molecole di segnale proinflammatoge dall’attivazione di meccanismi
antimicrobici. | neutrofili sono infatti in grada diccidere i patogeni internalizzati grazie alla
simultanea cooperazione di piu processi:

» la produzione di specie reattive dellossigeno (ROstatenata dall’attivazione del
complesso enzimatico NADPH ossidasieccanismi ossigeno-dipendgnti

» la degranulazione dei compartimenti citoplasmatiei fagolisosoma, che porta al
rilascio di proteasi preformate e proteine antibla (neccanismi ossigeno-indipendénti

» la formazione, recentemente evidenziatd\eltrophil Extracellular TrapgNETS).
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Una particella opsonizzata viene internalizzatavaeliolo di fagocitosi in circa 20 secondi, e la

sua uccisione é quasi immediata (Segal et al.,)1981

1.B. Meccanismi microbicidi ossigeno dipendenti

1.B.1 La NADPH ossidasi dei fagociti

La fagocitosi dei microorganismi patogeni si accagma ad un aumento del metabolismo
ossidativo, evento definito “burst” (esplosionepieatorio. Questa attivita venne inizialmente
associata alla respirazione mitocondriale, ma\&I|@i insensibile agli inibitori mitocondriali
tradizionali (cianuro, azide, antimicina) e stretemte collegata ad un aumento della
glicogenolisi, ad un’accelerazione del ciclo denjoso-fosfati, e alla produzione di metaboliti
reattivi dell’ossigeno. L'enzima responsabile diegta esplosione respiratoria € la NADPH
ossidasi. In risposta ad uno stimolo infiammatoiidatti, la NADPH ossidasi catalizza |l
trasferimento di elettroni, derivati dallo “shurnt&i pentoso-fosfati, dal donatore nel citoplasma
('NADPH) all’accettore nel fagosoma o nello spaagtracellulare (I'ossigeno molecolare),

permettendo cosi la formazione di anioni superassid
NADPH + 20, — NADP+ H' + 20,

| neutrofili generano grandi quantita di anioni sigssido, che raggiunge nel vacuolo
concentrazioni comprese tra 1 e 4 moli/litro (Klebfh SJ et al., 1969; Reeves EP et al., 2002).
La sua concentrazione alitady state dell’ordine del micromolare (Hampton MB et 4998)

a causa della rapida dismutazione del radicale regpilo spontanea o catalizzata dalla

superossido dismutasi (SOD) per produrre perossidirogeno:
2H"+20, — HO,+ 0O,

Il perossido di idrogeno @#D,) cosi formato é un intermedio ridotto dell'ossigen

moderatamente tossico; la sua concentrazione n&iafié é regolata da enzimi quali la catalasi

(presente nei perossisomi) e le glutatione perassidlocalizzate essenzialmente nel

citoplasma). La tossicita del perossido di idrogérattribuibile alla sua capacita di generare |l
6
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radicale idrossile’QH) in presenza di cationi metallici quali il fer(6€") nella reazione di

Fenton:

H,0,+ F€"*— 'OH + Fe’* + OH

Il perossido di idroegno pud essere inoltre trasfdp in acido ipocloroso (HOCI) nella
reazione catalizzata dalla mieloperossidasi (MA@)presenza di alogenuri, tra cui il piu
comune € il cloruro (C

MPO
CI"+H,O, —» HOCI +OH

L’acido ipocloroso € una specie chimica dotata dia unotevole capacita microbicida:
interagendo con i residui amminoacidici della pareatterica, esso forma cloramidi, molecole
altamente instabili che si trasformano in aldeglipste ultime formano legami crociati tra le
proteine, creando fori nella parete del microorganu. | radicali liberi @, "OH e I'HOCI
contribuiscono ad ampliare il danno della pareteileee (Klebanoff, 1999).

L’anione superossido reagisce inoltre con l'ossnmtoico (NO) per formare il perossinitrito,
specie fortemente instabile, che pud a sua vokaresmetabolizzato e originare altre specie
reattive dell’'azoto (RNS, reactive nitrogen specatamente reattive. L'importanza delle RNS
nell’attivita microbicida dei fagociti € attualmenignota, ma sembra predominante nei roditori
(Klebanoff SJ, 2005).

1.B.1.1 Struttura del complesso NADPH ossidasi

La NADPH ossidasi € un complesso multimerico diggocnelle cellule a riposo; € costituito
da un centro redox ancorato alla membrana (il fiaeoromo Rsg), dai fattori citosolici

p47phox p67phox, p4(phoxe da due proteina G monomeriche: Racl/2 e Rap 1A.

« |l flavocitocromo bssg

Il flavocitocromo Rgsg € il cuore catalitico del complesso NADPH ossigdasicondizioni di
rposo, esso € essenzialmente presente a livellgrdeuli specifici (85%), mentre il restante

15% é ripartito tra le vescicole secretorie e lanbena plasmatica (Borregaard et al., 1984). In

7
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seguito ad attivazione, esso viene incorporateaddi della membrana del vacuolo di fagocitosi
dove permette il passaggio di elettroni dal NADRHicitoplasma all’'ossigeno nel vacuolo.

Il citocromo kysg € composto da due subunita: la catena pesanstenal, gp9iphox(dovegp

sta per glicoproteina, ghox per “phagocyte oxidase”) ribattezzata Nox2 nel9,39 la catena
leggera, o catena, p22hox Questo citocromo contiene due molecole di emauong con un
atomo di ferro, che permettono il trasferimentoldelgttroni.

Nox2, la cui struttura € mostrata nella Figura 2, e preina di 570 amminoacidi codificata
dal geneCYBRB costituito da 13 esoni e localizzato sul bractido del cromosoma X (Xp21.1)
(Royer-Pokora et al., 1986). Nox2 é sintetizzatéofarma di un precursore del peso di 65 kDa
parzialmente glicosilato nel reticolo endoplasn@tfQuesto precursore matura successivamente
a livello del complesso di Golgi diventando unatenta altamente glicosilata del peso di 91kDa
(Porter et al., 1996; Yu et al., 1997). La regiatfobica N-terminale contiene seieliche
transmembrana; le-eliche Il e V contengono ciascuna due residuistidina posizionate in
modo tale da coordinare i due gruppi eme. Questtiue di istidina sono totalmente conservati
negli altri membri della famiglia delle NADPH Osagl (NADPH OXIDASE, o NOX). Il lato
idrofilico C-terminale, citoplasmatico, contiensiii di legame per le molecole FAD e NADPH
(Segal et al., 1992).

E Lato extracellulare
A o vacuolare

Membrana

Fe

~ Cytosol
Fe,

NH,

Figura 2: Rappresentazione schematica della strutta di Nox2. Si distinguono le sei eliche
transmembrana, e, in particolare, i domini Ill ecdhtenenti ciascuno due residui di istidina (insa)s
che coordinano i gruppi eme. La regione carbogsnitele contiene i siti di legame per il FAD e
I'NADPH. Il passaggio di elettroni si svolge dal BAal NADPH, quindi ai due gruppi eme, e infine
all'ossigeno molecolare.
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p22phox & una proteina di 195 amminoacidi, codificata datelCYBA costituito da 6 esoni e
situato a livello del braccio lungo del cromosont (16g24) (Dinauer et al., 1990). Il suo
profilo di idrofobicita suggerisce la presenza diedu-eliche transmembrana, ma la sua
topologia resta ancora da definire. A livello stidle, é stata messa in evidenza una regione
ricca in residui di prolina sulla coda C-terminalee interagirebbe con il dominio SH3 (per Src
homology 3) della proteina pgiioxfosforilata durante I'attivazione del complessaisratico
(De Leo et al., 1996; Leto et al., 1994; Sumimdtale 1996). La proteina ppBoxé anche il
punto di ancoraggio del fattore citosolico pdx L'associazione di pzthoxcon la subunit®

del citocromo bsg si verifica subito dopo la sintesi di gp65 (proteiprecursore di gpphoy
ma prima della sua glicosilazione nel complessGalgi. Il ruolo preciso svolto dalla proteina
p22phox non é a tuttoggi ancora ben definito, ma sembrideate la sua importanza per la
stabilita del citocromodag I'espressione della subunitamatura (glicosilata) é possibile solo in
presenza di pgthox(Yu et al., 1997).

« | fattori citosolici

p47phox € una proteina fortemente basica di 390 amminqacidiificata dal gen®ICF1 (per
“Neutrophil Cytosolic Factor”), situato a livelleetbraccio lungo del cromosoma 7 (7q11.23).
Questa proteina possiede, nella sua sequenza:

- due domini SH3%rchomolgy domain 3) implicati nelle interazioni peota-proteina;

- due siti ricchi in residui di prolina situati umella regione N-terminale e l'altro nella regione
C-terminale; queste due regioni interagirebberoiammini SH3 di p6phoxo di p4@hox

- numerosi siti di fosforilazione nella regione &+hinale.

Durante I'attivazione del complesso NADPH ossidpdijphoxé fosforilata a livello dei residui
di serina localizzati sulla regione C-terminale B&lnna et al., 1994 e 1996); alcune di queste
fosforilazioni sarebbero indispensabili per deterané un cambiamento conformazionale della
regione C-terminale della proteina, che permetteeed di esporre un sito d’interazione per il

citocromo Bsg.

La proteinap67phox, cosituita da 526 amminoacidi, e codificata daledCF2 che comporta
16 esoni, ed e situato sul cromosoma 1 (1925) (eetal., 1990). Possiede un sito di legame
specifico per la proteina Rac (Koga et al., 199pue interagire con p4ghox(Ito et al., 2001);
sembra inoltre che la proteina pdidoxcontenga un sito catalitico di legame per il NADAH

stato dimostrato che questa subunita viene foataridurante I'attivazione del complesso
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enzimatico (El Benna et al., 1997). Questa protematiene due domini simili nella coda C-
terminale, caratterizzati da una elevata identit&efjuenza con il dominio regolatore SH3
presente nel prodotto dell’oncogene Src. (Letd.ef890).

Il gene codificante pgp40phox € localizzato sul cromosoma 22 (22913.1). Quesitepra di
339 amminoacidi é sicuramente quella il cui ruolnitédibattuto; é stato dimostrato che essa é
in grado di interagire con ppiox (Tsunawaki et al., 1996), e sembra avere un’a#fiper la
regione ricca in proline di pf#hox (Grizot et al., 2001). Il ruolo rivestito da patoxdurante
I'attivazione della ossidasi resta ancora da dd@agssa permetterebbe di aumentare l'affinita di
p47phox per il citocromo bsg (Cross et al., 2000), o potrebbe essere implicetda
traslocazione dei fattori citosolici pgiiox e p6phox (Kuribayashi et al., 2002). Altri autori
(Lopes et al. 2004) sostengono invece che la patp#iphox fosforilata inibisca I'attivita

ossidasica nei sistemi ricostituii vitro.

* Proteine G monomeriche

Rac: contrariamente alle altre proteine citosoliche,c Rpuo migrare e interagire
indipendentemente dagli altri fattori citosolici cda membrana plasmatica. Sono state
identificate 3 isoforme: Rac 1, Rac 2 (I'isoform@gominante nei neutrofili) e Rac 3. Queste
isoforme presentano un grado di omologia del 920482 amminoacidi che le costituiscono.
Nel citoplasma delle cellule non stimolate, Rasgoaiata ad una molecola inibitrice, RhoGDI
(GDP Dissociation Inhibitor), che la mantiene nelaa forma inattiva. In seguito alla
stimolazione, lo scambio GDP-GTP permette alla ginat Rac di dissociarsi dal fattore
RhoGDI, e quindi di migrare verso la membrana eradire con pgihox (Heyworth et al.,
1994 Koga et al.,, 1999). L'idrolisi del GTP é favoritalld proteine Rac-GAP (GTPase
Activating Protein) presenti a livello della memaigplasmatica e coinvolte nella disattivazione
del complesso ossidasi.

Rap 1A: e una piccola proteina G di 22 kDa, associata @cwmo Rsg secondo una
stechiometria di 1 :1 (Quinn et al., 1992). Comeitbcromo Igss, Rap 1A sarebbe localizzata a
livello della membrana dei granuli specifici e dellnembrana plasmatica ; in seguito alla
stimolazione dei neutrofili, piu del 50% dello dtodi Rap 1A traslocherebbe alla membrana
plasmatica (Quinn et al., 1992). Il suo ruolo rativazione del complesso ossidasi € ancora
poco chiaro.
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1.B.1.2 Attivazione del complesso NADPH ossidasi

L’attivazione del complesso ossidasi si verificasgguito ad una serie di interazioni proteina-
proteina, come illustrato in Figura 3. Nox2 é dosittamente associata a gx I'attivazione
della NADPH ossidasi necessita della traslocazideiefattori citosolici verso il complesso
gp9Iphoxp22ohox La fosforilazione di p4ghox determina un cambiamento conformazionale
che ne favorisce l'interazione con p2dx si pensa che il fattore citosolico ghoxintervenga
per “organizzare” la traslocazione degli altri dait citosolici, ed € per questo che tale
componente € anche definito “organizer subunity ldacalizzazione di pghoxalla membrana
permettte il legame della subunita p&dx (definita “activator subunit”) a Nox2.e I'ancoragg

di p4Qhoxal complesso. Infine, la proteina Rac GTPasi agece con NoOx2 in un processo
bifasico che prevede l'iniziale interazione diretian gp9phox seguita dall'interazione con
p67phox Una volta assemblato, il complesso € attivo egit@mlo di generare anioni superossido
trasferendo elettroni dal’NADPH citoplasmatico 'a@dlsigeno del lume fagosomale o dello

spazio extracellulare.

O, O, -

Microorganismi e
stimoli inflammatori

Attivazione

Spazio
extracellulare

Spazio
intracellulare

Protein
chinasi

Figura 3: Modello di assemblaggio del complesso NATH ossidasi dei fagociti.
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1.B.2 La Mieloperossidasi (MPO)

La mieloperossidasi é prodotta a partire di un @dmgyene di circa 11 kb, composto da 11
introni e 12 esoni e localizzato a livello del kmiaclungo del cromosoma 17. L'iniziale
traduzione genera una proteina di circa 80 kDa dbpo rimozione proteolitica di un peptide
segale di 41 amminoacidi, subisce una N-glicoslazicon I'incorporazione di una catena ricca
in residua di mannosio, per generare una apoproliPZimaticamente inattiva di circa 89-90
kDa. Questo precursore forma nel reticolo endopddiem un complesso con due proteine
leganti il calcio, la calreticulina e la calnexirtdye agiscono da chaperonine. Con l'inserimento
di un gruppo eme la apoproMPO é convertita in pr@VEnzimaticamente attiva. Due
successivi clivaggi proteolitici portano alla form@ne di una catena pesantdi circa 51 kDa e

di una caten@ leggera di 12 kDa. La mieloperossidasi matura’éme-proteina composta da
due eterodimeri identici; le due meta sono legatgahti disolfuro tra le due catene pesanti. |
residui di mannosio e i due gruppi eme sono legatalentemente alle subunitai due gruppi
eme presentano proprieta spettroscopiche assanalrighe ne determinano il colore verde:
infatti 'enzima era stato inizialmente denomina&rdoperxidase (Agner, 1941; Klebanoff SJ.,
2005).

La MPO rappresenta circa il 5% delle proteine rdiliche totali ed € localizzata a
concentrazioni elevate nei granuli azurofili. Qla, MPO costituisce il 25% delle proteine
granulari, e, una volta rilasciata durante I'attieme cellulare, raggiunge concentrazioni pari a
circa 100mg/mL (1 mM) nel vacuolo di fagocitosi. braeloperossidasi catalizza I'ossidazione
H,O,-dipendente di svariati substrati, in presenzaedogsido di idrogeno @#D,); suoi substrati
preferenziali sono cloruro, fluoruro, bromuro euoal | corrispondenti acidi alogenuri formatisi
sono fortemente reattivi e letali per la maggiomadei microorganismi. Viste le elevate
concentrazioni di cloruro nel citoplasma e nel &guoa, é I'acido ipocloroso (HOCI) ad essere
formato in maggiori quantita. L'HOCI e un forte age ossidante che attacca un ampio spettro
di molecole biologiche, principalmente tioli, tiees, ammine, fenoli e legami insaturi; inoltre,

e in grado di attraversare le membrane.
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1.C Meccanismi microbicidi ossigeno indipendenti

| neutrofili svolgono un ruolo cruciale nella diéesontro i microorganismi patogeni. Come gia
descritto, la risposta inflammatoria neutrofilo-regd pud essere vista come un processo
multifasico comprendente una fase iniziale di amesidel neutrofilo circolante all’endotelio
vascolare attivato, la successiva extravasaziaméggeazione dei neutrofili al sito di flogosi, e,
infine, I'eliminazione del patogeno attraverso &ydcitosi, la produzione di specie reattive
dell'ossigeno e il rilascio di sostanze ad attivitécrobicida. La maggior parte degli eventi di
guesto processo richiede la mobilizzazione di dramwescicole citoplasmatiche. Le varie
popolazioni granulari dei neutrofili costituisconofatti un’importante riserva non solo di
proteine antimicrobiche, proteasi e componentiluekt respiratorio, ma anche di un ampio
spettro di recettori di membrana per molecole disamhe endoteliale, proteine della matrice
extracellulare e mediatori solubili dell'inflammamnie. La mobilizzazione controllata di questi
organuli citoplasmatici permette la trasformaziote neutrofilo in un potente effettore
dell'immunita innata. Inoltre, I'esocitosi finementegolata dei granuli consente ai neutrofili di
rilasciare in modo mirato il suo arsenale di proeegranulari potenzialmente citotossiche.

Nei neutrofili a riposo, i compartimenti granularitrovano dispersi nel citoplasma. In seguito
all'attivazione da parte di stimoli solubili o fagitabili, i granuli fondono con la membrana
plasmatica e/o con il fagosoma rilasciando il loootenuto. Le proteine granulari costituiscono
circa il 40% del volume vacuolare (Hampton MB ef 4098), con una concentrazione proteica
di circa 500 mg/mL (Reeves EP et al., 2002).

Come detto in precedenza, sono stati evidenziatieab quattro compartimenti granulari
citoplasmatici:

. granuli primari o azurofili;

. granulo secondari o specifici;

. granuli terziari ricchi in gelatinasi
. vescicole secretorie.

1.C.1 Composizione dei granuli citoplasmatici

La Tabella 1 mostra, in sintesi, la localizzazioede principali proteine contenute nei granuli e

nelle vescicole secretorie dei neutrofili.
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CD11b/CD18, CD66, CD67

CD11b/CD18, CD67 CD11b/CD18, CD67

CD63, CD68
Presenilina

SNAP-23, VAMP-2
Stomatina, PGLYRPc

SNAP-23, VAMP-2
Nramp-1

SNAP-23, VAMP-2
Nrampl
PA, DAF, CD10, CD13

Proteine del plasma

Azurocidina
B-glucuronidasi

eparanasi, CRISP3
B2-microglobulina

B>-microglobulina
CRISP3

®Abbreviazioni: B12BP, vitmin B12 binding proteinRESP, cystein-rich secretory protein; PA, fosfatsalina; DAF, decagccelerating factor; LI
immunoglobulin-like receptor; uPA, uroknase plasogien activatori.

® ocalizzazione delle proteine nella membrana earmatitrice dei granuli e delle vescicole secret@ieiportano in giallo, le molecole di adesione;

in blu, i recettori; in arancio le proteine adtéi antimicrobica, in verde le protease; in bigraaltre classi di funzioni.

‘La localizzazione & dedotta dal profilo di esprassigenica in accordo con l'ipotesi del “targetiygtiming”, ma non & stata confermata a

livello oroteico
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. 1.C.1.A Granuli primari o azurofili:
| granuli azurofili (GA) mostrano un’ampia eterogéa di dimensioni e forma che rende
possibile distinguerli in piu sottopopolazioni imde a caratteristiche fisiche, citochimiche e
morfologiche. Secondo l'ordine della loro compadsaante la mielopoiesi, i granuli azurofili
possono essere suddivisi in GA poveri in defensihe,si formano durante le fasi iniziali dello
stadio promielocitico, e GA ricchi in defensine,echppaiono piu tardivamente, durante il

passaggio da promielocita a mielocita (Arnljotalet1998).

Mieloperossidasi, MPO.E espressa nei leucociti polimorfonucleati e nehawuiti/macrofagi
umani; a livello dei neutrofili si ritrova nei gral primari da dove viene rilasciata nel fagosoma

successivamente all'internalizzazione dei patod€fi.§ 1.B.2)

a-defensine.Sono le principali costituenti dei granuli azurpfsi tratta di piccoli peptidi di
circa 3.5 kDa di natura cationica, ad azione amtiofiica e citotossica. Il fatto che i granuli
ricchi in defensine appaiano piu precocemente tdi gdanuli azurofili durante la mielopoiesi
trova spiegazione nella via biosintetica delle dsfiee stesse: mentre le proteine di matrice dei
GA come la MPO, l'elastasi e la proteinasi-3 soimbesizzate durante la fase promielocitica, la
produzione din-defensine inizia alla fine della fase promielaatiper proseguire allo stadio di
mielociti. Le a-defensine mostrano attivita antimicrobica nei conti di un ampio spettro di
batteri, funghi, virus incapsulati e protozoi; geepolimerizzazione, sono in grado di inserirsi a
livello della membrana dei microorganismi. Il logéfetto microbicida é dovuto alla formazione
di pori multimerici attraverso la membrana (Wimkyal., 1994). L’effetto citotossico di alcune
defensine e potenziato dalla azione sinergica cwmaltta proteina cationica, la BPI, che
presenta una citotossicita specifica nei confrdeti batteri Gram-. Alcuni studi suggeriscono
che linterazione elettrostatica iniziale della BBon i lipidi anionici batterici favorisca
'inserimento delle defensine che permeabilizzanmembrana attraverso la formazione di pori
multimerici. Inoltre, a concentrazioni dell'ordirtel nanomolare, le defensine sembrano avere

un’azione chemiotattica per monociti, linfociti D@+ e CD8+.

BPI, o bactericidal permeability increasing proteii tratta di un peptide cationico di circa 50
kDa, in grado di uccidere batteri Gram negativiomaentrazioni dell’ordine del nanomolare
(Weiss et al., 1987; Elsbach et al., 1998). La BiFega a residui lipopolisaccaridici carichi
negativamente nella membrana esterna di battemGregativi, attraverso la sua regione N-

terminale. Tale legame induce il riarrangiamentoligali della membrana esterna, portando ad
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un’inibizione della crescita batterica seguita da danno letale sulla membrana interna. I

dominio C-terminale della BPI favorisce l'attaccei dbatteri ai neutrofili, mediando la
fagocitosi (Ooi et al., 1987; lovine et al., 1997).

Serprocidine. | granuli azurofili contengono tre serprocidine gerin proteasi ad attivita

microbicida) strutturalmente correlate: la protsida la Catepsina G e l'elastasi. Le

serprocidine sono polipeptidi cationi di 25-29 k@a@tate di attivita proteolitica nei confronti di

vari componenti della matrice extracellulare, cofeéastina, la fibronectina, la laminina, il

collagene di tipo 1V e la vitronectina. Esse in@linducono I'attivazione delle cellule endoteliali

ed epiteliali, di macrofagi, linfociti, piastrinep@ssiedono proprieta antimicrobiche.

v Catepsina GSi tratta di una serina-proteasi neutra presentbeaa livello dei granuli

intracitoplasmatici di monociti e mastecellule (&alen et al., 1987). Vari effetti
fisiologici sono stati attribuiti a questa proteagtivita antimicrobica, degradazione
della matrice extracellulare, vasoregolazione,vatione dell’elastasi neutrofilica,
cleavage di fattori della coagulazione e del recettlella trombina, ecc. La catepsina
G purificata esercita un’azione citotossica battgdtatica nei confronti di svariati
microorganismi (Shafer e Onunka 1989; Shafer ¢i@P1; Guyonnet et al., 1991).
Elastasi. Non é dotata di per sé di attivita microbicidattavia, studi effettuati in
passato sull'attivita dell’elastasi umana nei confr di S. aureused E. coli, in
presenza o in assenza del sistema MRBOztdloruro hanno dimostrato che pur priva
di attivita microbicida diretta, I'elastasi era grado di potenziare di 10-100 volte
'impatto del killing MPO dipendente. Questo eféetinergico non era compromesso
dall'inattivazione termica dell’attivita enzimaticauggerendo che I'azione elastolitica
non sia un prerequisito per questa sinergia. Qué&stipendenza dell’attivita
antimicrobica dall’attivita enzimatica é stata aogata anche nel caso della catepsina
G; la natura cationica comune di queste proteiaauari suggerisce che la loro forte
interazione elettrostatica con la superficie miaab perturbi lintegrita del
microorganismo che risulta di conseguenza piu adués e vulnerabile (Odeber e
Olsonn, 1975 e 1976).

Il lisozima (Faurschou et al., 2008 un peptide antimicrobico di circa 14 kDa, preseirt

accordo con il suo profilo biosintetico, in tutticompartimenti granulari, con un picco di

concentrazione a livello dei granuli specifici. @teeenzima ha come substrati i peptidoglicani
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della parete dei batteri Gram+ e la chitina deighunla sua azione porta quindi ad alterazioni

irrevesibili della parete microbica (Elsbach et £4099).

e« 1.C.1.B Granuli secondari ospecifici
Citocromo bssg € stato ritrovato principalmente (85%) nella meama dei granuli specifici e
dei granuli terziari; in seguito all’attivazione lickare viene traslocato in superficie o alla
membrana del fagosoma, dove costituisce il certlox del complesso NADPH ossidasi (cfr 8
1.B.1.1).

La NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocaljné una proteina appartenente alla
famiglia delle lipocaline, definita anche siderdaeal per la sua capacita di legare i siderofori (i
piu potenti chelanti del ferro conosciuti), prevede in questo modo 'acquisizione sideroforo-
mediata di ferro da parte dei microorganismi. 8var principalmente concentrata nei granuli
specifici, ma la sua biosintesi aumenta consideénesote a livello dell’epitelio inflammato del
colon (malattia di Crohn, coliti ulcerative, apperite e diverticoliti). La produzione di NGAL
nei neutrofili circolanti pud essere stimolata dM-GSF. Secondo Borregaard e colleghi, la
NGAL parteciperebbe alla regolazione della rispasteammatoria attraverso il legame a
mediatori inflammatori di natura lipofilica, quafMLF, PAF (platelet activating factgr
leucotriene B4 e LPS (Borregaard e Cowland 199ijatti, due studi per marcatura di
fotoaffinita (photo affinity labeliny riguardanti la localizzazione subcellulare dedettore per
I'fMLF, hanno identificato la NGAL come una protaimli 25 kDa presente nei granuli specifici
e in grado di legare I'TMLF. Il ruolo della NGAL Ha difesa dell’organismo é stato dimostrato
anche grazie a studi effettuati su topi in cuighg per la NGAL era stato silenziato: in seguito
ad iniezione intraperitoneale di enterocolina dmmte da Escherichia coli, i topi NGAL-

knockoutmorivano rapidamente (Flo et al., 2004).

La lattoferrina (LF) € una glicoproteina di 78 kDa immagazzinata prialciente nei granuli
specifici. Possiede un’attivita antimicrobica nenfronti di un ampio spettro di batteri Gram
positivi e negativi. La LF appartiene alla famigtlalle transferrine, proteine che sono in grado
di sequestrare il ferro e di impedire cosi la dtasbatterica. Oltre a questa funzione, la
lattoferrina si lega alla membrana cellulare batteattraverso il suo dominio anfipatico N-
terminale, provocando un danno di membrana irrévéese la conseguente lisi della cellula.

La regione antibatterica della LF, detta lattof@ra, viene rilasciata in seguito a digestione da
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parte della pepsina gastrica. La LF € presentearn fluidi biologici, tra cui il latte materno
(Oram et al., 1968; Chapple et al., 1998; Yamaethi., 1993).

hCAP-18 é un peptide antimicrobico di 19 kDa presente mengli specifici, appartenente al

gruppo delle catelicidine. La regione N-terminaieldl kDa mostra un alto grado di omologia
con altre catelicidine, mentre la regione C-terd@rfarma un& elica anfipatica che esercita

un’attivita antimicrobica contro batteri Gram+ ea@ e induce la chemiotassi di neutrofili,
linfociti T e monociti. Questa regione C-termingléiberata tramite clivaggio della proteinasi-3
in seqguito all’esocitosi dei granuli. HCAP-18 é gotta anche dai cheratinociti durante le
malattie infiammatorie della pelle quali la psoriaklupus eritematoso e la dermatite atopica
(Sorensen et al., 2001; Yang et al., 2000).

La fosfolipasi A2 (PLA2) appartiene alla famiglia delle fosfolipasi secretpesercita una

potente attivita antibatterica nei confronti deittee Gram+, grazie alla formazione di un
legame stabile con la parete batterica, tramitematcanismo Ca-indipendente; una volta
penetratata nel microorganismo, la PLA2 € in grdiddegradare i fosfolipidi di membrana con
un meccanismo Ca-dipendente. La sua attivita atdiiea € legata a quella di altre proteine

microbicide che alterano la permeabilita della meanh esterna, quali la BPI.

Le catelicidine sembrano agire in sinergia con le defensine, dét@mdo un incremento della
permeabilizzazione della membrana esterna ed mtdem microorganismi, con conseguente
interruzione della sintesi del’lRNA e del DNA e btm della respirazione cellulare (Elsbach et
al., 1999; Nagaoka et al., 2000). L’'attivita battiela delle catelicidine, diretta in particolara ne
confronti dei batteri Gram-, richiede un clivaggimteolitico: questo avverrebbe probabilmente
durante la degranulazione nel vacuolo di fagogitdsve le catelicidine sono esposte all'azione
delle proteasi rilasciate dai granuli azurofili, ie particolare, all’azione dell’elastasi. I
frammento liberato per clivaggio svolge la suavadti antibatterica attraverso il legame della
regione cationica C-terminale a fosfolipidi di mewnte, e grazie all'inserimento nella

membrana plasmatica di una regione altamente iicdo

Collagenasi (MMP8). Le metalloproteasi di matrice (MMP) rappresentama fiamiglia di
endopeptidasi zinco- e calcio-dipendenti la cuizfane é la degradazione della matrice
extracellulare. Esse rivestono un ruolo importantenumerosi processi fisiologici quali 1o

sviluppo embrionale, la morfogenesi, la riprodugiore il rimodellamento tissutale.
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Intervengono anche in processi patologici quadlitiite, il cancro e le malattie cardiovascolari.
Sono sintetizzate sottofroma di pre-pro-peptidécleiedono I'attivazione proteolitica, che puo
essere intra- od extra-cellulare. Il clivaggio puaditico determina il rilascio del pro-peptide N-
terminale ed espone il sito attivo dell’enzimacadhtrollo dei livelli di MMPs neosintetizzate si
verifica essenzialmente a livello della trascrizgogenica, mentre I'attivita proteolitica delle
MMP esistenti é regolata attraverso l'attivaziored pro-enzima (o zimogeno) e l'inibizione
dell’enzima nell suo stato attivo da parte di itobi endogeni, quali la,-microglobulina e gli
inibitori tissutali delle MMP (TIMP). La MMP8 é imagazzinata nei granuli specifici come
proenzima latente; citochine proinfiammatorie qudli-1, IL-8 e il TNFa, o il GM-CSF
stimolano il rilascio della collagenasi che, atemo la degradazione della matrice
extracellulare, permette ai neutrofili di infiltearil tessuto connettivo. Strutturalmente, la
collagenasi comprende un pro-dominio N-terminateaiin residui di cisteina, che mantiene le
MMP8 nel suo stato latente. L’attivazione del pmera si verifica, in seguito alla
degranulazione, nello spazio extracellulare, attrsw la rimozione del pro-dominio. L'enzima
attivo che ne risulta comprende un dominio catalig un motivo che lega lo zinco. La MMPS8
attiva € in grado di clivare il collagene di tipolll e Ill. L’attivazione della MMP8 puo essere
realizzata in vitro ad opera di proteasi quali IMPB stessa, la MMP3, MMP10 e la Catepsina
G, o di agenti chimici quali composti del mercueaadicali dellossigeno (Tschesche et al.,
1998).

e« 1.C.1.C Granuli terziari o ricchi in gelatinasi
La Gelatinasi (MMP9) é caratterizzata dalla presenza di tre moduli latiofiectina di tipo |
che permettono lo svolgimento e la completa degiada della tripla elica del collagene, un
dominio C-terminale hemopexin-like di circa 200 aoacidi, legato al dominio catalitico e
responsabile della specificita di substrato e @glame agli inibitori tissutali TIMP e un
dominio, omologo al collagene di tipo IV, ricconesidui di cisteina. La gelatinasi viene secreta
come pro-peptide (zimogeno) dal peso molecola@2dDa; il clivaggio proteolitico della pro-
MMP9 in corrispondenza del residuo 87 (o residaini) porta alla liberazione dell’enzima
nella sua forma attiva, con un peso di circa 82.kiDmpro-MMP9 puo0 essere attivata dalla
MMP3 o da certe proteasi batteriche; la MMP9 éitaidallaa, microglobulina o dal TIMP-1
che lega la pro-MMP9 o la MMP9 attiva. Nel plasni@aa come monomero o complessata
con la lipocalina neutrofilica e puo formare dimefio multidimeri.
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Nrampl (natural associated macrophage proteipnélstata identificata per la prima volta nei
macrofagi come una proteina integrale di membrar@arch 100 kDa. Nei neutrofili a riposo,
Nrampl e situata principalmente nei granuli ridchgelatinasi; in seguito all’esocitosi, questa
proteina trasloca sulla membrana fagosomale. Nraagidce come trasportatore di cationi
bivalenti ed & quindi in grado di sequestrare iguali F€*, Mn** e Zrf* ai microorganismi

presenti nel vacuolo di fagocitosi.

. 1.C.1.D Vescicole secretorie
Le vescicole secretorie rappresentano una riservacdttori di membrana necessari alla fase
precoce della risposta inflammatoria neutrofilo m&d Nella loro membrana si ritrovano
infatti: citocromo Igsg, integrinep2 (CD11b/CD18, o Mac-1 o CR3), recettori del compdato
(CR1), recettori per peptidi formilati, recettorerp.PS/acido lipoteico (CD14), recettore per
Feylll e la metalloproteasi leucolisina. La presenzZaprbteine del plasma al loro interno
suggerisce che questi compartimenti intracellidadriginino per endocitosi (Borregaard et al.,
1987).

1.C.2 Granulogenes{per review cfr Faurschou et Borregaard, 2003)

I granuli dei neutrofili sono formati durante laffdrenziazione della cellula mieloide
(Figura 4). La granulogenesi inizia precocementtaniase di passaggio del precurosore
neutrofilico immaturo allo stadio di promielocitdpve vescicole di trasporto ancora immature
fuoriescono dal complesso di Golgi e fondono tra (@Baiton et al., 1966 e 1971; Hartmann et
al., 1995). | primi granuli ad apparire erano statginariamente definiti “granuli perossidasi
positivi” in base al loro elevato contenuto in m@trossidasi (MPO) o “granuli azurofili” per la
loro affinita al colorante basicazure A o semplicemente, “granuli primari”. La produzioie
MPO si arresta al passaggio da promielocito a mieloConseguentemente, i granuli formatisi
nelle fasi successive della mielopoiesi sono denatnperossidasi-negativi: si tratta dei granuli
secondari o specifici e terziari o ricchi in gelasi, secondo la loro tempistica di apparizione e
il loro contenuto. | granuli specifici sono formatello stadio di mielocito e metamielocito,
mentre i granuli terziari originano nelle cellukgsnentate; queste sono poi rilasciate nel circolo
sanguigno dove il loro sviluppo a neutrofili matberminalmente differenziati € completato

dalla formazione delle vescicole secretorie.
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Mieloblasto Promielocito Mielocito Metamielocito Band Segmented
cell cell

Granuli —
Azurofili . o
Mieloperossidasi

Elastasi
Catepsina G

Granuli
Specifici C—
Lattoferrina
citocromo bsssg

Granuli ricchi in
Gelatinasi C—
Gelatinasi
Citocromo bssg

Figura 4: Formazione dei granuli e delle vescicolsecretorie durante la differenziazione della
cellula mieloide.

Le differenti popolazioni granulari mostrano cagettiche struttuali comuni quali una doppia
membrana fosfolipidica e una matrice intragranutametenente proteine destinate all’esocitosi
o al rilascio nel fagosoma. Tuttavia, esistonoeddhze sostanziali concernenti il contenuto
proteico. Diversi studi hanno dimostrato che let@re sintetizzate ad un preciso stadio dello
sviluppo meiloide risultano localizzate nella steg®polazione granulare (Borregaard et al.,
1995; Arnljots et al., 1998). Questi dati suppootdipotesi detta targeting by timing”, in
base alla quale la presenza selettiva di una pigi una data popolazione di granuli é dovuta
al momento in cui € stata biosintetizzata. La stliaaria eterogeneita del contenuto dei granuli
€ quindi resa possibile da un’azione finemente leggce altamente specializzata dei fattori di
trascrizione presenti durante i diversi stadi dsltduppo della cellula mieloide.

Questa fine regolazione della sintesi e dell'acdondkelle proteine granulari fa si che molecole
con funzioni effettrici simili siano immagazzinategli stessi granuli; quindi la mobilitazione di
un preciso sottotipo di granuli rende possibileéldscio simultaneo di molecole essenziali per
una precisa funzione. Ad esempio, le vescicoleesede contengono recettori di superficie e
molecole di adesione che rendono il neutrofilo tadg di rispondere ai segnali e iniziare la
migrazione attraverso I'aderenza ai tessuti. | ghiaerziari sono coinvolti nella degradazione
della matrice extracellulare e consentono quind anemiotassi efficace. | granuli specifici e
azurofili contengono un ampio spettro di proteimgimaicrobiche ed enzimi essenziali per

l'uccisione e la degradazione dei microorganisrgofatati.
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1.C.3 Trasporto e fusione membrana/granuli

L’inizio dell'attivita NADPH ossidasica coincide nda degranulazione, con un ritardo
di circa 20 secondi (Segal et al., 1981). Le vidrdsmissione del segnale che connettono il
legame a recettori di superficie allinnesco eaiteollo della degranulazione sono complesse e
non ancora definite con precisione.

L’esocitosi di granuli e vescicole secretorie giifiga grazie ad una serie di processi finemente
controllati, comprendenti: la mobilitazione o tsdzione dei compartimenti granulari alla
periferia della cellula, I'associazione dei granalia membrana plasmatica e l'aggancio tra
granuli e membrana, prerequisito necessario pesulecessive fusione e liberazione dei
mediatori. E interessante notare che i granuli sdasciati secondo un ordine inverso rispetto
alla tempistica della loro sintesi: le vescicolerséorie sono i primi compartimenti ad essere
mobilitati, seguiti, nell'ordine, dai granuli riccin gelatinasi, poi dai granuli specifici e infine
dai granuli azurofili (Faurschou et al., 2003). &amolazionein vitro con concentrazioni
dell'ordine del nanomolare di mediatori inflammaiguali I'fTMLF causa la rapida e quasi totale
degranulazione delle vescicole secretorie, lasciapcaticamente intatti gli altri granuli
(Sengelov et al., 1993). La stimolazione con agbpigl potenti quali il forbol miristato acetato
(PMA) provoca il rilascio completo dei granuli texd, moderato dei granuli specifici e
un’esocitosi scarsa da parte dei granuli azurofili.

La mobilizzazione gerarchica dei granuli dei neiilircsopradescritta puo essere
riprodotta in vitro attraverso un incremento grddwdelle concentrazioni intracellulari di calcio
Cd* (Sengelov et al. 1993). La concentrazione citoaalicC&* che induce la liberazione del
50% dei markers granulari (& corriponde a: 140 nM per le vescicole secret@®€ nM per
il granuli terziari, 550 nM per i granuli specifiei680 nM per i granuli azurofili (la [€8; nei
PMN a riposo € di 90-110 nM). Vari tipi di stimasiono responsabili del’aumento della
concentrazione citosolica di €atra cui la formazione di legame coinvolgenti lesene,
CD11b/CD18 e recettori per I'fMLF. Il legame dellgegrinep, determina I'attivazione delle
tirosin-chinasi citoplasmatiche, che fosforilanatévano un ampio spettro di proteine, tra cui la
fosfolipasi G2 e la fosfolipasi D; queste ultime catalizzan@émerazione di inositolo (1,4,5)-
trifosfato (IP3), di diacilglicerolo e di acido fiagidico. A loro volta, questi metaboliti attivano
la protein chinasi C (PKC) provocando quindi ilastio di C&" dagli storesintracellulari e
linflusso di calcio attraverso la membrana plasoaiFaurschou et al., 2003). Allo stesso

modo, la stimolazione attraverso la via del recetyoer 'fMLF accoppiato alla proteina G,
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provoca un rapido aumento della concentrazion®8id livelli sufficienti a mobilitare il Ga
dagli stores intracellulari.

Il meccanismo che lega il turnover lipidico e ledifizazioni delle concentrazioni di €aalla
degranulazione non € ancora noto con esattezzanihessinesono proteine in grado di legare
fosfolipidi di membrana che, in presenza di eleved@centrazioni di calcio, intervengono
nell'aggregazione delle vescicole e nella fusiola membrana. Queste molecole hanno la
capacita, polimerizzando, di formare un ponte meltere quindi in contatto due membrane di
strutture secretorie. Vari tipi di annessine sotaiesidentificate nei neutrofili che sembrano
promuovere la fusione calcio-dipendente, in vitra;queste, I'annessina I, I'annessina Xl e la
lipocortina III.

Uno dei meccanismi di regolazione della mobilitago dei granuli citoplasmatici &
rappresentato dalla famiglia dei recettSMNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein recepfpcomprendente due classi di proteine: le SNAREcicetari (v-
SNARE), di cui fanno parte i membri della famighéAMP (vesicle-associated membrane
protein-2), e le SNARE target (t-SNARE) comprendénsintassine e i membri della famiglia
SNAP-23/25. In particolare, nei neutrofili sonotstalentificate tra le v-SNARE, le VAMP-1,
VAMP-2 e VAMP-7, e tra le t-SNARE, la SNAP23 ed carto numero di sitassine, quali la
sintassina 3, 4 e 6. La regolazione della secrezdam differenti compartimenti citoplasmatici
varia a seconda del tipo di granuli e coinvolgerist@ associazioni di complessi SNARE:
I'esocitosi dei granuli secondari e terziari impagdmeno 2 complessi SNARE composti da
sintassina 4/SNAP-23/VAMP-1 o sintassina 4/SNAPY2MP-2, mentre nella degranulazione
dei granuli primari intervengono sintassina 4 e VIAI/7. Un ulteriore complesso contenente
la sintassina 6 puo intervenire nella regolaziogléedocitosi dei granuli primari e secondari. Di
conseguenza, la densita delle proteine SNARE me#abrana € connessa al potenziale di
esocitosi dei differenti compartimenti granulariliniportanza dei complessi SNARE nei
processi di degranulazione é stata dimostrata daere di studi che hanno esaminato I'effetto
inibitorio di neurotossine quali la neurotossind t#ano e del botulino: queste neurotossine
colpiscono e scindono specificamente i complesshSR liberi, prevenendo quindi il loro
assemblaggio nella fase di aggancio dei grandirakmbrana e impedendo, di conseguenza, la
fusione dei granuli con la membrana (Schiavo.e800; Turton et al., 2002).

Accanto alle proteine SNARE, I'efficacia del conlivadel processo di fusione delle membrane
richiede I'intervento di proteine della famiglial@eMunc-18; in particolare, le isoforme Munc
18-1, Munc 18-2 e Munc 18-3 sembrano essere cdmvwlla regolazione dell’esocitosi in

svariati tessuti e tipi cellulari (Rizo et al., Z)0E’ stata recentemente mostrata 'esistenza nei
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neutrofili umani delle isoforme Munc 18-2 e Munc-3& la loro diversa implicazione nella
regolazione della degranulazione: Munc 18-2 sareiniyglicata nell’esocitosi dei granuli
primari e interagirebbe con la sintassina 3, meritfenc 18-3 sarebbe coivolta piu
specificamente nel rilascio dei granuli secondaterziari e interagirebbe con la sintassina 4
(Brochetta et al., 2008).

Un altro gruppo di proteine coinvolte nella trasdae del segnale per I'avvio dei processi di
esocitosi sembra essere la famiglia di proteinarligl calcio EF-hand; appartengono a questa
famiglia proteine ubiquitarie come la calmodulingmteine con una distribuzione tessuto-
specifica, quali la recoverina e NCS-1 (neurondkigen sensor-1). NCS-1 é espressa
essenzialmente nel tessuto nervoso dove moduilastio di neurotrasmettitori, agendo sulle
strutture citoscheletriche. Nonostante il nome, NIC& presente, oltre che a livello neuronale,
anche nelle cellule cromaffini, nelle cellule epék renali: a livello di questi tessuti, NCS-1
regolerebbe le funzioni secretorie e diversi aspletttraffico vescicolare attraverso interazioni
con altri componenti del processo di segnalazisrastnembrana (Brochetta et al., 2003).
Sembra inoltre che NCS-1 faccia parte del sistelNARE e parteciperebbe quindi alla
formazione dei complessi proteici che promuovonfukione tra la membrana degli organuli
secretori e la membrana target. NCS-1 é statavaiteoanche nei neutrofili umani e nelle cellule
della linea promielocitica HL-60, localizzata inrpeolare a livello dei granuli azurofili.
(Brochetta et al., 2003).

E stato inoltre recentemente dimostrato il coigiraknto di un membro della famiglia delle
proteineMunc-13 nella regolazione dell’esocitosi (Pivot-Pajot £t2008). Le proteine Munc
13 rappresentano una famiglia di 4 proteine mammifanologhe alla proteina Unc-13 di
Caenorhabditis elegans$i tratta di proteine presenti a livello di sae cellule secretorie (tra
cui le cellule neuronali, cromaffini, le cellulg@ pancreatiche e diverse cellule della linea
ematopoietica), dove rivestono un ruolo chiave anettgolazione della via secretoria. Le
proteine Munc-13 intervengono infatti nella forr@mm dei complessi SNARE e sembrano
inoltre essere implicate nptiming dei granuli. In particolare, Munc-13-4, 'omologorecente
identificazione, risulta fortemente espresso naitnodili, con una localizzazione in parte
citoplasmatica e in parte associata ai granuli iipece terziari. Sembrerebbe che la
ridistribuzione (calcio-dipendente) di Munc 13-4aamembrana plasmatica in seguito alla
stimolazione cellulare agisca come fattore “primipgr I'esocitosi (Pivot-Pajot et al., 2008).

E stato recentemente proposto il coinvolgimentdjaneegolazione della degranulazione,
dell'efflusso di ioni cloruro (C), che si verifica nei neutrofili durante la fagosi dei neutrofili
(Busetto et al., 2007). Nei neutrofili a risposesting infatti, la [CI]; e elevata: 80-100 mM
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(Simchowitz et al., 1986); in risposta a stimoliusaili fisiologici e non, si assiste ad una rapida
ed irreversibile diminuzione dei livelli di Cintracellulare, strettamente correlata a svariate
funzioni dei neutrofili, quali I'attivazione e I'grespressione di molecole di adesione, I'adesione
cellulare e lo spreading, l'alcalinizzazione ci@ghatica e l'attivazione del burst respiratorio
(Meyers et al., 1990; Menegazzi et al., 1996, 1892000; Perez-Cornejo et al., 2004).
Utilizzando diversi tipi di inibitori noti del trg®rto di ioni cloruro (quali I'acido etacrinico e
'acido niflumico), Busetto e colleghi hanno mostrache linibizione dell’efflusso di Clé
accompagnato dalla diminuziane

» dell'uccisione di particelle opsonizzate@andida albicans

» della degranulazione degli stessi granuli azur@hliparticolare della MPO);

» della fusione dei granuli azurofili con la membrdagosomale.
Gli stessi autori hanno anche mostrato come I'mdne dell’'efflusso di Clcausasse una
marcata diminuzione del rilascio di €alagli stores intracellulari, in neutrofili stimdilaon
fMLF o blastospore opsonizzate @andida albicans Le vie di trasmissione del segnale
coinvolte in questi fenomeni restano ancora da tiflesre, ma sembra evidente come le
variazioni dei livelli di cloro intracellulare rig¢ano un ruolo importante nella modulazione di

numerose funzione dei neutrofili.

1.C.4 Significato della degranulazione nella rispda inflammatoria acuta
neutrofilo-mediata

Il reclutamento dei neutrofili nel tessuto infiamimasi verifica nell’arco di poche ora e
costituisce un evento fondamentale nella rispostigaadell’ospite ai patogeni. La mobilitazione
dei neutrofili coinvolge una serie di processi slo@tosi finemente regolati che, nel complesso,
modificano in modo graduale lo stato funzionaldalekllula. In seguito alla stimolazione da
parte di mediatori inflammatori, le cellule endaklvascolari adiacenti al sito di infezione
traslocano la P-selettina dai compartimenti inttatzi (i corpi du Weibel-Palade) al lume
della membrana; la P-selettina si associa ad ueaifsqa glicoproteine di superficie dei
neutrofili (la PSGL-1, P-selectin glycoprotein lighl) stabilendo un’interazione ad alta affinita
che facilita il rolling dei neutrofili lungo la sepficie endoteliale. Questa interazione neutrofili-
endotelio determina inoltre il rilascio delle vesiie secretorie (Borregaard et al., 1994), che, a
sua volta, permette I'espressione dell'integfiaaCD11b/CD18 sulla superficie dei neutrofili,

evento accompaganto dal rilascio della L-selettinlegame delle integring, alle molecole di
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adesione intercellulare (ICAM-1) permette un’adasigtabile del neutrofilo all’'endotelio e ne
promuove la trasmigrazione. L'esocitosi dei grameiziari libera le metalloproteasi (gelatinasi
e leucolisina) ad attivita collageno-litica, cheolgono probabilmente un ruolo fondamentale
nella degradazione della membrana vascolare bas#lke fase di extravasazione. Durante la
successiva migrazione dei neutrofili attraversoessuti interstiziali si verifica la parziale
esocitosi dei granuli specifici e azurofili, perteetdo la liberazione di recettori per i
componenti della matrice extracellulare e di enzimgrado di degradare la matrice stessa, quali
la collagenasi e le serina-proteasi, facilitandoguesto modo la migrazione verso il sito di
flogosi. In seguito all’incontro con il patogenoneutrofili attivano i sistemi antimicrobici
ossigeno-dipendenti e indipendenti grazie all'éescidei granuli azurofili e specifici verso il
fagosoma o all’'esterno della cellula. L'eterogeheiitfunzioni delle sostanze granulari permette
ai neutrofili di attaccare i patogeni in modi diseralcuni costituenti granulari, quali le
defensine, la BPI, la h-CAP-18, la lattoferrind ksobzima esercitano il loro potere microbicida
grazie alla distruzione della membrana plasmatate, quali la NGAL, la lattoferrina, o
Nrampl interferiscono con il metabolismo ferro-aigente dei batteri; altri ancora, quali la
MPO, o il citocromo ksg partecipano alla generazione di specie reattiMBosigigeno. E’
interessante notare inoltre che costituenti granatame le defensine, I'azurocidina e 'hnCAP-
18 favoriscono la chemiotassi di linfociti T CD4+GD8+, amplificando di conseguenza la

risposta infiammatoria e agendo da “ponte” tra tfiomita innata e I'immunita adattativa.

1.C.5 Meccanismi di degranulazione

Le cellule inflammatorie secernono proteine contemei compartimenti intracitoplasmatici in
un processo noto comesocitosi 0 degranulazione Esocitosi € un termine che descrive
precisamente il processo di fusione della membgaaaulare o vescicolare con la membrana
plasmatica, accompagnato dal rilascio del contegrgoulare nello spazio extracellulare.
Il rilascio di mediatori preformati da parte detlellule inflammatorie puo verificarsi secondo
quattro distinti meccanismi (Logan et al., 2003):

o] L’ esocitosi classicamplica I'estrusione di singoli granuli secretoattraverso la
fusione di ciascuno di essi alla membrana plasmatit seguito a stimolazione. Si tratta del
meccanismo di degranulazione preferenziale perrofdyteosinofili, mastcellule, piastrine e

macrofagi;
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o] L’ esocitosi composta(compound exocytosis) € caratterizzata dalla fesio
intracellulare inter-granulare, prima della sucogsdusione con la membrana plasmatica,
attraverso creazione di un unico poro di fusioneespo tipo di esocitosi é stata evidenziata in
neutrofili, mastcellule, piastrine ed eosinofili iisposta ad un’infezione elmintica (Lollike et
al., 2002; Hide et al., 1993; Morgenstern et &93; Scepek et al., 1994).

0 La degranulazione cumulativgpiecemeal degranulation, PMD) sembra essere |l
meccanismo di degranulazione predominante per gbinefili localizzati al sito di
inflammazione allergica. In questo tipo di esodjtasn granulo fonde con la membrana
citoplasmatica, e in seguito, un secondo granutdéacon la membrana del primo, formando un
“sacco” di degranulazione. Questo tipo di degrariolee € stata descritta anche per le
mastcellule (Crivellato et al., 2002).

o] La citolisi (0 necrosi o estrusione granulare totale) € aatoaill rilascio di granuli
intatti nel tessuto, in concomitanza alla mortdutate. Si tratta di un meccanismo di esocitosi

importante per gli eosinofili tissutali, ma secondalla PMD.

1.D NETs (Neutrophil extracellular trap$

Recentemente, e stata mostrata I'esistenza di ovormmeccanismo antimicrobico dei neutrofili:
le NETs, o neutrophil extracellular traps (Brinkmaat al., 2004), che sarebbero all’'origine del
killing extracellulare. | neutrofili attivati rilagano infatti fibre extracellulari composte da
cromatina e proteine granulari, che si sono dinatstin grado di uccidere batteri e funghi
(Figura 5). La formazione di queste strutture fd@oe un processo attivo che pud essere
provocato da diversi stimoli (PMA, IL-8, LPS, batjee che sembra modificare la morfologia
dei neutrofili: si assiste infatti ad un cambianerdella forma cellulare, seguito da
condensazione dell’etero- ed eu-cromatina, dismatggne della membrana nucleare e granulare
con omogeneizzazione del loro contenuto. La sut@essttura della membrana plasmatica
permette il rilascio delle NETs. Gli autori distungno il meccanismo che porta alla formazione
delle NETs dai processi di morte cellulare per agice apoptosi: le specie reattive dell’ossigeno
prodotte dall’attivazione del complesso NADPH oasidsarebbero infatti coinvolte nella
produzione delle NETs, come dimostrato dall’incag@aciei neutrofili di pazienti CGD di

generarle (Fuchs et al., 2007).
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Figura 5: Killing extracellulare di S. aureusintrappolato da fibre neutrofiliche. (Immagine di
microscopia a scansione elettronica; da Brinkmarah. £2004).

1.E Ruolo della compensazione di carica nell'attita
microbicida dei neutrofili

Il trasferimento di elettronvia Nox2 (cfr 8§ 1.B.1.2) provoca un flusso netto dicdae negative
attraverso la membrana; questa corrente eletimeayrabile tramite la tecnica del patch-clamp,
porta ad una variazione del potenziale di membremapassa da -60mV nei neutrofili a riposo
a 0 mV o +60 mV in seguito, rispettivamente, advatione da parte di PMA o fMLF
(Jankowski e Grinstein, 1999). Tale corrente @eitta dipende dalla differenza di potenziale
transmembrana e si interrompe quando il potendialeembrana raggiunge valori pari a +160
+ +200 mV. Tenendo conto della velocita di produgiai Q e della capacita elettrica della
membrana, € stato calcolato che l'attivita enziogati Nox2 nei neutrofili dovrebbe arrestarsi
nell’arco di 250 millisecondi (DeCoursey et al.03). La durata del burst respiratorio indotto
da stimoli solubili o particolati € ovviamente b@iu lunga; di conseguenza, I'adeguata
compensazione di carica € il fattore critico persgrvare la produzione di anioni superossido.
Teoricamente, la compensazione del flusso di el@tfyud derivare da un movimento di cationi
nella stessa direzione {HK"), da un movimento di anioni in direzione oppo$t)( o ancora,
dalla combinazione di questi due processi (FigR&)da et al., 2008).
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Figura 6: Compensazione della carica elettrica ndlunzionamento del complesso ossidasi.
A. Possibili meccanismi di compensazione’,(K*, CI) per il trasferimento di elettroni
attraverso Nox2B. Ruolo del movimento di protoni (M

1.E.1 Compensazione di carica via ioni'H

L'efflusso di protoni (H) per via elettrogenica come meccanismo di comémse di carica
per la produzione di superossido € stato propastdegprima volta piu di 20 anni fa (Henderson
et al., 1987). Un flusso di ioniHarallelo agli elettroni permetterebbe di prevenita un lato,
la forte acidificazione del citoplasma dovuto alleerazione di protoni dallNADPH e,
dall’altro, I'eccessiva alcalinizzazione dell’ambie fagosomale dovuta alla dismutazione del
superossdo.

Il trasporto elettrogenico di protoni e stato messevidenza e misurato nei neutrofili tramite
metodi chimici (valutazione delle modificazioni d@H tramite sonde fluorescenti) ed
elettrofisiologici (patch-clamp) (DeCoursey, 2008embra che, in condizioni resting la
conduttanza ai protoni sia estremamente ridottatm@en condizioni di attivazione, essa risulti

predominante rispetto a quella per gli altri ioni.

1.E.2 Compensazione di carica via ioni K

Pill recentemente, gli ioni potassio’{Ksono stati proposti come ioni coinvolti nella pate
compensazione del movimento di cariche negativawdtso Nox2 (Ahluwalia et al., 2004). In
guesta stessa pubblicazione, I'efflusso di ioniapsio dal citoplasma dei neutrofili e ritenuto
I'elemento chiave nei processi di uccisione deiroveganismi internalizzati: I'ingresso di ioni

K* nel vacuolo di fagocitosi creerebbe condizioni igertonia tali da permettere la
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slatentizzazione delle proteasi antibatterichesfata, catepsina G) strettamente legate alla
matrice acida costituita da proteoglicani solfgtiesti sistemi non ossidativi sarebbero cioe i
responsabili dell’uccisione dei microorganismi feigati. Secondo Rada e colleghi invece, i
movimenti di ioni K si svolgerebbero durante le prime fasi del buespiratorio, in cui
I'attivita ossidasica é ridotta, per diminuire mamanano che la depolarizzazione diviene piu
importante e che l'attivazione dei canali protor@amenta (Rada et al. 2004). Questi dati sono
in accordo con 'osservazione precedentementetgfsosecondo cui la conduttanza agli iofi H

e predominante quando l'ossidasi funziona a piegone.

1.E.3 Compensazione di carica via ioni Cl

Il cloruro (CI) rappresenta il principale anione mobile dell’aemté intra ed extracellulare. Nel

2005, Segal e collaboratori hanno proposto cheO% Qella compensazione di carica per
I'attivita ossidasica si verifichi grazie ad un g&o di cloruro dal fagosoma o dallo spazio
extracellulare verso il citosol (vedi Fig. 6), atterso dei canali sensibili alla stricnina e attiva

dalla glicina; gli autori sostengono inoltre cheassenza di ioni Cil burst respiratorio e il

killing dei microorganismi sono aboliti (Segal, Z)0

1.F La malattia granulomatosa cronica (CGD)

La malattia granulomatosa cronica (o CGD, chromanglomatouse disease) & un raro deficit
primario dellimmunita innata, di origine geneticdpvuto ad un difetto del metabolismo
ossidativo dei polimorfonucleati neutrofili, montcimacrofagi ed eosinofili (fagociti o
granulociti) (Segal BH et al., 2000). Queste celltagocitiche sono incapaci di produrre le
specie reattive dell’'ossigeno (ROS), a causa diiaeaanomalie del complesso enzimatico
NADPH ossidasi. Tale patologia € caratterizzatarigatute infezioni batteriche e fungine e
dalla formazione di granulomi. La CGD nella suanfar classica si manifesta abitualmente
prima dei 2 anni di vita, ma in diversi casi pugere diagnosticata in eta adulta (Liese et al.,
1996). La diagnosi negli adulti trova una probalsifgegazione nella frequenza ridotta delle
infezioni in soggetti affetti da forme varianti BelCGD in cui il difetto della NADPH ossidasi
non é totale e dalle numerosi diagnosi differempassibili. In caso di infezione polmonare, ad
esempio, si tende ad evocare altri tipi di granaltosi, come la tubercolosi o la sarcoidosi; in

caso di sintomi a livello del sistema digestivosiobrienta spesso verso il morbo di Crohn.
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La scoperta dell'origine genetica della malattjgpel in particolare, la caratterizzazione dei
geni implicati, ha negli ultimi anni, migliorato leomprensione dell’eterogeneita clinica di
guesta patologia. Nel 75% dei casi di CGD la trasinne della malattia € legata al cromosoma
X; nel restante 25% dei casi la trasmissione esamtica recessiva e, piu raramente, autosomica
dominante (Segal BH et al.,, 2000; Seiger RA, 200&). messa in evidenza del difetto
funzionale dei fagociti e la caratterizzazione @etiutazioni genetiche all’origine della CGD
sono indispensabili per poter diagnosticare la thala

1.F.1 Basi fisiopatologiche della CGD

Le manifestazioni cliniche della CGD derivano daifuhzionamento del complesso enzimatico
NADPH ossidasi: si parla quindi di un’enzimopatraditaria. Le mutazioni responsabili della
riduzione o dell’assenza di attivita enzimaticagure riguardare quattro geni diver€iYBB
CYBA NCF1, NCF2e NCF4, che codificano rispettivamente per gpBax p22hox p4fHhox
p67phoxe p4@hox(Cfr Tabella 2).

La CGD a trasmissione legata al cromosomaC&DX) deriva da mutazioni nel gerigY BB
locallizzato sul braccio corto del cromosoma X, ificdnte per la subunita gpptox del
citocromo Igsg. Il 60% dei casi di CGD é riconducibile a un diéet carico di questo gene. In
guesta forma di trasmissione, i soggetti maschet@ffdalla malattia nascono da madri
eterozigoti portatrici sane, che esibiscono urvaitiNADPH ossidasica ridotta (spesso nella
misura dl 50%) e che, nella maggior parte dei cas, presentano particolari sintomi dovuti ad
un aumento significativo delle infezioni, rispettd una popolazione di controllo.

Le forme di CGD a trasmissione autosomica receg§zDAR) sono dovute a mutazioni a
carico dei genCYBA, NCF1, NCF2 NCF4 (Parkos et al, 1988; Dinauer et al. 1990; Lomax et
al. 1989; Vollp et al. 1989; Let et al. 1990; Kenpnet al. 1993). Recentemente, é stato
identificato e descritto il primo caso di CGD davuhutazioni autosomiche recessive a carico
del geneNCF4 codificante per la proteina pdox (Matute et al., 2009). E stato finora
descritto un solo caso clinico di immunodeficiengamaria dovuto ad una mutazione
dominante recessiva della piccola proteina G R#&gBbfuso et al., 2000; Williams et al.,
2000).

Le mutazioni dei geni all'origine delle differeribrme di CGD non hanno una localizzazione
specifica; la caratterizzazione molecolare dellalattia risulta quindi difficile. Queste

mutazioni possono essere situate nelle zone degine introne-esone o nella parte codificante,
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0 ancora nella regione promotrice del gene. Divigpsidi mutazioni sono possibili: mutazioni
puntiformi, delezioni o inserzioni, o inversioni@ds et al., 1996 e 2010).

Nella maggior parte dei casi, le mutazioni genetiggrovocano l'assenza della proteina
corrispondente, o per un difetto di sintesi dell/Rkhessaggero, o per l'instabilita della proteina
mutata (troncata o con la conformazione errata)\ibee rapidamente eliminata (CGDBX
CGDAR’). La forma CGDX, la pill frequente, si caratterizza per 'assergliedlue subunita
del citocromo bsg, pur essendo colpito solamente il g&&¢BB Sembra infatti che esista una
stabilizzazione reciproca di delle sue subunitacdetromo, poiché nel caso delle CGDAR con
un difetto di p2phox,la subunita gpQdhoxrisulta assente.

Esistono poi delle varianti rare, caratterizzateutha diminuita espressione (CGD>o da
un’espressione normale di gg@fbxmutata e afunzionale (CGDX

| casi di CGDX sono riconducibili a mutazioni non-senso che caosk perdita della
conformazione stabile di gpphiox o, piu raramente, a mutazioni a livello del proonetdel
geneCYBB Mutazioni non-senso nella regione codante deé@¥BBsono generalmente alla
base dei casi di CGDXLi e Stasia, 2008).

In ogni caso, anche se queste varianti risultaseresestremamente rare, esse hanno permesso
di mettere in evidenza nuovi aspetti funzionaliel@roteine componenti il complesso NADPH

ossidasi, grazie in particolare, agli studi di zedae struttura-attivita (Stasia, 2007).

N Gene Proteina Sottoti Modalita di Localizzazione  Frequenza
ome ottotipo
coinvolto colpita P trasmissione cromosomica (%)
X91° 50
CGD91X CYBB Gp91phox X91- X-liked recessivo Xp21.1 <5
X91* <5
A22° 5
CGD22AR CYBA p22phox Autosomico rec. 16924
A22* 1 caso
CGD47AR NCF1 p47phox A47° Autosomico rec. 7q11.23 32
A67° _ 5
CGD67AR NCF2 p67phox Autosomico rec. 1925
A67" 1 caso
CGD40AR NCF4 P40phox A4Q° Autosomico rec. 22q13.1 1 caso

Tabella 2. Le diverse forme di CGD La forma genetica piu frequente & quella a trasimne Xlinked
(60% dei casi), con mutazioni a carico del g€l¢BB codificante per gp9dhox Tra le forme a
trasmissine autosomica recessiva (AR), la piu fetg € quella che coinvolge il gehNCFL che
codifica per p4@hox Varianti estremamente rare di CGD sono cara#tatézdall’espressione ridotta (-)
o normale (+) della proteina mutata.
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1.F.2 Diagnosi clinica della CGD

Nella maggior parte dei casi, i pazienti affetti@aD soffrono di episodi ricorrenti infettivi sin
dalla piu giovane eta. La grande varieta di orgaminvolti, nel bambino come nell'adulto, é
sorprendente, e indicativa dell’eterogeneita deldologia. Tra gli agenti infettivi fungini,
I’ Aspergillusé fortemente dominante, ed € responsabile del 88% infezioni, provocando
delle aspergillosi polmonari invasive in circa @nzo dei pazienti. Tra gli agenti batterici, lo
Staphylococcus aureusil piu frequente, accanto alle enterobatteriapesdi la Salmonella. Nel
corso degli anni, si € assistito ad una modificazidell’ecologia batterica e dei nuovi ceppi
batterici altamente virulenti, quaNocardia, Serratia marscens, Burkholderia cepaaae
provocano infezioni gravi generalizzate (Van dergBet al., 2009).

L’infezione polmonare € documentata nel 80% dei; ¢aegni clinici associano febbre, tosse e
dispnea. L’evoluzione comporta spesso delle pneatrmp ascessi polmonari, infiltrati
reticolonodulari, miliari, sfoghi pleurici, ecc.germi coinvolti nelle infezioni polmonari sono
essenzialmente lo stafilococco aureo, le enterefiatee, i micobatterAspergilluse Nocardia

Si ritrovano frequentemente anche infezioni cutaneerrispondenti spesso a lesioni
eczematose, localizzate a livello del viso nellaezperiorefiziali, a livello del cuoio capelluto,
con l'aspetto di una dermatite seborroica.

Nell’'adulto come nel bambino si riscontrano infeziosteoarticolari a localizzazione variabile:
articolazioni scheletriche, ossa piccole perifegiclossa piatte e rachide. Puo trattarsi di

infezioni primarie o secondarie, associate 0 mepoeamopatie.

1.F.3 Diagnosi biochimica

La diagnosi funzionale della CGD si basa sulla maisdei metaboliti reattivi dell’ossigeno
prodotti dai granulociti attivati. Diversi sonoeadts da realizzare, secondo la specificita della
risposta desiderata, la quantita di sangue totapodibile, nonché il tempo trascorso dal
prelevamento.

Il test di screening della malattia resta il sagdal Nitroblu di Tetrazolio (NBT), basato
sull’attivazione del complesso NADPH ossidasi deangllociti da parte di agenti solubili
(PMA) in presenza di NBT. Quest’ultimo, di colorelfp, viene ridotto dalle specie reattive
dell'ossigeno prodotte dal complesso enzimatianalito a formazano che da un precipitato di

colore viola. Il deposito su vetrino e la contaleleellule che hanno ridotto 'NBT a formazano
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permettono di diagnosticare immediatamente la CGihdtre, di individuare il suo tipo di
trasmissione, in particolare nel caso in cui ilipate affetto sia di sesso maschile affetto dalla
forma X-linked. | questo caso la madre risulta gwite con circa il 50% di neutrofili normali e

il restante 50% negativo al saggio del NBT. Tuttave percentuali rispettive di queste due
popolazioni cellulari possono variare caso per casuprattutto se si € in presenza di
un’inattivazione non equilibrata del cromosoma X@&rson-Cohen et al., 2003).

La diagnosi biochimica e genetica della CGD viesaizzata in laboratori specializzati. Nella
maggior parte dei casi, la mutazione in uno dettqugeni coinvolti nella CGD, provoca la non
espressione della proteina, sia per un difettoimtiesi dellRNA messaggero, sia per una
mancanza di stabilita della proteina mutata (umfigld L’identificazione della proteina
mancante del complesso ossidasi (gk p2Zhox p4d7phox p4Qhox o p6phoxy orienta
successivamente la ricerca della mutazione respioesdella CGD nel gene implicato. In
seguito, a partire di un estratto dei neutrofili paziente affetto da CGD, I'immunoanalisi (per
western blotting) realizzata grazie ad anticorgcsici diretti contro le proteine del complesso
ossidasi permette di visualizzare la proteina matecaNel caso in cui gpphoxsia assente, si
sospetta un caso di CGBXa proteina p2ghoxrisulta ugualmente assente poiché si verifica
una sorta di auto-stabilizzazione delle due compbraurante la loro biosintesi. Allo stesso
modo la CGDAR22 é caratterizzata dallassenza di pB@x e, contemporaneamente, di
gp9Iphox

Noto il sesso (femminile) del paziente affetto estatata la normale attivita ossidasica (saggio
NBT) dei neutrofili della madre, é possibile origrsi verso la diagnosi di una forma di
CGDAR.

La ricerca della mutazione viene effettuate inm@hte per trascrizione inversa e
amplificazione tramite PCR (reazione polimerasicatena) dell'intera regione codificante del
MRNA ottenuto a partire dal gene coinvolto nelldatie, seguita da sequenziamento. Sebbene
la mutazione all’origine della CGD possa esseratifieata sulla base del mRNA del paziente,
e necessario poi confermarla tramite identificagidel gene corrispondente. In alcuni rari casi,
'mRNA e parzialmente o totalmente assente: diveniandi indispensabile amplificare e
sequenziare direttamente tutti gli esoni del genevolto.

Il principale interesse della determinazione deflatazione all’'origine dei casi di CGD nei
pazienti € rappresentato dalla possibilita di affee uno studio famigliare, e di proporre ai
pazienti, nel caso di un consiglio di ordine gergetia possibilita di una diagnosi prenatale in

caso di una gravidanza futura.
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1.F.4 Trattamento, prognosi e prospettive terapeutihe

(per review cfr Stasia et al., 2009)

Attualmente, le strategie terapeutiche prevedonzhé&mioprofilassi antifungina e antibatterica
per tutti i pazienti cui € stata diagnosticata |&GDBC L’associazione trimetoprime-
sulfametossazolo (TMP-SMX) e I'antibioticoprofilagsu utilizzata, poiché possiede un buon
spettro di attivita sui microorganismi che sono fiequentemente causa di infezione nei
pazienti CGD (Margolis et al., 1990). Il TMP-SMX lgofilico (quindi si concentra nelle
cellule), e ben tollerato, poiché non colpisce laraf intestinale. Numerosi studi hanno
evidenziato una riduzione dell'incidenza delle mémi severe grazie ad una profilassi regolare.
Il TMP-SMX causa raramente effetti secondari; isaai controindicazioni, la ciprofloxacina
costituisce una buona alternativa (Stasia et @092

Le infezioni fungine, in particolare dAspergillus sono responsabili di un forte tasso di
mortalita (da 30 a 40%): la profilassi € dunqudaspdnsabile. L’itraconazolo € un antifungino
di natura fortemente lipofila, disponible in formeale e attivo siAspergilluse generalmente
ben tollerato (Neijens et al., 1989).

Il trattamento delle infezioni acute nella CGD ash sull’antibiotico terapia, gli antifungini e,
in casi eccezionali, la trasfusione dei granulocite infezioni batteriche vanno trattate
rapidamente con un’antibioticoterapia aggressivginergica, adattata ai microorganismi piu
frequentemente causa di infezioni nella CGD. Llainticoterapia e inizialmente probabilistica
e adattata in un secondo tempo, una volta che ringeresponsabile & stato isolato. La
ciprofloxacina & spesso I'antibiotico di prima s$agll’'associazione alla vancomicina o alla
teicoplanina permette di assicurare una buona twopemei confronti dei cocci Gram+.
L’anfotericina B € invece il trattamento antifungimli prima scelta. Tra i nuovi antifungini
potenzialmente utili nel trattamento della CGD,riazoli di seconda generazione, come il
voriconazolo e la caspofungina, sembrano partiowdate efficaci (Stasia et al., 2009).

In caso di infezioni gravi, di natura purulentaesistenti al trattamento antibiotico, sono stati
ottenuti risultati positivi associando la chirurgibia trasfusione di granulociti. Tuttavia, questa
metodica & oggetto di controversie: da luogo infatffetti indesiderati importanti, con rischio
di allo-immunizzazione e di reazione di rigetto wor’ospite.

Una modalita di profilassi € basata sull'impiegoirterferone gammalKNy), una citochina
immunomodulatrice che si e rivelata efficace nglinie la frequenza delle infezioni batteriche e
nel migliorare lo stato clinico dei pazienti. Casda e colleghi hanno inoltre dimostrato che il

trattamento di PMN in vitro con IFNdetermina un aumento dei livelli di espressionglide
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MRNA codificanti per gp9dhox gli stessi autori hanno anche mostrato che KRN
modifica i livelli di espressione della proteina2phox mentre causa una riduzione della
trascrizione costitutiva del gene per pAdx (Cassatella et al., 1990 e 1991). L’'tfFNembra
essere in grado di aumentare I'attivita NADPH oasich in alcune rare varianti di CGDX91
in cui neutrofili @ monociti erano caratterizzat din’estremamente debole, ma misurabile,
attivita ossidasica. Tuttavia, nei pazienti CGDX@LCGDAR |'aumento della produzione di
superossido conseguente al trattamento cory ik si € rivelato significativo (Ezekowitz et
al., 1987; Newberger et al., 1988). Studi piu réickanno peraltro dimostrato I'efficacia e la
sicurezza dell'uso di IFNcome farmaco di profilassi (Weening et al., 1998)che a lungo
termine (Marciano et al., 2004). L’'uso prolungatdfeNy sembra infatti sicuro e mostra una
persistente diminuzione della frequenza di infezigravi e della mortalita. Non e stato
osservato aumento delle complicanze proinflammataguali formazioni di granulomi. Si
ritiene inoltre che I'lFN potenzi le vie antimicrobiche ossigeno-indipengeanche se i
meccanismi molecolari associati a questo rafforzameelle difese immunitarie nei pazienti
CGD non sono noti con precisione. Tuttavia, I'eteveosto di tale profilassi a lungo termine e
la necessita della somministrazione per via intsguolare hanno fortemente limitato la sua

applicazione.

Il trattamento curativo della CGD e rappresentabtihpianto di midollo osseq tuttavia la
difficolta di trovare donatori HLA compatibili linth fortemente la sua applicazione. Sembra
inoltre che il tassi di riuscita e di sopravviverszano fortemente connessi con I'eta del paziente

e con I'assenza di infezioni al momento del trajmg®eger et al., 2002).

Per quanto concerne la prognosi, va detto chejegadlrevoluzione naturale (riduzione degli
episodi infettivi con I'eta) e ai progressi terapeiin particolare per la profilassi, i pazieotie
hanno ricevuto una diagnosi precoce di CGD raggiong’eta adulta e conducono una vita
famigliare e professionale normale. Nel 1957, |aDC#a considerata una sindrome fatale entro

i dieci anni di vita.

Un potenziale trattamento curatvo della CGD e regpgmtato dalléerapia genica Le donne

portatrici della forma CGD X-linked possiedono @-20% di neutrofili normali e non hanno, in
generale, sindromi cliniche: questo suggeriscestip®ssono osservare benefici clinici derivati
della terapia genica in granulociti parzialmentereti. Nei primi esperimenti, la correzione

parziale e transitoria dell’attivita NADPH ossidasidopo trasferimento genico non aveva
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apportato alcun beneficio clinico duraturo (Maleeh al., 1997; Barese et al., 2004) Piu
recentemente, la transfezione del g€¥BB e stata realizzata tramite un vettore retrovirale:
dopo condizionamento del midollo osseo, i ricendatmnno potuto recuperare i fagociti
circolanti che esprimevano il gene corretto e ilmmumero aumentava progressivamente. Questo
trattamento ha permesso la regressione totale iddizioni severe di questi pazienti; tuttavia,
due anni dopo il trattamento, i pazienti hannoquasito il loro fenotipo iniziale (Nalidini,
2006). Nuove strategie, compreso il design di nw@ttori virali, sono attualmente in fase di
elaborazione, allo scopo di permettere il prolungato dell’'effetto benefico di un tale
approccio terapeutico (Ott et al., 2006; Kang et2110) ed evitare i rischi connessi all’'utilizzo

di un vettore retrovirale quali la mutagenesi peserzione.

1.G. Gli omologhi di Nox2: Nox e Duox

(per review cfr Bedard et Krause, 2007)

Negli anni '90, le migliorie apportate alla senBthidelle metodiche di misura della produzione
di ROS a permesso di poter rivelare la produziondetholi quantita di metaboliti reattivi
dellossigeno in cellule non fagocitiche quali Iellale epiteliali, muscolari, endoteliali,
neuronali, fibroblasti, ecc. Questa produzione atastnizialmente attribuita alla respirazione
mitocondriale, ma l'uso di inibitori della catenaspiratoria e di flavoenzimi a dimostrato che
una flavoproteina simile a Nox2 ne era responsabijgimo enzima omologo a Nox2 é stato
descritto nel 1999 (Suh et al., 1999; Banfi et2000). Attualmente, sei omolghi di Nox2 sono
stati scoperti e inclusi in due famiglie: Nox (/¢ADPH oxidase) e Duox (per {al oxdase)
(Figura 7).

Per quanto concerne la loro sequenza, tutti i meddla famiglia Nox (Nox1, 2, 3, 4, e 5)
possiedono un dominio a sei eliche transmembrana con quattro residui di sadin
coordinazione con i due gruppi eme, e una regiofieri@inale citosolica contenente i siti i
fissazione per il FAD e il NADPH, fortemente consdr. Nox 1 e Nox3 hanno dimensioni
quasi identiche a Nox2 e presentano, nella loraesezp, un grado di omologia del 60% rispetto
a Nox2. Nox5 e Duox sono gli enzimi che piu si digano dalla struttura di Nox2: Nox5
possiede un’estensione N-terminale supplementardgggente quattro motivi EF-hand (siti di
legame per il calcio); la produzione di specie treatdell’ossigeno da parte di Nox5 € infatti

calcio-dipendente (Banfi et al., 2001).
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Duox 1 e 2 possiedono anch’essi un dominio N teafeimsteso, costituito da due motivi EF-
hand seguiti da un’elica transmembrana e da un monumologo alla perossidasi sul lato
esterno della membrana plasmatica. Questi enzimebbaro in grado di trasformare

direttamente gli anioni superossido prodotti yOBI(El-Hassani et al., 2005).

peroxidase-
like

Nox1-Nox4

Figura 7 : Modello strutturale dei diversi sottotipi di enzimi Nox e Duox Abbreviazioni: EF, motivo
EF-hand legante il calcio; H, istidine in coordiitae con i gruppi eme (Fe). (Da Sumimoto, 2008).

> Nox1 é particolarmente concentrato a livello del co@stata ritrovato anche
in utero, prostata, cellule della muscolatura #isqgpolacenta e cellule endoteliali. 1l ruolo
fisiologico di Nox1 é ancora oggetto di discussidbae ipotesi principali sembrano emergere:
Nox1 interverrebbe nella difesa dell'organismo zgga processi microbicidi ROS-dipendenti e,
inoltre, stimolerebbe la proliferazione cellularéraverso I'attivazione di meccanismi di
segnalazione intracellulari redox-sensibili (Lantbet al., 2007). L'espressione di Nox1 é
inducibile a livello della muscolatura liscia delirta e sembrerebbe intervenire nella
regolazione della pressione sanguigna.

> Nox3 é lisofoma con una distribuzione tessuto-speaifiu elevata. E’
presente infatti in quantita rilevanti a livellol@ecchio interno, e in particolare nel sistema
vestibolare e auditivo. Interverrebbe nella forroaei dell’orecchio interno e nella regolazione
dell’'equilibrio.

> Nox4 é stata inizialmente caratterizzata a partire elsduto renale adulto (e
per questo originariamente definita Renox); oltne oel rene, é espressa a livello delle cellule
endoteliali, muscolari lisce, cardiache, pancréaticcellule della placenta, della muscolatura
striata, ovaie, testicoli, osteoclasti, fibroblastastrociti. La funzione di Nox4 € ancora incerta;

nel rene, questa proteina avrebbe il ruolo di “se:mgdi ossigeno” (oxygen sensing) e di
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regolatore della sintesi di eritropoietina (Geistzl., 2000; Shiose et al., 2001). Nox4 sembra
inoltre essere la sorgente principale di radicabidanti nelle prime fasi della fibrosi renale
diabetica. A livello extra-renale, Nox4 interverbebnella differenziazione cardiaca durante lo
stadio embrionale, nel riassorbimento osseo degjéazlasti e nel metabolismo dell’insulina.
Recentemente, Nox4 € stata implicata nella germrazdei radicali dell'ossigeno coinvolti
nella degenerazione della cartillagene nell’art(@ange et al., 2006).

> Nox5 é stata essenzialmente ritrovata nei testicoleietessuti linfoidi, pur
essendo assente nei linfociti cirocolanti. Nei aés<itati, questa isoforma catalizza la
produzione calcio-dipendente di specie reattivéassigeno, la cui funzione resta tuttavia da
chiarire (Banfi et al., 2001); le ROS prodotte pbtrero intervenire nell’induzione dell’apoptosi
durante le fasi precoci dela spermatogenesi e fiedlane ovocita-spermatozoo.

> Duox1 e Duox2 sono entrambe espresse nella tir@deer questo sono state
inizialmente definite ThOX (thyroid oxidase); suss&amente Duox1 é stata ritrovata a livello
delle ghiandole del tratto gastrointestinale e Duox livello dell’epitelio respiratorio.
Possiedono un grado di omologia con 'omologo Npa# all'83%. Duox1 e Duox2 sembrano
coinvolti nella sintesi degli ormoni tiroidei e teldifesa dell’'ospite a livello degli epiteli
(Bedard et Krause, 2007)

Fatta eccezione per la proteina Nox2, il ruoloaldiiverse isoforme Nox nelluomo resta ancora
da svelare; sono attualmente in corso numerosrilavaicerca che implicherebbero le Nox in

patologie importanti quali il diabete, I'aterosdst, I'ipertensione arteriosa e il tumore.

1.H Le PLB-985 come modello cellulare

La linea promielocitica PLB-985 é stata stabilitd gruppo del prof. Rado nel 1987 (Tucker et
al., 1987). Le cellule PLB-985 derivano da una diréi cellule umane, mieloidi, diploidi,
ottenute a partire del sangue periferico di unagpaez affetta da leucemia non linfoide acuta. Si
tratta di cellule monomieloblastiche ad uno statlimaturazione piu precoce rispetto alla linea
promielocitica HL-60 (anch’essa ampiamente utiliazaegli studi del complesso NADPH
ossidasi). Le cellule PLB-985 possono essere diftaate in granulociti o in
monociti/macrofagi in presenza di certi agenti itboii: PMA, dimetilsolfossido (DMSO),

acido retinoico, dimetilformammide, cAMP. La FiguBgda Pivot-Pajot et al., 2010) mostra la
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morfologia delle cellule PLB-985 ottenuta tramit&rascopia a trasmissione elettronica prima

(A) e dopo (B) induzione della differenziazione dmMSO.

PLB-985 indifferenziate PLB-985 differenziate

Figura 8: Morfologia delle cellule PLB-985 in microscopia arasmissione elettronica A: Cellule
PLB-985 promielocitarie non indotte; B: cellule PA9B5 dopo induzione della differenziazione con
0,5% dimetlformammide (DMF) (Da Pivot-Pajot et 2010).

In seqguito al trattamento con I'agente chimicoutleo delle cellule appare ridotto e polilobato,
e nel citoplasma é possibile osservare la presginmamerosi granuli. Alcune differenze nella
morfologia di queste cellule rispetto a quellamutrofili sono comungue evidenzabili: le PLB-
985 conservano infatti un nucleo piu voluminosoenmpolilobato.

Le PLB-985 differenziate in granulociti o “neutroigkiike”, esprimono tutte le subunita del
complesso NADPH ossdasi (ggf@ibx p22hox p4@Pphox p47phox e p6phoy, oltre che i
granuli primari (Tucker et al., 1987), mentre le@lpopolazioni granulari citoplasmatiche non
sono state identificate.

Nel 1993 i ricercatori del gruppo di Dinauer hamostituito una linea di PLB-985 in cui il gene
CYBBcodificante per gp9dhoxo Nox2 € stato inattivato per ricombinazione orgal@Zhen et
al., 1993). Questa linea cellulare, detta X-CGIK(@®, knock out), é stata ottenuta inserendo,
tramite ricombinazione omologa, una cassetta awdife per la fosfotransferasi igromicina B
(HYG), a livello del terzo esone del ge@G¥BB(Fig. 9).
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CYBB
Exon 3 Intron 3 Exon4  PLB-985 WT

l Insertion

m Intron 3 Exon 4 PLB-985 X-CGD

Figura 9: Costruzione della linea cellulare PLB-985 X-CGD (KQ. Interruzione del gen€YBB
codificante per Nox2 tramite inserimento di unasetis codificante per la fosfotransferasi igromaci
per ricombinazione omologa a livello del terzo esdel gene.

In questo modello cellulare, I'espressione di Nas2lta totalmente abolita e I'attivita NADPH
ossidasica conseguentemente assente. Questa levezetie di avere in coltura cellule
“neutrophils-like” di tipo CGDX. E inoltre possibile ripristinare un’attivita odasi equivalente
a quella delle cellule PLB-985 originali (wild-typ®/T) grazie alla transfezione stabile del
DNA complementare (cDNA) di Nox2 (cellule WT-Nox@hen et al., 1993).
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2. Obiettivi della tesi

L'uccisione di batteri e funghi da parte dei néliliré mediata dall’attivita delle specie
reattive dell'ossigeno (ROS) prodotte in seguitatiivazione della NADPH ossidasi, la cui
tossicita & fortemente potenziata dalla mielopédass (neccanismi ossidatiyie dall'azione
di proteine microbicide contenute nei granuli cliagmatici (neccanismi non ossidatiyi
Il coinvolgimento diretto delle specie reattive ldslsigeno e della mieloperossidasi (MPO)
nell’attivita microbicida dei PMN é stato recentertee messo in discussione. Nuovi dati,
infatti, sarebbero a favore dell'ipotesi seconddaADPH ossidasi e le ROS giocherebbero
un ruolo indiretto, funzionale all'attivazione deeccanismi non ossidativi; cio avverrebbe
attraverso modificazioni chimico-fisiche dell’ambte intrafagosomale (pH e tonicita) che
favorirebbero la slatentizzazione e [l'attivazionelled proteine antimicrobiche granulari
(Reeves et al., 2002; Ahliwalia et al., 2004; Sgga05).
Recentemente, nel laboratorio del Prof Dri in coi ¢ondotto parte della tesi, &€ stato
dimostrato che la tecnica comunemente impiegatanpirare I'attivita microbicida dei PMN
era inficiata da un grave errore metodologico @isaiva i risultati ottenuti (Decleva et al.,
2006). Adottando un metodo corretto che ovvia a tatonveniente ci siamo proposti di
riesaminare il ruolo relativo dei meccanismi osBudae non ossidativi nell'attivita
microbicida dei PMN nei confronti di vari tipi di iotoorganismi: batteri Gram negativi
(Escherichia coli, batteri Gram positivi Staphylococcus aureuse funghi Candida
albicang. In particolare abbiamo verificato il possibilemvolgimento:

+ deiflussidiioni K ;

» delle modificazioni del pH fagosomale;

» del sistema mieloperossidasy®s-cloruro.

L'utilizzo di linee cellulari differenziabili nefenotipo granulocitico, quali le cellule PLB-
985, si rivela particolarmente utile per lo studlell'attivita NADPH ossidasica e della
produzione di ROS (Bouleven et al., 2006; Fay gt28l06; Taylor et al., 2006; van Bruggen
et al., 2004; Bionda et al., 2004; Li et al., 2@2007). Recentemente, le ricerche svolte nel
laboratorio della Dott.ssa Stasia nelllambito dmbporto struttura-funzione delle proteina
Nox2 nel modello cellulare PLB-985, hanno permedisatitenere per la prima volta una linea
di cellule PLB-985 mutanti caratterizzate da uivétti ossidasica superiore alle cellule

controllo (Li et al., 2005). In questo contestosi@imo interessati a:
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e caratterizzare tale “super-produzione” di specatiee dell'ossigeno da parte
delle cellule mutanti in risposta ad agonisti attti;

» determinare I'impatto della super-produzione dioanisuperossido da parte
delle cellule mutanti sull'attivita microbicida dueste cellule nei confronti di
differenti microorganismi;

* analizzare la composizione dei granuli citoplasonatelle cellule PLB-985,
seguendo la loro progressione lungo il fenotipaglacitico, allo scopo, da un
lato, di valutare I'importanza delle proteine antrobiche granulari (che
costituiscono nel loro insieme, i meccanismi dlitkkgy ossigeno indipendenti)
nell'attivita microbicida di queste cellule e, dallro, di caratterizzare

I'efficacia della differenziazione delle cellule B985 inneutrophils-like

Il disfunzionamento dei meccanismi microbicidi tegociti € alla base dell’elevata frequenza
delle infezioni batteriche e fungine cui sono sdgige pazienti affetti da malattia
granulomatosa cronica (CGD). Parte di questo lavdrotesi é stata dedicata alla
caratterizzazione molecolare e funzionale di ue @so di CGD X91 Questi gli obiettivi
che ci siamo prefissati:

e caratterizzare I'espressione e I'attivita ossidasiei granulociti del paziente;

* identificare la mutazione responsabile della ma&tdeterminarne le

conseguenze sulla biogenesi della proteina;
» valutare I'effetto della mutazione identificatal&ttivita microbicida dei

neutrofili del paziente wenfronti di S. aureusC. albicansedE. coli.
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3.A Cellule e anticorpi

3.A.1 Isolamento di leucociti polimorfonucleati netrofili da sangue venoso
umano

3.A.1la Metodo modificato da Boyum et al. 1968

Materiali

PBS (Phosphate Buffered Saline), soluzione salina tarafa contenente: KCl 2.7 mM;
KH,PO, 1.5 mM; NaHPQO, (12H,0) 8.1 mM; NaCl 137 mM; pH 7.4

PBS — TCN 1% PBS contenente 1% (v/v) di citrato di sodio tdiso (TCN)

Ficoll-Hypaque, d = 1.077, Pharmacia e GE Healthcare

Tampone di lisi NH,Cl 155 mM; KHCQ 10 mM; EDTA (2H0) 0.1 mM; pH 7.

L’ Etablissement Francais du Safugnisce sangue umano venoso su eparina.

| granulociti neutrofili sono isolati mediante grawte di densita Ficoll-Hypaque. Il sangue
viene inizialmente diluito 1:1 in tampone PBS - TCIMN6. Questa diluizione viene
delicatamente depositata su uno strato di Ficolpadye in modo che il gradiente risulti
costituito da un volume di Ficoll e due volumi dingue diluito. La provetta viene quindi
centrifugata per 20 minuti a 880 x g alla tempea®atli 20°C. Questa centrifugazione permette
di separare lo strato linfo-monocitario (I'anell@ibco all'interfaccia tra il plasma e lo strato di
Ficoll, eventualmente recuperato per immortalizadrefociti B; cfr. 8 3.A.5) dai granulociti
neutrofili e dagli eritrociti che sedimentano sohflo della provetta. Per rimuovere gli eritrociti
che contaminano la preparazione dei neutrofilipdllet rimasto dopo la rimozione del
surnatante viene sottoposto a un trattamento idinlighiaccio, della durata di 5-15 minuti. |
neutrofili sono quindi recuperati mediante una gfrgazione di 7 minuti a 460 x g, alla
temperatura di 4°C, sottoposti ad un primo lavaggilbo stesso tampone di lisi e ad un secondo
lavaggio in PBS. La popolazione cellulare cosirita € solitamente composta per il 95-98%

da neutrofili, per il 2-4% da eosinofili e per iIBB1% da cellule mononucleate.
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3.A.1b Metodo modificato da Metcalf et al. 1986

Materiali

PBS

Soluzione anticoagulante NayEDTA (sale tetrasodico dell’acido etilendiammindraeetico),
40 mM in PBS

Tampone HEPES HEPES 5 mM, NaCl 140 mM, KC| 5mM, glucosio 5 mMH 7.4;
addizionato con 0.2% BSA (Bovine Serum Albumin, g

Tampone HEPES-ioni tampone HEPES addizionato con 1 mM GaC1 mM MgC}

Soluzione Ipotonica tampone fosfato 1 mM; pH 7.4

Soluzione Ipertonica tampone fosfato 1 mM addizionato con NaCl all®h;3H 7.4

PERCOLL: sospensione colloidale di particelle di silicevestite di polivinilpirrolidone,
(densita: 1.129 g/mL; Amersham Pharmacia Biotecppddla, Svezia) diluita con acqua
distillata apirogena e una soluzione 10 volte cotre¢a di PBS (3.35 Osm) cosi da ottenere due
sospensioni: 1) Percoll isotonico al 62% in PBSsitd 1.087 g/mL e 2) Percoll isotonico al
75% in PBS, densita: 1.103 g/mL

Le suddette soluzioni sono preparate utilizzandguadistillata apirogena (Laboratori Diaco

Biomedicali S.p.A.,Trieste), a pH variabile tra €.5.5.

Il campione di sangue, prelevato ad un donatore,saene raccolto in una provetta contenente
la soluzione anticoagulante (concentrazione fidaieM).

Si allestiscono quindi uno o piu gradienti discouatidi Percoll, ponendo 4 mL di Percoll al
62% in una provetta e stratificando al di sottquiesti 4 mL di Percoll al 75%, con l'ausilio di
una siringa provvista di un sottile catetere. Qopstazione va eseguita delicatamente in modo
da evitare il rimescolamento delle due sospensBnccessivamente si stratificano 4-5 mL di
sangue; le provette vengono poi centrifugate pemituti a 200 x g e, continuativamente, per
15 minuti a 400 x g alla temperatura di 20°C Alntare della centrifugazione le diverse
componenti cellulari del sangue si trovano dispostegradiente, a seconda della loro densita,
nel seguente modo: gli eritrociti e la maggior patei granulociti eosinofili sedimentano sul
fondo della provetta, i granulociti neutrofili sispongono all'interfaccia tra le due sospensioni
di Percoll e, nella parte superiore del gradietri@,lo strato di Percoll 62% e il plasma, si
collocano linfomonociti e piastrine.

Plasma e linfomonociti vengono eliminati tramitgiegzione, mentre la banda contenente i

neutrofili viene accuratamente prelevata con urstepa di vetro, raccolta in una provetta e
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sottoposta a lavaggio in un tampone HEPES, pernutma 250 x g, a 20°C. Allo scopo di
eliminare gli eritrociti eventualmente presentipillet cosi ottenuto viene sottoposto ad un
rapido trattamento di lisi ipotonica: il fondellteme risospeso in 3 parti di soluzione ipotonica e
dopo 10 secondi si ripristina 'ambiente isotonéggiungendo 7 parti di soluzione ipertonica.
Dopo un ulteriore lavaggio per 7 minuti a 250 % gellet viene risospeso in un volume noto di
tampone HEPES. La popolazione cellulare cosi otéeawsolitamente composta per il 94-97%
da neutrofili, per il 2-5% da eosinofili e per iIBB1% da cellule mononucleate.

Al termine dell'isolamento la concentrazione di tefili viene determinata mediante conta con
un contatore elettronico di particelle (colulterudter, modello ZBI, Coulter Electronics, LTD.

Luton, BEDS, England) o al microscopio ottico, imgando un emocitometro (camera Burker,
Precicolor HBG, Germany; camera Malassez, Mariéni@ermany). La sospensione cellulare

viene infine diluita in PBS o in tampone HEPES altacentrazione desiderata.

3.A.2 Coltura della linea cellulare PLB-985

Materiali

Cellule PLB-985 wild-type (WT) e CYBB-KO (X-CGD), fornite dalla D.ssa Mary Dinauer
(Department of Pediatrics and Department of Medacal Molecular Genetics, Indiana, USA)
Cellule PLB-985 WT-Nox2 e DIooRoxa-Nox2: cellule PLB-985 X-CGD transfettate con il
cDNA di Nox2 (cellule WT-Nox2) o con il cDNA di Nek(cellule DIoogoxa-N0x2)

Medium di coltura: RPMI 1640 addizionato con L-Glutammina 2 mM, Réima G 100
U/mL, Streptomicina 10Qug/mL e 10% siero bovino (FBS, Foetal Bovine Ser@BCO,
Invitrogen, decomplementato mediante incubaziorg&dninuti a 56°C)

Geneticing GIBCO, Invitrogen.

Le cellule PLB-985 sono coltivate in un incubatar87°C, in un’atmosfera umidificata al 5%
di CQO.. Il tempo di duplicazione delle cellule PLB-988i€24-48 ore; le cellule vengono diluite

1 a 10 nel medium di coltura ogni 72-96 ore; precet in questo modo, le cellule possono
essere coltivate per un periodo di circa 2 mesi.

Per la coltura delle cellule PLB-985 WT-Nox2 e DiQes-Nox2, il medium e addizionato di

0.5 mg/mL di geneticina, allo scopo di seleziorareellule correttamente transfettate: infatti, il
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vettore di transfezione pEF-PGKneo contiene il gdneesistenza a questo antibiotico; di
conseguenza, solamente le cellule che hanno in@imal vettore saranno in grado di
sopravvivere e moltiplicarsi in questo medium diwa (Li et al., 2005).

Nel caso in cui le cellule siano destinate allodgtudell’attivita microbicida, esse vengono

coltivate in assenza di antibiotici per almeno sedimana antecedente la differenziazione.

3.A.3 Differenziazione delle cellule PLB-985

Le cellule PLB-985 vengono contate in camera Maagser essere quindi differenziate in
granulociti “neutrophils-like” alla concentraziodé 2 x 10 cellule/mL mediante I'aggiunta di
0.5% (v/v) di dimetilformammide (DMF) al medium cbltura (Tucker et al., 1987; Zhen et al.,
1993). Due terzi del medium sono rinnovati dopddrg di coltura e le cellule sono utilizzate
al giorno di differenziazione desiderato (da GO 6).Gll tasso di vitalita delle cellule
differenziate, determinato tramite il test di esahme del trypan blu (Absolom, 1986), € del 90-
95%.

3.A.4 Congelamento e decongelamento delle celluleBr985

Materiali
Medium di congelamento DMSO 10% (v/v) e FBS 90% (v/v)
Medium di decongelamentomedium di coltura, contenente 20% (v/v) di FBS

Crioprovette, VWR™ [nternational.

Le cellule da congelare vengono contate in cameakaddez, centrifugate 10 minuti a 400 x g e
risospese alla concentrazione df 6llule/mL nel medium di congelamento. La sosperesio
viene aliquotata nelle crioprovette e mantenuta p&rore a -80°C in una scatola da
congelazione Nalgéf Cryo, contenente dellisopropanolo. Le crioprogetiono infine

trasferite e conservate in azoto liquido.

Per il decongelamento, la crioprovetta viene rapielate immersa in un bagnetto a 37°C; le
cellule sono immediatamente diluite in un eccessoatlium di decongelamento e sottoposte a

tre lavaggi mediante centrifugazione di 10 minudi0® x g a temperatura ambiente. Il medium
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di decongelamento viene rinnovato il giorno sudees$éino al volume finale di 6 mL. In

seguito, le cellule sono coltivate nel medium diwa abituale.

3.A.5 Immortalizzazione di linfociti B con il virus di Epstein-Barr

Materiali

RPMI 1640

Medium di coltura: RPMI 1640 addizionato con 20% FBS, 2 mM L-Glutamaj 100 U/mL
penicillina e 5Qug/mL di streptomicina

EBV, Virus di Epstein-Barr, ceppo B95: linfociti di samnma, immortalizzati con saliva umana
contenente EBV, Laboratorio di Virologia dellOspéeldi Grenoble, Francia

Ciclosporina A , Sigma.

| linfociti B sono recuperati a partire dall’anelimfomonocitario ottenuto per centrifugazione
del sangue intero su gradiente di densita Ficolpddyie (cfr. § 3.A.1a). Lo strato contenente i
linfo-monociti e lavato due volte in RPMI 1640 maualie centrifugazione a 350 x g per 8 minuti
alla temperatura di 20°C; le cellule sono quindntate in camera Malassez e risospese alla
concentrazione di fdinfociti/mL nel medium di coltura. L'immortalizzione con il virus di
Epstein-Barr viene effettuata dal laboratorio drologia dell'ospedale universitario di
Grenoble, addizionando ai linfociti B la sospensiooontenente I'EBV in presenza di
Ciclosporina A, un inibitore dei linfociti T che déita la stabilizzazione delle linee
linfoblastoidi.

| linfociti B sono poi incubati a 37°C in atmosfeuaidificata contenente il 5% di GQ il
medium di coltura viene rinnovato due volte alltisena. Nell'arco di 7-20 giorni si osserva
la formazione di un ammasso linfocitario: a qugstoto, le colture cellulari sono divise e il
medium di coltura & rinnovato con frequenza bisettiale allo scopo di mantenere una
concentrazione cellulare di 0.5-1.5 x®lhfociti/mL. Per la preparazione degli RNA totali
(vedi &8 3.E.2.1) i linfociti B immortalizzati (LB-BV) sono recuperati mediante una
centrifugazione di 5 minuti a 350 x g alla temperatdi 4°C e sottoposti a due lavaggi in PBS;
il pellet cosi ottenuto & risospeso in PBS allacentrazione di 0cellule LB-EVB/mL
(Cohen-Tanugi et al., 1991).
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3.A.6 Preparazione diCandida albicans

Materiali

Candida albicans isolato ospedaliero, fornito dalla clinica ped@ delllRCCS “Burlo
Garofolo” di Trieste o dal Laboratorio di Paraskigpa, CHU Grenoble

SABOURAUD dextrose broth disidratato: neopeptone 10 g/L, destrosio 20 gH.finale 5.6
+ 0.2 (25°C); Sigma. Il terreno di coltura vieneastituito in acqua distillata (30 g/L) e
autoclavato a 121°C per 20 minuti

Pool di sieri umani, gentilmente forniti dal'Ospedale di Cattinarari€te) o dalEFS
(Etablissement Francais du Sang, Grenoble)

Soluzione fisiologicaNaCl allo 0.9% in acqua distillata sterile

PBS-ioni: PBSaddizionato con 1 mM Cagé 1 mM MgCh

Un’aliquota di blastospore . albicans conservata a —80°C, viene scongelata, trasfaritaa
flask contenente 10 mL di terreno Sabouraud liqedatta crescere over night (per circa 18
ore) a 30°C in un bagno termostatato, in agitaziétie scopo di eliminare residui di terreno, la
brodocoltura subisce poi un lavaggio in soluziois@logica, mediante centrifugazione per 7
minuti a 2000 x g; il pellet cosi ottenuto vienesssivamente risospeso in 1.5 mL di soluzione
fisiologica e trasferito in una provetta di tipopjgendorf’; segue un’ulteriore lavaggio di 10
secondi a 12000 x g. La concentrazione delle Idpst@ viene determinata mediante conta
microscopica con camera Birker o Malassez; la scsmpee, diluita alla concentrazione
desiderata in PBS-ioni, viene quindi opsonizzataiamge incubazione con pool di sieri umani
al 10%, per 30 minuti a 37°C in un bagno termostatan agitazione. Al termine

dell’'opsonizzazione, la provetta viene messa iagtio fino all’'utilizzo nei saggi funzionali.

3.A.7 Preparazione diStaphylococcus aureusd Escherichia Coli

Materiali

Staphylococcus aureuseppo 502A, ATCC 27217, fornito dal dott. J. lalwd(Departement of
Microbiology and Immunology, University of Oklahontéealth Sciences Center, Oklahoma
City, OK, USA)

Escherichia coli: ATCC 25922, ceppo siero resistente, fornito daltdat.gsa C. Lagatolla
(Dipartimento di Scienze della Vita, Universita de&judi di Trieste)
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LB (Luria-Bertani) Broth , Miller, disidtratato: peptone 10 g/L, estrattolidvito 5 g/L, NaCl
10 g/L; pH finale 7.0 £ 0.2 (25°C); Merk KgaA, Geany. |l terreno di coltura viene ricostituito
in acqua distillata (25g/L) e autoclavato a 121%C 20 minuti

LB-AGAR : terreno LB contenente Agar al 2%

Pool di sieri umani

Soluzione fisiologica

PBS-ioni

Singole colonie di batteri, conservati a 4°C inrdeap LB-agar su piastra Petri, vengono
inoculate in una provetta contenente circa 7 mtedeno LB liquido e fatte crescere over night
a 37°C in un incubatore termostatato. La brodocalttiene quindi sottoposta a lavaggio in
soluzione fisiologica, mediante centrifugazione0O@@ x g, per 7 minuti. Il fondello ottenuto &
risospeso in 1.5 mL di soluzione fisiologica, teagb in una provetta di tipo “Eppendorf’ e
centrifugato a 12000 x g per 10 secondi; il pallehe infine risospeso in 1.5 mL di soluzione
fisiologica.

La concentrazione della sospensione batterica \wtai®lita mediante lettura spettrofotometrica
della torbidita alla lunghezza d’onda di 500 nm g&pphotometer UV/VIS Perkin-Elmer,
Lambda 5); il valore di densita ottica viene confedo con una curva di taratura costruita sulla
base di sospensioni batteriche la cui concentrazéostata determinata attraverso conta delle
colonie su piastra Petri.

In sequito, i batteri vengono diluiti alla concexztione desiderata in tampone PBS-ioni e quindi
opsonizzati con pool di sieri umani al 10%, pem3duti a 37°C in un bagno termostatato, in

agitazione e infine conservati in ghiaccio findab utilizzo nelle prove funzionali.
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3.A.8 Anticorpi

3.A.8a Anticorpi utilizzati per la realizzazione de western blots

Materiali e metodi

Denominazione

mAb 48

mAb 449
Policlonale C-19
Policlonale p47Cter
Policlonale p40Cter

Policlonale

Specie

Topo

Topo

Capra
Coniglio
Coniglio

Coniglio

Proteina

riconosciuta

Provenienza

gp91phox Dono del prof. D. Roos, Amsterdam, Olanda.

p22phox Dono del prof D. Roos, Amsterdam, Olanda.

p67phox Santa Cruz, TEBU.

p47phox Laboratorio GREPI, Grenoble, Francia.

p40phox Laboratorio GREPI, Grenoble, Francia
Rac2 Laboratorio GREPI, Grenoble, Francia

3.A.8b Anticorpi utilizzati in citofluorimetria

Denominazione Specie

mAb 7D5 Topo
IgG1 Topo
BM16 Ratto
Secondario

Capra
F(ab’),
Secondario

Capra
F(ab’),
Secondario

Capra
F(ab’),
mAb ICRF44 Topo

Proteina Fluorocormo
riconosciuta associato

gp91phox -

aspecifico -

CD294/CRTH2 Alexa Fluor 647

IgG murine Alexa Fluor 633

IgG murine Ficoeritrina (PE)

IgG murine Alexa Fluor 488

CD11b umano FITC*

Canale

Fluorescenza

FL4

FL4

FL2

FL1

FL1

Provenienza

Clinisciences
Sigma

BD Biosciences

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Sigma

* FITC, Isotiocianato di fluoresceina.

3.B Preparazione degli estratti cellulari

Materiali
PBS

DFP, diisopropil fluorofosfato, inibitore delle serproteasi, Fluka
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Tampone di lisi. 1% (p/v) Triton X100, HEPES 10 mM, Mg{3.5 mM, pH 7.4, contenente gl
inibitori di proteasi: PMSF (Phenylmethyl sulforfidoride) 1 mM e leupeptina 0.1 mM.

Metodo

| neutrofili isolati (1§ cellule in PBS), vengono incubati con DFP 3 mM fér minuti, in
ghiaccio. Si procede con una centrifugazione a @30@ per 10 secondi alla temperatura di
4°C; il pellet cosi ottenuto viene risospeso neigane di lisi, e le cellule vengono incubate per
20 minuti in ghiaccio, agitando la sospensione@atex ogni 5 minuti. Il surnatante ottenuto
dalla successiva centrifugazione (30 minuti a 128@9a 4°C), chiamato “estratto solubile di
membrana all’l% Triton X100”, verra utilizzato peffettuare lo spettro differenziale del
citocromo Bsg, il dosaggio delle proteine e i western blotspdilet, risospeso in tampone
HEPES 10 mM contenente gli inibitori delle proteastne omogeneizzato agli ultrasuoni per 5
secondi in ghiaccio, addizionato con una soluzane)% di Triton X100 e conservato a -80°C

per la caratterizzazione di p@iYox(difficilmente solubile nell'estratto 1% Triton XD).

3.C Analisi proteica

3.C.1 Dosaggio delle proteine

3.C.1a Metodo di Bradford

Si tratta di un metodo colorimetrico basato sublanfazione di un complesso tra il colorante blu
di Coomassie e i gruppi amminici liberi delle piotein soluzione. Il picco di assorbimento del
blu di Coomassie passa da una lunghezza d’ond®&%lindn a quella di 595 nm quando |l
colorante e complessato ad un gruppo amminico (Bradl1976). L'assorbanza del complesso
a 595 nm risulta proporzionale alla quantita ditgiree, che viene quindi determinata a partire
da una curva di taratura ottenuta con concentraniote di albumina serica bovina (BSA). |
campioni e gli standard di BSA sono addizionati ébrvolume opportuno di reattivo di
Bradford (BioRad Protein Assay) e incubati per alm& minuti a temperatura ambiente. La
misura dell’assorbanza dev'essere effettuata eBfominuti (periodo di stabilita della

colorazione).
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3.C.1b Metodo dell’acido bicinconinico, BCA

Si tratta di un saggio colorimetrico basato suitaizione degli ioni C& a CuU ad opera dei
legami peptidici delle proteine (Smith et al., 198%he permette di valutare la concentrazione
delle proteine in campioni biologici complessi.skhggio sfrutta infatti la capacita chelante
dell’acido bicinconinico, diretta specificamententio gli ioni Cu, che porta alla formazione di
un complesso solubile di colore viola (BCA Protéiesay Kit, Inerchim). L'assorbanza di
guesto complesso a 562 nm € proporzionale allatig@ali proteine presente nel campione
biologico. La concentrazione proteica e determinataiferimento ad una retta di taratura
realizzata a partire da quantita note di BSA. 2della soluzione di lavoro sono aggiunti a 100
uL delle sospensioni dei campioni da testare e dgdlamma di BSA, e le provette chiuse
vengono incubate 30 minuti a 37°C (“protocollo skaml™) o a 60°C (“protocollo sensibile”).

L’assorbanza a 562 nm di ogni soluzione viene i@o raffreddamento delle provette.

3.C.2 Separazione delle proteine in gel denaturant poliacrilammide (SDS-
PAGE)

3.C.2.1 Preparazione del gel di poliacrilammide

Materiali

Gel di separazione alll11% Tris-HCI 15 M pH 89 (6,0 mL), Sigma;
Acrylamide/Bisacrylamide 40% (6.6 mL), Sigma ; sodi dodecyl sulfate, SDS 10% (0.24
mL), Sigma; Persolfato di ammonio, APS, 10% (0.15L),m Sigma; N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine, TEMED (0.025 mL), SignBamercaptoetanolo, Sigma;.@
distillata (11.0 mL).

Gel di concentrazione Tris-HCI 0,5 M pH 6.6 (2.5 mL); Acrylamide/Bisadamide 40% (1.0
mL); SDS 10% (0.1 mL); APS, 10% (0.07 mL); TEMEDO1 mL); HO distillata (6.32 mL).

Le quantita indicate corrispondono alla preparazidndue mini-gel delle dimensioni di 9 cm x

6.5 cm, e di 1.5 mm di spessore.
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La tecnica di elettroforesi SDS-PAGE (sodium dodlesplfate polyacrylamide gel
electrophoresis) permette di separare le protemndumnzione della loro massa molecolare
(Laemmli e Favre, 1973). A un dato valore di pHpteteine acquisiscono una carica elettrica
negativa o positiva in base al loro punto isoat&itrQuesta proprieta permette loro di migrare
in un campo elettrico. Secondo questo metodo,deere vengono precedentemente denaturate
trattandole con un agente riduttofgnfercaptoetanolo) che rompe i ponti disulfuro intea
inter-catena e con SDS, un detergente fortementeian che conferisce loro una carica
elettrica negativa proporzionale alla loro massanseguentemente, tutte le proteine migrano
nella stessa direzione attraverso un gel di poléeaomide e vengono separate esclusivamente in
funzione della loro massa molecolare. La perceatdalpoliacrilammide del gel e stabilita in
base alla grandezza della proteina d’interesseslendata percentuale di poliacrilammide porta
infatti alla formazione di un gel dalle maglie $tieeche rallentano la migrazione, permettendo

cosi di separare in modo ottimale le proteine jGage.

3.C.2.2 Preparazione dei campioni e migrazione etetforetica

Materiali

Tampone di denaturazione Tris-HCI| 240 mM pH 6.8, SDS 6 % (v/v), glicerd® % (v/v),p-
mercaptoetanolo 7,5 %, blu di bromofenolo 0,6 mg/ml

Tampone di migrazione Tris 25 mM; Glicina 190 mM; SDS 0.1% (p/v), pH88.

Markers di massa molecolare, Roche

| campioni proteici sono denaturati mediante inaidr@e a 60°C per 30 minuti 0 a 95°C per 2
minuti nel tampone di denaturazione. Il gel di laonmide polimerizzato € posizionato
nell'apparecchio da elettroforesi contenente il gane di migrazione: i campioni sono
depositati nei pozzetti del gel di concentraziors@ttoposti ad una corrente elettrica (30 mA per
un mini-gel), applicata dall’alto (elettrodo negaii verso il basso (elettrodo positivo) del gel. |l
tempo di migrazione é di circa 1 ora. Contemporaregde ai campioni, viene depositata nel gel
anche una miscela di markers di massa molecoldee cloe permette di avere una stima della

massa molecolare delle proteine presenti nei campio
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3.C.2.3 Rivelazione di proteine su gel di poliacaimmide

Materiali
Soluzione Blu di Coomassieblu di Coomassie 0.25% (p/v), acido acetico 10%6)( metanolo
50% (v/v)

Soluzione di decolorazioneetanolo 26% (v/v), acido acetico 7% (v/v).

Le proteine sono rivelate tramite colorazione al 4l Coomassie (rivelazione di circauf di
proteine), incubando il gel nella soluzione di dixCoomassie per 10-30 minuti, in agitazione.

L’eccesso di colorante € eliminato tramite lavagigicessivi nella soluzione di decolorazione.

3.C.3 Western Blotting

3.C.3.1 Trasferimento di proteine su membrana

Materiali
Tampone di trasferimenta Tris 25 mM, Glicina 129 mM, SDS 0.01% (p/v), netéo 20%
(v/v), pH 8.3

Allo scopo di identificare le proteine separate pkettroforesi SDS-PAGE mediante anticorpi
specifici, le proteine stesse vengono trasferiteirsa membrana di nitrocellulosa (0.46 di

spessore) in un sistema semi-secco. In questo itgeb SDS-PAGE non dev’essere colorato al
blu di Coomassie come descritto precedentemengégplarecchio di trasferimento, costituito da
due elettrodi di grafite (LKB, electrophoretic tedert kit), viene accuratamente umidificato con
il tampone di trasferimento. Il gel & disposto authembrana di nitrocellulosa, tra sei fogli di
carta Whatman n°3, il tutto precedentemente im@tgdi tampone di trasferimento. In questo
modo, le proteine cariche negativamente migrancdiado verso 'anodo, adsorbendosi sulla
membrana. Il trasferimento & realizzato a 1 mA/dirgel da trasferire per un periodo di 2 ore e
30 minuti — 3 ore, per un gel dello spessore dind. L'efficacia del trasferimento puo essere

verificata colorando il gel al blu di Coomassie ®f3.C.2.3).
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3.C.3.2 Rivelazione delle proteine

Materiali

Tampone TBS-Tween Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, Tween 20 0.05% (v/pH 7.5;
Anticorpi primari: mAb 48, anti Nox2; mAb 449, anti p22hox; anticorpi policlonali anti
p67phox anti pA@hoxe anti p4phox(cfr § 3.A.9a);

Anticorpo secondario,anti-topo, coniugato con HRP (Horse Radish Per@eajja

Latte disidratato “Régilait”.

Dopo il trasferimento, i siti liberi della membradacellulosa sono saturati tramite incubazione
di un'ora, in lenta agitazione, in tampone TBS-Twemldizionato con I'1% (p/v) di latte
disidratato. La membrana viene quindi sottoposit@ davaggi consecutivi di circa 5 minuti in
TBS-Tween, per essere poi incubata in TBS-Tweer2pmie a temperatura ambiente, in lenta
agitazione, in presenza dell’anticorpo primariocsig@ per la proteina da rivelare.

La membrana viene quindi successivamente sottopdsiémeno cinque lavaggi di 10 minuti in
TBS-Tween prima di essere incubata per 45 minuprasenza dell’anticorpo secondario. La
membrana €& poi abbondantemente risciacquata in TMBn per 3-4 ore. Il legame
dell'anticorpo secondario, coniugato con la pexessi viene rivelato per chemiluminescenza
(kit ECL® Western Blotting, Amersham Biosciences). La chemihescenza ottenuta deriva
dalla dissipazione d’energia del luminolo, eccit@tceguito alla sua ossidazione catalizzata dal
sistema HO,/HRP in condizioni alcaline. La luce emessa darnid del luminolo allo stato
basale € intensificata grazie ai composti fengligisenti nel reagente del kit di rivelazione e
captata su un film autoradiografico, sviluppatozgrad un rivelatore.

3.C.4 Spettro di assorbimento differenziale del aicromo bssg

Questo metodo permette di identificare e quantdidhcitocromo lgsg contenuto nell’estratto
solubile di membrana dei neutrofili all’1% Triton1BO (cfr. 8§ 3B). L'elemento in grado di
assorbire la luce nei citocromi € il gruppo ema.dpéttri di assorbimento del citocromgsdsi
ottengono utilizzando uno spettrofotometro (Beckawt40). Lo spettro d’assorbimento della
frazione ossidata (citocromasdp nativo) € misurato da 400 a 650 nm e memorizZQtesta
stessa frazione viene poi ridotta per aggiuntaudiahe granello di ditionite di sodio, prima di
effettuare una seconda lettura da 400 a 650 nnspketiro differenziale redox, corrispondente
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alla differenza di assorbimento tra la frazioneotid e la frazione ossidata nativa, viene
calcolato automaticamente.

Lo spettro differenziale di assorbimento é spegifier ogni citocromo: quello del citocromo
bssg presenta due principali picchi d’assorbimento dlieghezze d’onda di 426 e 558 nm
(coefficienti di estinzione molaresss = 106 mM! x cmi™; essg = 21,6 mM! x cmi), e un debole
picco a 530 nm.

La legge di Lambert-Beer, che stabilisce la comielae tra 'assorbimento di un composto a un
lunghezza d’onda definita e la sua concentrazipeemette di determinare la concentrazione
del gruppo eme nel campione e, quindi, la conceiating del citocromo 43 che contiene due
molecole di eme. La quantita di citocromggpud quindi essere rapportata alla quantita totale
di proteine di membrana (pmoli/mg).

Sono a volte visibili altri picchi di assorbimentdpvuti a dei contaminanti presenti nel
campione, in particolare quello corrispondente allaloperossidasi (MPO) a 474 nm e a 641

nm, nonché quello del’emoglobina a 430 nm.

3.D Valutazione dell’'espressione e dell’attivita NBPH-
ossidasica

3.D.1 Citometria a flusso

La tecnica della citometria a flusso permette dietefare la numerazione e [l'analisi
multiparametrica di particelle (generalmente celluin sospensione in un mezzo liquido.
L’analisi viene svolta individualmente per ognilal in funzione dei parametri studiati, qual
la fluorescenza prodotta dagli anticorpi coniugadi un agente fluoroforo o la fluorescenza
emessa direttamente da composti fluorescenti. l@dbcenza emessa viene letta mediante un
citofluorimetro FACScalibd™ (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Francia or8ks, MD) e
misurata grazie a dei fotomoltiplicatori specifimr una gamma di lunghezze d’onda: canali
FL1 (530 £ 15 nm), FL2 (585 £ 21 nm), FL3 (<650)nenFL4 (>661 nm). Le popolazioni
cellulari vengono dapprima selezionate in baseagampetri fisiciforward-scatter(FSC) eside-
scatter (SSC) indicativi, rispettivamente, delle dimensiendella complessita delle particelle
analizzate: la creazione di ugate elettronico (R) che circoscrive la nuvola di event
corrispondente alla popolazione campione consenénalizzare le emissioni di fluorescenza
delle cellule d’interesse, escludendo automaticaenaventuali fonti di interferenza quali
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aggregati e detriti cellulari. Si analizzano quindracciati fluorimetrici relativi alla regione
selezionata, impiegando un amplificatore logaribmi®er ogni campione si acquisiscono
generalmente 10000 eventi (programma CellQuest?B&rMingen) che vengono poi analizzati
tramite il programma WinMDI 2.8.

3.D.1.1 Valutazione dell’espressione di Nox2

Materiali

Tampone di marcatura: PBS addizionato con 0.2% (p/v) di BSA e 1 mM GaCl
mADb 7D5, anti-gp9Pphox

mADb IgG1

Anticorpo secondaria anticorpo anti IgG di topo, coniugato con la &dtrina (PE)

5 x 1@ cellule, risospese nel tampone di marcatura, wvemgocubate 30 minuti in ghiaccio in
presenza di 0.hg di anticorpo primario 7D5 diretto specificataneenbntro un epitopo esterno
di Nox2 (Yamauchi et al., 2001). Allo scopo di \ake le interazioni non specifiche
dell'anticorpo, un’aliquota di cellule viene incubanelle stesse condizioni con Q. di
anticorpo murino IgG1 irrilevante (controllo isatip). Dopo una rapida centrifugazione di 10
secondi a 10000 x g, le cellule sono sottoposteua ldvaggi successivi in tampone di
marcatura. L’anticorpo primario 7D5 é rivelato geaad un anticorpo secondario anti-IgG di
topo, coniugato con I'agente fluoroforo ficoeritiche fluoresce nel canale del rosso (FL2): a
guesto scopo, le cellule sono incubate 30 minughraccio e al buio in presenza di @& di
anticorpo secondario (Stasia et al., 2003). Al teendell'incubazione, le cellule subiscono 2
ulteriori lavaggi nel tampone di marcatura e verg@oi risospese in 500L dello stesso
tampone. Le sospensioni cellulari sono conservatghiaccio fino al momento della lettura al

citofluorimetro.

3.D.1.2 Misura della produzione di perossido di idngeno (test di ossidazione della DHR)

Materiali

PBS

Bovine Serum Albumine,BSA, Sigma

Diidrorodamina 123 (DHR 123), Molecular Probes, Eugene, UR, USA
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Azide, NaNs, Sigma

Forbol miristato acetato, PMA, Sigma

Difenileneiodonig, DPI, inibitore irreversibile della NADPH ossidaSigma
BM16, mAb anti CD294 (CRTH2)

La produzione di perossido di idrogeno e misuratanite il test di ossidazione della
diidrorodamina 123 (DHR 123). In questo saggiogamposto non fluorescente DHR viene
covertito a rodamina, che fluoresce nel verde (eaR&l), dal perossido di idrogeno prodotto
dalle cellule attivate da PMA. | neutrofili sono roati con la DHR (c.f. 2uM) per 30 minuti a
temperatura ambiente e al buio prima di aggiungazele (c.f. 1 mM). Le cellule sono quindi
preriscaldate mediante incubazione di 10 min a 37 {©i stimolate per aggiunta di PMA (c.f.
20 ng/mL) per 15 min. La reazione e bloccata medidiluizione in PBS freddo e le provette
sono conservate in ghiaccio; i campioni vengondnénfanalizzati al citofluorimetro per la
fluorescenza verde (FL-1).

Negli esperimenti in cui, accanto all’attivita atasica, le cellule venivano testate per valutare
'espressione del marker degli eosinofili, CRTH2;ampioni sono ulteriormente incubati in
presenza di 2.ng/mL di mAb BM16 (anti CRTH2) per 30 minuti e sqitsti a due lavaggi

successivi in PBS-BSA freddo, prima di essere apnali al citofluorimetro.

3.D.1.3 Valutazione simultanea dell’espressione tiox2 e dell’attivith NADPH ossidasica

Materiali

Tampone di marcatura

mADb 7D5, anti-gp9Pphox

DHR

Anticorpo secondario: F(ab’), anti-lgG di topo coniugato al fluorocromo Alexaisf® 633

S. aureus502A opsonizzati con 10% siero alla concentrazione 8ix21¢ batteri/mL in PBS-
ioni

DPI

Le cellule coltivate PLB-985 o i neutrofili umarsalati sono diluiti alla concentrazione di 5 x
10 cellule/mL nel tampone di marcatura. Dapprima ei@ffettuata la marcatura di Nox2
tramite il mAb 7D5 secondo il protocollo precedenémte descritto, utilizzando I'anticorpo
secondario anti-IlgG di topo legato alla sonda AlEkeor 633 F(ab’), che fluoresce nel canale
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del rosso (FL4). Successivamente, allo scopo ditasd il metabolismo ossidativo, le stesse
cellule vengono incubate per 30 minuti a 37°C ablmon la sonda DHR 123 (c.f. Ov),
composto che diffonde liberamente nelle cellulealazandosi, nei neutrofili, soprattutto a
livello dei granuli. La specificita della produzeri derivati reattivi dell’ossigeno puo essere
verificata allestendo contemporaneamente alle,altra prova in cui la sospensione di cellule é
incubata in presenza di DPI (c.fuM), e che subira i medesimi trattamenti delle ghireve.

Dopo I'aggiunta dei microorganismi opsonizzati (rapgo cellula:batteri = 1:50), le sospensioni
cellulari sono incubate per 15 minuti a 37°C. Ah@e dell'incubazione, la reazione é bloccata
diluendo i campioni in PBS freddo; le sospensiama quindi conservate in ghiaccio fino al
momento della lettura al citofluorimetro. In segudll’attivazione metabolica, gli intermedi
reattivi dell’ossigeno prodotti, in particolare b&,, ossidano la sonda DHR 123 trasformandola
nel composto rodamina 123 (Rho 123) che fluorestgarde (FL1) se eccitato a 488 nm.

| campioni vengono infine analizzati al citofluoetno per la fluorescenza verde (FL1, 530 = 30
nm) e per quella rossa (FL4, 648 + 13 nm); l'ubbzdi questi due fluorocromi (la DHR 123 e
I'Alexa Fluor® 633), caratterizzati da spettri di emissione sapagvermette di evitare la
necessita di compensare i segnali di fluorescermaepienti dalle due sonde.

Le cellule che esprimono la proteina gpBtx e metabolicamente attive risulteranno positive

per entrambe le marcature (mAb 7D5 e DHR 123).

3.D.1.4 Valutazione dell’espressione di Nox2 in n&ofili ed eosinofili

Materiali

Tampone HEPES

mAb 7D5, anti gp9phox

Anticorpo irrilevante IgG1

Anticorpo secondaria F(ab’), anti-lgG di topo coniugato con la sonda Alexa Ffuds8s,
Invitrogen

BM16, mAb anti CRTH2

| granulociti, diluiti a 10 cellule/mL in tampone HEPES, vengono incubati €0 pg di
anticorpo monoclonale 7D5 o con Ougy di anticorpo irrilevante IgG1l per 30 minuti in
ghiaccio, come descritto in precedenza. Al terndi@éincubazione, le cellule sono sottoposto a

due lavaggi successivi in tampone HEPES, per epseruovamente incubate per 30 minuti in
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ghiaccio in presenza di 0.2bg dell’anticorpo secondario coniugato al fluorocoorAlexa
Fluor® 488, che fluoresce nel canale del verde (FL1).D@pulteriori lavaggi in tampone
HEPES, le cellule vengono incubate con 2gmL di anticorpo anti CRTH2 che fluoresce nel
rosso (FL4). Dopo un ulteriore lavaggio in tamp®ttePES, la fluorescenza emessa nei canali
del verde (FL1) e del rosso (FL4) viene analizzatliante un’acquisizione di 100000 eventi.
(Anche in questo caso, l'utilizzo di questi dueofiocromi caratterizzati da due spettri di
emissione non sovrapposti permette di evitare tessta di effettuare una compensazione dei
segnali).

Questo tipo di analisi citofluorimetrica a “doppmaarcatura” permette di distinguere tra le
cellule esprimenti la proteina gp®tiox (e quindi positive solamente per la fluorescenzale:
7D5 in FL1), la popolazione degli eosinofili, chsulta positiva anche per la fluorescenza rossa
(BM16 in FL4).

3.D.2 Test del Nitroblu di Tetrazolio (NBT)

Materiali

Tampone HEPES

Nay,EDTA

NBT, Nitroblu di Tetrazolio, Roche
PMA

DPI

Questo saggio, che rappresenta la metodica prefatenper la diagnosi della malattia
granulomatosa cronica, permette di valutare I'atione del complesso NADPH ossidasi dei
leucociti polimorfonucleati neutrofili. Il nitrobluli tetrazolio, di colore giallo e insolubile, in

presenza degli anioni superossido prodotti dairoélitattivati, viene ridotto a formazano che
forma sui fagociti dei precipitati di colore bluela.

| neutrofili, isolati come descritto in precedenzangono diluiti alla concentrazione di 0.2 ¥ 10
cellule/mL in tampone HEPES contenente 1 mM EDTA,modo da prevenire eventuali
aggregazioni cellulari, e 1 mM NBT. La reazioneveiata per aggiunta di 100 ng/mL di PMA,

dopo un’incubazione di 15 minuti alla temperatura3@°C, aliquote delle sospensioni sono
prelevate per realizzare dei cytospin, successiatanissati in metanolo e colorati con una
soluzione di safranina allo 0.4% in etanolo al 23DPI (c.f.: 5 uM) viene aggiunto alla
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miscela di incubazione nelle prove che si voglianitizzare come controllo negativo della

reazione.

3.D.3 Misura della chemiluminescenza

Materiali

Perossidasi{HRP, Horse Radish Peroxidase), Sigma

Luminolo, 5-ammino-2,3-diidro-1,4-ftalazindione, Sigma

Glucosio, Sigma

Mezzo di reazione PBS addizionato con 0.9 mM Ca(0.5 mM MgC}, 20 mM glucosio, 20
uM luminolo e 10 U/mL di HRP

PMA

fMLF, formyl-methionyl-leucyl phenylalanine

Microorganismi: S. aureu02A eC. albicans opsonizzati con 10% pool di sieri umani

Micropiastre da 96 pozzetti, Costar

La tecnica della chemiluminescenza consente dinanisWattivita NADPH ossidasica di cellule
intere (Dahlgren e Karlsson, 1999). Si tratta daumetodica basata sul principio della
dissipazione di energia per emissione luminosandtamposto che passa dallo stato eccitato al
suo stato di riposo iniziale. La reazione di chemihescenza applicata consiste nella reazione
di ossidazione del luminolo catalizzata dalla npel@ssidasi dei neutrofili attivati, in presenza
di H,O, (derivata dalla dismutazione dell’'anione supedisgirodotto dalla NADPH ossidasi).

Il ritorno del luminolo al suo stato fondamentalactompagnato da un’emissione luminosa che
e direttamente proporzionale all'attivita NADPH idssica delle cellule e che viene
guantificata grazie ad un luminometro (Luminoscam@®system, Helsinki, Finlandia).

Il saggio viene effettuato su micropiastre da 96zetti, depositando 0.5 - 1 x “16ellule per
pozzetto, sospese in pll di PBS. Alle cellule vengono aggiunti 20Q di mezzo di reazione,

e la piastra viene quindi incubata nel luminometraninuto a 37°C, prima dell’aggiunta di
PMA (c.f. 80 ng/mL) o di fMLF (c.f. 4 x 16 M). Nelle prove che prevedono I'uso di stimoli
particolati, alle cellule depositate nel pozzetemgono aggiunti 5L della sospensione di
microorganismi precedentemente opsonizzati a 50%mL (batteri) o 1.8 x 1BmL (funghi)

in PBS-ioni, in modo da ottenere un rapporto cellhatteri di 1:100 e cellule:candide di 1:30.

L’emissione luminosa relativa viene registrata 4a3per un periodo di 15 minuti con una
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lettura ogni 15 secondi (fMLF), o per 30 minuti cama lettura ogni 30 secondi
(microorganismi) o, infine, per 60 minuti con uretlira ogni 30 secondi (PMA). Le misure

sono espresse in unita relative di luminescenz&JjRL

3.D.4 Misura della produzione di anione superossido

Materiali

Tampone HEPES-ioni

Citocromo c, di tipo VI da cuore di cavallo (Sigma) (c.f.: M)
Superossido dismutasiSOD, Roche (c.f.: 50g/mL)

PMA

DPI

| neutrofili, isolati secondo la procedura desaritt precedenza (8 3.A.1b), vengono risospesi
alla concentrazione di 1.5 x %@ellule/mL in tampone HEPES-ioni; aliquote di@0di queste
sospensioni sono depositate in pozzetti contenBftiul di citocromo c. Dopo una
preincubazione di 10 minuti a 37°C in presenza, iei@esto, di DPI (c.f. uM), si procede
con I'aggiunta del PMA (c.f. 20 ng/mL). Le cellieno quindi incubate per 30 minuti a 37°C
nel lettore per micropiastre (Multiskan MCC/340,bkgstem Oy, Helsinki, Finlandia) per la
lettura della densita ottica alle lunghezze d’odd&40 e 550 nm. La quantita di citocromo
ridotto dall’anione superossido {pé direttamente proporzionale alla differenzai tvalori di
assorbanza letti a 550 nm (lunghezza d’onda debpilt assorbimento del citocroneaidotto)

e quelli letti a 540 nm (lunghezza d’onda del pustisbestico degli spettri di assorbimento del
citocromoc ridotto e ossidato). Poiché la riduzione del ciboco c da parte dell’ @ é inibita
della SOD, che catalizza la dismutazione del sugs#lo ad HO,, questo enzima e stato

utilizzato per verificare la specificita della reaze.
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3.E Metodiche di biologia molecolare

3.E.1 Reazione polimerasica a catena (PCR)

Materiali

Tampone di reazione Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgGl 1.5 mM, 0.1% Triton X100, 0.2%
BSA; Qbiogene, MP Biomedicals Europe, France.

Primers senso e antisens@0uM

mix di desossiribonucleotidj dNTP, 5 mM; Qbiogene

Tag polimerasi (polimerasi del batteréhermophilus Aquaticys 5 U[iL; Qbiogene.

La tecnica di sintesi del DNA per amplificazioneatena ad opera della polimerasi permette di
ottenere quantita apprezzabili di una determinaguenza scarsamente rappresentata nel
campione. Il principio e il seguente: dopo denaarde ad opera del calore del doppio
filamento di DNA, due oligoncleotidi complementasituati alle estremita 5’ della doppia elica
di DNA da amplificare, si ibridano con il frammentdo DNA da amplificare ad una specifica
temperatura, detta temperatura di fusione (Tferiofe di 5°C (nel caso della Taq polimerasi)
rispetto alla temperatura di ibridazione (Ti). lemperatura di ibridazione e funzione della
sequenza nucleotidica delle sonde. In pratica, determinare la Ti si applica la formula

seguente:

Ti (°C) =2 (A+T) + 4 (G+C)
Tf(°C) =Ti-5°C

Dopo la fase di ibridazione, la temperatura € pargh valore di 72°C: in queste condizioni le
estremita degli oligonucleotidi servono da sondeuad DNA polimerasi termostabile. Ogni
filamento servira quindi da matrice all'enzima chmtetizza i filamenti complementari
assemblando i desossiribonucleotidi complemend&TP, dCTP, dGTP, dTTP), con un fattore
di moltiplicazione pari a 2. | prodotti ottenuti daesto primo ciclo sono in seguito denaturati
dal calore a 94°C, allo scopo di separare la doglxa. Le sonde si ibridano ancora una volta
alla temperatura Ti con i filamenti di DNA provenie dal primo ciclo di amplificazione,
cosicché ogni filamento serve da matrice alla DNrperasi. Con il prosieguo della reazione,
il numero di copie di DNA cresce esponenzialmemtengttendo di otteneré fammenti dopo
n cicli. La reazione di PCR e realizzata in un wodufinale di 10QuL di tampone di reazione
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contenente 2L di cDNA, 0.7uL di primers senso e antisensql4ddi mix di dNTP e 0.5uL di
Taq polimerasi. Infine, 4QL di olio minerale sono depositati sulla superfidella soluzione

allo scopo di evitare un’eventuale evaporazioneualigrla reazione.

3.E.2 Preparazione e dosaggio degli acidi nucleici

3.E.2.1 Preparazione degli RNA totali

Materiali

PBS

Trizol®, GIBCO-BRL
Cloroformio, Prolabo

Isopropanolo, Prolabo

Etanolo al 70%, Prolabo.

Gli RNA totali possono essere ricavati a partirdedaellule mononucleate o dai linfociti B
trasformati con 'EBV. (cfr. 8 3.A.5).

10® cellule sono lavate in PBS e rimesse in sospeasiorl mL di Trizof. Questa soluzione
contiene 50% di fenolo e un agente dissociantépdianato di guanadina, che distrugge le
strutture cellulari e inattiva le RNasi endogene. dellule vengono quindi incubate per 5-10
minuti a temperatura ambiente, prima dell’aggiwdit@,2 mL di cloroformio. Dopo agitazione e
incubazione di 2-3 minuti a temperatura ambiergedllule vengono centrifugate a 12000 x g
per 15 minuti a 4°C: al termine della centrifugamp gli RNA totali si ritrovano nella fase
acquosa superiore. Questa fase viene quindi dafieatte recuperata e trasferita in una provetta
sterile; la successiva aggiunta di 0,5 mL di ispprwmlo e lincubazione di 10 minuti a
temperatura ambiente permettono di ottenere unipit@o contenente gli RNA totali. Dopo
una centrifugazione di 10 minuti a 12000 x g adlaperatura di 4°C, il pellet e lavato con 1 mL
di etanolo al 70% (v/v), lasciato asciugare, en@ffimesso in sospensione in un volume di 30-
50 puL di acqua distillata sterile. Gli RNA cosi ottenpbssono essere conservati a -20°C in

etanolo 70% per un mese, 0 a -80°C per un anno.
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3.E.2.2 Preparazione del DNA complementare (cDNA)i @¢p91phox, amplificazione e
sequenziamento

Materiali

Tampone d’ibridazione: Tampone Tris 10 mM, KCI 50 mM, Mg&b mM; Qbiogene

Mix dNTP, miscela di desossiribonucleotidi, 5 mM; Qbiogene

AMV-RT , Trascrittasi Inversa di AMV, enzima del retrowrudella mieloblastosi aviara,
Qbiogene

RNasi inibitore, Qbiogene

Sonde oligonucleotidiche poly(dTy

Markers VI, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA

La sintesi del DNA complementare (CDNA) di gp®bx viene effettuata a partire dayg di
RNA totali (ottenuti secondo la procedura descnited paragrafo precedente) in un volume
finale di 20 uL di tampone d’ibridazione addizionato conu#t di Mix dNTP, 20 unita di
Trascrittasi Inversa di AMV, 50 unita di inibitodelle RNasi e 21L di sonde poly(dT). Dopo

10 minuti di ibridazione delle sonde con la seqaetezminale polyA degli RNA messaggeri
(mMRNA) a 25°C, gli mRNAsono trascritti in cDNA a golo filamento ad opera dellAMV-RT,
per 1 ora a 42°C. Questa reazione e arrestatautando I'enzima per 5 minuti a 99°C e |
cDNA ottenuti sono immediatamente amplificati treenPCR in 3 frammenti sovrapposti
(Stasia et al. 2002).

A reazione completata, aliquote di 1@ dei prodotti ottenuti dalla PCR in una soluzione
contenente blu di bromofenolo sono depositati rezptti di un gel di agarosio 1.5% (p/v)
contenente lug/mL di etidio bromuro. Parallelamente, vengono ad&ati anche 1QuL di
markers VI e la migrazione elettroforetica e cotalgier 45 minuti a 100V. | risultati sono
infine visualizzati tramite un transilluminatore UWilber Lourmat, Biolabo Scientific
Instruments, Archamps, Francia).

Tutti i prodotti ottenuti dalla PCR sono sequenzddlla ditta Cogenics (Meylan, Francia)
utilizzando un sequenziatore automatico Abi Prigtarkin Elmer, Foster City, CA, USA). Per

ogni paziente, l'intera regione codificante del g&YBBe stata sequenziata.
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3.E.2.3 Dosaggio degli Acidi Nucleici

4 uL della soluzione di RNA qiL della soluzione di DNA sono diluiti in 1 mL di qoa
distillata sterile, e la densita ottica € letta2d® e 340 nm. | valori di densita ottica letti @02
nm corrispondono agli acidi nucleici, quelli let280 nm alle proteine e quelli letti a 310 nm ai
peptidi.

Per calcolare la quantita di DNA o di RNA viene kgaia la seguente formula:

D.O. 260 nm =1 per [RNA] = 40g/mL

D.0. 260 nm =1 per [DNA] = 50g/mL

3.E.2.4 Amplificazione del DNA genomico

I DNA genomico purificato € amplificato utilizzdo i primers P1 e P2* (cfr tabella

sottostante). | prodotti ottenuti dalla PCR sonccsssivamente sequenziati dalla ditta Cogenics

(Meylan, Francia).

Gene Primers Sequenza Posizione
CYBB P1 CAGCAAGGCTATGAATGCTGTTC - 427
p2° GGAGAGCCCCTCATTCACAG + 45

*Primers anti-senso.

3.E.2.5 PCR semiquantitativa
La miscela di reazione contenente:

10 uL di mix di incubazione QBiogene (lllkirch, Frankia

0.2 mM Md¢*

0.25uM dNTP; Qbiogene

0.25 pM primers 1 e Zper gp9phoy), 3 e 4 (per lap-actina), cfr tabella sottostante.
25 mULL Taq DNA polimerasi (QBiogene)

Acqua distillata sterile g.b. a 1Q
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viene sottoposta ad amplificazione in un termotick Minicycler™ (MJResearch, St Bruno,

Canada) secondo queste condizioni:

1 ciclo a 95°C per 5 minuti;
25 cicli a 95°C per 1 minuto, a 57°C per 1 minut &°C per 90 secondi

1 ciclo a 72°C per 7 minuti

A reazione completata, aliquote di 1@ dei prodotti ottenuti dalla PCR in una soluzione
contenente blu di bromofenolo sono depositati reazptti di un gel di agarosio 1.5% (p/v)
contenente lug/mL di etidio bromuro. Parallelamente, vengono ad&ati anche 1QuL di

markers XIV (Roche, Meylan, France) e la migrazieledtroforetica € condotta per 45 minuti a

100V. I risultati sono infine visualizzati tramit@ transilluminatore UV.

Gene Primers Sequenza Posizione
gp91phox 1 CCTCTGCCACCATGGGGAACT 294

2" GACTTCAAAGTAAGACCTCCGGATG 1131
B-actina 3 ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG 2

4" CGTCATACTCCTGCTTGCTGTCCACATCTGC 624

"Primers anti-senso.

3.E.3 Estrazione del DNA plasmidico e digestione ienserto con enzimi di
restrizione BamH1

La sostituzione della seconda ansa intracelluladedp D) di Nox2 con quella dell'omologo
Nox4 viene effettuata nelle cellule PLB-985 X-CGlrpmutagenesi direzionale (Li et al.,
2005). La mutazione € introdotta nel cDNA nativo HNiox2 utilizzando il vettore
pBlueScriptKS+ ; la sequenza mutata viene poi ¢lomel vettore di espressione mammifero
pPpEF-PGKneo attraverso cui si esegue la trasformazidei batteri competenti JM109

(Promega). | batteri cosi trasformati sono congeaveB0°C fino a successivo utilizzo.

Un’aliquota di batteri JM109 conservata a —80°Cpalscongelamento, é fatta crescere over
night in circa 2 mL di terreno LB addizionato di picillina, in un bagno termostatao a 37°C. A
partire da questa precoltura batterica, I'estrazidel DNA plasmidico é realizzata utilizzando il

kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), secondo leugioni indicate. La concentrazione del DNA
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della preparazione ottenuta viene determinata teafeitura spettrofotometrica della densita

ottica alla lunghezza d’'onda di 260 nm. Un’aliqudiaquesta preparazione, corrispondente
circa a 5 pg di DNA plasmidico, é sottoposta a sligpe da parte dell'enzima di restrizione

BamH1 (15U) per 1 ora a 37°C.

La successiva migrazione su gel di agarosio 1% gtbendi rivelare la presenza di 2 bande, una
a 1700 pb corrispondente al DNA di Nox2 e l'altrad2@00 pb corrispondente al plasmide

pBlueScriptKS+ (Figura 10).

M
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Figura 10: Digestione enzimatica da parte dell’enma di restrizione BamH1 del plasmide
pBlueScriptKS+ contenente il cDNA di Nox2.ll prodotto digerito dall’enzima di restrizione (D)
mostra 2 bande a 2,9 kb e 1,7 kb; ND (il contralbm digerito) presenta invece un’unica banda &H.6

3.E.4 Transfezione stabile dei plasmidi pEF-PGKnenella linea cellulare
PLB-985 X-CGD

Materiali

Endofree Plasmid Maxi Kit, Qiagen

PBS sterile

Tampone di transfezione RPMI 1640, 2.72 M saccarosio, 7 mM NaHP@H 7.4

Medium di coltura: RPMI 1640, 20% SBF, 2 mM glutammina, 100 U/mL ipéima, 100

U/mL streptomicina.
Per realizzare la transfezione nelle cellule eatarila qualita del DNA plasmidico costituisce

un fattore cruciale: esso deve essere cioé priwqudisiasi contaminazione da parte di tossine

batteriche. A questo scopo, il DNA plasmidico éificato utilizzando il “Endofree Plasmid
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Maxi Kit” (Qiagen), secondo le indicazioni riporatdal fornitore. In generale, questa
operazione permette di ottenere da 300 a 800 DN purificato.

Per la transfezione, 5 x 4@ellule PLB-985 X-CGD vengono lavate in 1 mL di $Bterile,
riprese in 500 pL di tampone di transfezione gha&oce quindi incubate per 5 minuti in una
cuvetta da elettroforesi sterile di 4 mm (MolecuBaoProducs) in presenza di 20 pug di DNA
plasmidico. La transfezione viene realizzata pettrelporazione a 250 V per 20 millisecondi
(ECM 830 Electro Square Porator, BTX Genetronid¢sd. cellule transfettate sono quindi
trasferite in una flask di 75 cmontenente 20 mL di medium di coltura e incubate4@eore a
37°C in presenza di 5% di GOLa flask é incubata in posizione verticale pegliorare la
proliferazione cellulare. Dopo 48 ore di incubaz®an queste condizioni, vengono aggiunti 80
mL di medium di coltura addizionato di 1,5 mg/mLg#neticina. Questo volume totale viene
quindi suddiviso in 3 piastre da 24 pozzetti, ddgposo 1 mL per pozzetto, e 1 piastra da 48
pozzetti, depositando 0,5 mL per pozzetto.

Le piastre sono in seguito incubate per un perdidid-21 giorni a 37°C in un’atmosfera di 5%
di CO,. | cloni positivi vengono visualizzati grazie arabiamento di colore del medium di
coltura (dal rosa al giallo), segno di attivita admilica dovuta alla proliferazione cellulare.
Questi cloni sono coltivati in medium RPMI complefaddizionato con 1,5 mg/mL di
geneticina). Il livello di espressione della progeiNox2 é valutato tramite citometria a flusso
(cfr. 8 3.D.1.1). Circa 30 cloni sono testati indizeper ottenere dei cloni che esprimono la
proteina Nox2 in modo omogeneo e a un livello panadile alle cellule PLB-985 WT-Nox2

transfettate (la linea di controllo, contenenteDNA di Nox2 nativo).

3.F Valutazione dell’'attivita microbicida mediante conta
delle unita formanti colonie

Materiali

PBS-ioni

Acqua distillata sterile

Soluzione di NaOH 1Min acqua distillata sterile

SABOURAUD-AGAR: terreno Sabouraud contenente Agar (BactoTM AgBecton
Dickinson, Sparks, MD, USA) all' 1%

LB-AGAR : terreno LB contenente Agar all'1%

S. aureus, C. albicansd E. coli opsonizzati con 10% pool di sieri umani (cfr 8 BA)
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L’attivita microbicida e valutata secondo il metodecentemente descritto (Decleva et al.,
2006). In breve, i neutrofili o le cellule PLB-988iuiti a 5 x 16/mL in tampone PBS-ioni,
vengono incubati a 37°C con una sospensioneSdiaureus, E. colio C. albicans
precedentemente opsonizzati, alla concentraziormessaria per ottenere i valori di MOI
(multiplicity of infection) desiderati.

Contemporaneamente si allestisce una prova inacsb$pensione di batteri o di blastospore e
incubata in assenza di cellule, e che subira i sigdetrattamenti delle prove relative alla
misura dell’attivita microbicida; in questo modopessibile avere una stima del’andamento
della crescita dei microorganismi durante il calsbsaggio.

In alcuni esperimenti i neutrofili venivano preiati per 10 min a 37°C in presenza o in
assenza di KCN 1 mM, DPI 5 uM, bafilomicina 10 nBA(N,N-esametilene)amiloride, HMA,
2,5 puM, Iberiotossina (IbTX) 100 nM, Paxillina (Ba800 nM, acido salicilidrossamico
(SHAM) 100 pM, tetraetilammonio cloruro (TEA) 10 mMS1619 30 uM. In altri esperimenti,
le cellule venivano sottoposte ad una preincuba&zar80 min a 37°C in presenza o in assenza
di metilammina 10 mM, NECI 10 mM, Metionina 10 mM, Taurina 10 mM. Per i gaghe
prevedevano l'uso di glutatione (GSH) e glutatigmerossidasi (GSHPO), questi venivano
aggiunti alle cellule immediatamente prima dei maganismi alla concentrazione,
rispettivamente di 1 mM e 2 U/mL; negli esperimertn la Glucosio Ossidasi (GO), questa
veniva aggiunta alla concentrazione finale di 1 U/subito prima dei microorganismi. Agli
intervalli di tempo prestabiliti, un’aliquota dellsospensione cellule-microorganismi veniva
prelevata e immediatamente diluita 50 volte in acdwcui pH e portato a 11 per aggiunta di
NaOH 1M. Dopo 5 minuti a temperatura ambiente,m@i@ni erano agitati vigorosamente e
diluiti in un appropriato volume di soluzione fikgica 0.9% e seminati in piastra Petri. Dopo
un’incubazione over night a 37°C si procedeva eoodnta delle unita formanti colonie (CFU),
e la percentuale di uccisione (killing) era caltalaspetto al numero di CFU corrispondenti al

tempo zero di fagocitosi.
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3.G Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

3.G.1 Preparazione degli estratti nucleari

Gli estratti nucleari sono stati preparati a partia cellule PLB-985 utilizzando i reattivi del kit

Pierce “NE-PER nuclear extraction” (Thermo Fishele8tific Inc., Waltham, USA), seguendo

la procedura descritta. Negli estratti cosi otteruima della conservazione a -80°C veniva
misurata la concentrazione proteica mediante ibdwtell’acido bicinconinico (cfr. § 3.C.1b).

3.G.2 Preparazione degli oligonucleotidi marcati

Gli oligonucleotidi utilizzati come competitori appia elica e come sonde sono i seguenti:

Oligonucleotide Posizione Sequenza
WT
da -68 a -30 bp 5'-CTATGCTTCTTCTTCCAATGAGGAAATGAAAACAGCAG-3’
(X91 WT)
X91" CGD

da -68 a -30 bp 5'-CTATGCTTCTTCTTCCAATGAGGAAAATGAAAACAGCAG-3’
(X91 mutato)

La marcatura degli oligonucleotidi € eseguita incado con la procedura descritta dal “Biotin
3’ End DNA Labeling Kit” (Thermo Fisher Scientifinc.): 1-3 nucleotidi biotinilati vengono

cosi incorporati all’estremita 3’ dei filamenti DNA; questa localizzazione consente di ridurre
il rischio di interferenza con l'ibridazione o canlegame di proteine sequenza-specifici. Gli

oligonucleotidi marcati cosi ottenuti vengono ilatice conservati a - 20°C fino al loro utilizzo.

3.G.3 Saggio EMSALightShift ™ Chemiluminescent EMSA kit]

Materiali

Tampone di reazione 10 mM Tris, 50 mM KCI, 1 mM DTT; pH 7.5

Estratto nucleare di cellule PLB-985

Tampone di elettroforesi Tris-Borato-EDTA 0.5x%, contenente 45 mM Tris, #BV Acido
Borico, 1 mM EDTA; pH 8.3
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d™-N* (Amersham, GE Healthcare, Munich, Germania)

Membrana di nylon Hybon
Si tratta di una metodica che permette di studiareterazioni DNA-proteine; la tecnica e
basata sul principio che i complessi DNA-proteingrnano piu lentamente rispetto al DNA non
legato in un gel di poliacrilammide, risultando una variazione della migrazione del DNA
marcato.

Il saggio viene eseguito in un volume totale diy20di tampone di reazione contenente, ove
richiesto, 10ug di estratto nucleare ottenuto dalle cellule PI85-4cfr. 8§ 3.G.1). Gli estratti
nucleari vengono preincubati 15 minuti in ghiacitigoresenza, ove richiesto, di 20, 50, o 100
nM di oligonucleotidi ibridati complementari non mati. Dopo l'aggiunta di 1 nM di
oligonucleotidi ibridati marcati alla biotina, l'eubazione e proseguita per ulteriori 30 minuti, in
ghiaccio. | campioni sono poi sottoposti a eletiresi a 100V per 2 ore su un gel al 5% di
poliacrilammide nel tampone di elettroforesi, ecassivamente trasferiti su una membrana di
Nylon Hybond™-N*. Dopo il trasferimento, la membrana & immediatamenttoposta a cross-
link per 45-60 secondi a 120 mJ/cmtilizzando un cross-linker a lampada UV equipagmdi
bulbi di 254 nm. || DNA marcato alla biotina e rig per chemiluminescenza mediata dal
coniugato perossidasi-streptavidina e da un substchemiluminescente (luminolo). Le
membrane sono infine esposte ad un film per RaggeXun periodo di 15 minuti prima di

essere sviluppate.

3.H Saggio di degranulazione

Materiali

PBS

Citocalasina B preparata alla concentrazione di 0.5 mg/mL in MS

fMLF

Cocktail di inibitori di proteasi, Complete EDTA-free protease Inhibitor Cocktail, Rec
Diagnostics, Germany.

Metodo[da Dewald e Baggiolini, 1984]

| neutrofili e le cellule PLB-985 sono risospesi9A0 uL di PBS alla concentrazione di 2 x
10°/mL e preincubati 10 minuti alla temperatura di G7fh presenza, ove richiesto, di
citocalasina B (c.f. mg/mL), composto in grado di depolimerizzare i filami di actina, che
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permette quindi di aumentare il rilascio granulamecellule stimolate. L’esocitosi viene
stimolata mediante I'aggiunta di 1@ di fMLF (c.f. 107 M). Dopo un’incubazione di 15 minuti

a 37°C, la reazione é arrestata ponendo le prowveghiaccio per 5 minuti, prima di procedere
ad una centrifugazione a 800 x g di 10 minuti slaperatura di 4°C. Il surnatante recuperato
al termine della centrifugazione viene aliquotatcoaservato a -20°C per essere utilizzato nei
successivi dosaggi enzimatici. Il pellet viene si@eso in 1 mL di PBS contenente 0.2% di
Triton X100 e incubato per 20 minuti in ghiaccigjtando vigorosamente la provetta ogni 5
minuti. La sospensione viene poi centrifugata @eminuti a 1500 x g alla temperatura di 4°C,
prima di essere aliquotata e congelata a -20°Calidppiota contenente il surnatante di esocitosi
e una contenente il pellet vengono immediatametitzzate per il dosaggio della lattato
deidrogenasi (cfr § 3.H.1), enzima rapidamentdiveab. Una seconda aliquota di surnatante e
di pellet, destinate al dosaggio della gelatinasngono addizionate con il cocktail di inibitori di

proteasi prima di essere congelate come le aitjaak.

3.H.1 Dosaggio della lattato deidrogenasi (LDH)

Nell'effettuare gli esperimenti di degranulaziorée,importante assicurarsi che I'esocitosi Si
verifichi senza danno per le cellule: la degranola non deve cioé essere accompagnata da
una perdita dei componenti citosolici. Il rilasao un enzima citosolico ubiquitario quale la
latatto deidrogenasi € il parametro piu comunemeatilizzato per valutare la vitalita cellulare,
tenendo conto del fatto che in condizioni nornmsilassiste ad un lieve rilascio di LDH (Dewald
et Baggiolini, 1986).

La presenza della lattato deidrogenasi nel fluidimagellulare e quindi un indicatore di morte
cellulare o di perdita dell'integrita della cellula rilascio di LDH ritrovata nei surnatanti di
esocitosi € proporzionale al danno cellulare. Quesst, che risulta quindi piu sensibile rispetto
al test di esclusione del trypan blu per valutareitalita cellulare, permette di dosare la LDH
utilizzando una procedura spettrofotometrica autenata che misura I'ossidazione, catalizzata

dalla lattato deidrogenasi, del NADH in NAD, in pemza di piruvato:
Piruvato + NADH——>  Lattato + @A + H

Il dosaggio della LDH e eseguito nel laboratorioetizimologia dell’ospedale di Grenoble,
utilizzando I'apparecchio HITACHI 911.
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3.H.2 Dosaggio delle mieloperossidasi (MPO)

Materiali

Tampone citrato 0.1 M; pH 5.5
Substrato: o-dianisidina 0.1% in etanolo
Perossido di idrogengH,O,, 1 mM

acido perclorico al 35% soluzione di blocco della reazione

Metodo[da Dewald e Baggiolini, 1984]

Il rilascio della mieloperossidasi, enzima marker granuli azurrofili, viene valutato mediante
un saggio colorimetrico quantitativo che misuras$imlazione di un substrato (I'o-dianisidina)
ad opera della MPO in presenza di(il Si procede allestendo una provetta contenente 10
volumi di tampone citrato, 1 volume di substratb wlume di perossido di idrogeno; 200 di
guesta soluzione vengono ripartiti in provetteipo tEppendorf e addizionati con Hl. della
frazione enzimatica da testare (surnatante e pmtieiuti dal saggio di esocitosi).

Le provette vengono incubate 1-5 minuti a tempesatimbiente, e la reazione viene bloccata
per aggiunta di 20QL di acido perclorico. Un’aliquota di 200L di ogni soluzione viene
depositata nel pozzetto di una micropiastra ettarke é effettuata in un lettore per micropiastre
alla lunghezza d'onda di 560 nm. Il valore otten&ouna densita ottica, direttamente
proporzionale alla quantita di mieloperossidasisciata dalle celluleg{ gianisidginassonm= 11.3

mM/cm].

3.H.3 Dosaggio dell’elastasi

Materiali

Tampone di reazione 0.1 M HEPES, 0.5 M NaCl, 10% DMSO; pH 7.5

Substrato. MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC, Elastase SubstrateFljorogenico, Calbiochem;
preparato alla concentrazione di 5 mg/mL in DMSO

Standard: Elastasi porcina preparata a 1 mg/mL nel tamgbmneazione e poi diluita 10x.

Metodo[da Nakajima et al., 1979]
Il rilascio di elastasi, enzima marker dei granagizurrofili, € valutato mediante un saggio

fluorimetrico quantitativo effettuato in micropisast Si procede depositando nei pozzetti 1B5
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di tampone di reazione, 40 della frazione enzimatica da testare e 25di substrato; la
piastra viene quindi incubata per 30 minuti a terajpga ambiente per permettere lo sviluppo
della reazione. La fluorescenza prodotta vienenéfetta da un fluorimetro per micropiastre
(recc = 380 nmjem = 460 nm); i valori cosi ottenuti sono confrdintan una curva di taratura
ottenuta a partire da quantita note di elastasiepapolazione e quindi possibile risalire alla

concentrazione di enzima contenuto nei campioni.

3.H.4 Dosaggio della Catepsina G

Materiali

Tampone di reazione 0.1 M HEPES, 0.5 M NaCl, 10% DMSO; pH 7.5

Substrato: MeOSuc-Ala-Ala-Pro-MepNA, Cathepsin G Substrate Il,
Colorimetrico,Calbiochem; preparato alla concemtraz di 8 mM in DMSO.

Metodo[da Nakajima et al., 1979]

Il rilascio di Catepsina G, enzima marker dei glaaazurrofili € valutato tramite un saggio
colorimetrico quantitativo, condotto in piastra. @ocede depositando nei pozzetti 185di
tampone di reazione, 40 della frazione enzimatica da testare eu25di substrato. La piastra
viene quindi incubata 60 minuti a temperatura amtieiein agitazione, prima di procedere alla
lettura della densita ottica in un spettrofotomeper micropiastre. L'assorbanza letta alla
lunghezza d’onda di 410 nm risulta direttamentepproionale alla concentrazione di enzima

presente nel campione{onm= 8800 L x moli* x cniY).

3.H.5 Dosaggio dellg-glucuronidasi

Materiali

Tampone acetato0.1 M; pH 4

Tampone glicina50 mM, EDTA 5 mM; pH 10.4

Substrato: 4-metilumbelliferil-D-glucuronide 10 mM in tampone acetato 0.1% Trxd®0

Standard: 4-metilumbelliferone 5 mM in etanolo.
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Metodo(da Dewald et Baggiolini, 1986)

Il rilascio di B-glucuronidasi, enzima marker dei granuli azurro®l valutato utilizzando un
saggio fluorimetrico quantitativo. L&glucuronidasi catalizza infatti la reazione dialisi a pH
acido del 4-metilumbelliferiB-D-glucuronide inf,D-glucuronide e 4 metilumbelliferone (4-
MU). Quest'ultimo prodotto in ambiente alcalinolédrescente. L'intensita della fuorescenza,
confrontata con la retta di taratura precedenteenegdlizzata a partire da concentrazioni note
dello standard, fornisce la quantita di 4-MU pradpe di conseguenza, la quantita di enzima
rilasciato (stechiometria della reazione: 1 a 1).

Si procede depositando in provette di tipo Eppeind@iul di substrato e 4QL della frazione
enzimatica da testare (surnatante o pellet ottetalla degranulazione). Le provette vengono
quindi incubate 15 minuti a 37°C in agitazione &duaib. La reazione é bloccata per aggiunta di
1.2 mL di tampone glicina-EDTA, infine, 2Qd. di ogni sospensione vengono depositati nei
pozzetti di una micropiastra, prima di procedeta lgttura della fluorescenza in un lettore per

micropiastre Xecc = 365 nm @em = 460 nm).

3.H.6 Dosaggio del lisozima

Materiali

Tampone fosfato67 mM — NaCl; pH 6.3

Substrato: sospensione dilicrococcus Lysodeikticud.2 g/L in tampone fosfato
Standard: lisozima (from Chicken egg white, Sigma), 1 mg/imlacqua distillata.

Metodo[da Boje-Weisner]

Il lisozima idrolizza i ponti glicosidici delle peti batteriche; la torbidita della sospensione
contenente il substrato diminuisce proporzional@meila concentrazione di lisozima presente
nella soluzione campione (frazioni enzimatiche raite dalla degranulazione). Tale torbidita,
viene paragonata ad una curva di taratura ricavgtartire da concentrazioni note di lisozima
standard.

Il saggio viene effettuato a temperatura ambienteuvette da 1 mL in cui vengono posti 1.5
mL di sospensione substrato e aggiunti |25 della soluzione da testare. La lettura della
torbidita della soluzione viene effettuata su umetsofotometro (Uvikon) alla lunghezza

d’'onda di 546 nm in cinetiche di 210 secondi, com lettura ogni 90 secondi. La reazione

risulta lineare per una variazione di densita atfino a 0.08.
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3.H.7 Dosaggio della lattoferrina (LF)

Materiali
Lactoferrin ELISA Kit , Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Germania

Metodo

Per valutare il rilascio di lattoferrina dai granspecifici, € stato utilizzato il Lactoferrin ELAS

Kit. Si tratta di un saggio ELISA (enzyme-linkedrmanoassay) dove i campioni da dosare sono
incubati in pozzetti di una micropiastra in cui e@tati fissati anticorpi monoclonali anti LF. La
presenza di lattoferrina in ogni pozzetto vieneelata utilizzando un anticorpo monoclonale
anti LF, marcato alla biotina; il passaggio fin@lensiste nell’amplificazione della reazione
basata sul coniugato biotina-avidina, dove la aed® legata covalentemente alla perossidasi
HRP. La quantita di lattoferrina € misurata col@intamente dopo aggiunta di o-
fenilendiamina, substrato della HRP. La piastra@iafine posta in un lettore per micropiastre
dove si effettua una lettura della densita ottidauaa lunghezza d’onda di 450 nm. La quantita
di LF presente nei campioni € ottenuta per estemmhe a partire da una curva standard
ricavata da concentrazioni note di lattoferrinangimL (MDD, minimun detectable dosel

ng/mL).

3.H.8 Dosaggio della collagenasi (MMP-8)

Materiali

Human MMP-8 Immunoassay, R&D System, Lille, Francia

Metodo

Si tratta di un kit che permette di misurare la MBIRotale (pro- e attiva) basato sull'impiego
della metodica ELISA. Un anticorpo monoclonale #pee per la collagenasi € stato prefissato
su una micropiastra. Gli standards e i campiordakare (surnatanti e pellets di esocitosi) sono
depositati nei pozzetti, permettendo cosi il legadedla MMP-8 presente agli anticorpi
immobilizzati. Dopo una serie di lavaggi che petod di rimuovere tutto cio che non é stato
fissato ai pozzetti, si procede con I'aggiunta’deticorpo monoclonale specifico per la MMP-8
e coniugato alla perossidasi HRP. Dopo un’altréesér lavaggi, la reazione perossidasica e

avviata aggiungendo nei pozzetti la soluzione satwstcontenente perossido di idrogeno e
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tetrametilbenzidina (TMB). La piastra viene quindcubata per 30 minuti a temperatura
ambiente, al buio; lo sviluppo del colore, proporale alla quantita di collagenasi contenuta
nei pozzetti, viene bloccato per aggiunta di acsddforico 2N. La densita ottica di ogni

pozzetto viene infine determinata effettuando wtiauta alla lunghezza d’onda di 450 nm in un
lettore per micropiastre e confrontata con la cudiataratura costruita sulla base di

concentrazioni note di MMP-8 standard. (MDBDinimun detectable dose-0.02 ng/mL).

3.H.9 Dosaggio della gelatinasi (MMP-9)

Materiali

Cocktail di Inibitori di proteasi, EDTA-free

Running gel: 7.5 mL Tris HCI 1.5 M pH 8.9, 13.9 mL J, 15 mg gelatine; 7.5 mL
Acrilammide 40%; 0.3 mL SDS 10%; 75 L APS 10%; 10TTEMED

Stackinggel: 5 mL Tris HCI 0.25 M, SDS 0.2% pH 8.8, 1.25 mL #ammide 40%, 3.67 mL
H.O, 75 uL APS 10%, 10 uL TEMED

Tampone di migrazione:Tris HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS .0.1%, pH 8.8

Triton X-100

Tampone di lavaggio Tris HCI 50mM, CaGl5 mM, ZnC} 1 uM; pH 7.6

Soluzione di attivazione Tris HCI 50 mM, CaGlI5 mM, ZnC} 1uM, 1% Triton X100, 0.02%
NaNs;, APMA (acido amminofenilmercurico) 1 mM; pH 7.6

Soluzione coloranteBlu di Coomassie R250 0.25% (p/v), acido acetict 16tanolo 50%
Soluzione decolorantgcontenente 26% etanolo e 7% acido acetico inaddiillata.

Sample Buffer. Tris HCI 3 M, 0.2% blu di bromofenolo, 200 mM EBJ2.3% SDS

Preparazione dei campioni

Per recuperare il medium di coltura, le cellulegamo sottoposte ad una centrifugazione di 10
min a 400 x g a temperatura ambiente; il surnatemsge ottenuto viene concentrato utilizzando
Centricon® 10 (Amicon, Millipore) e tramite centrgazione di 45 min a 2500 x g a
temperatura ambiente. | lisati cellulari sono attetramite lisi per sonicazione della durata di
10 secondi e successiva centrifugazione di 10 mand000 x g alla temperatura di 4°C. Questi
campioni, assieme ai surnatanti ottenuti dal sagljialegranulazione, sono trattati con il
cocktail di inibitori di proteasi e risospesi imtpone “Sample Buffer”, privo di agenti riducenti
che inibirebbero I'attivita enzimatica delle getetsi.
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Metodo (da Trocmé et al., 1998)

Si tratta di una tecnica elettroforetica qualitatie semi-quantitativa che consiste nella
separazione delle proteine contenute nel campianestare su un gel al 10% di acrilammide
copolimerizzato con il substrato dellenzima ricd (qui, la gelatina), incorporato alla
concentrazione di 0.5 mg/mL di gel, e contenerameagente denaturante, 0.1% di SDS.
Dopo il deposito dei campioni, la migrazione viesféettuata a 20-25 mA per 4-5 ore nel
tampone di migrazione. Il gel viene quindi sottdpos due lavaggi di 15 min nel tampone di
lavaggio contenente 2.5% (p/v) Triton X-100 all@pec di rimuovere 'SDS e permettere la
rinaturazione delle metalloproteasi, seguiti davzaggi di 2 min nel tampone di lavaggio, per
rimuovere il Triton. Lo zimogramma é quindi incubatver night (per 18h circa) a 37°C in 100
mL della soluzione di attivazione contenente '’APMIA gelatinasi cosi attivata degrada la
gelatina nel gel. Il giorno successivo, il gel eerottoposto a colorazione con il Blu di
Coomassie nella soluzione solorante per 45 mirorale infine sottoposto a molteplici lavaggi
nella soluzione decolorante fino all’appariziondlel®ande di degradazione del substrato da
parte della gelatinasi attiva. L’attivita gelatiitimla degli enzimi presenti e rivelata dall’assenza
di colorazione in determinate bande del gel coomngienti alle zone in cui la gelatina e stata
degradata dall’enzima.

| progressi nella densitometria informatizzata psttono attualmente un’analisi
semiquantitativa tramite scanning della superfigie dell'intensita di queste bande di
degradazione della gelatina: lo zimmogramma e ss@mato a 600 nm in un densitometro
(Desaga CD60) e le misure relative alle aeree slatt@urva concernenti ogni banda di
degradazione del gel possono essere convertiteuamtitg di gelatinasi presente grazie al
confronto con una retta di taratura costruita dingadalla MMP9 purificata in laboratorio
(Morel et al., 1991). Solamente la parte linearkad=urva, con valori arbitrari di scanning da
400 a 3500 circa, corrispondenti a quantita ditgedai pari a 50 — 1000 pg, € estrapolabile. La
sensibilita di questa tecnica si avvicina a 5 pgrdiima.

3.H.10 Dosaggio del CD11b

Materiali

Diluente: PBS 10 mM addizionato con 1% BSA e 0.1% NaN3

mAb anti CD11b umano coniugato all'isotiocianato di fluorescefRr&lC), Sigma
Paraformaldeide.
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Materiali e metodi

Metodo

L’espressione del recettore di superficie CD11b,a uglicoproteina eterodimericaf
appartenente alla famiglia delle integrigz nelle cellule PLB-985 WT e nei neutrofili umani
veniva valutato utilizzando I'anticorpo monoclonaeti CD11b umano coniugato alla sonda
fluorescente FITC, in grado di riconoscere la catedel complesso CD11b/CD18. Si tratta di
un saggio effettuato su cellule intere e conddtttafluorimetro a flusso.

Le cellule, risospese alla concentrazione dirh nel diluente, vengono incubate per 5 minuti
a 37°C in presenza di PBS o dell'agente stimoléviteF (c.f.: 107 M); i campioni sono quindi
incubati 30 minuti a temperatura ambiente, in preaali 10uL di mAb anti CD11b coniugato
alla sonda fluorescente. Al termine dell'incubazp2 mL di diluente vengono aggiunti ad ogni
prova prima di procedere ad una centrifugazion&0dminuti a 500 x g. Una volta rimosso |l
surnatante, il fondello contenete le cellule égjmso in 0.5 mL di paraformaldeide al 2%; i
campioni vengono infine analizzati al citofluorimet flusso per la lettura della fluorescenza

nel canale del verde (FL1).
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4.A Ruolo della Mieloperossidasi nell’attivita microbicida
dei neutrofili

L’'uccisione dei microorganismi patogeni € il riguti della cooperazione di svariati
meccanismi: produzione di metaboliti reattivi de#isigeno, rilascio di enzimi e peptidi
antimicrobici, flusso ionico di compensazione dirica e formazione dineutrophil
extracellular traps

Fino a qualche anno fa, l'opinione piu largamentush era che le specie reattive
dell'ossigeno, prodotte in seguito all’attivaziodel complesso NADPH ossidasi, fossero le
principali responsabili dell’'uccisione dei microargsmi (Babior et al., 1973; Klebanoff et
al., 1975). Secondo questa linea di pensierojesieva che la mieloperossidasi rilasciata dai
granuli azurofili nel vacuolo di fagocitosi poteagse considerevolmente gli effetti
antimicrobici delle specie reattive dell’ossigenatalizzando la conversione del perossido di
idrogeno (HO,) in acido ipocloroso, HOCI, un potente agente dassie. Il ruolo centrale
della NADPH ossidasi nel kiling microbico ha tréwa conferma in seguito alla
identificazione della malattia granulomatosa cran{€GD), una rara patologia genetica
caratterizzata da un’aumentata suscettibilitaiafezioni dovute principalmente& aureuse

A. fumigatusa causa dell'incapacita dei fagociti di prodde®OS a seguito della carenza di
NADPH ossidasi.

Negli ultimi anni, € stato proposto un modello aitgivo per il ruolo della NADPH ossidasi,
che sarebbe intimamente legato all'azione antirbicendelle proteasi rilasciate nel fagosoma
(Reeves at al., 2002; Ahluwalia et al., 2004). $dooquesto modello infatti, I'attivazione
dell’ossidasi e la conseguente produzione di RO8ekerebbero di creare nel fagosoma un
microambiente ottimale (in termini di pH e toni¢it@l’azione delle proteine antimicrobiche
contenute nei granuli citoplasmatici (tra cui, &as e catepsina G), responsabili
dell'uccisione e della degradazione dei microorgiamiinternalizzati. In base a questa ipotesi,
I'eccesso di carica negativa creatosi nel fagosamausa del trasferimento di elettroni sotto
forma di Q attraverso la NADPH ossidasi, sarebbe compensatandconsistente flusso di
ioni K* dal citosol verso il fagosoma, attraverso dei bamdarga conduttanza, attivati dal
calcio e voltaggio dipendenti (BJY). Contemporaneamente a cio, si verificherebbe un
aumento del pH intrafagosomale dovuto al consumoniiH™ nella reazione di dismutazione
del superossido a perossido di idrogeno. L’ipeditdigenerata dall'influsso di potassio e

I'alcalinizzazione favorirebbero I'attivita antimrimbica inducendo il rilascio e I'attivazione
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delle proteasi granulari. Varie critiche a questmgilo e alle sue basi sperimentali sono state
pubblicate negli ultimi anni, attraverso la dimagione, da un lato del non coinvolgimento
dei canali Bk, e dall'altro, dellimportanza del ruolo dei cangdrotonici nel burst
respiratorio e nell’attivita antimicrobica dei PMRemling et al., 2006; Murphy et al., 2006;
Essin et al., 2007; Nauseef 2007; Rada et al., ;20@8gan et al., 2009). Il quadro generale
che ne emerge € assai confuso, e non permettalididinare con chiarezza quali siano gli
eventi associati all'attivazione dell’'ossidasi ¢il di ioni K o H o modificazioni del pH
vacuolare, rilascio di ROS e azione della MPO) teffamente rilevanti per i processi di
killing.

Abbiamo recentemente dimostrato che la procedurmunemente utilizzata per la
valutazione della funzionalita microbicida dei nmefiti &€ inadeguata a causa di un errore
metodologico (Decleva et al., 2006). Parte delVa#t sperimentale svolta nel corso di questa
tesi e stata quindi indirizzata a riesaminare dloudei diversi meccanismi che sono ritenuti
essere coinvolti nei processi di killing dei nefitrograzie all’applicazione di una corretta
metodica di valutazione dell’attivitd microbicida.

4.A.1 Ruolo della NADPH ossidasi nel killing dE. coli,
S. aureug C. albicans

Per comprendere il ruolo dei sistemi ossidativi @ rossidativi nell’evento microbicida,
abbiamo innanzitutto eseguito una serie di espetinie cui diversi microorganismi erano
testati per valutare la loro suscettibilita ai mesi di killing NADPH ossidasi dipendenti. A
guesto scopo, abbiamo voluto confrontare [I'attivitécrobicida di neutrofili normali e
neutrofili NADPH ossidasi deficienti, cioé, neuiibfdi pazienti affetti da malattia
granulomatosa cronica e neutrofili normali tratizdn I'inibitore della NADPH ossidasi, il
difenileneiodonio (DPI). I microorganismi targeiliazati sono un battere gram negatine. (
coli), un gram positivog. aureulse un fungo C. albicans.

La Figura 11 mostra che l'uccisione Hi coli da parte di neutrofii NADPH ossidasi
deficienti e parzialmente difettosa nei primi 5+8thuti di contatto cellule/batteri, ma diventa
paragonabile a quella dei neutrofili di controli@amdo i tempi di incubazione sono prolungati
(45-60 minuti).
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Figura 11: Cinetiche di killing di E. coli, S. aureuse C.
albicansda parte di neutrofili di controllo, trattati con DPI e
neutrofili CGD. | neutrofili (5 x 18 cellule/mL) venivano
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Questo suggerisce che l'attivita del complesso NAD#3sidasi € necessaria per un killing
ottimale diE. colinelle fasi precoci dei processi microbicidi sustédsalla fagocitosi, ma che
nei neutrofili sono operativi anche altri meccarnisime possono contribuire all’eliminazione
di questo microorganismo, anche in assenza di uUhBMH ossidasi funzionante. Invece,
neutrofili CGD o trattati con DPI non sono in gradouccidere Saureuse C. albicans
durante i 60 minuti incubazione, indicando cheillifg di questi microorganismi dipende
interamente dalla NADPH ossidasi.

4.A.2 Ruolo dei flussi di K

Dopo aver stabilito che lattivita della NADPH odasi € indispensabile all’'uccisione 8l
aureuse C. albicans abbiamo voluto investigare circa il possibile iruto dei flussi di ioni
potassio, uno dei meccanismi che é stato recentementizzato come implicato nei
fenomeni di killing, guidato dall'attivazione delksidasi (Reeves et al., 2002; Ahluwalia et
al., 2004). Questi flussi di ioni Ksarebbero mediati da canali calcio attivati e agiio
dipendenti (Blky): abbiamo quindi voluto testare I'effetto di dumbitori selettivi dei Bk,
l'iberiotossina e la paxillina, sul kiling d5. aureuse C. albicans In questa serie di
esperimenti abbiamo utilizzato anche un inibitod® @mpio spettro dei canali 'K il
tetratetilammonio (TEA). La Figura 12A mostra clessuno di questi inibitori influenza il
killing di S. aureug C. albicansda parte dei neutrofili umani.

Usando un approccio complementare, abbiamo potwolerificare se l'attivazione di flussi
di potassio fosse in grado di ripristinare I'ati@dvimicrobicida in neutrofili trattati con DPI. A
guesto scopo abbiamo utilizzato un attivatore setetdei BKc, il composto NS1619. |
risultati sono riportati nella Figura 12B: risulewvidente come questo opener dei canali a
potassio non migliori I'attivita microbicida dei uieofili in cui I'attivita NADPH ossidasi €
inbita dal DPI.
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Figura 12: Ruolo dei flussi di potassio nell’attivia microbicida dei neutrofili. A) Effetto di
inibitori dei BKc, iberiotossina (IbTX) e paxillina (Pax), sul kilirdi S. aureuse C. albicansda parte
di neutrofili di controllo. B) Effetto dellopenedei BKc, NS1619, sullattivita stafilocida e
candidacida di neutrofili di controllo e trattatorc DPI. Le condizioni sperimentali sono quelle
descritte nella sezione Mat. e met. § 3F; in bremeptrofili (5 x 16 cellule/mL in soluzione HEPES-
ioni) venivano preincubati 10’ in presenza o ineaza di DPI (5uM), iberiotossina (IbTX) 100 nM,
paxillina (Pax) 300 nM, tetraetilammonio (TEA) 10Mino NS1619 3QuM. Seguiva l'aggiunta dei
microorganismi opsonizzati in modo da avere un o#pp stafilococchi:neutrofili di 5:1 e
candide:neutrofili di 3:1. Dopo 45S( aureuso 60’ (C. albican3 di incubazione a 37°C, i neutrofili
venivano lisati in HO a pH 11 e i microrgansimi seminati in piastrariPétdati sono espressi come
percentuale di microorganismi uccisi dopo 60’ djdeitosi, rispetto all'inoculo iniziale (tempo 0i d
fagocitosi). | risultati sono la media £ DS di almoe4 (inibitori dei Bke) e 2 (opener NS1619)
esperimenti condotti in duplicato.

4.A.3 Ruolo dell'alcalinizzazione intrafagosomale

La dismutazione dell'anione superossido, accomgagdal consumo di protoni, rende il
microambiente fagosomale alcalino: nei neutrofiimali, si assiste infatti ad un aumento del
pH a 7.8-8 nei primi minuti successivi alla fagosit seguito da una diminuzione del pH a
circa 6.0 (Segal et al.,, 1981; Cech et al., 1984%eaqguito all’'attivazione di un antiporter
Na'/H*, di una pompa protonica vacuolare ATP-asica endimeccanismo di conduttanza a
ioni H" (Nanda et al., 1994) che determinano un influss@rdtoni dal citoplasma al
fagosoma. L'iniziale alcalinizzazione € ritenutapntante per lattivita delle proteine
antimicrobiche contenute nei granuli citoplasmatatie esplicherebbero la loro azione in
modo ottimale a pH leggermente alcalino. Nei ndiittdADPH ossidasi deficienti, manca
I'alcalinizzazione iniziale e si osserva, inveceauapida e sostenuta acidificazione del pH
intrafagosomale; a cio viene attribuito, almen@ante, il difettto di attivita microbicida che

caratterizza queste cellule. Sulla base di questisi, abbiamo voluto verificare se fossimo
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in grado di ripristinare I'attivita microbicida demeutrofili NADPH ossidasi deficienti
inducendo un aumento del pH vacuolare, che perriattavazione delle proteasi granulari
antimicrobiche. A questo scopo abbiamo utilizzaasilgeboli lisosomotropiche, 'ammonio
cloruro e la metilammina, composti che si accumulpreferenzialmente nei compartimenti
acidi delle cellule (Poole et al., 1981), un irmib& della pompa vacuolare*¥ATPasi, la
bafilomicina, e linibitore dell'antiporter N#H*, 5-(N,N-esametilene) amiloride, HMA,
composti in grado di contrastare la precoce acigfione fagosomale osservata nei neutrofili
NADPH ossidasi deficienti (Grinstein et al., 19883. Figura 13 mostra che nessuna di queste
sostanze é in grado di migliorare I'attivita s@afida o candidacida dei neutrofili trattati con

DPI, indicando che I'alcalinizzazione intrafagosdenaon é sufficiente, di per se, all’attivita

antimicrobica.
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Figura 13: Ruolo dell’alcalinizzazione fagosomale ell’attivita microbicida dei neutrofili. Effetto

di basi deboli lisosomotropiche (NEI e metilammina), inibitore della pompa ATPasi
(bafilomicina) e inibitore dell'antiporter N&H™ (bafilomicina) sul killing diS. aureus diC. albicans

| neutrofili (5 x 10 cellule /mL) venivano preincubati per 30’ a 37iCgresenza o in assenza di
metilammina (10 mM) o ammonio cloruro (NWEl, 10 mM) o per 10’ a 37°C in presenza o in asgenz
di bafilomicina (10 nM) o amiloride (HMA, 2.5uM). Dopo l'aggiunta dei microorganismi
opsonizzati, le cellule venivano lisate in(Ha pH 11 e i microorganismi seminati in piastr&iPé
dati sono espressi come media + DS di almeno Jiesp&i indipendenti, condotti in duplicato.

88



Risultati — Parte A

4.A.4 Ruolo del sistema MPO-HO,-CI

4.A.4.1 Effetto dell'inibizione del sistema microletida MPO dipendente sul
killing di S. aureuse C. albicans

Poiché é noto che l'anione superossido e il pedossii idrogeno prodotti durante
l'attivazione del complesso NADPH ossidasi hanno, pgr se, una scarsa attivita
antimicrobica, abbiamo esaminato il contributo detema microbicida dipendente dalla
MPO, che com’é noto, in presenza diQd e ioni cloruro catalizza la formazione di acido
ipocloroso, HOCI, una specie fortemente tossicarudilo del sistema MPO nell’attivita
antimicrobica dei neutrofili & stato inizialmentdudiato utilizzando inibitori della
mieloperossidasi e scavengers dell’acido ipoclgré$©Cl. | neutrofili normali sono statti
trattati con KCN, un inibitore aspecifico della MP€bn acido salicilidrossamico (SHAM),
un inibitore selettivo della MPO (Davies et al.,.899 e con gli amminoacidi metionina e
taurina, composti in grado di reagire rapidamente ldOCI e di neutralizzarlo (Jelrich et al.,
2000). La Figura 14 mostra che il killing 8i aureuse C. albicansé fortemente inibito dagli

inibitori della mieloperossidasi (KCN e SHAM) e daimposti scavengers di HOCI.
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Figura 14: Ruolo del sistema MPO-alogenuro nell’'atvita microbicida dei neutrofili . Effetto di
inibitori della MPO (KCN e SHAM) e di scavengerdlt¢OCI (Metionina e Taurina) sul killing dg.
aureuse C. albicans | neutrofili (5 x 18 cellule/mL) venivano incubati 10 min a 37°C in ggaza o
meno di KCN (1 mM), SHAM (100 pM) e metionina (10viy) dopo I'aggiunta dei microorganismi
opsonizzati le cellule venivano lisate inMHa pH 11 e i microorganismi seminati in piastrariPé
dati sono espressi come media + DS diS3 @ureus e 4 C. albicang esperimenti condotti in
duplicato.
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4.A.4.2 Attivita microbicida dei neutrofili di soggetti MPO-deficienti

Un altro approccio sperimentale da noi utilizzater pcomprendere il ruolo della
mieloperossidasi nel killing antimicrobico e rapgwetato dalla valutazione dellattivita
microbicida di neutrofili di soggetti MPO deficient.a Figura 15 mostra le cinetiche di
attivita microbicida di neutrofili carenti in MPO @ neutrofili normali, in presenza o in
assenza di KCN, nei confronti &. aureuse C. albicans Nei neutrofili carenti di MPO il
killing di entrambi i microorganismi risulta virtilraente assente a brevi tempi di incubazione
(10-20 min), e resta significativamente piu bagspetto al killing di neutrofili di controllo
anche prolungando I'incubazione a 45-60 minuti. uéatto risulta particolarmente evidente
nel caso delleC. albicans il cui killing da parte dei PMN MPO deficienti #®rtemente
difettoso anche dopo 60 minuti di incubazione. Caing attendeva, il killing dei neutrofili
normali trattati con l'inibitore della MPO, KCN, garagonabile a quello dei neutrofili di
soggetti MPO deficientiE importante notare che KCN non influenza Iattivitécrobicida di
neutrofili carenti in MPO, escludendo in questo mdd possibilita che I'effetto inibitorio
osservato sul killing dei PMN di controllo possapehdere da meccanismi diversi

dall'inibizione della MPO.
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Figura 15: Cinetica di kiling di S. aureuse C. albicansda parte di neutrofili di controllo,
neutrofili trattati con KCN e neutrofili di soggetti MPO-deficienti. Le condizioni sperimentali
sono analoghe a quelle descritte in Fig. 14. | datio espressi come media + DS di 3 esperimenti

condotti in duplicato.
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Il ruolo del sistema MPO-}D,-ClI" é stato anche studiato attarverso una serie @riesgnti

in cui l'attivita antimicrobica dei neutrofili tregti con DPI veniva ricostituita attraverso un
sistema generante .8, (glucosio/glucosio ossidasi). Come mostrato ndfigura 16,
'aggiunta della Glucosio ossidasi (GO) al mezzo imitubazione contenente glucosio
ripristina parzialmente I'attivita di killing dei eutrofili normali trattati con DPI e dei
neutrofili di soggetti CGD, sia nei confronti 8i aureusche diC. albicans Questo sistema

non ha invece alcun effetto sui neutrofili di soigdPO deficienti trattati con DPI.
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Figura 16: Attivita stafilocida e candidacida di nautrofili di controllo, neutrofili di soggetti CGD

e neutrofili di soggetti MPO. Effetto della glucosio ossidasi (GO) sull'attivitdicrobicida. |
neutrofili (5 x 16 cellule/mL) venivano incubati 10 min a 37°C in ggaza o meno di DPI (@M)
prima dell'aggiunta della GO (LU/mL) e dei micrganismi opsonizzati; trascorsi 45.(@ureuse 60
min (C. albicans di fagocitosi, le cellule venivano lisate in®la pH 11 e i microorganismi seminati
in piastra Petri. | dati sono espressi come medks#li 3 esperimenti condotti in duplicato.

Come mostrato in Figura 17, il killing rispristicatlal sistema glucosio/glucosio ossidasi
viene totalmente abolito quando I'attivita perossida € inibita (con KCN o SHAM) o

neutralizzando l'acido ipocloroso (con metioninatamrina). Questo indica che il sitema
dipendente dalla mieloperossidasi € di per secseiffie ad assicurare un’attivita microbicida

anche in assenza di altri meccanismi antimicraodtitvati dalla NADPH ossidasi.
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Figura 17: Effetto di inibitori della MPO e scavengrs di HOCI sull'attivita stafilocida e
candidacida di neutrofili trattati con DPI in presenza di GO. | neutrofili (5 x 16 cellule/mL)
venivano incubati 30 min a 37°C in presenza o mdinkletionina (10 mM), Taurina (10 mM); al
termine dei primi 20’ di incubazione, venivano agdi, ove richiesto, KCN (1 mM) SHAM (10aV)

o DPI (5 uM) per ulteriori 10’ di incubazione; seguiva l'aggia della GO (1U/mL) e dei
microorganismi opsonizzati; trascorsi 45. @ureus e 60 min C. albican$g di fagocitosi, le cellule
venivano lisate in kD a pH 11 e i microorganismi seminati in piastr&iPedati sono espressi come
media + DS di 3 esperimenti condotti in duplicato.

4.A.5 Killing MPO-indipendente

| neutrofili MPO deficienti e i neutrofili normatrattati con I'inibitore della mieloperossidasi,
KCN, che non sono in grado di uccidere i microorgau a brevi tempi di incubazione,
mostrano un’attivita microbicida “residua” nei comiti di S. aureus(meno evidente nei
confronti diC. albican$, quando i tempi di incubazione vengono prolungaime appare in
Figura 15. Le specie reattive dell'ossigeno e letgasi contenute nei granuli citoplasmatici
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attivati dalle modificazioni fisiochimiche del faggmsoma, indotte dall'attivazione della
NADPH ossidasi, potrebbero teoricamente spiegamstquattivita antimicrobica residua,
osservata in assenza di mieloperossidasi. Abbiammadgeseguito una serie di esperimenti
intesi a caratterizzare i meccanismi responsabéil’attivita antimicrobica residua
indipendente dalla MPO. A questo scopo abbiam@mdito neutrofili normali trattati o meno
con KCN. Per testare il contributo del perossidadddgeno abbiamo fatto ricorso al sistema
Glutatione/Glutatione perossidasi (GSH/GSHPO) chefialta affinita per BD, e quindi la
neutralizza. Il contributo dei flussi di potassiostato analizzato usando iberiotossina e
paxillina, due inibitori selettivi dei canali B, e il tetraetilammonio (TEA), un inibitore
aspecifico dei canali a potassio. | risultati otiiein questa serie di esperimenti sono riportati
in Figura 18, dove si puo notare come il sistemaH&SHPO non influenza lattivita
staffilocida delle cellule prive di attivita perasdasica. L’iberiotossina e la paxillina
compromettono l'attivita di killing, mentre il TEAesercita una significativa inibizione

dell’attivita staffilocida.

100+ Controllo Controllo + KCN

\l
T

% Killing
a1
?

N
T

Figura 18: Killing MPO-indipendente. Effetto di inibitori dei Bk, € del sistema GSH/GSHPO
sullattivita staffilocida di neutrofili di contréd e trattati con KCN. | neutrofili (5 x £Gcellule/mL)
venivano incubati 10 min a 37°C in presenza o mén&CN (1 mM), iberiotossina (100 nM),
paxillina (300 nM) o TEA (10 mM); seguiva I'aggiwtove richiesto, di GSH (1 mM), GSHPO (2
U/mL) e dei microorganismi opsonizzati. Trascoisidi fagocitosi, le cellule venivano lisate in®l

a pH 11 e i batteri seminati in piastra Petri. fi d@no espressi come media + DS di 5 esperimenti
condotti in duplicato.

93



Discussione — Parte A

4.A.6 Discussione

Gli studi pubblicati finora sull’attivita microbida di neutrofili NADPH ossidasi deficienti
mostrano dati fortemente variabili, che vanno d&iling fortemente compromesso ad un
killing quasi normale (Decleva et al., 2006): taterogeneita di risultati € dovuta al fatto che
la tecnica comunemente utilizzato per la misurd’al@Vita microbicida € inficiato da un
errore metodologico che causa una sovrastima tafita di killing. Parte di questo lavoro di
tesi e stato quello di riesaminare il ruolo relatilei meccanismi ossidativi e non ossidativi
nell'attivita microbicida dei neutrofili. La metath recentemente messa a punto nel nostro
laboratorio per la valutazione dell’attivita microidla dei neutrofili (Decleva et al., 2006) ci
ha permesso di dimostrare che i sistemi ossidatipendenti dall’attivazione della NADPH
ossidasi, sono implicati nel killing di tutti i mm@organismi.

Alcuni patogeni (qualiE. coli) risultano efficacemente uccisi anche in assenzattivita
ossidasica (€ il caso dei PMN di pazienti CGD oRMIN normali trattati con I'inibitore della
NADPH ossidasi, DPI). L'attivita NADPH ossidasidaulta essere invece indispensabile per
il killing di altri microorganismi, quali I&. aureus laC. albicans(Figura 11).

In base al modello che era stato proposto dal grujgb prof. Segal, il ruolo della NADPH
ossidasi nella difesa dell’'organismo sarebbe atrethte connesso all’azione antimicrobica
delle proteasi rilasciate nel fagosma (Reeves ,e2@2; Ahluwalia et al, 2004). Secondo
guesta ipotesi un massiccio influsso di ioni patasel lumenfagosomale attraverso i canali
BKca causerebbe la solubilizzazione delle proteasiadaibtrice dei granuli primari, che
potrebbero quindi esercitare la loro azione antiotiica.

Ora, se le suddette correnti di ioni potassio fasseitiche per lattivita microbicida, ci si
aspetterebbe che le modificazioni della concerdrazidi K nel microambiente fagosomale
determinassero effetti drastici sull’efficacita ddling dei neutrofili. | risultati presentati in
guesta tesi dimostrano da un lato, che I'abolizide#ingresso di potassio nel vacuolo di
fagocitosi, realizzata attraverso I'utilizzo di bitori specifici (iberiotossina, paxillina) e
aspecifici (TEA) dei canali BK, non ha alcun effetto sull'attivita microbicidamutrofili di
controllo (Figura 12A); e dall’altro, che il riptiso dell’influsso di potassio nel vacuolo di
fagocitosi in neutrofili NADPH ossidasi deficientirazie allimpiego dell'opener selettivo
per questi canali del potassio, il composto NS1@1&wvsan 2000), non € in grado di

migliorare I'attivita microbicida di queste cellulgigura 12B). Ne abbiamo dedotto che
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I'influsso di ioni K" nel vacuolo di fagocitosi non € implicato nei metdsei microbicidi dei
neutrofili.

In un secondo momento ci siamo interessati al rudéd pH intrafagosomale nella
modulazione dell’attivita microbicida. Come abbiagia detto, nei neutrofili normali, il burst
respiratorio € accompaganto da una fase transitbrialcalinizzazione del pH vacuolare
seguita da una fase di acidificazione (Segal.etl@B1; Cech et al., 1984; Jiang et al., 1997,
Morgan et al., 2009). L'alcalinizzazione é riten@ssenziale per I'attivazione degli enzimi
granulari all’interno del fagosoma. L’osservazionbe nei neutrofili NADPH ossidasi
deficienti, questa fase di alcalinizzazione mancal eogH del fagosoma si acidifica
precocemente ha suggerito I'ipotesi che I'altevaginell’omeostasi del pH intrafagosomale
sia uno dei fattori coinvolti nel difetto di attiai microbicida che caratterizza i soggetti affetti
da CGD. La nostra idea € stata quindi quella diisgrdi composti in grado di contrastare la
precoce acidificazione del fagosoma osservata egfrofili CGD, per tentare di rpristinare
lattivita di killing. A questo scopo abbiamo utifiato due basi deboli con caratteristiche
lisosomotropiche (la metilammina e 'ammonio clajrun inibitore della pompa vacuolare
ATP-dipendente (la bafilomicina) e linibitore dellscambiatore N&H* (I'amiloride). |
risultati da noi ottenuti dimostrano che nessuniocdeposti capaci di correggere le anomali
condizioni di pH osservate nei neutrofili NADPH mkessi deficienti, € in grado di ripristinare
I'attivita staffilocida o canidacida di queste cédl (Figura 13).

Ne abbiamo concluso che [I'alcalinizzazione delfpgiosomale non e di per sé sufficiente a

garantire l'uccisione ds. aureus C albicans.

| risultati fin qui esposti depongono a sfavoreudi possibile ruolo dall’alcalinizzazione
fagosomale e dagli influssi di potassio nell'atéivnicrobicida contr&. aureus C. albicans.
Abbiamo quindi voluto stabilire quale fosse il rootlei meccanismi ossidativi, €, in
particolare, del sistema microbicida dipendenteladd@PO, nell'uccisione di questi
microorganismi.

A questo scopo, sono stati utilizzati diversi agprosperimentali. | dati da noi ottenuti
evidenziano I'importanza dell’attivita del sisterwd? O-H,O,-cloruro nel killing diS. aureus
e C. albicans Infatti, in presenza degli inibitori della MPO @& scavengers dell’acido
ipocloroso lattivitd microbicida dei neutrofilisulta quasi abolita, nei confronti di entrambi i
microorganismi.

L’'importanza della mieloperossidasi nell’evento rolicida € confermata dai risultati che

abbiamo ottenuto nel corso di studi su pazienti Mfe@cienti.
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| risultati da noi ottenuti in vitro, mostrano ch®MN MPO-deficienti non sono in grado di
uccidere normalmente i microorganismi: il killing$l aureuse C. albicansda parte dei PMN
MPO deficienti era infatti assente nei primi 10af8kcocco) e 20 (Candida) minuti di
contatto neutrofili/microorganismi e resta sigrativamente piu basso del killing di controllo
anche prolungando i tempi di incubazione (Figurd THomplessivamente i nostri dati ci
permettono di concludere che il killing 8i aureus C. albicansa tempi brevi di incubazione
dipende esclusivamente dall’azione della mielopgdasi. In accordo con i risultati da noi
ottenuti, & stato dimostrato che citoplasti deitradili (neutroplasti, cellule prive di nucelo e
dei granuli citoplasmatici, e quindi, privi di MPQjaratterizzati da una fagocitosi e da un
burst respiratorio normali, non sono in grado diidere loStaphylococcus aure®dell et
al., 1988). Inoltre, diversi ricercatori hanno nifao casi clinici di pazienti MPO deficienti
caratterizzati da un’elevata suscettibilita alléemoni daC. albicans(Lehrer et al., 1969;
Moosmann et al., 1975; Kitahara et al., 1979; Cetll., 1979; Nguyen et al., 1997). E’
importante sottolineare che i neutrofili MPO deditii possiedono una fagocitosi normale
(Cech P et al, 1979; Larrocha et al, 1982; Lehtrat,e1969) e un burst respiratorio esuberante
(Patriarca P et al, 1975; Rosen H et al, 1976; bdlefust al, 1983).

L’'importanza della mieloperossidasi nell’'uccisiodei microorganismi € confermata anche
dai risultati ottenuti nel corso di esperimenticumi il sistema microbicida MPO dipendente
veniva ricostituito mediante glucosio e glucosisidasi, fornendo quindi una fonte esogena
di H,O, a neutrofili CGD o neutrofili normali trattati cobPl che non sono in grado di
produrne. In queste condizioni il difetto di attavimicrobicida che caratterizza queste cellule
risultava parzialmente corretto (Figura 16). Cladtivita microbicida osservata in presenza
della fonte esogena di,B, fosse dovuta alla MPO é dimostrato dal fatto ¢higoiistino di

tale attivita era bloccato da inibitori della MP@a agenti neutralizzanti HOCI.

Per quanto concerne l'attivita microbicida residieh neutrofili carenti in MPO, riscontrata
prolungando i tempi di incubazione, in particolaes confronti diStaphylococcus aureus
essa sembra attribuibile a sistemi microbicidi cengatori, che sono attivi anche in assenza
di una mieloperossidasi funzionante (Figura 17). dmecie reattive dell’'ossigeno, in
particolare il perossido di idrogeno, in assenzamikloperossidasi, non sembrano essere
direttamente coinvolte nell’attivita di killing, neelle fasi precoci dell’evento microbicida, né
in quelle piu tardive: infatti, I'aggiunta di unss¢ma neutralizzante 13®,, come quello

rappresentato da glutatione e glutatione-perossit@s aveva alcun effetto sul killing dei
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PMN di controllo, né su quello di PMN privi di atifia perossidasica. | flussi di ioni potassio
sembrano, almeno parzialmente, implicati nel Igllinresiduo indipendente dalla
mieloperossidasi: I'inibizione dei canali di potasmediante il TEA, un inibitore ad ampio
spettro dei canali del potassio, causa infatti diminuzione del killing diS. aureus Tale
inibizione non si osserva usando inibitori seletti®l BKc, (iberiotossina e paxillina) . Questi
risultati non sorprendono: infatti, in contrastoncquanto precedentemente ipotizzato da
Ahluwalia e colleghi, & stato recentemente dimésthe i canali B, sono assenti nei
neutrofili umani (Essin et al., 2007). E’ possibijgindi, che canali per il Kdiversi dai Bk,
siano coinvolti nell’attivita microbicida residuaa choi osservata, indipendente dal sistema
MPO-H,O,-cloruro. Le nostre conclusioni riguardanti il raotlei movimenti di potassio
dipendenti dai canali B nell’evento microbicida dei neutrofili sono cornfate dai risultati
recentemente ottenuti da altri ricercatori che loagimostrato che il killing batterico di topi
knockout per i canali BK, € normale, suggerendo che l'attivita di questi atiamon
costituisce un elemento essenziale della difeshadtdrica (Femling et al., 2006; Essin et al.,
2007).
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4.B Studio dei meccanismi molecolari dell’attinia
microbicida dei neutrofili nelle cellulePLB-985

4.B.1 La scelta della linea cellulare PLB-985

| neutrofili sono cellule terminalmente differen®aprive di capacita proliferative, con una
breve emivita e refrattarie alla manipolazione @geae negli ultimi trent'anni sono state
sviluppate varie linee cellulari potenzialmentefatégnziabili in granulociti; in particolare, le
linee cellulari promielocitiche leucemiche umane -6l e PLB-985 sono state oggetto di
numerosi studi come modello di differenziazione lode (Collins et al., 1977; Newberger et
al., 1979; Tucker et al., 1987). Si tratta di dellallo stadio promielocitico che acquisiscono
alcune delle caratteristiche funzionali e morfobbg@ dei granulociti in seguito all'induzione
della differenziazione grazie alluso di compostiuai dimetilsulfossido (DMSO),
dimetilformammide (DMF), acido retinoico (RA), ditiuil cAMP, soli o in associazione
(Tucker et al., 1987; Collins, 1987; Johnston gtl&192; Gregoire et al., 1998).

Il modello cellulare delle PLB-985 rappresenta stromento particolarmente interessante per
effettuare studi di rapporto struttura-funzione cwinplesso NADPH ossidasi. L’'equipe di M.C.
Dinauer ha infatti creato una linea di PLB-985 Kxoat (KO) in cui il geneCYBB codificante
per la proteina Nox2 (o gpphox subunitap del citocromo bsg), € stato inattivato per
ricombinazione omologa (Zhen et al., 1993). Qudisia, che dunque simula il fenotipo di
malattia granulomatosa cronica di tipo X9festa incapace di esibire un burst respiratorio e
quindi di generare anioni superossido in seguitbindlizione della differenziazione
granulocitica. La transfezione stabile del plasmatmtenente il cDNA codificante per la
proteina Nox2 permette di ripristinare I'attivitsssadasica dopo la differenziazione (cellule
“WT-Nox2") (Zhen et al.,, 1993; Bionda et al., 2004)a transfezione stabile del plasmide
“vuoto” (privo, cioe, del cDNA codificante per Nokdermette di ottenere la linea definita “X-
CGD”. Secondo questo approccio sperimentale, @ren@lossibile modificare per mutagenesi
direzionale il cDNA di Nox2 e clonarlo in un vetéodi espressione eucariota, che viene poi
transfettato in modo stabile nella linea celluldele PLB-985 KO.

Lo studio dell’effetto di determinate modificaziamella proteina Nox2 sul fenotipo delle cellule
PLB-985 ha permesso di migliorare la caratterizzazidella sintesi e del funzionamento del
complesso NADPH ossidasi. Tra gli studi effett@asittualmente in corso nel centro di diagnosi
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e ricerca sulla malattia granulomatosa cronica'atgledale di Grenoble, dove é stato svolto
parte del lavoro di questa tesi, citiamo:
> Riproduzione delle mutazioni umane dei casi CGD X91 la doppia mutazione
His303Asn/Pro304Arg inibisce la traslocazione @eidri citosolici (Stasia et al., 2002;
Bionda et al., 2004); la mutazione Leu505Arg altérgerazione di p6phox con il
citocromo Rsg e la fissazione del’NADPH (Stasia et al., 2005; &fi al., 2005).
L’esistenza di un dominio di fissazione del NADPdnprendente la Pro415 e la
Cysb537, e un dominio di fissazione del FAD compesmid la Thr341 é stata confermata
attraverso studi funzionail vitro e ex vivg sono stati inoltre identificati gli aminoacidi
della regione C-terminale citosolica di Nox2 ess@nal processo di assemblaggio del
complesso NADPH ossidasi: la Cys369, la Gly40&sidui 507-509, la Leu546 e il
Glu568 (Debeurme et al., 2010; in preparazione).
» Riproduzione delle mutazioni umane dei casi CGD X91(lavoro di ricerca in corso
svolto da Sylvain Beaumel, laboratorio CGD, Greebl
» Studi dei siti funzionali di Nox2 per mutagenesi dezionale I'a elica 484-504 ¢é
indispensabile per l'attivita ossidasica, per lmblaggio del complesso ossidasi e per il
trasferimento di elettroni dal NADPH al FAD (Li ak, 2007).

4.B.2 Il mutante Dloopyoxa-NOX2

Il laboratorio CGD ha recentemente svolto un lavdraicerca sul ruolo della seconda ansa
intracitosolica di Nox2 (o loop, ***TSSTKTIRRS®, Fig. 19A) nell’attivazione del complesso
NADPH ossidasi: il cDNA codificante per Nox2 e statodificato per mutagenesi direzionale a
livello della sequenza corrispondente al loop Mnato nel vettore di espressione eucariota
pPEF-PGKneo, e successivamente transfettato in rstadnle per elettroporazione nel modello
cellulare PLB-985 KO; i cloni sono stati infine selonati per diluizione limite (cfr. § 3.E.4). |
risultati ottenuti hanno dimostrato che il loop D&cessario per il trasferimento di elettroni dal
FAD all’ossigeno molecolare attraverso i gruppi emeltre, la sostituzione della sequenza del
loop D con quella proveniente dall'omologa ossidésk4 (Fig. 19B) ha messo in evidenza un
significativo aumento dellattivita ossidasica irsposta a stimoli solubili (Li et al., 2005;
Carrichon, Defendet al., 2010; in revisione BBActa).
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Figura 19: A) Rappresentazione schematica della stttura di Nox2. La seconda ansa citosolica (loop
D) di Nox2 e evidenziata in blu. Nelle cellule détie “PLB-985 DIooRoxs-NOX2”, questa sequenza e
stata sostituita con quella dell'omologa ossidd$gx4. B) Mutagenesi del loop D citosolico
YITSSTKTIRRS®. La prima linea riporta la sequenza amminoacididd-type di Nox2; la seconda,
la sequenza amminoacidica mutata, corrispondegtela dell'ossidasi Nox4. | punti indicano i rasid
amminoacidici conservati nelle due sequenze.

Per lo studio qui presentato sono state utilizazzbule PLB-985 WT, X-CGD (cellule
transfettate con il vettore privo della parte cmdifte per Nox2 e quindi caratterizzate
dall'assenza di attivita ossidasice);T-Nox2 (cellule PLB-985 KO transfettate con il cDNA di
Nox2) e celluleDIoopnoxa-NOX2 (cellule PLB-985 KO transfettate con il cCDNA di }b.
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4.B.3 Verifica dell’'espressione della NADPH ossidas

Le cellule PLB-985 sono differenziate in granulooitpseudo-neutrofili in presenza di 0.5%
(v/v) dimetiformammide (DMF), come descritto in Mae met. § 3.A.3. Questa
differenziazione permette di indurre I'espressi@reogena dei componenti di membrana
(p22phoxe Nox2) e dei fattori citosolici (pghox p67phoxe p4@hoX della NADPH ossidasi
(Zhen et al., 1993; Pedruzzi et al., 2002).
Tutte le cellule PLB-985 differenziate utilizzat@rple nostre ricerche esprimono in modo
identico le tre subunita citoplasmatiche del corsgpteossidasi.
La verifica dell’espressione di Nox2 viene realizzagni qualvolta le cellule vengono rimesse
in coltura: e infatti necessario assicurarsi chepiiistino dell’espressione di Nox2, dipendente
dall’'efficacia della transfezione del vettore dpesssione, sia identica in tutti i tipi di cellule
transfettate (WT-Nox2 e Dlo@pw-Nox2); in questo modo possiamo essere certi che le
variazioni di fenotipo osservate sono dovute a mata a carico di Nox2 e non ad una
differenza nel tasso di espressione della protaifaggiunta di geneticina (1,5%) al mezzo di
coltura permette di selezionare le cellule che banncorporato il vettore eucariota
(quest'ultimo possiede infatti il gene di resisteneer I'antibiotico, cfr 8 3.A.2). L'espressione
di gp9Iphoxviene quindi verificata in due modi:

A) tramite citometria a flusso (FACS), utilizzandlanticorpo monoclonale 7D5, diretto
contro un epitopo esterno di Nox2 (Mat. e met.3B.1);

B) tramite immunorivelazione per western blot (Matnet. § 3.C.3).
La Figura 20A mostra i risultati di un esperimemtppresentativo di citometria a flusso
concernente la verifica dell’espressione di ggtix nelle cellule PLB-985 X-CGD, WT-Nox2
e Dloopyoxa-NOx2. Come ci si puo attendere, la proteina gi@krisulta assente nelle cellule
PLB-985 X-CGD, ottenute per transfezione con itamet vuoto. L’'espressione di Nox2 risulta
invece paragonabile nei due tipi cellulari PLB-389-Nox2 e DIoORoxa-NOX2.
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Figura 20: Espressione della proteina Nox&vild type e mutata nelle cellule PLB-985 transfettate.

A) Analisi citofluorimetrica: le cellule (1/mL in PBS addizionato con 0.2% (p/v) di BSA e 1 mM
CaCl) sono incubate 30 min in ghiaccio con @d di mAb 7D5 o IgG1; dopo 3 lavaggi di 10 sec a
10000 x g nello stesso tampone, le cellule sonobate nelle stesse condizioni con I'anticorpo
secondario anti-lgG di topo, coniugato con PE. édrine dell'incubazione, le cellule subiscono 2
lavaggi nel medesimo tampone e vengono infine pises in 500 pL dello stesso tampone. | campioni
vengono poi conservati in ghiaccio fino alla ledtwal citofluorimetroB) Immunorivelazione tramite
western blot della proteina Nox2 e p22hox I'immunorivelazione é realizzata a partire da |89 di
estratto solubile di membrana in 1% Triton X-100pvyeniente dalle cellule X-CGD, WT-Nox2 e
Dloopuoxa-NOX2 (la marcatura e realizzata con gli anticonpnoclonali 48 e 449).
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In parallelo, la presenza delle due subunita fureiodel citocromo ks Nox2 e p2phox e
stata verificata tramite western blot realizzatglisestratti solubili di membrana preparati a
partire dalle differenti linee di PLB-985 transtdtt ( § 3.C.3). | risultati mostrati nella Figura
20B confermano quanto ottenuto dall’analisi citofimetrica, dimostrando che nelle linee
cellulari PLB-985 WT-Nox2 e Dloagpxs-Nox2 I'espressione della proteina Nox2 é equivi@en
(la proteina Nox2 migra su una banda larga, chestginde tra 90 e 130 kDa) cosi come quella
della subunitaa del citocormo kss, p220hox E' inoltre possibile evidenziare la limitata
presenza della proteina ptbxnella linea cellulare PLB-985 X-CGD, a confermdl’getesi

di una stabilizzazione reciproca delle due proteineassenza di Nox2, la proteina pkdx e
espressa in quantita ridotte.

La misura dello spettro di assorbimento differelezdel citocromo kg realizzato a partire dagli
estratti solubili di membrana, permette inoltreridelare la corretta incorporazione dei gruppi
eme e di confermare che la quantita di citocrorg@ & equivalente in tutte le nostre linee
cellulari PLB-985 transfettate con il cDNA di Noxgld-type o mutato (Tabella 3). D’altra
parte, risulta evidente la discrepanza rispettoeaitrofili umani: il contenuto in citocromo b

nella linea cellulare PLB-985 e circa 10 volte nidee a quello nei PMN.

Citocromo bssg

Cellule .

(pmoli/mg)
PLB-985 WT 13.1+1.5
PLB-985 WT-Nox2 12.7+1.3
PLB-985 Dloopoxa-NOX2 11.1+£0.7
PLB-985 X-CGD 0
Neutrofili umani 139.2+£19.9

Tabella 3: Quantita di citocromo bssg (espressa in pmoli/mg di proteine) nelle cellulellB-985 e nei
neutrofili umani. Lo spettro di assorbimento differenziale e realiazsu 80ug di estratto solubile di
membrana in 1% Triton X100, come descritto in Mamet. § 3.C.4. (n=3).
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4.B.4 Valutazione simultanea dell’espressione didx2 e
dell’attivita ossidasica tramite citometria a flus®

Questa metodica € stata utilizzata allo scopo tirpalutare simultaneamente I'espressione di
gp9Iphoxe I'attivita NADPH ossidasica delle cellule PLB®&fr Mat. e met. § 3.D.1.2).

La Figura 21 riporta il risultato di un esperimenmfippresentativo, ottenuto analizzando al
citofluorimetro cellule PLB-985 X-CGD, WT-Nox2 e @pyoxa-NOX2, sottoposte a doppia
marcatura e attivate dalla fagocitosi di stafilafuopsonizzati. | dot plots ottenuti dall’analisi
dei due segnali di fluorescenza confermano chenéssione di Nox2 € equivalente nelle cellule
Dloopnoxa-NOX2 e WT-Nox2. Infatti, la media geometrica (G ang della fluorescenza,
indicante la distribuzione della popolazione celtal in funzione dell’espressione di Nox2 (in
ascissa) risulta pari a 30.8 25 per le cellule WT-Nox2 e 28.5 £ 2.9 per le wellDIoopyoxs-
Nox2, laddove la popolazione delle cellule X-CGDuma G mean corrispondente a 3.1 £ 0.8
(n=2-4). E’ interessante notare che I'espressiarmiplerficie di Nox2 non viene modificata in
seqguito all’attivazione con i batteri opsonizzaddéi: G mean associata alla fluorescenza della
DHR nelle cellule resting € infatti di 29.5 = 1.@rde WT-Nox2 e 30.4 £ 2.0 per le Dlo@ju-
Nox2. In seguito alla stimolazione da parte detdsabpsonizzati, la produzione di metaboliti
dellossigeno da parte delle cellule mutate DigpNox2 risulta superiore a quella delle
cellule WT-Nox2: la G mean associata alla fluoregzeedella DHR ossidata (in ordinata)
aumenta di circa un fattore 5 per le cellule DiggpNox2 passando da 56.5 + 5.3 per le cellule
a riposo (resting) a 280.6 £ 6.9 per le cellulerate, mentre nel caso delle cellule WT-Nox2 la
G mean aumenta solamente di un fattore 2, passtndb.8 + 7.1 per le cellule resting, a 105.3
+ 5.2 per le cellule attivate. Per i neutrofili umala G mean della popolazione di cellule
attivate e circa 25 volte superiore a quella cpomglente alle cellule a riposo (dati non
mostrati). La specificita dell’attivazione del colegso NADPH ossidasi da parte dei batteri
osponizzati € confermata dagli esperimenti condmttincubando le cellule in presenza di
difenileneiodonio (DPI, c.f.: mM): questo inibitore irreversibile della NAPDH odasi aboliva

totalmente la risposta metabolica di tutti i tipilalari analizzati.
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Figura 21: Misura simultanea dell’'espressione di Nx2 e dell'attivita NADPH ossidasica di cellule
differenziate PLB-985 WT-Nox2, DIoopoxs-N0ox2 e X-CGD. L'espressione di Nox2 (in ascissa) e
rivelata grazie al mAb 7D5 e all’Ab secondario Adeluof® 633 (F(ab’) che fluoresce nel canale FL4;
I'attivita ossidasica (in ordinata) é rilevata dgeaall'ossidazione della DHR a rodamina, che flgoee
nel canale FL1. Questa doppia marcatura é readizzatellule a riposo (prima colonna), attivate Yer
min conS. aureusopsonizzati (MOI 50) in assenza (seconda coloonia) presenza (terza colonna) di
DPI 5 pM, come descritto in Mat. e met. 8 3.D.12 figura mostra i risultati di un esperimento
rappresentativo di 4.

4.B.5 Misura del metabolismo ossidativo per
chemiluminescenza

« Stimoli solubili

L’attivita NADPH ossidasica delle cellule differaate WT-Nox2, DIoORoxs-NOx2 e X-CGD e
dei neutrofili umani é stata misurata per chemihastenza, in presenza di luminolo (cfr. §
3.D.2). Le cinetiche di produzione di specie reattiell’ossigeno (ROS) di ogni tipo cellulare

sono state caratterizzate e confrontate in baseeapdrametri: la produzione totale di ROS
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(ROS tot) corrispondente alla somma delle unitatied di luminescenzadlative luminescence
units, RLU) misurate nell'arco di 15, 30 o 60 minuti;vidlore di RLU del picco massimo di
produzione (RLU max). Gli esperimenti effettuatl nestro laboratorio hanno evidenziato che
le cellule PLB-985 Dloogxs-Nox2 rispondono all’attivazione da parte di stinsmlubili (quali
PMA, fMLF) attraverso una “super-attivita” ossidesi Quando le cellule sono attivate dal
PMA, il picco di produzione di ROS (RLU max) & @rd volte piu elevato nella linea cellulare
Dloopnoxa-NOX2, rispetto alla linea WT-Nox2. Il valore dacgo di RLU risulta infatti pari a
10.1 + 1.8 RLU per le cellule Dloqpu-Nox2 e a 2.6 £ 0.4 RLU per le cellule WT-Nox2.

(Tabella 4; da Carrichon, Defendt al., 2010; in revisione BBActa). Inoltre, sepdiamo in

considerazione la produzione totale di ROS, laossp metabolica indotta dal PMA nelle
cellule mutanti risulta paragonabile a quella attancon i neutrofili umani (223.0 + 18.6 RLU
per la linea cellulare Dloggxs-Nox2 e 249.2 + 12.6 RLU per i neutrofili umani).

La super-attivita NADPH ossidasica delle celluletate risulta ancora piu evidente in risposta
al fMLF: lattivita del mutante Dloogxs-Nox2 € infatti circa 5 volte superiore a quelldiae
cellula WT-Nox2, sia in termini di produzione taali ROS (146.0 + 32.6 e 26.7 £ 6.6 RLU
rispettivamente), sia in termini di picco massimalal risposta (8.3 + 1.5 e 1.6 = 0.5 RLU
rispettivamente). Questa super-attivita ossidasiea linea cellulare Dlogpxs-Nox2 non
raggiunge tuttavia i valori della risposta metatmliottenuta con i neutrofili umani,
corrispondenti a 341.9 £ 146.4 (somma RLU) e & #46.8 (RLU max).

Produz. ROS tot % ROS tot rispetto
Stimolo Cellule RLU max
(RLU) a WT-Nox2
- +
PMA PLB X-CGD 0.5+0.1 0 0
PLB WT-Nox2 119.6 £ 4.9 2.6 £ 04 100
PLB DloopNox4-Nox2 223.0 £+ 18.6* 10.1 + 1.8* 187
Neutrofili 249.2 £ 12.6% 17.6 £ 2.8% 208
PLB X-CGD 0.4+0.0 0 1
fMLF PLB WT-Nox2 29.7 + 6.6 1.6 £ 0.5 100
PLB DloopNox4-Nox2 146.0 = 32.6* 8.3 £ 1.5% 492
Neutrofili 341.9 + 146.4%* 14.7 £ 6.8* 1152

Tabella 4: Attivita NADPH ossidasica di cellule PLB985 e di neutrofili umani indotta da stimoli
solubili. La produzione di ROS é stata misurata per chemilagtienza, in presenza di luminolo. Le
cellule (10/mL in PBS) vengono incubate per 60 min in presefizaMA (c.f. 80 ng/mL) o per 15 min
in presenza di fMLF (4 x 10M) . La produzione totale di ROS rappresenta lmrsa delle RLU
misurate per il tempo di incubazione indicato. RItkax indica il valore del picco massimo di
produzione. | dati rappresentano la media + DS ldieao 4 esperimenti indipendenti, eseguiti in
triplicato. *, p<0.05. (Da Carrichon, Defengtlial., 2010; in revisione BBActa).

107



Risultati — Parte B

» Stimoli particolati

Sulla base dei risultati precedentemente ottemutisposta a stimoli solubili, abbiamo voluto
valutare leffetto dell’attivazione da parte di mstli particolati (microorganismi) sul
metabolismo ossidativo delle cellule PLB-985. Inesfii esperimenti, le cellule venivano
incubate in presenza di particelleSliaureuso di blastospore dC. albicans precedentemente
opsonizzate con 10% siero umano (cfr Mat. e m&.[8§2). L'attivita ossidasica delle cellule
differenziate € misurata per chemiluminescenzarasenza di luminolo; la reazione e seguita
per 30 minuti, con una frequenza di misurazione8@isecondi. La Figura 22A mostra la
cinetica della produzione delle specie reattivéasdigeno da parte delle cellule PLB-985 WT-

Nox2, Dloooxa-NOx2 e X-CGD, utilizzanddS. aureusome stimolo.
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Figura 22 : Produzione di ROS nelle cellule differeziate PLB-985 transfettate e nei neutrofili
umani dopo stimolazione corS. aureusA) Cinetica di produzione di ROS. Le cellule (AL in PBS)
sono incubate per 30 min in presenza di partiagionizzate d5. aureugMOI: 100) | risultati sono
espressi come unita di luminescenza relative (RBYProduzione totale di ROS espressa come somma
di RLU registrate in 30 min. Questi dati rappreaeotla media + DS di 5 esperimenti indipendenti
L'analisi statistica & stata eseguita con il tefitStudent su dati appaiati, confrontando i rigutttenuti

per le cellule WT-Nox2 e per le cellule Dlggg-Nox2. *, P <0.05.
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Si puo notare come la velocita e la durata delfetaga della produzione di ROS siano
paragonabili nei neutrofili umani e nelle celluleB2985 transfettate: in tutti i tipi cellulari, il
picco massimo di attivita viene raggiunto dopo &i@0 minuti dall’aggiunta dello stimolo
(Figura 22A). Risulta evidente come l'attivita akmsica della linea cellulare PLB-985 sia
notevolmente inferiore rispetto ai neutrofili umafdirca 180 volte piu bassa). Tuttavia,
confrontando tra loro i dati relativi alla produaetotale di ROS da parte delle differenti linee
cellulari transfettate, riscontriamo che la “sup#ivita” ossidasica delle cellule PLB Dlo@gs-
Nox2 rilevata in risposta a stimoli solubili, ritlconfermata in seguito all'attivazione da parte
di S. aureusL’istogramma della Figura 22B mostra infatti claedifferenza tra la risposta
metabolica delle cellule PLB Dloggpa-Nox2 e le cellule WT-Nox2 e statisticamente
significativa. L’aggiunta di DPI (c.f.: mM) aboliva totalmente il burst ossidativo dellelald
(dati non mostrati).

Risultati analoghi sono stati ottenuti misurandantite chemiluminescenza, il burst respiratorio
delle PLB-985 transfettate indotto da blastospopsoaizzate diC. albicans (Figura 23)
Rispetto a quanto osservato in seguito all’attivaei daS. aureusja cinetica della risposta
metabolica delle PLB-transfettate e dei neutrafili seguito all’attivazione da parte .
albicansrisulta molto piu rapida (il picco di produzioneidnetaboliti reattivi dell’'ossigeno &
raggiunto entro i primi 3-4 minuti dall’aggiuntalbestimolo) e si esaurisce piu rapidamente.
La produzione totale di ROS da parte delle celRI8-985 transfettate risulta ancora una volta
inferiore rispetto a quella ottenuta con i neutrofimani, ma la differenza nell’attivita
metabolica di questi due tipi cellulari appare memportante rispetto a quanto ottenuto in
risposta alloS. aureugcirca 8 volte piu bassa nelle PLB-985). Nel castladstimolazione da
parte diC. albicans l'attivita ossidasica totale del mutante DIgg@Nox2 risulta superiore di
circa il 70% rispetto alle cellule WT-Nox2 (2.6 #® 1.5 + 0.4 RLU rispettivamente).
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Figura 23 : Produzione di ROS nelle cellule differeziate PLB-985 transfettate e nei neutrofili
umani dopo stimolazione daC. albicans A) Cinetica di produzione di metaboliti reattiviltessigeno.

Le cellule (1/mL in PBS) sono incubate per 30 min in presenzélastospore opsonizzate @i
albicans(MOI: 30). | risultati sono espressi come unitduthinescenza relative (RLU). B) Produzione
totale di ROS espressa in somma di RLU registra@0imin. Questi dati rappresentano la media + DS
di 4 esperimenti indipendenti. L'analisi statist&atata eseguita con il testi Student su dati appaiati,
confrontando i risultati ottenuti per le cellule WIox2 e per le cellule Dloggy-Nox2. *, P <0.05.

4.B.6 Valutazione dell'attivita microbicida di celule
PLB WT-Nox2 e DIoORoxs-NOX2

Dopo aver dimostrato che il mutante Dlggga-Nox2 mostra, rispetto alle cellule WT-Nox2,
un’attivita ossidasica aumentata nei confrontitaneli particolati quali i patogens. aureuse
C. albicans abbiamo voluto verificare cio si riflettesse a@cln una potenziata attivita
microbicida di queste cellule nei confronti degiessi microorganismi, il cui killing € noto
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essere strettamente dipendente dai processi agsi@ptesta tesi, 8 4.A.1; Rada et al., 2004).
Questa serie di esperimenti & stata effettuataicgpplo il metodo di misura dell’attivita
microbicida dei neutrofili messo recentemente at@uamesso il Dipartimento di Scienze della

Vita dell’Universita di Trieste (Decleva et al. )0
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Figura 24: Attivita stafilocida di PMN umani, cellule PLB-985 WT-Nox2 e DIOORoxs-NOX2. Le
cellule (5 x 16 in PBS-ioni) venivano preincubate 10 minuti a 3%@na dell'aggiunta dei batteri
opsonizzati, in modo da avere una MOI pari a 5 dc3. PMN: 4 x 16mL). Al termine
dell'incubazione, aliquote delle sospensioni calluvenivano lisate in 0 a pH 11, diluite in 0,9%
NaCl e seminate in piastra Petri come descritttarsg#zione Mat. e met. § 3.F. | dati, espressi come
percentuale di stafilococci uccisi dopo 30’ di fagosi rispetto all'inoculo iniziale (tempo 0 di
fagocitosi) sono la media + ds di 5 (PMN) e 4 (PleBperimenti condotti in duplicato.

Dal grafico riportato in Figura 24 risulta evidert@me il potenziale microbicida delle cellule
PLB-985 sia nettamente inferiore rispetto a quelk neutrofili umani: quando la MOI
(multiplicity of Infection, numero di batteri peeuntrofilo) era pari a 3 o 5 (rapporto utilizzato
abitualmente nei saggi con i PMN), non vi era kdlibatterico da parte delle cellule PLB-985,
mentre la percentuale di staffilococchi uccisi dautrofili era superiore al 50% per entrambi i
rapporti cellule:batteri utilizzati. Abbiamo quindtabilito di ridurre il valore di MOI a 0.5,

corrispondente quindi a 2 cellule per 1 microorgara.
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Figura 25: Cinetiche di attivita stafilocida (A) e candidacida (B) di cellule PLB-985 transfettate e
neutrofili umani. Le condizioni sperimentali sono quelle riportatdig. 24, con una MOI pari a 0.5. |
dati, espressi in termini di unita formanti color{ieFU), sono la media £ DS di 8 (PLB-985) e 5
(neutrofili) esperimenti condotti in duplicato. &rs: andamento della crescita degli stafilocoeekielle
candide incubati in assenza di cellule.

La Figura 25A mostra i risultati ottenuti nella widzione del killing diS. aureus.Risulta
evidente come, pur riducendo il rapporto batteltuge I'attivita stafilocida delle cellule PLB-
985 transfettate resta nettamente inferiore risgetjuella dei neutrofili umani ad ogni tempo di
incubazione, eccetto che a 10 minuti di fagocitgatti, nei primi minuti di incubazione con i
batteri, il killing delle celleule PLB-985 WT-Nox@ Dloopoxa-NOX2 risulta sovrapponibile a

guello dei neutrofili umani; tuttavia, mentre liatta stafilocida di questi ultimi prosegue anche
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dopo 30, 45 e 60 minuti di incubazione, il killidglle cellule PLB-985 WT-Nox2 e DloQg-
Nox2 sembra arrestarsi dopo i primi 10 minuti dntedto; prolungando il tempo di fagocitosi
infattila crescita degli stafilococchi prende ipsavvento.

Appare inoltre evidente come non vi sia alcunaaswsale differenza tra le cinetiche di killing
delle cellule DlooRoxs-N0x2 e quella delle cellule PLB WT-Nox2.

Le cellule PLB X-CGD, caratterizzate, lo ricordianua assenza di attivita NADPH ossidasica,
non sono in grado di uccidere lo staffilococco aure

Una serie analoga di esperimenti e stata effettuitazando come patogeno il fung®.
albicans | risultati ottenuti sono mostrati in Figura 259Biversamente da quanto osservato nel
caso dello stafilococco, lattivita di killing dell cellule WT-Nox2 e Dloapxs-Nox2 nei
confronti di C. albicansrisulta piu debole rispetto ai neutrofili umaniche a 10 minuti di
incubazione. Trascorso questo lasso di tempo, kscita delle blastospore riprende,
analogamente a quanto visto in precedenza peafitosbcco. L'attivita candidacida dei PMN,
invece, prosegue anche dopo 45 e 60 minuti di imioine con le blastospore. Il potenziale
candidacida delle cellule PLB Dlogps-Nox2 appare, peraltro, leggermente superiore daque
delle cellule WT-Nox2: a 10 minuti di fagocitosi numero di CFU osservato per le cellule
Dloopnoxa-NOX2 € di 76.2 £ 5.5, mentre per le cellule WT-IRaxdi 88.7 + 5.2; a 30 minuti di
fagocitosi, il numero di CFU risulta pari a 96.8% per le cellule mutanti, rispetto a 119.2 +
8.7 per le WT-Nox2; la differenza rimane tuttav@nrsignificativa per entrambi gli intervalli di
tempo considerati. Le cellule PLB X-CGD non martde®, come ci si attende, alcuna attivita

candidacida.

Infine, abbiamo voluto testare l'attivita battedai delle cellule PLB-985 transfettate nei
confronti di un microorganismo il cui killing risial efficace anche in assenza di attivita
NADPH ossidasica, il batter. coli (Questa tesi, 8 4.A.1; Rada et al., 2004; Deckval.,
2006).

113



Risultati — Parte B

150

200 E. coli
> 150
125 5100
= 50
100 0 10' 30
=) tempo (min)
6 75
2 \
50 \L
25 lm
0 T T T
0 10 20 30 40

tempo (min)

- X-CGD -@-WT-Nox2 =2~ D-loopNox4-Nox2 == Neutrofili

Figura 26: Cinetiche di killing di E. coli da parte di cellule PLB-985 transfettate e
neutrofili umani. Le condizioni sperimentali sono quelle riportate fig. 24, con un rapporto
cellule:batteri di 1:1. | dati, espressi in termiliunita formanti colonie (CFU), sono la media $ Bi 2
(cellule PLB-985) e 3 (neutrofili) esperimenti caniilin duplicato. Inserto, andamento della cresdit
E. coliincubati in assenza delle cellule.

La Figura 26 mostra che tutte le nostre cellule PBB transfettate, comprese le PLB X-CGD,
prive di una NADPH ossidasi funzionale, sono indgrali uccidere questi microorganismi in
modo paragonabile tra loro. Tuttavia, il killingliéecellule PLB-985 rimane difettoso: infatti, il
killing di E. colida parte dei neutrofili € praticamente comple®£3B.1 %) a 30 minuti minuti
di fagocitosi, diversamente da quanto osservatdeorllule PLB-985.

4.B.7 Caratterizzazione dei compartimenti intracdulari
delle cellule PLB-985

Sulla base dei risultati ottenuti, ci siamo chiesti il grave difetto di attivita microbicida
riscontrato nelle cellule PLB-985 fosse dovutoreotthe ad un ridotto livello di citocrom@sb
(un decimo rispetto ai neutrofili umani), e quiradl un ridotto metabolismo ossidativo, anche
ad un difetto di attivazione delle proteine micaide contenute nei granuli citoplasmatici, che
nel loro insieme costituiscono i meccanismi miceati ossigeno-indipendenti. Il Killing dei

microorganismi € infatti strettamente connesso @lzacita della cellula di mobilizzare i propri
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granuli citoplasmatici: le proteine granulari cassiche rilasciate permettono l'uccisione e la
degradazione dei microbi internalizzati nel fagmdisma (cfr. Introduzione, 8§ 1.C.1). Ci siamo
quindi proposti, in un secondo momento, di studiagganuli intracitoplasmatici della linea
cellulare PLB-985, analizzando in particolare:
* nei granuli primari: il contenuto e il rilascio dnieloperossidasi (MPO), elastasi,
catepsina G g-glucuronidasi;
* nei granuli secondari: il contenuto e il rilasciolattoferrina, lisozima e collagenasi (o
MMP8);
* nei granuli terziari: il contenuto e il rilascio gelatinasi (0 MMP9);

+ nelle vescicole secretorie, il contenuto e il giasdi CD11b.

Per caratterizzare la composizione dei granulasitoplasmatici abbiamo scelto di lavorare con
le cellule PLB-985 di tipo WT: queste cellule, loardiamo, presentano infatti un contenuto di
citocromo lgsg paragonabile a quello delle cellule PLB-985 tratiate WT-Nox2 e Dloggya-
Nox2 (e pari a circa un decimo del citocromgglmei PMN; cfr Tabella 3); le cellule WT
esibivano inoltre una risposta metabolica ed uwitmicrobicida sovrapponibili a quelle delle
cellule PLB transfettate. La caratterizzazione deanuli citoplasmatici e stata effettuata
seguendo parallelamente la progressione dellaréiffgazione (indotta dal dimetilformammide,
DMF), in modo da poter esaminare I'evoluzione detienparsa dei markers granulari durante la
maturazione delle cellule PLB lungo la via mieloige valutare quindi l'efficacia della
differenziazione nel fenotipo granulocitico. | fisi ottenuti con questa linea cellulare vengono
di volta in volta paragonati a quelli ottenuti aogutrofili umani.

Per confrontare I'esocitosi dai diversi compartithgmnanulari, i risultati presentati in seguito

sono espressi in termini di:

> Attivita_Totale (A. tot): Unita totali di enzima, o quantita di enzima cheataza la

conversione di una micromole di substrato al miputo

» Percentuale di rilascio(% rilascio) : A. Tot surnatante attivato x 100
A. Tot surnatante e @edittivati
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4.B.7.1 Valutazione della differenziazione delle dale PLB-985 WT

Per valutare il grado di differenziazione delldlude PLB WT ed il livello di maturazione
granulocitica raggiunto, utilizziamo come “markefa produzione di specie reattive
dell'ossigeno, misurata in termini di chemiluminesza indotta da fMLF. L'attivita NADPH
ossidasica di queste cellule e infatti proporzienal grado di differenziazione, e raggiunge

I'apice al sesto giorno di differenziazione in mesa di DMF (Figura 27) (Bionda et al., 2004).

WT GO 3"
WT G2 %*
WT G3 %
WT G4 y//////%—'
wres W4
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Figura 27: Metabolisomo ossidativo di cellule PLB-85 WT indifferenziate (GO) e differenziate (G2

— G6) stimolate con fMLF. Le cellule (1#mL) sono incubate per 30 min in presenza di fMt. (L0’

M) La produzione totale dei metaboliti dell'ossiged espressa in termini di somma delle RLU redistra
in 30 min. Questi dati rappresentano la media +dd8Imeno 5 esperimenti indipendenti condotti in
duplicato (n=5-8).

4.B.7.2 Dosaggio delle proteine

Questo saggio viene effettuato mediante la metod@gacido bicinconinico (Mat. e met., §
3.C.1b). La Tabella 5 riporta l'insieme dei datcealti in questa serie di esperimenti; la

concentrazione e espressa in microgrammi di pretean millilitro (ug/mL).
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)

PMN 205.5+ 88.4 919.3 + 188.5 1142.3 + 206.6
WT GO 38.4+12.3 840.8 £ 82.9 839.7 £ 67.5
WT G2 22.8+5.8 792.5 £+ 186.5 826.1 + 89.6
WT G3 22.1+9.8 805.0 £+ 176.4 851.6 £ 94.6
WT G4 29.4+17.1 836.7 + 157.3 899.5+77.4
WT G5 30.8+ 14.8 767.8 £ 192.5 794.2 + 118.4
WT G6 35.2+11.9 852.8 £ 168.9 914.9 + 84.3

Tabella 5: Concentrazione proteica dei campioni preenienti dall’esocitosi di PMN e cellule PLB-
985. Le proteine sono dosate nei campioni sottopostiaghio di degranulazione secondo la metodica
descritta in Mat e met. § 3.C.1b. | dati, espra@ssermini diug di proteine per mL, rappresentano la
media + DS di almeno 6 esperimenti (n=6-9).

Osservando questi dati notiamo che nelle cellulB RLT, sia indifferenziate, che a qualsiasi
fase della loro differenziazione (da G2 a G6), tamaentrazione proteica dei surnatanti di
esocitosi ottenuti dopo stimolazione con fMLF é&aib volte inferiore rispetto a quella relativa
ai neutrofili; invece, la quantita di proteine owata nei pellets € paragonabile a quella dei

neutrofili.

4.B.7.3 Test di vitalita cellulare: dosaggio dellaDH

Allo scopo di verificare I'assenza di perturbazioella permeabilita della membrana cellulare
durante il saggio di degranulazione, viene effétuagolarmente una valutazione della vitalita
delle cellule tramite il test della lattato deidemgsi (LDH). Questo saggio, che permette di
dosare la LDH nei surnatanti e nei pellets ottedalia degranulazione, oltre che nel lisato
cellulare, va svolto nelle ore immediatamente sssige al test di esocitosi per evitare la
degradazione dellenzima. La Tabella 6 riporta isulati ottenuti dal dosaggio
spettrofotometrico della lattato deidrogenasi renpioni sottoposti al saggio di esocitosi (cfr.
Mat. e met. § 3.H.1).
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)
PMN 99.3 £ 20.5 2608.9 £ 41.5 2685.3 + 13.0
WT GO 93.0+11.4 2545.1 + 21.6 2672.5+29.4
WT G2 92.8 £ 18.7 2622.5 + 24.3 2703.4 £ 43.6
WT G3 99.7 £ 22.9 2526.9 + 26.5 2638.9 + 41.0
WT G4 96.8+17.9 2726.4 + 23.4 2848.6 + 19.7
WT G5 102.8 + 12.7 2067.6 + 27.0 2198.5 + 33.7
WT G6 101.1 + 16.6 2415.4 + 26.2 2507.7 £+ 31.3

Tabella 6: Dosaggio della lattato deidrogenasi (LDHnei campioni di esocitosi dei PMN e delle
cellule PLB WT. | dati sono espressi come attivita totale defddLin UI/L ritrovata nei surnatanti delle
cellule attivate o meno con fMLF e nel lisato deldlule non stimolate. Le condizioni sperimensaino
descritte nella sezione Mat. e met. 8 3.H.1. |lt@urappresentano la media = DS di almeno 4
esperimenti (n=4-9).

Possiamo notare come, per tutte le cellule esaminattivita enzimatica ritrovata nei
surnatanti di esocitosi sia trascurabile rispettattivita totale del lisato cellulare. Il rilasgi
della lattato deidrogenasi nel surnatante di essicé in media pari a 3.8 + 0.4% per tutte le
cellule analizzate. Si puo pertanto concludere itlsaggio di degranulazione non induce un

significativo rilascio di LAD, ovvero non altera jeermeabilita della membrana plasmatica.

4.B.7.4 Dosaggio della mieloperossidasi (MPO)

Per valutare la quantita di mieloperossidasi, eazimarker dei granuli azurofili, contenuta nelle
cellule PLB abbiamo eseguito il saggio di ossidazidellao-dianisidina, secondo le modalita
descritte in Mat. e met. 8 3.H.2. | risultati rieéivda questa serie di esperimenti sono presentati
in Tabella 7 come attivita enzimatica totale (mrmoin/10P cellule) e in Figura 28 come

percentuale di rilascio dell’enzima nei surnatangsocitosi delle cellule attivata da fMLF.
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (-fMLF)

PMN 665.0 + 82.0 266.4 + 35.1 1037.9+ 87.8
WT GO 101.5+19.9 418.2 + 104.7 481.7 £+ 53.4
WT G2 55.4 +11.7 198.7 + 31.3 236.9+17.3
WT G3 679 14.4 242.9 + 60.5 277.3+24.3
WT G4 97.4 + 14.8 208.7 £ 0.7 299.9+7.4
WT G5 135.0 £ 81.1 302.4 + 88.0 415.3 £ 27.8
WT G6 282.7 + 63.4 667.4 + 85.8 897.9 £ 31.5

Tabella 7: Dosaggio della MPO nei neutrofili umanie nelle cellule PLB-985 WT.Le condizioni
sperimentali sono quelle descritte nel capitolo.Matet., 8§ 3.H.2. | dati, che rappresentano laianed
DS dellattivita totale (in mmoli/min/10cellule), sono espressi come quantitd di mielcgmdasi
rilasciata (surnatante), quantita rimanente nedliiule (pellet) dopo attivazione con fMLF, quantita
presente nel lisato della sospensione di celluteattivate (Lisato cell.) (n=3-7).

Risulta evidente dai dati esposti in tabella cheyjl@antita di mieloperossidasi ritrovata nei
surnatanti delle cellule PLB-985 WT attivate da fiMke nei lisati delle cellule inattivate, e
nettamente inferiore a quella ritrovata nei neilirobbmani, a qualsiasi fase della
differenziazione. Prendendo in considerazione iowafelativi alla quantitda di MPO nei
surnatanti delle cellule attivate, si assiste perahd un incremento dell’attivita enzimatica
parallelamente alla progressione della maturazieikilare (da G2 a G6): infatti, I'attivita
totale della MPO a G2 di differenziazione e circa \olte inferiore rispetto all’attivita
enzimatica ritrovata nei PMN (55.4 #* 11.7 e 665.0 82.0 mmoli/min/1® cellule,
rispettivamente), mentre a differenziazione ternsin&6) I'attivita della MPO e circa 2 volte
pill bassa che nei PMN (282.7 + 63.4 e 665.0 + &hli/min/10 cellule, rispettivamente).
Considerando invece i valori relativi all’attivignzimatica nei lisati delle cellule inattivate, si
puo notare come la differenza tra le cellule PLB-98T e i PMN sia meno flagrante: nelle
cellule a G2 di differenziazione la quantita di MGolamente 2 volte inferiore a quella dei
PMN (481.7 + 53.4 e 1037.9 + 87.8 mmoli/mirfk&llule, rispettivamente), e nelle cellule a
G6 di differenziazione (897.9 + 31.5 mmoli/minf16ellule) ritroviamo quantita di MPO

paragonabili a quelle dei neutrofili umani.
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La Figura 28 evidenzia, rispetto ai PMN, il difettosecrezione della MPO da parte della linea
cellulare PLB-985 la capacita di esocitosi delleBFA85 aumenta con il progredire della
maturazione cellulare: la percentuale piu basgséadicio dell'enzima si ha infatti nelle cellule
indifferenziate (WT GO: 20,5 + 1,7%), quella pieehta al sesto giorno di differenziazione in
presenza di DMF (WT G6: 36,1 = 6,1%); tuttavia,%adi rilascio dell'enzima si mantiene
sempre inferiore a quella dei PMN (64.6 + 3.4%)nstante le attivita totali nei lisati siano

paragonabili (rispettivamente, 897.9 + 31.5 e 193787.8 mmloi/min/18cellule).
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Figura 28: Rilascio della MPO nei surnatanti di esoitosi di PMN e cellule PLB-985 WT | dati,
espressi in termini di % di rilascio, rappresentémonedia + DS di almeno 4 esperimenti condotti in
duplicato (n=4-7).

4.B.7.5 Dosaggio dell'elastasi

Il dosaggio dell’elastasi, enzima marker dei gramaurofili, viene effettuato secondo il test

fluorimetrico descritto in Mat. e met., § 3.H.3idultati ottenuti sono riportati in Tabella 8.
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)

PMN 1889.4 + 86.3 2620.4 £ 112.1 4366.9 + 173.5
WT GO 0.0+ 0.0 269.3 £+ 73.3 259.5 + 38.8
WT G2 0.0+ 0.0 185.4 + 46.7 201.7 + 24.6
WT G3 0.0+ 0.0 200.5 + 53.9 216.3 + 29.4
WT G4 15.3+2.7 287.6 + 53.3 303.1 + 36.2
WT G5 15.3+5.2 281.9+17.3 250.4 +41.3
WT G6 33.9+14.8 641.8 + 13.6 679.3 £50.1

Tabella 8: Dosaggio dell’elastasi in neutrofili umai e cellule PLB-985 WT. Le condizioni
sperimentali sono quelle riportate in nel § 3.H.8ati sono espressi come quantita di elastasicidaa
(surnatante), quantita rimanente nelle cellule Iépeldopo attivazione con fMLF, e quantita totale
inizialmente presente (lisato della sospensioreeliile non stimolate). | valori assoluti rappreseo la
media + DS dell'attivita totale (ingrammi/min/16 cellule) calcolata a partire da almeno 4 esperimen
(n=4-8).

E' interessante notare che nelle cellule PLB-985 WTorrispondenza delle fasi iniziali della
maturazione granulocitica (da GO a G3), lattivdall’elastasi € assente nei surnatanti di
esocitosi. Quando le cellule raggiungono gli seadinzati della maturazione granulocitica (da
G4 a G6 di differenziazione) é possibile misuraadtivita enzimatica in queste frazioni
cellulari. La quantita di elastasi ritrovata nedalio dei neutrofili non attivati (4366.9 + 173.5
ng/min/10 cellule) risulta essere da 6 (PLB WT G6, 679.3:Amg/min/10 cellule) a 20 volte
(PLB WT G2, 201.7 + 24.6g/min/1@ cellule) superiore.

Come osservato in precedenza nel caso della MPéheaih rilascio dell’elastasi da parte di
guesta linea cellulare appare nettamente compramdasquantita d’enzima ritrovata nei
surnatanti delle cellule PLB WT (da G4 a G6) ativeorrisponde mediamente al 5.1 + 1.3%
della quantita di elastasi totale contenuta in tesllule, laddove il rilascio di questo stesso
enzima da parte dei neutrofili attivati dal'fMLFggiunge valori pari a circa il 45.6 + 6.7%
(Figura 29).
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Figura 29: Rilascio dell’elastasi nei surnatanti diesocitosi di cellule PLB-985 WT e PMN umanill
dosaggio enzimatico é effettuato secondo la praeediescritta nella sezione Mat. e met. (8§ 3.H.d@ati
rappresentano la media + DS di almeno 3 esperirimatifiendenti condotti in duplicato (n=3-6).

4.B.7.6 Dosaggio della catepsina G

La catepsina G, un altro enzima marker dei graadirofili dotato di attivitd antimicrobica, é
stata quantificata attraverso il saggio colorineetidescritto in Mat. e met., 8 3.H.4; la Tabella 9
mostra l'attivita totale della catepsina G riscatdr nei campioni di esocitosi delle cellule
attivate dall'fMLF. Dai risultati presentati in talla risulta evidente che I'attivita enzimatica
della catepsina G & gravemente compromessa indéuttdlule "PLB-985 WT, a qualsiasi stadio
della maturazione in granulociti: se considerianvalori di attivita enzimatica totale ottenuti a
partire dal lisato delle cellule a riposo, la qui@andi catepsina G ritrovata in questa linea
cellulare & da 3 (WT G6, 14.2 + 48/min/1¢ cellule) a 30 volte (WT GO, 1.7 + 0.3
ng/min/1@ cellule) inferiore rispetto ai neutrofili (50.9 &7 pg/min/1¢ cellule). Ancora una
volta, la differenza piu eclatante tra questi dig tellulari riguarda I'attivita enzimatica
ritrovata nei surnatanti di esocitosi: in questm@éoni di degranulazione [I'attivita della
catepsina G € pari a 0 nelle cellule WT indiffeiate e nelle fasi precoci della differenziazione
(G2); anche nelle cellule terminalmente differeteia(G6) [lattivita enzimatica resta

estremamente debole se confrontata ai PMN (in m@dialte piu bassa).
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)
PMN 36.6 +5.4 16.4+2.8 50.9 £+ 8.7
WT GO 0.0+ 0.0 2.2+0.8 1.7+0.3
WT G2 0.0+ 0.0 7.1+£1.2 59+1.7
WT G3 0.7+0.1 9.9+1.4 83121
WT G4 3.0+ 0.9 51+1.4 83+2.1
WT G5 4.4+1.3 6.8+1.9 10.6 £+ 2.0
WT G6 4.2 +0.5 9.9+2.3 14.2 + 4.3

Tabella 9: Dosaggio della catepsina G in neutrofiliumani e cellule PLB-985 WT. L'attivita
enzimatica & misurata secondo la metodica desoett® 3.H.4. | risultati sono espressi come d#ivi
totale (inpg/min/10 cellule), della catepsina G rilasciata (surnatarienanente nelle cellule (pellet)
dopo attivazione da fMLF e attivita totale nel tsaellulare (totale). | dati sono la media £ DS di
almeno 3 esperimenti (n=3-5).

Queste considerazioni sono confermate dal graficd-igura 30, che riporta i dati relativi
all’efficacia della degranulazione: la percentudlerilascio della catepsina G nei neutrofili
attivati e del 69,1 + 8,9% (n=3), mentre nelle WellPLB WT varia da un valore minimo di 6.6
+ 1.7% per le cellule a G3 di differenziazione,usdmassimo di 39.3 + 2.7% per le cellule a G5
di differenziazione (nelle cellule a GO e G2 difelienziazione la catepsina G sembra non venire

secreta affatto).
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Figura 30: Rilascio della catepsina G nei surnatamtdi esocitosi di cellule PLB-985 WT e PMN
umani. Il dosaggio enzimatico é effettuato secondo lac@dara descritta nella sezione mat. e met. (8
3.H.4). | dati rappresentano la media £ DS di almn8nesperimenti indipendenti condotti in duplicato
(n=3-5).

4.B.7.7 Dosaggio dellp-glucuronidasi

La B-glucuronidasi, enzima marker dei granuli azurpfdi stata dosata secondo la tecnica
fluorimetrica descritta in Mat. e met. (8 3.H.5)idultati ottenuti da questa serie di esperimenti
sono mostrati in Tabella 10 che riporta i valoti’déivita totale dellap-glucuronidasi ritrovata
nelle frazioni di esocitosi (surnatante e pelleteélisato delle cellule non attivate. Osservando
risultati relativi all’attivita enzimatica nei suwatanti ottenuti dalla degranulazione, possiamo
notare come vi sia un progressivo aumento dellisdtip-glucuronidasica parallelamente al
progredire della maturazione granulocitica: I'atéiv totale passa infatti da 18.9 + 5.3
nmoli/min/1¢ cellule (PLB WT indifferenziate) a 293.5 + 37.5 alifmin/10° cellule (PLB WT
terminalmente differenziate). Un andamento similesgéervato anche per lattivitd enzimatica

relativa ai pellet .
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)

PMN 510.8 + 34.5 1879.8 + 145.6 2854.9 £+ 91.0
WT GO 18.9+5.3 917.9 + 38.8 1041.8 + 102.3
WT G2 43.8+6.1 538.4 + 67.2 602.7 +41.3
WT G3 86.1 + 3.9 706.7 + 14.5 827.4 £50.2
WT G4 75.8 + 33.1 1591.8 + 303.5 1775.7 + 61.8
WT G5 134.3+17.2 1210.2 £+ 170.7 1181.1 +79.2
WT G6 293.5+37.5 1285.7 + 159.0 1505.6 + 88.6

Tabella 10: Dosaggio dellg-glucuronidasi in neutrofili umani e cellule PLB-9&% WT. L'attivita
enzimatica & misurata secondo la metodica desoett® 3.H.5. | risultati sono espressi come dtivi
totale (in nmoli/min/18 cellule) dell’enzima rilasciato (surnatante), rireate nelle cellule (pellet) dopo
attivazione da fMLF e attivita totale nel lisatdlokare (totale). | dati sono la media + DS di ahoe3
esperimenti (n=3-6).

Rispetto ai neutrofili umani, ricontriamo un difedi attivita enzimatica per le cellule PLB WT,
ad ogni stadio di differenziazione, che risultaawa meno importante nelle fasi finali della
maturazione cellulare.

La Figura 31 mostra che il rilascio di questo ermig& minimo nelle cellule PLB WT

indifferenziate (WT GO, 2.0 £ 0.4%), e aumenta oetso della maturazione cellulare, per
raggiungere valori paragonabili a quelli osservedi neutrofili umani negli stadi finali della

differenziazione granulocitica (WT G6: 18.4 + 32WIN: 21.4 + 3.3%).

PMN
WT GO
WT G2
WT G3

WT G4

WT G6

I
m
A
]
.
wros
=

0 10 20 30 40 50

% Rilascio

Figura 31: Rilascio dellap-glucuronidasi nei surnatanti di esocitosi di cellle PLB-985 WT e PMN
umani. | dati rappresentano la media + di almeno 4 ésyetti indipendenti (n=4-6).

125



Risultati — Parte B

4.B.7.8 Dosaggio della Lattoferrina

Il dosaggio della lattoferrina viene realizzatamite test Elisa (Mat.e met. § 3.H.7). Una curva
standard e ottenuta a partire dei valori di assmddetti alla lunghezza d’onda di 450 nm, in
funzione del logaritmo della concentrazione di U&nglard in ng/mL. | valori relativi ai
campioni del saggio di degranulazione sono quitténaiti per estrapolazione.

Nel corso di 6 esperimenti indipendenti, non éastaivata alcuna traccia di attivitd enzimatica
nei campioni di esocitosi testati (surnatante,gbeté nel lisato delle cellule PLB-985 WT, per
gualsiasi fase della differenziazione granulociicalizzata. La sensibilita del test e > 1 ng/mL.
Per quanto concerne i neutrofili umani, il rilasdoLF era di 22.3 + 4.9% per il lisato delle
cellule non attivate e del 71.4 + 15.3% per leutelstimolate da fMLF (n=4) (La percentuale di

rilascio é calcolata a partire dai dati di attivtwdale, in ng/mL).

4.B.7.9 Dosaggio del Lisozima

La secrezione del lisozima nel medium extraceltulzl corso della degranulazione é valutato
tramite un saggio spettrofotometrico come desciittdMat. e met., 8 3.H.6. La Tabella 11
riporta i risultati ottenuti in questa serie di esmenti: ancora una volta, € possibile osservare
un aumento dell'attivita enzimatica in funzione l@soluzione granulocitica: il lisozima e
infatti assente negli stadi iniziali della matua® cellulare (cellule da GO e G2) ed e presente
in quantita massima nelle cellule terminalmentdedgénziate (G6). In ogni caso, l'attivita
enzimatica nelle cellule PLB WT rimane notevolmepite bassa rispetto a quella ritrovata nei
neutrofili umani. Per quanto riguarda [l'efficacialltesocitosi, solo le cellule che hanno
raggiunto un certo grado di maturazione granuli{G5-G6) sono in grado di rilasciare |l
lisozima nel medium extracellulare nel corso ddigranulazione: in queste cellule I'entita del

rilascio é pari a circa la meta di quanto ossermaid®MN 5Figura 32).
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Surnatante Pellet Lisato cell.
(+ fMLF) (+ fMLF) (- fMLF)
PMN 2037.9 + 748.1 3549.6 + 733.2 5917.0 + 843.2
WT GO 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0 +0.0
WT G2 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0 +0.0
WT G3 0.0+ 0.0 39.7+ 2.9 42.3+11.0
WT G4 0.0+ 0.0 45.8 £+ 17.9 61.9 £+ 20.3
WT G5 34.3£10.5 156.9 £ 32.5 180.8 + 38.9
WT G6 34.8+4.4 252.2 £+ 46.3 285.1 + 38.5

Tabella 11: Dosaggio del lisozima in neutrofili umai e cellule PLB-985 WT.I dati sono espressi
come quantita di enzima rilasciato (surnatantednta rimanente nelle cellule (pellet) dopo attieae

delle cellule con fMLF, e quantita totale inizialne presente (lisato della sospensione di cellale n
stimolate). | valori assoluti rappresentano la retiDS dell’attivita totale (in Unita Internaziongler
10° cellule) calcolata a partire da almeno 5 esperiniar5-8).
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Figura 32: Rilascio del lisozima nei surnatanti diesocitosi di cellule PLB-985 WT e PMN umanil
dati rappresentano la media £ di almeno 5 espetirmglipendenti (n=5-7).
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4.B.7.10 Dosaggio della collagenasi (MMP-8)

Il rilascio della collagenasi e stato valutato ggaead un test ELISA che permette di quantificare
la MMP-8 presente sotto forma di pro-enzima (MMRa8ente) o di enzima attivo, nei
surnatanti e pellets ottenuti dalla degranulazenei lisati cellulari.

Nel corso di 5 esperimenti indipendenti effettuatilaboratorio, non e stata ritrovata alcuna
traccia di collagenasi nei nostri campioni ottemiatiia degranulazione (né nei surnatanti, né nei
pellets) né nei lisati delle cellule PLB WT, peratgiasi stadio della differenziazione
granulocitica. La sensibililita del test & di 0.0¢/mL. Per quanto riguarda i neutrofili umani,
Iattivita totale della collagenasi nel surantadieesocitosi era di 1375,7 + 114,2 ng/mL910

cellule, con un rilascio pari al 74,2 + 5.1% (n=4).

4.B.7.11 Dosaggio della Gelatinasi (MMP-9)

L’esocitosi dei granuli terziari e stata valutat@gsumando I'attivita della gelatinasi o MMP-9
tramite zimografia, come descritto in Mat. e m@t3.H.9.

In questa serie di esperimenti abbiamo sceltogiiate I'attivita gelatinolitica dei surnatanti dei
mezzi di coltura delle cellule, oltre che quella siernatanti di esocitosi e ai lisati cellulari. La
Figura 33 mostra lo zimogramma ottenuto nel colisondesperimento rappresentativo, in cui
sono stati testati per l'attivitd gelatinoliticaniezzi di coltura, i surnatanti di esocitosi e atis
delle cellule WT indifferenziate e dopo 6 giornitchttamento al DMF; il controllo positivo
rappresentato dal surnatante di esocitosi dei oidutr

E’ noto che le metalloproteasi sono secrete sotttdodi precursore latente, con un peso
molecolare piu elevato (92 kDa) rispetto all’enzimaturo (85 kDa).

Nei lisati cellulari I'attivita gelatinolitica & aente (cellule indifferenziate, GO) o estremamente
bassa (cellule differenziate, G6: 112.6 pg/I@llule per la pro-MMP9). Nei surnatanti
provenienti dal saggio di esocitosi (SNT) la quantdi MMP-9 rilevata é assai ridotta, per
entrambi i tipi cellulari analizzati: la letturam@tometrica delle bande a 92 kDa ha rivelato una
quantitd di enzima corrispondente a 67.8 pg/téllule GO e a 111.4 pg/iGellule G6.
Sorprendentemente, abbiamo ritrovato I'attivitaieraica piu elevata nei mezzi di coltura
(MC): in questi campioni, infatti, la banda a 92 &@pro-MMP-9) e ben visibile sia nelle
cellule indifferenziate (173.0 pg/5 x ®6ellule GO) che in quelle terminalmente differenei
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(740.4 pg/5 x 1Dcellule GB6); in queste ultime, possiamo osseramehe la banda a 85 KDa,
caratteristica della forma attiva della gelatind82.7 pg/5 x 19cellule G6), e la banda a 72
kDa circa, corrispondente alla MMP-2 latente (88325 x 16 cellule G6).

Come controllo positivo, abbiamo depositato 10 ¢llsidirnatante di esocitosi dei PMN: come si
puo’ vedere dall'intensita della banda ottenutandistro deposito e saturante; tuttavia, e
distinguibile una banda a circa 130 KDa, corrisporid alla MMP-9 associata alla NGAL
(neutrophil gelatinase-associated lipocdliha quantita di MMP9 nel surnatante di esocittisi
PMN a 106/mL é di circa 500 mg/mL.

MC SNT LISATO  gNT
M GO G6 GO G6 GO G6 PMN
MMP9/NGAL
97 KDa Pro-MMP9
MMP9
66 KDa MMP-2

45 KDa

Figura 33: Zimogramma dell'attivita gelatinasica d cellule PLB-985 WT. Per i mezzi di coltura
(MC) stati depositati 130 pL dei mezzi di coltuigbck 10 cellule indifferenziate (GO) o terminalmente
differenziate (G6); per i surnatanti di esocitddN{) sono stati depositati 150 pL dei surnatnaératti
dalla degranulazione di i@ellule stimolate da fMLF; i lisati cellulari (LISTO) sono ottenuti per
sonicazione di 10cellule e successiva centrifugazione di 10’ a 480§ a 4°C; & stato depositato
'equivalente di 20 pg di proteine. SNT PMN, suarde di esocitosi di PMN; M, markers di peso
molecolare.

4.B.7.12 Dosaggio di CD11b

Abbiamo poi valutato I'esocitosi dei granuli spegife delle vescicole secretorie sulla base
dell’'espressione di superficie di CD11b, la catlggeraa della integrinaouf,, valutata con
tecniche citofluorimetriche (cfr Mat e met § 3.H 1Come emerge dalla Figura 34,
'espressione di CD11b, minima nelle PLB WT indiffieziate, aumentava progressivamente
nel corso della maturazione granulocitica, rimamemakttavia sempre inferiore ai livelli di
espressione osservati nei neutrofili umani (2-3evpiu bassa). Inoltre, nelle cellule PLB WT

I'espressione di CD11b aumentava solo lievementseijuito all'aggiunta di fMLF 16 M,
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utilizzato come stimolo per indurre la degranulaeiorispetto alle cellule a riposo. Nei PMN
invece, la stimolazione da fMLF determinava un @meento significativo dell’espressione del

recettore, rispetto a quella dei neutrofili in caehi basali.

300 - *
O37C OfMLF ]
250 -
2 200 A
—
(a)
Q
gl-l-1507
©
©
T 100 -
50 -
0/ =E=m [ E=Wm ﬂ ‘ ﬂ ‘
WT GO WT G1 WT G4 WT G5 WT G6 PMN

Figura 34: Espressione di superficie di CD11b nelleellule PLB-985 WT e PMN umanill legame
dell’anticorpo anti-CD11b FITC coniugato € valutatamite citometria a flusso, come descritto nel §
3.H.10, attraverso I'cquisizione e l'analisi di D@0eventi. | risultati sono la media + DS dei valdir
unita di fluorescenza relativa (UFR) ottenuti iesperimenti, ognuno condotto in duplicato. *, 3%
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4.B.8 Discussione

La linea cellulare promielocitica PLB-985 costites un modello sperimentale di
differenziazione mieloide ampiamente utilizzatdetteratura per gli studi su svariate risposte
funzionali dei neutrofili e, in particolare, sui nmanismi molecolari di attivazione del
complesso NADPH ossidasi (DeCoursey et al., 20@tlrizzi et al., 2002; van Bruggen et al.,
2004; Bionda et al., 2004; Li et al., 2005 e 20@éssach et al., 2006; Taylor et al., 2006; Cheng
et al., 2007; Bissonnette et al., 2008; Pivot-Pejal., 2010).

Un lavoro precedentemente realizzato nel laboxtdirricerca sulla CGD diretto dalla Dott.ssa

Stasia ha messo in evidenza il ruolo della secoamdasa intracitosolica (doop D)

nell’attivazione del complesso ossidasi (Li et &005). A questo scopo, la sequenza

corrispondente al loop D del cDNA codificante pesx® é stata modificata per mutagenesi
direzionale, prima di essere transfettata in mddbile nel modello cellulare PLB-985 KO in
cui il geneCYBBE€ inattivato per ricombinazione omologa (Zhenlgtl®93). Questo lavoro ha
permesso di dimostrare che il loop D di Nox2, |lmzdto prima del quinto passaggio
transmembrana, partecipa al trasferimento di el@tilal FAD ai gruppi eme. La sostituzione
della sequenza del loop D di NoX3'TSSTKTIRRS®) con quella dell’'ossidasi omologa Nox4

(F*TASTYAIRVS™) ha inoltre permesso di evidenziare una superymiode di anioni

superossido in risposta ad agenti solubili da pdrtgueste cellule PLB-985 “super-mutanti”,

definite DIOORoxa-NOX2.

Parte di questo lavoro di tesi e stato pertantdl@ud verificare la capacita delle cellule

Dloopnoxa-NOX2 di rispondere con una “super-attivita” ossida anche agli stimoli fagocitabili,

e di valutarne I'impatto sull'attivitd microbicida.

Il primo obiettivo é stato quello di caratterizza@rprofilo di attivazione della NADPH ossidasi

delle cellule PLB-985 WT-Nox2 e Dlo@ps-Nox2 in seguito alla stimolazione da parte di

microrganismi quals. aureuse C. albicans | risultati da noi ottenuti ci permettono di dftere

alcune considerazioni:

* in tutte le cellule PLB-985 differenziate, la prathne di ROS indotta dai microrganismi €
nettamente inferiore rispetto a quella esibitardaitrofili umani. Quando invece le cellule
erano stimolate con agonisti solubili (PMA, fMLH, differenza tra la risposta metabolica
delle cellule transfettate e quella dei neutrafilituri era meno evidente: la generazione di
ROS da parte delle cellule PLB-985 Dlggp-Nox2 stimolate da PMA raggiungeva valori
paragonabili a quelli dei PMN (Tabella 4). Questscepanza potrebbe semplicemente
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dipendere da un difetto di fagocitosi delle PLB-9&ecentemente infatti, Pivot-Pajot e
colleghi hanno dimostrato che la capacita fagaxitielle cellule PLB-985 raggiunge il
livello massimo a 5 minuti di incubazione per poimohuire, mentre aumenta
progressivamente per i neutrofili umani (Pivot-Ragbal., 2010). Tuttavia, gli esperimenti
di microscopia confocale eseguiti nel nostro latmia hanno mostrato che le cellule PLB-
985 fagocitano normalmente particelle di latex eyfhosan opsonizzate (Li et al., 2005;
Debeurme et al., 2010, in preparazione). La dehtligazione delle cellule PLB-985 in
risposta ad agonisti microbici potrebbe trovaregatzione nella carenza di granuli specifici
(e quindi, di citocromo d43g in essi immagazzinato): in queste cellule cioarelibe a
mancare l'attivazione intrafagosomale prolungatayuta ad un consistente e continuo
apporto di citocromo 43g alla membrana fagosomale, necessaria contro gholkt
particolati, laddove invece, stimoli solubili quefMLF richiederebbero un’attivazione piu
transitoria e unicamente a livello della membrana.

Infine, la debole attivazione dell’ossidasi delidlale PLB-985 stimolate dai microrganismi
potrebbe essere spiegata anche da un difetto ngdlasta alle opsonine: in particolare, la
via di trasmissione del segnale che porta all’atione del complesso NADPH ossidasi,
mediata dalle Ig sembra compromessa in questa tiekaare. Infatti, nel corso dei nostri
studi sull’attivazione del sistema NADPH ossidasi parte degli stimoli particolati,
abbiamo messo in evidenza che le particelle dixJatgsonizzate unicamente con le
immunoglobuline G, producevano un’attivazione 7teahferiore rispetto a quella ottenuta
con lo zymosan siero-opsonizzato, che stimola copteaneamente i recettori dei derivati
del complemento (C3b/C3bi) e quelle delle Ig (Gdron, Defendet al., 2010).

Ad ogni modo, | super-attivita ossidasica delldute Dloopyoxs-NOX2 rispetto alle WT-
Nox2, gia osservata in risposta a stimoli soluhilsulta confermata anche utilizzando
agonisti particolati qualiS. aureuse C albicans Tuttavia, in quest'ultimo caso, la
differenza tra i due tipi cellulari (pari a un fat¢ 1.7 circa per entrambi i microorganismi) e
meno marcata rispetto a quanto osservato in risg@BMA e fMLF (pari circa ad un fattore
2 per il PMA e ad un fattore 5 per I'fMLF).. Nel stoo gruppo, il lavoro di tesi di Laure
Carrichon ha in effetti dimostrato che le cellulédo@noxs-NOX2 mostrano una “super-
attivita” ossidasica in particolare in rispostaagbnisti quali fMLF e ionomicina, che sono
piu sensibili allaumento delle concentrazioni pitmsmatiche di calcio. L'influsso
intracellulare di calcio € infatti fortemente coofw nella trasmissione del segnale

all'origine dell’attivazione della NADPH ossidasin particolare nella trasduzione del
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segnale attraverso svariate fosfolipasi e chinessponsabili delle fosforilazioni delle

componenti del complesso enzimatico.
In un secondo momento ci siamo dedicati alla valatee dell’attivita microbicida delle cellule
PLB-985 per comprendere, da un lato, se questa loedlulare potesse costituire un valido
modello per lo studio dei processi microbicidi all'dltro, se 'aumentata produzione di ROS
da parte delle cellule PLB-985 DlagpsNox2 fosse accompagnata da un potenziamento
dell'attivita di killing rispetto alle WT-Nox2.
L’attivita microbicida € il risultato dell'azioneoordinata di molteplici eventi: produzione di
specie reattive dell'ossigeno (per attivazionead®ADPH ossidasi e della MPQ), rilascio di
enzimi/peptidi antimicrobici, variazioni del pH eelth tonicita vacuolare, che creano
nell’lambiente fagosomale le condizioni ottimali pérccisione dei microrganismi. Come
precedentemente dimostrato (cfr Risultati, 8 4:aftivita NADPH ossidasica € indispensabile
per I'eliminazione di alcuni microrganisn (aureuse C. albicang, mentre altri (qualE. coli)
sono uccisi efficacemente anche in assenza deiegsbmssidativi, come dimostrato dalla
capacita dei neutrofili di soggetti affetti da mtka granulomatosa cronica (privi quindi di
attivita ossidasica) di uccidere quasi normalmejtesti batteri (Defendi et al., 2009; Decleva
et al., 2006).
| risultati da noi ottenuti hanno mostrato che, pigmi 10 minuti di fagocitosi, il killing diS.
aureuse C. albicansda parte delle cellule PLB WT-Nox2 e Dlegp-Nox2 e paragonabile a
guello dei neutrofili umani; tuttavia, prolungandiempi di incubazione il potere microbicida di
gueste cellule si esaurisce e la crescita micropreade il sopravvento. Complessivamente,
questi dati evidenziano un difetto di attivita noicicida particolarmente grave da parte delle
cellule PLB-985 nei confronti db. aureuse C. albicans anche quando si utilizza un rapporto
cellule:microrganismi ridotto (2:1).
Se paragoniamo i risultati ottenuti con le celli®&B-985 WT-Nox2 e Dloofwxs-Nox2,
osserviamo che l'aumentata produzione di ROS risatan per le cellule mutanti DIoQgs-
Nox2 non € sufficiente a potenziare I'attivita noloicida di queste cellule rispetto alle cellule
WT-Nox2, contro dei microrganismi la cui eliminaze e nota essere strettamente dipendente
dai processi ossidativi. E’ interessante notare oheisposta ai microrganismi citati, sembra
esista una sorta di livello di attivazione “soglidéll'ossidasi al di sopra del quale le ROS
prodotte dalle cellule PLB-985 sono sufficienti arantire una, seppur debole, attivita
microbicida : le cellule WT-Nox2 generano infattiatita di ROS pari a &( aureuse 2 volte
(C. albican$ quelle prodotte dalle cellule X-CGD che non estbno alcuna capacita di killing.

Tuttavia, la differenza di attivita ossidasicaleaellule DIoopoxs-Nox2 e WT-Nox2 (circa 1,6
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volte per entrambi i microrganismi) non determif@a miglioramento dell’azione microbicida
delle cellule “supermutanti”.

Ci siamo in seguito proposti di valutare I'attivitdicrobicida delle nostre cellule nei confronti
di un microrganismo che é eliminato efficacememeha in assenza di attivita ossidasiga:
coli. Le cellule PLB-985 WT-Nox2, Dloggxs-Nox2 e X-CGD, che presentano livelli differenti
di attivita ossidasica, mostrano un KillingHli coli praticamente identico (Fig. 26). L'uccisione
di questo microrganismo da parte di tutte quedialeeaisulta tuttavia parzialmente deficitaria
rispetto ai neutrofili umani.

Complessivamente, i nostri risultati mettono pepriana volta in luce una capacita microbicida
fortemente compromessa per la linea cellulare P&8B-@uesta osservazione puo, almeno in
parte, essere spiegata dal ridotto contenuto acr@tno lgsg delle cellule PLB-985 (un decimo
rispetto ai PMN; cfr Tabella 3) e dal difetto dspbsta alle opsonine che determinerebbe una
carente attivazione dell’ossidasi; la conseguentenindita produzione di ROS
comprometterebbe in particolare I'eliminazione demrganismi qualS. aureuse C. albicans

il cui killing e noto essere fortemente dipendedd#’attivita ossidasica.

Accanto a cio’, il difetto di killing diE. coli da parte di tutte le cellule PLB-985 transfettate
suggerisce una carenza anche a livello dei mecoamiscrobicidi ossigeno-indipendenti. Ci
siamo quindi interessati alla caratterizzazione awltenuto dei granuli citoplasmatici delle
cellule PLB-985 allo scopo di valutare l'efficadiella differenziazione di queste cellule nel
fenotipo granulocitico.

La mobilitazione dei granuli primari € stata mordta analizzando il rilascio di
mieloperossidasi, elastasi, catepsina 3-glucuronidasi. | nostri risultati confermano la
presenza dei granuli primari nel citoplasma dekdlute PLB-985, come precedentemente
riportato da altri ricercatori (Tucker et al., 1983audreault et al., 2005; Kaldi et al., 2003;
Pedruzzi et al., 2002; Pivot-Pajot et al., 2010Q)ttiTi markers dei granuli azurofili esaminati
sono presenti gia nelle cellule indifferenziate cloerrispondono allo stadio della
differenziazione mieloide di mieloblasta/promietaciAbbiamo tuttavia messo in evidenza per
la prima volta un difetto di attivita per tutti cgieenzimi dei granuli azurofili, in qualsiasi stad
della maturazione granulocitica; tale carenza agppatremamente grave nelle fasi iniziali della
differenziazione, e si attenua solo parzialmentenona mano che le cellule arrivano a
maturazione: nelle cellule differenziate, infatiplamente la mieloperossidasi raggiunge livelli
di attivita paragonabili a quelli osservati pereutrofili umani; per gli altri markers, l'attivita
enzimatica rimane assai deficitaria (15% per l'&lsis 30% per la Catepsina G e 50% pdi-la

glucuronidasi, se paragonate alle rispettive adtighzimatiche dei PMN).
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| dati di letteratura sul contenuto dei granulinpari delle cellule PLB-985 sono assai scarsi, e
limitati all’analisi dei livelli di RNA per la MPOin accordo con i nostri risultati, Pivot-Pajot e
collaboratori ritrovano la MPO nelle cellule indifenziate e in quelle che hanno subito 6 giorni
di induzione con DMF (Pivot-Pajot et al.,, 2010);m®ns e collaboratori mostrano una
diminuzione dei livelli di RNA per la MPO nei prirdi giorni di differenziazione in presenza di
DMF, rispetto alle cellule indifferenziate (Simoetsal., 2008). | dati da noi ottenuti misurando
l'attivita perossidasica delle cellule PLB-985 aNarie fasi della maturazione mieloide
mostrano un andamento simile: il trattamento conFD&mbra infatti indurre una iniziale
diminuzione della quantita di MPO (G2-G4); I'atti&viperossidasica tende poi ad aumentare
guando le cellule arrivano a maturazione (G5-Géella 5).

E da sottolineare in particolare la grave careretie grroteine microbicide elastasi e catepsina G
(Tabelle 8-9 e Figg. 29-30).

Un’altra considerazione importante riguarda |'edfi@ della degranulazione nella linea
cellulare studiata: il rilascio di MPO, elastastaepsina G dai granuli primari delle PLB-985
risulta estremamente compromesso: nelle cellule RUB terminalmente differenziate la
guantita di elastasi rilasciata corrisponde a uninde di quanto osservato per i PMN; la
secrezione di MPO e catepsina G corrisponde cir6@% del rilascio di questi stessi markers
da parte dei neutrofili umani. Solamente I'esogitalla B-glucuronidasi € paragonabile nei
neutrofili umani e nelle cellule PLB WT terminalnerdifferenziate, anche se la quantita di
enzima ritrovato corrisponda circa al 50% dellaté nei neutrofili.

Possiamo quindi concludere che nella linea cekul@tB-985 la mobilitazione dei granuli
primari e la biogenesi delle proteine microbicideessi contenute sono notevolmente difettose
rispetto ai neutrofili umani e cio potrebbe contiile al difetto di attivita microbicida di questa
linea cellulare: in particolare, la carenza di MB@nprometterebbe il killing nei confronti di
staffilococco e candida, microorganismi la cui efhazione é fortemente dipendente
dall'attivita perossidasica (cfr. Risultati 4.A).

Il dosaggio dei markers dei granuli secondari neldule PLB-985 ha messo in evidenza
'assenza di proteine quali la lattoferrina e l#agenasi e una grave carenza di lisozima, sia in
termini di attivita (in media 20 volte inferiorespgetto ai neutrofili umani) che in termini di
rilascio (circa la meta rispetto all’esocitosi @iozima trovata nei PMN). In accordo con i nostri
risultati, Pivot-Pajot e collaboratori non hannmavato alcuna traccia di RNA per la lattoferrina
nelle cellule PLB-985 prima o dopo differenziaziome presenza di DMF. Simons e
collaboratori hanno invece mostrato che I'espressiiel RNA per la LF era minima nei primi

giorni di differenziazione (G1-G2) e massima a @M dutori non riportano I'espressione a G5
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e G6). Tuttavia, la presenza del RNA per la lattidia non é di per sé sufficiente a dimostrare
(a) che la proteina sia sintetizzata, (b) che sdd@tta in forma attiva, (c) che sia immagazzinata
nei granuli.

Pedruzzi et al., (2002) hanno descritto la degeaahe dei granuli specifici nelle cellule PLB-
985 indotte da DMF in presenza di 1% Nutridoma &Hzzando come marker il CD11b: gli
autori trovavano un aumento della sua espressipsepérficie in seguito alla stimolazione da
fMLF. | nostri risultati mostrano invece che l'espsione di CD1lb aumenta con la
differenziazione delle cellule, ma non é influeazdall’attivazione con fMLF, contrariamente a
guanto osservato per i neutrofili umani: ne abbiasedotto che, nelle nostre condizioni di
differenziazione, il CD11b e espresso solamenteedld della membrana plasmatica e che la
degranulazione indotta da fMLF non ne modificapiessione.

Complessivamente, l'assenza di lattoferina e ceHagi, le ridotte quantita di lisozima, di
CD11b e, lo ricordiamo, di citocromadg supportano I'idea che le cellule PLB-985 presenti
un difetto a livello della biogenesi dei granuliesfici, sia a livello della sintesi dei markers
granulari che del loro immagazzinamento nelle &irat intracitoplasmatiche. Questo
determinerebbe da un lato, la parziale o totaleress delle proteine solubili (nel caso di
lisozima, lattoferrina e collagenasi) e, dall’ajtla sola associazione al plasmalemma delle
proteine che nei neutrofili sono confinate previderente sulla membrana dei granuli
perossidasi negativi (CD11b e citocromggp Le nostre conclusioni sono in accordo con
guanto osservato in precedenza per un’altra limeaniglocitica umana, le HL-60: e stato
infatti dimostrato che in queste il citocromesgé localizzato quasi esclusivamente a livello
della membrana plasmatica, oltre che nelle strittohe partecipano alla sintesi e al
direzionamento delle proteine. Questo testimonteedbncapacita di questa linea cellulare di
generare i granuli specifici e lascerebbe intender® quando la via normale di
immagazzinamento nei granuli e bloccata, la viaraditiva conduce alla superficie della
cellula, risultando nella secrezione di proteinkilsiii (quali la NGAL) e nell’'incorporazione a
livello della membrana plasmatica delle proteine niembrana (quali il citocromosdy)
(LeCabec et al., 1997). Un'ulteriore conferma altestra ipotesi € fornita dai dati concernenti
I'espressione di superficie del citocromgd E’ noto infatti che nei neutrofili umani a riposo
guesto eterodimero € principalmente associatonadiambrana dei granuli specifici (85%) oltre
che alla membrana plasmatica (15%); quando le leeBono stimolate, la secrezione dei
granuli specifici determina il rilascio del citoono bysg e il conseguente aumento della sua
espressione a livello della membrana plasmaticafagjosomale (Borregaard et al., 1983 e

1984). Contrariamente a quanto accade nei PMNgcorso di numerosi esperimenti da noi
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effettuati abbiamo potuto mettere in evidenza casptessione di superficie di Nox2 nelle
cellule PLB-985 non varia prima o dopo I'attivazeofcfr Figura 21).

Il rilascio dei granuli terziari & stato valutatasorando, tramite zimografia, I'attivita della
gelatinasi MMP-9, enzima marker di questa popolazigranulare, nelle cellule indifferenziate
(GO) e dopo 6 giorni di trattamento con DMF. Neinsdanti di esocitosi e nei lisati cellulari
provenienti da entrambe le popolazioni cellula&iMMP-9 era assente o estremamente debole;
nei mezzi di coltura delle cellule indifferenziaieyece, € stato possibile evidenziare una
debole banda corrispondente alla forma latenteadéiMP-9; nelle cellule terminalmente
differenziate (G6), la quantita di enzima secreta @vece piu elevato ed era possibile
distinguere oltre alla banda relativa alla MMP-&tde a 92 kDa, anche quella corrispondente
all’enzima attivato (a circa 82 kDa) e quella dédP-2 (o gelatinasi A) a 72 kDa (Fig. 37).
La secrezione della gelatinasi nel medium di caltsmggerisce che le cellule PLB-985 non
immagazzinano, o accumulano solo parzialmente, diatigasi al loro interno prima di
rilasciarla, contrariamente ai neutrofili che li@eo il contenuto granulare in seguito a
stimolazione (Borregaard et al., 1997; Morel et 84094). Analogamente a quanto abbiamo
osservato per le cellule PLB-985, é stato dimastcte i linfociti B (che non possiedono
granuli citoplasmatici) sintetizzano e rilascianola@o esterno la gelatinasi MMP-9, senza
accumularla in compartimenti intracitoplasmatici rq@mé et al., 1998). Questi dati
sembrerebbero indicare che la linea cellulare P8B-Ppresenta una carenza a livello della
biogenesi dei granuli terziari.Nel loro studio plitdto di recente, Pivot-Pajot e colleghi
sostengono che l'efficacia della maturazione gracitita delle PLB-985 dipenderebbe
strettamente dall’agente di differenziazione wdito: ad esempio, le cellule differenziate con
DMSO costituirebbero un modello di neutrophils-likgeferenziale per lo studio della
fagocitosi mediata dai recettori f;anentre per lo studio dei processi di esocitosigdanuli
terziari e della vescicole secretorie, il modekdldare piu valido sarebbe rappresentato dalle
cellule PLB-985 differenziate con dbc-AMP (Pivotjéteet al., 2010).

Complessivamente i risultati presentati in questa mostrano che, nelle nostre condizioni di
differenziazione, le cellule PLB-985 possiedonmiaggiorparte delle caratteristiche funzionali
dei granulociti maturi quali burst respiratorio &bcitosi; tuttavia, la loro risposta funzionale é
generalmente piu debole rispetto a quella dei pélitumani. Esse cosituiscono pertanto un
modello efficace per lo studio dei meccanismi divazione del complesso NADPH ossidasi;
tuttavia, il grado di maturazione raggiunto (metogitico, probabilmente), che e
caratterizzato da una carente degranulazione, rqudsta linea cellulare inadatta allo studio

dei meccanismi microbicidi.
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Lavoro realizzato

in colaborazione tra il

Dipartimento di Scienze della Vita

(Universita di Trieste)

e il Centro CGD
(Ospedale Universitario di Grenoble)
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4.C ldentificazione di una nuova mutazione puntiirme nel
promotere del geneCYBB resposabile di un raro caso di
CGD X9T

La malattia granulomatosa cronica € un'immunodefiza congenita in cui i fagociti non sono
in grado di produrre le specie reattive dell'oseme Si tratta di un disordine genetico
eterogeneo, causato da una grande varieta di mootazi delezioni, mutazionmissenseo
nonsensg alterazioni dei siti di splicing, inserzioni -dalizzate nei geni codificanti per i
componenti della NADPH ossidasi.

Esistono 2 tipi di trasmissione della malattia: fémma autosomica recessiva (concernente
mutazioni nei geni codificanti per le subunita pd0x p47phox p67hhox o p22hox e la
forma piu comune, a trasmissione legata al cromaskr(o X-linked dovuta a difetti nel gene
CYBB codificante per la proteina gp$iox o Nox2. La maggior parte dei casi di CGD
diagnosticati (circa il 60%) é dovuta ad un difettel geneCYBB In questo contesto, le
mutazioni genetiche determinano per lo piu la gardella proteina corrispondente: la forma
CGD X972, la piu frequente, si traduce infatti nel’assedetle due subunita del citocromegs$

e nella conseguente mancanza di attivita ossida8imeanto a questa, una forma piu rara di
CGD é stata descritta in letteratura, definita C&®L, in cui la diminuita espressione del
citocromo Igsg 0 la normale espressione della forma mutata gelééeina sono associate ad
un’attivita NADPH ossidasica ridotta (Stasia e RD08).

Lo studio di queste rare varianti di CGD si rivelrticolarmente interessante poiche permette
di mettere in evidenza le regioni geniche coinvokfia regolazione della sintesi di gpibx

nella sua stabilizzazione, o ancora nei processitifiazione del complesso enzimatico.

Parte dell'attivita sperimentale svolta nellambigi questa tesi e stata dedicata alla
caratterizzazione molecolare e funzionale di um raso di malattia granulomatosa cronica
presente in due membri della stessa famiglia, ddctjg anno oggetto di studio da parte del
nostro laboratorio del Dipartimento di Scienze aélita. Si tratta di una variante atipica di
CGD di tipo X-linked, caratterizzata da una ridotta espressione dedigeipa gp9phox (CGD
X971).

Questo lavoro e stato realizzato in collaborazitnaeil Dipartimento di Scienze della Vita
dell’'Universita di Trieste e il Centro di Diagnosi Ricerca sulla CGD dell'Ospedale di
Grenoble; i risultati ottenuti sono stati succeasiente pubblicati [cfrDefendi F et al,
Biochimica et Biophysica Acta 1792 (2009) 2014210
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4.C.1 Descrizione dei casi clinici

L’albero genealogico della famiglia C é riportatlla Figura 35.

Il paziente II-2 &€ nato nel 1947; la madre € morta qualche anre dausa di una patologia
imprecisata, il padre &€ deceduto recentementiglib {I11-1) gode di buona salute, le figlie (llI-

2 e llI-3) sono portatrici della malattia. Le sdeetlel paziente sono anch’esse portatrici di
CGD, una di esse (ll-4) e deceduta di recenteatefio (NT) e morto all’eta di 14 anni a causa
di una polmonite. Il paziente 1l-2 ha ricevuto liaghosi di malattia granulomatosa cronica nel
1991, subito dopo che al nipote, allora vententeyaziente IlI-5) era stata diagnosticata la

CGD, nella fase terminale della malattia.

I NT @ FNT
l
[
l
I Q ¥ ¥ NT
1 2 3 NT 4

- 100 @ W

1 2 3 4

Figura 35: Albero genealogico della famiglia Cl soggetti 1I-3, 1I-4, 1lI-2, 11I-3 e IlI-4 sonoisultati
portatrici della CGDX-linked sulla base del test di riduzione del NBT e delggagli produzione del
superossido (cfr Tabella 12). | soggetti 1l-1 elllsono normali in termini di riduzione del NBT & d
produzione di superossido. (Tabella ] ( ), Masoormale; O ), Femmina normald®( ), Femmin
portatrice; - ), Maschio affetto da CGD),(deceduto; NT, non testato.

Il paziente 1I-2 era relativamente in buona safirte a qualche anno fa, quando ha manifestato
successivamente numerosi ascessi cutanei, infezpoimonari con pleuriti trattate con
antibiotici. La sua storia clinica € caratterizzd#aepisodi ricorrenti di bronco-polmoniti, lesioni
dermiche ulcero-necrotiche e un’otite media corigoarzione della membrana timpanica, curata
con terapia antibiotica. Allo stato attuale, il gate gode di buona salute e non e sottoposto a

profilassi antibiotica.
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Il paziente llI-5, nipote del paziente II-2, € nato nel 1970 e moeb1990. Fino all'eta di 19
anni, il paziente godeva di buona salute e noneptaesa disturbi. Nel 1989 ha sviluppato
svariate infezioni cutanee, con granulomi necrdticalizzati ai nodi latero-cervicali di destra, e
una setticemia pleurica essudatizia che hannoestiil suo ricovero ospedaliero. L’analisi dei
campioni sanguigni e linfonodali hanno evidenziktopresenza dBerratia marcescend.e
lesioni linfonodali e pleuriche hanno necessitaiaddrenaggio chirurgico. In guesta occasione é
stata effettuata una valutazione del burst respimatdel paziente: lattivita ossidasica dei
granulociti, misurata per chemiluminescenza in gmea di luminolo e indotta da zymosan
opsonizzato, e risultata fortemente difettosa.dragia antibiotica con ceftazimide e netilmicina
ha determinato la remissione del paziente, netValics settimane. Sei mesi piu tardi, nel marzo
1990, il paziente & stato nuovamente ricoveratmspedale per febbre, tosse, dispnea e
polmonite bilaterale. Qualche giorno dopo il ricovele sue condizioni sono gravemente
peggiorate, rendendo necessario il trasferimentéunga di cure intensive. Due emoculture
sono risultate positive per I8taphylococcus sp(non aureug. Dai broncoaspirati € stato
possibile isolarePseudomonas aeruginosa Candida albicans La terapia antibiotica,
comprendente ceftazimide, piepracillina, netilmécie teicoplanina si e rivelata inefficace
contro la febbre e 'infezione polmonare.

Dopo che la diagnosi di CGD era stata posta e pcimeavenisse identificata la base molecolare
della malattia, era stato ipotizzato che la ridatavita NADPH ossidasica osservata per i
neutrofili del paziente derivasse dall'instabilitdl complesso enzimatico; si € quindi ipotizzato
che cellule “pit giovani” potessero avere un’ativossidasica piu elevata e fossero quindi in
grado di uccidere piu efficacemente i microorgamisba citochina GM-CSF dranulocyte
macrophage colony-stimulating facjoera stata quindi utilizzata allo scopo di accateril
rilascio di neutrofili dal midollo osseo e sfrutthminoltre la sua capacita di pre-attivaperfie)

i neutrofili per aumentarne la risposta contro agjonisti (Dale et al., 1998). Il GM-CSF
ricombinante umano era stato somministrato al p&idll-5 con una dose di partenza di 5
ug/kg/giorno aumentando gradualmente fino ad un Mmasdi 10ug/kg/giorno e modulando il
dosaggio in modo da mantenere la conta dei gldbatichi al di sotto dei 10 x 0. Il GM-
CSF e stato somministrato per via sottocutaneanservalli di 12 ore. Il trattamento é
proseguito per 22 giorni e ha determinato un ragdmonsistente incremento nel numero di
leucociti e di neutrofili, senza influenzare la centrazione del’emoglobina e la conta delle
piastrine e senza che vi fossero effetti collatefalttavia, nonostante 'aumento della conta dei
neutrofili, non e stato evidenziato alcun cambiaimerella percentuale delle cellule positive al

test NBT o nella quantita di anione superossidotiteddalla stimolazione con PMA.
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Dopo un debole e transitorio miglioramento clinigcondizioni del paziente sono peggiorate,
con febbre elevata, stati di incoscienza e dispieahanno richiesto I'assistenza respiratoria
meccanica. L'insorgenza di un pneumotorace sinlsércausato la morte del paziente 38 giorni
dopo il ricovero. Nella fase terminale della madatterano stati nuovamente isolati

Pseudomonas Staphylococcusspetivamente dai broncoaspirati e dalle emoceiltu

4.C.2 Diagnosi di CGD

La diagnosi di malattia granulomatosa cronica &agtasta sulla base del test di riduzione del
nitroblu di tetrazolio (NBT), della misura dellagoluzione di anione superossido indotta da

PMA e del contenuto di citocrom@gdg (Tabella 12).

Pazienti Produzione O," Riduzione NBT Quantita cit. bggg

(nmoli/min/10 | (% neutrofili NBT-positivi) (pmoli/mg prot.)
cell.)

Famiglia C :

II-1 226.0 100 forte NT

I1-2 13.2 100 debole-negativo 20.0

I1-3 68.1 52 forte 48 debole-negativo NT

I1-4 83.3 53 forte 47 debole-negatio NT

ITI-1 217.3 100 forte NT

I11-2 118.9 64 forte 36 debole-negativo NT

I11-3 91.3 53 forte 47 debole-negativo NT

I11-4 19.8 56 forte 44 debole-negativo 72.5

I11-5 8.9+1.8(3) 100 debole-negativo 14.8 £+ 4.3 (3)

Controllo 197.9 £ 7.1 (3) 100 forte 166.0

Famiglia di un

paziente CGD X910:

Padre 181.9 100 forte 100.7

Madre 99.2 61 forte 49 negativo 62.5

Figlio < 0.5 100 negativo <5

Tabella 12: Produzione di anione superossido (0, riduzione del NBT e contenuto di citocromo
bssg dei neutrofili dei membri della famiglia C e dellafamiglia di un paziente CGD affetto dalla
forma classica X9%. Le condizioni sperimentali sono quelle descrittdliat. e met. §§ 3.C.4, 3.D.2 e 4.

Come si puo notare, l'attivita NADPH ossidasicaoélinente assente nei neutrofili di un
paziente CGD X9 Per quanto riguarda i neutrofili del pazient i risultati da noi ottenuti
in termini di produzione di anioni superossidouamne del NBT e contenuto di citocromgd
sono paragonabili a quelli ottenuti con i neutroflel nipote, il paziente IlI-5. Infatti, la
produzione, indotta da PMA, di,Oda parte dei neutrofili dei pazienti lI-2 e llié5pari al 7 e al
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5% rispettivamente dei neutrofili di controllo. éutrofili dei membri della famiglia 11-3, 11-4,
[1I-2, 111-3 e 1lI-4 generano quantita di anionierossido intermedie, che vanno dal 34 al 60%
della produzione di @ del controllo.

Questi dati sono compatibili con un profilo di dtadeta della malattia di tip&X-linked Tale
conclusione é confermata dalla presenza di mosaici&ellule positive e cellule negative)
osservata nel test di riduzione del NBT eseguitmsutrofili dei soggetti femminili: 11-3, 11-4,
[11-2, 11I-3 e llI-4.. | neutrofili dei soggetti H1 e llI-1 appaiono invece 100% positivi al test
NBT.

PMA
- -

PMA + DPI

Paziente II-2

Figura 36: Test NBT su neutrofili del paziente II-2 | neutrofili purificati dal paziente 1I-2 e da un
soggetto di controllo venivano preincubati in preseo meno di DPI M e stimolati con 20 ng/mL di
PMA in presenza di 1 mM NBT per 15 min a 37°C, comescritto in Mat. e met. § 3.D.2. Le frecce
indicano i neutrofili con colorazione debolmentssitiva; le punte di freccia indicano gli eosinofilbn
una colorazione piu fortemente positiva.

Per quanto riguarda i pazienti II-2 e llI-5, si pwSservare la presenza di una piccola
percentuale di cellule colorate (Figura 36). Tatdor@zione risulta abolita quando le cellule
venivano incubate in presenza di difenileneioddbiB|, inibitore della NADPH ossidasi). Tra
le cellule positive al NBT, quelle caratterizzate wha colorazione piu debole (contrassegnate
dalle frecce in figura 36) sono riconoscibili comeutrofili, mentre quelle caratterizzate da una
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colorazione piu intensa (contrassegnate dalle pdntigecce in figura 36), possono essere
identificate come eosinofili, sulla base della fardel nucleo, della dimensione e del colore dei
granuli intracellulari. Nei campioni sanguigni dpazienti [I-2 e IlI-5, la percentuale di
eosinofili, stabilita sulla base dello striscioladre marcato al Diff-Quick, non era superiore al
3%.

4.C.3 Misura dell’attivita ossidasica

Per poter stabilire se i neutrofili del pazient& Ibossedevano un’attivita NADPH ossidasica,
abbiamo successivamente valutato il burst respicatiella popolazione di granulociti di questo
paziente ricorrendo ad un saggio piu sensibileettspal test NBT, e cioé il saggio

citofluorimetrico di ossidazione della diidrorodamail23 (DHR 123; cfr. § 3.D.1.2). La Figura
37 mostra i risultati di un esperimento rapprederdgal neutrofili del paziente II-2 presentano

una popolazione omogenea di cellule, con un picdloiarescenza la cui intesita e pari a circa il
5% del controllo. Tale risposta metabolica vienwltoente abolita quando le cellule sono
incubate in presenza di DPI. Come ci si attendeveutrofili di un paziente CGD %sono

caratterizzati dall’assenza di attivita ossidasica.

CONTROLLO PAZIENTE II-2 PAZIENTE X91° CGD

[] resting [] resting [ resting
[+ PMA B+ PMA [ + PMA
[+ PmA + DPI
(3 10!

100 10! 102 103 104 1 102 103 104 100 10t 102 103 104
FL1-H

Intensita di fluorescenza

200
200
200

160
160
160

Events
80 120
80 120
120

80

40
40
40

Figura 37: Istogrammi citofluorimetrici della produ zione di perossido di idrogeno da parte di
pazienti CGD. | neutrofili (1¢/mL) purificati da un donatore sano, dal paziem® ¢ da un paziente
CGD X97 venivano marcati con la diidrorodamina (DHR) euipati 15 min a 37°C in assenza (resting)
o in presenza di 20 ng/mL PMA e in presenza o serza di uM DPI, come descritto in Mat. e met. §
3.D.1.2 e analizzati al citofluorimetro.
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4.C.4 Verifica dell’'espressione di gpQihox in neutrofili ed
eosinofili

Poiché le cellule piu positive al test NBT sondesidentificate come eosinofili, abbiamo voluto
verificare se queste stesse cellule fossero cerat¢e da un’attivita NADPH ossidasica
misurabile con il saggio citofluorimetrico di osasmione della DHR. A questo scopo, abbiamo
condotto un esperimento in cui le cellule venivauitoposte ad una “doppia marcatura”,
utilizzando cioé I'anticorpo monoclonale anti-CRT,HRretto contro un marker specifico degli
eosinofili, e la DHR per valutare la produzionepérossido di idrogeno indotta da PMA (cfr
Mat. e met. 8 3.D.1.2). La Figura 38 mostra i tatilottenuti in questa serie di esperimenti e
che derivano dall’acquisizione di un numero di évéh00000) piu elevato rispetto a quelli
acquisiti durante gli esperimenti in Fig. 37 (10000

La preparazione di granulociti del paziente II-2stna la presenza di due popolazioni in grado
di ossidare la sonda DHR (pannello in basso a ajestma popolazione piu numerosa
rappresentata dai neutrofili (cellule CRTH2 negaltivon bassa attivita ossidante la DHR e una
popolazione minoritaria costituita da eosinofilelfoele CRTH2 positive) con elevata attivita
ossidante la DHR.

145



Risultati — Parte C

Controllo
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Figura 38: Analisi citofluorimetrica della produzione di perossido di idrogeno da parte di
neutrofili ed eosinofili nella popolazione di grandociti di un soggetto di controllo (pannelli
superiori)e del paziente Il-2(pannelli inferiori)a riposo (pannelli a sinistrap dopo stimolazione da
PMA (pannelli a destra) granulociti (16/mL) venivano incubati con DHR e incubati 15 miBZC in
assenza o in presenza di 20 ng/mL PMA. Dopo unaizibhe in PBS freddo, le cellule venivano
incubate per 30 min in presenza dell’anticorpo sdado anti CD294 coniugato al fluorocromo Alexa
Fluor® 647 (CRTH2), quindi lavate e analizzate al citofimetro, come descritto in Mat. e met. §
3.D.1.2.

La presenza del citocromagsbnei neutrofili dei pazienti e stata confermatasatrso:

* misura dello spettro differenziale ridotto-menoidato;

* immunorivelazione mediante western bloting.
Come risulta dalla Figura 39A e dalla Tabella 12,nisura dello spettro differenziale ha
evidenziato la presenza di una quantita ridottamisurabile di cotocromoshs Lo spettro
ottenuto a partire da neutrofili di un paziente C&31° non presenta i picchi caratterisici del
citocromo I3sg (426, 530 e 558 nm). Il contenuto di citocromggmei granulociti dei pazienti

[I-2 e llI-5 corrrisponde, rispettivamente, al 14le10% dei neutrofili di controllo; i neutrofiliid
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un membro eterozigote della famiglia C (il paziehtetl) possiede circa il 44% di citocromo

bssg rispetto al controllo.

A 427 nm

558 nm

Controllo

Paziente 1I-2

Paziente CGD X91°

D.O. 0.01
<?/ '

400 450 500 550 600 650

Lunghezza d’'onda (nm)

Paziente Il -2 Controllo CGD X° Controllo

gp91phox

p22phox

Figura 39: Spettro ridotto meno ossidato e westerblot del citocromo bssg di neutrofili di pazienti
CGD. A) Spettro differenziale ridotto meno ossidato digbcromo lgsg da neutrofili di controllo, del
paziente 1I-2 e di un paziente CGD X9B) Immunorivelazione delle due subunita (gpdx e
p22phoy del citocromo kg di neutrofili del paziente 11-2, di un paziente D&X91° e neutrofili di
controllo. Le condizioni sperimentali sono deseritella sezione Mat. e met. 88 3.C.3-4.

La presenza di una quantita ridotta di citocrorgsg @ stata confermata dall’analisi per western
blotting, eseguita utilizzando depositando unatidarquantita di estratto solubile in 1% Triton

X-100 (50pug). La Figura 39B mostra infatti che le due bandeispondenti a gp9ihox e
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p22phox sono notevolmente piu deboli rispetto alle celldlecontrollo. La specificita degli
anticorpi monoclonali utilizzati per la rivelaziodelle due subunita del citocromgs$(mAb 48

per gp9phoxe mAb 449 per pZihox e confermata dall’assenza delle bande relatigaeste
stesse subunita negli estratti realizzati a patt@ieneutrofili di un paziente CGD X81

| fattori citosolici della NADPH ossidasi (pgiiox p67dhox p4(phox e Rac2), rivelati per

western blot, erano normalmente presenti (datimostrati).

Per poter distinguere I'espressione di Nox2 neitnodili e negli eosinofili, abbiamo condotto
una serie di esperimenti in cui i granulociti debziggnte 1l-2 venivano marcati
contemporanemente con I'anticorpo monoclonale BMdBetto contro il CRTH2 degli
eosinofili) e con I'anticorpo monoclonale 7D5 (dicecontro un epitopo esterno di gp®bx o
con un anticorpo monoclonale aspecifico, come dé&sdén Mat. e met. 8§ 3.D.1.4 (Figura 40).
La percentuale di eosinofili nelle due preparazioeilulari era del 0.9% per le cellule di
controllo e del 2.5% per le cellule del pazient&.ll

Il pannello in alto a destra mostra che sia i r#ilitr(99.2%) che gli eosinofili (0.75%) del
soggetto controllo esprimono la proteina gp®dx Per quanto riguarda il paziente I1I-2
(pannelli inferiori), nonostante la ridotta ma medile attivita ossidasica evidenziata
precedentemente (Tabella 12; Figg. 36-38), solaangtt eosinofili (1.9%) esprimevano
gp9Iphox tale proteina risultava infatti non espressaenedlllule CRTH2 negative (97.0%).
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Figura 40: Analisi citofluorimetrica dell’espressine di superficie di gp9phox in neutrofili ed
eosinofili. Le preparazioni granulocitiche del controllo (peltinsuperiori) e del paziente II-2 (pannelli
inferiori) sono marcate con il mAb 7D5, anti gp®bx e con il mAb BM16, anti CRTH2, (pannelli a
destra) o con I'Ab aspecifico IgG1l e con il mAb ia@RTH2 (pannelli a sinistra). Le condizioni
sperimentali sono quelle descritte nel § 3.D.1.4.

4.C.5 ldentificazione del difetto molecolare

Per localizzare la mutazione nel mMRNA codificarge gp9Pphoxdel paziente 11-2, FmRNA del
paziente -2 e stato trascritto tramite RT-PCR 3dnframmenti di cDNA sovrapporsti,
utilizzando tre paia di oligonucleotidi primers dkati dal cDNA di gp9phox(cfr Mat. e met.
3.E.2.2); i prodotti della PCR sono stati sequeéh&aaanalizzati: nessuna mutazione e stata
individuata nel cDNA della proteina gp®ox Abbiamo quindi deciso di amplificare per PCR
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una parte della regione promotrice di gpBdx nel DNA genomico (Mat. e met. § 3.E.2.4;
Stasia et al., 2003): I'analisi della sequenzadrangsso di mettere in evidenza l'inserimento di
una timidina (T) tra le posizioni -54T e -56T (Figwl1A). Questa mutazione e localizzata tra le
regioni “CCAAT” e “TATA”, in un sito di legame perfattori di trascrizione del promotore di

gp9Iphoxresponsabile della trascrizione del geEné&BB(Figura 41B).

A

Paziente II-2

Controllo

CTGCTGTTTTCATTTCCTCATT
B
130 I | I
S nagetittoa gty eaal gatteartag besatitel gataanagas
]0 | I [ - 55 I
aaggaaaccgattgccccagggctgctgttttcatttcctcattggaaga
. S

b R i

| [
agaagcataggaagaaaggcaaacacaacacattcaacctctgccacc

ATG GGG ... Esonel

Figura 41: Analisi della mutazione nel gen€YBB del paziente II-2 | prodotti PCR sono purificati e
sequenziati automaticamente dalla ditta Cogenieylah, Francia, con i primers senso e antisense P1
P2*. A) Inserzione di una timidina nella regioneommiotrice del geneCYBB del paziente II-2, in
confronto alla sequenza di un soggetto controllp RBppresentazione schematica della porzione del
promotore del gen€YBB con la localizzazione delle regioni “CCAAT” e “TIA”, il codone start ATG

e la mutazione puntiforme descritta nel pannello A.
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4.C.6 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Per valutare I'effetto della nuova mutazione nenpotore del gen€YBBsul legame specifico
di un estratto nucleare ai fattori regolanti lastrézione, abbiamo condotto una serie di
esperimenti delectrophoretic mobility shift assagecondo le procedure descritte in Mat. e met.
§ 3.G. Si tratta di una tecnica utilizzata per stred I'interazione DNA-proteine e basata sul
fatto che i complessi DNA-proteine migrano, in uel gi poliacrilammide, piu lentamente
rispetto al DNA non legato producendo uno “shif¢lla migrazione del DNA marcato.
L'incubazione degli oligonucleotidi marcati a doppilamento, corrispondenti alla regione
promotrice (da -68 a -30), con I'estratto nucleattenuto dalle cellule PLB-985 permette di
visualizzare sul gel la banda relativa al compld3bi#\/proteine (Figura 42). La formazione di
guesto complesso risulta progressivamente inikatbadgiunta degli oligonucleotidi controllo
(WT) non marcati a concentrazioni crescenti (20-, & 100- volte piu concentrati rispetto agli
oligonucleotidi marcati). L’aggiunta di quantitaescenti di oligonucleotidi “mutati” (CGD

X91) non marcati lasciava invece inalterato il comgpéeBNA/proteine.

Estratto PLB 985 - + + + + + + +
Competitore - - CGD91X"WT CGDX91-WT CGD X91- WT
[ x20 I x50 1 %100 |

Figura 42: Electrophoretic Mobility Shift Assay. L'analisi per gel shift & eseguite come desciiitto
Mat. e met. § 3.G utilizzando la regione da -68@bp del promotore wild-type (WT) del geG& BB
come sonda marcata alla biotina. La sonda WT nmareaihcubata in presenza di 1 di estratto
nucleare ottenuto da cellule PLB-985 indifferergjatopo preincubazione con una concentrazione 20-,
50-, 0 100- volte superiore di oligonucleotidi novarcati WT o mutati (CGD X9L | risultati sono
rappresentativi di 3 esperimenti separati.
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4.C.7 PCR semiquantitativa

Per valutare l'impatto della ridotta associazione dhattori di trascrizione alla regione
promotrice del gen€YBB mutato, ci siamo proposti di effettuare una stueda quantita di
MRNA per gp9phox presente nei neutrofili del paziente 1l-2. A gueesicopo abbiamo
realizzato degli esperimenti di RT-PCR semiquativia condotti in presenza @iactina come
gene di controllo ed in condizioni “non saturanté: PCR é stata cioé eseguita per 25 cicli
(invece dei 35 esegquiti classicamente); in questmlanl’amplificazione degli mMRNA (per
gp9Iphox e per lap-actina) si arrestava in corrispondeza della fag@omenziale, prima di
raggiungere la saturazione. La Figura 43 mostraiohgueste condizioni, un frammento di 624
paia di basi (bp) di intensita paragonabile e aitera partire dallmRNA di gp3dhox del
soggetto controllo e dei pazienti CGD X9 X97%: invece, I'amplificazione del’/mRNA per
gp9Iphoxdel paziente II-2 era sensibilmente piu basssedinale corrispondente al gene della

B-actina risultava invece paragonabile in tuttigiRNA testati.

M Controllo Paziente II-2 CGD X91 * CGD X91°

R S «—— 838 bp -B actina

T R «—— 624 bp — gp9phox

Figura 43: Amplificazione tramite RT-PCR semiquanttativa del mRNA di gp91phox del paziente
1I-2. L'mRNA di gp9Iphoxdel paziente II-2, di pazienti CGD X9& X97T e di un soggetto controllo
sono amplificati per RT-PCR secondo la proceduscilga in Mat. e met., 8 3.E.2.5. Il gene ddlia
actina e utilizzato come controllo interno. M, menkdi peso molecolare. | dati sono rappresentditi®i
esperimenti indipendenti.
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4.C.8 Misura dell’attivita microbicida dei neutrofili del paziente

Infine, per valutare I'impatto della attivita NADPétsidasica residua sull’attivita microbicida
dei neutrofili in vitro, abbiamo misurato il killghdi queste cellule nei confronti dei batt&ri
aureused E. coli e del fungoC. albicans la Figura 44 mostra che I'attivita microbicidai de
neutrofili del paziente I1-2 & sovrapponibile a Baeli un paziente CGD ¥(caratterizzato, lo
ricordiamo, dall'assenza del citocromgdy: i neutrofili del paziente CGD Yon sono infatti in
gradi di uccidereS. aureuse C. albicans nemmeno prolungando i tempi di incubazione (90
minuti); il killing di E. coli, che, com’é noto, & indipendente dall'attivita NRIB ossidasica,

risultava invece paragonabile a quello dei nedtrodintrollo.

1OO-|:| Controllo
B ccp xor0
75_. Paziente II-2
_l_
2 50 1
-
X
s 25
0 L_L
S. aureus C. albicans E. coli

Figura 44: Attivita microbicida di neutrofili di pa zienti CGD X. | neutrofili del soggetto controllo,
del paziente I-2 e di un paziente CGD X%bno incubati corS.aureusopsonizzati a MOI 3-5:1,
C.albicansa MOI 1-2:1 ecE. colia MOI 3-5:1, secondo le modalita descritte in Mamet., 8 3.F. | dati
sono espressi come percentuale di killing dopo #bdhincubazione pe$. aureusdE.coli e dopo 60
min di incubazione peC. albicans | risultati sono la media + DS di 3-4 esperimedr il paziente 11-2 e
2-3 esperimenti per il paziente CGD X91
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4.C.9 Discussione

In letteratura sono state finora descritte 26 matazalla base di casi di CGD di tipo Xinus
(CGD X97) (Stasia e Li, 2008); le mutazioni corrispondentjuesto fenotipo sono solitamente
localizzate nella regione codificante (esoni) dehg@CYBB.In qualche raro caso (<10%), le
mutazioni a carico del gen@YBBdeterminano una riduzione dell’espressione deltaepma
gp9Iphoxe, conseguentemente, una diminuzione dell’attiviedabolica. Quattro di questi casi
di CGD X sono dovuti a mutazioni presenti nel promotorgpilphox (A-57C, T-55C, C-53T

e C-52T), tutte localizzate tra le regioni “CCAATF “TATA”, in un sito di legame per la
famiglia dei fattori di trascrizioneets (da -57 a -50 paia di basi, 5-GAGGAAAT-3’, nel
filamento leggero).

Nello studio qui presentato, abbiamo identificat@a unuova mutazione alla base di un caso di
CGD X: linserimento di una timidina nella posizione & T a -56T nella regione promotrice
del geneCYBRB responsabile della trascrizione della protein@lghox

E’ stato precedentemente dimostrato che le muta@es2T e C-53T nel promotore del gene
CYBB alterano I'espressione di gg8iox nei neutrofili dei pazienti CGD, rendendo queste
cellule incapaci di generare i radicali attivi dedsigeno, senza alterare I'espressione della
proteina negli eosinofili, che conservano quindbla attivita ossidasica intatta (Weening et al.,
2000). In quest'ultimo lavoro, la percentuale dsieofili era elevata (pari al 20% e 26% della
popolazione granulocitica totale), e potrebbe spiege condizioni cliniche relativamente
buone di questa pazienti CGD. Diversi studi hannfatii dimostrato in precedenza che
I'espressione di gphoxnegli eosinofili € regolata dai fattori di traswane GATA (GATA-1,
GATA-2 e GATA-3) e non dai fattori di trascriziorss operanti nei neutrofili (Yang D et al.,
2000; Kuribayashi et al., 1995). La prognosi clnrelativamente favorevole di questi pazienti
CGD X troverebbe dunque spiegazione nella proteziong@gi agenti infettivi assicurata dal
metabolismo ossidativo della NADPH ossidasi nornaaita funzionale degli eosinofili, in una
sorta di meccansimo compensatorio (Weening e2@0D0).

| casi di CGD X dovuti alle mutazioni T-55C o A-57C, sono invecwatterizzati da una
piccola percentuale di neutrofili (5-10%) che esmmo una normale attivita NADPH
ossidasica (Newburger et al., 1994; Woodman efl@85), o da una debole attivita metabolica
residua (5% del controllo) omogeneamente ripamitautta la popolazione di neutrofili (Stasia
et al., 2003); questi casi sono stati descritti €disrme cliniche piu gravi, in cui i pazienti
soffrivano di infezioni severe e recidivanti. Ledslette mutazioni inibiscono fortemente il

legame di Elf-1 e PU.1 (membri della famiglia ditéa di trascrizioneets abbondantemente
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espressi nelle cellule mieloidi) alla regione praomnece del gen€CYBB la conseguente diminuita
espressione della proteina Nox2 sarebbe dovutatalferenza che tali mutazioni avrebbero
sull'attivita del promotore di gp3hox

Nel caso clinico da noi riportato, il test NBT agemesso in evidenza una, seppur debole,
attivita ossidasica residua nei neutrofili dei dqaazienti. Tramite il saggio di riduzione della
DHR, avevamo identificato un unico picco di fluaresza, corrispondente ad una risposta
metabolica omogenea e uniforme da parte della papmyie di neutrofili attivati dal PMA. Tale
risposta equivaleva a circa il 6% della rispostaaielica ottenuta con i neutrofili di controllo.

| risultati da noi ottenuti al test NBT e al citofirimetro avevano evidenziato una risposta
fortemente positiva da parte degli eosinofili dakiente [I-2 sia in termini di riduzione del
nitroblu di tetrazolio sia in termini di ossidazerdella DHR (Figg. 39 e 41). L’analisi
citofluorimetrica della popolazione di neutrofileldpaziente 11-2 non ha tuttavia permesso di
individuare la presenza di gp®iox la quantita di proteina presente alla membrana é
probabilmente inferiore ai limiti di sensibilitd djuesta metodica. In ogni caso, la ridotta
percentuale di eosinofili nella preparazione graaitica del paziente 1I-2 (corrispondente a
circa il 2% del totale) non puo spiegare la rispasetabolica, debole ma omogenea e inibita dal
DPI, ottenuta in seguito alla stimolazione con P{ERgg. 40 e 41).

La nuova mutazione da noi identificata & localiazet le sequenze “CCAAT” e “TATA”, nella
regione di legame dei fattori di trascrizioe¢s per gp9phox E’ noto che le mutazioni
localizzate in questa regione sono correlate adhibizione dell’associazione delle proteine
leganti i DNA (in particolare, i fattori di traseione EIf-1 e P.U.1) e impediscono, di
conseguenza, la normale e completa espressiongedelCYBB nei neutrofili € nei monociti
(Newburger et al., 1994; Voo et al., 1999; Suzulale 1998). Infatti, i risultati da noi ottenuti
grazie agli esperimenti djel shifthanno permesso di evidenzare la formazione doumpéesso
DNA-proteine a partire dell’estratto nucleare del#iule PLB-985 e degli oligonucleotidi wild-
type a doppio filamento, marcati alla biotina, dettgione promotrice del ge@'BB(da -68 a
-30) (Fig. 45). L'aumento della concentrazione @aslbnde oligonucleotidiche WT non marcate
causava la riduzione della formazione del compl&d¥é-proteine, confermando la specificita
del legame; invece, I'aggiunta delle sonde oligdentidiche mutate CGD X91non aveva
alcun effetto sulla formazione del suddetto congaes’inibizione dell’associazione dei fattori
di trascrizione alla regione promotrice causa quumd riduzione dell’espressione del’lmRNA
di gp9Iphox nei granulociti, come dimostrato dai risultatieniiiti per PCR-semiquantitativa
(Fig. 43) e alla conseguente diminuita espressit@heitocromo bsg nei neutrofili del paziente
[I-2 (Tabella 12 e Figura 39).
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Allo scopo di comprendere il ruolo dell’attivita ND#H ossidasica residua nell’attivita
microbicida dei neutrofili CGD X91abbiamo voluto testare il killing dei neutrofilel paziente
[I-2 nei confronti di un battere Gram positiv®.aureuy di un battere Gram negativi.(coli) e

di un fungo C. albican3. Nella Figura 44 sono riportati i risultati otténin questa serie di
esperimenti, paragonati a quelli ottenuti con itreili di un paziente CGD X91 Com’era gia
stato dimostrato dal nostro gruppo in precedenzzla E. et al, 2006) i neutrofili CGD X91
non sono in grado di uccideg aureus C. albicans mentre il killing diE. coli & paragonabile

a quello dei neutrofili controllo. | dati ottenuitvelano che I'attivita NADPH ossidasica residua
(~ 6% del controllo) dei neutrofili del paziente2lnon e sufficiente a garantirne I'attivita
microbicida in vitro nei confronti diS. aureuse C. albicans anche a lunghi tempi di
incubazione (90 minuti; dati non mostrati).

| riferimenti in letteratura concernenti la valutaze dell'attivita battericida di neutrofili CGD
X" sono estremamente rari (Bu-Ghanim et al., 199®sRai al., 1992); in questi precedenti
lavori, gli autori avevavo trovato che i neutrof@iGD X91 presentavano, nei confronti 8i
aureus,solamente un parziale difetto di killing, che taua inoltre paragonabile a quello di
neutrofili di soggetti CGD X9 La discrepanza di questi risultati con quellinté ottenuti pud
essere spiegata dal fatto che la tecnica utilizaatavalutare I'attivita microbicida dei neutrofili
e inficiata da un errore metodologico che condwt@irza sovrastima del potere microbicida e
che rende quindi inattendibili i risultati ottenyecleva et al., 2006). Hamers e colleghi
avevano evidenziato un difetto di killing Hi coli (ceppo ML35) da parte dei neutrofili di un
paziente CGD X91 in questo lavoro, l'attivita battericida era statalutata con la metodica
della perforazione della parete batterica (Hameas. £1984). Come dimostrato da noi e da altri
autori in precedenza, il killing dt. coli dipende essenzialmente dai meccansimi microbicidi
ossigeno-indipendenti (Decleva et al., 2006; Radal.e 2004); quindi, in questo caso, non
siamo in grado di fornire una spiegazione per feinza con i risultati da noi ottenuti,
considerando che la tecnica della perforazioneadwrete batterica e quella della conta delle
unita formanti colonie (CFU) avevano mostrato tistillparagnabili (Hamers et al., 1984). La
nostra ipotesi e che il difetto di attivita battéda riscontrato con la metodica della perforazione
non rifletta i reali cambiamenti del numero di battsopravvissuti rilevato dalla tecnica della
conta delle CFU, o che la discrepanza osservatdosiata al ceppo dt. coli utilizzato.

Nel caso clinico da noi riportato, il forte difetth attivita mcrobicida trovato, in vitro, nei
confronti di S. aureuse C. albicans(patogeni frequenti nei pazienti CGD), pur in greza di
una debole ma misurabile produzione di superossifleite le condizioni cliniche dei due

pazienti, entrambi soggetti a gravi e ripetute a2idei, che, nel caso del paziente IlI-5, si sono
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rivelate mortali. Questo quadro clinico € paragdieah quello di altri pazienti CGD X91
precedentemente descritti, che presentavano muateazitivello del promotore del ger@YBB
(Newburger et al., 1994; Woodman et al., 1995).taMmid, la frequenza e la gravita delle
infezioni che affliggono i pazienti CGD X91¢ molto variabile; la discrepanza tra le
complicazioni infettive e il grado di funzionalitdADPH ossidasica in questi pazienti resta da
chiarire. Una possibile spiegazione del miglioratso clinico dei pazienti CGD X9ZIisiede
nell'elevata percentuale di eosinofili (superiotel@%) che esprimono una NADPH ossidasi
normalmente funzionale (Weening et al., 2000). Tatecanismo di compensazione da parte
degli eosinofili & tuttavia poco noto.

Le madri portatrici della forma classica di CGD X%bno generalmente protette contro le
infezioni gravi, anche in caso di elevata inattigae del cromosoma X (lyonizzazione), con
un’estremamente bassa percentuale di neutrofijfado di esibire un burst respiratorio normale
(inferiore al 15%) (Anderson-Cohen et al., 2003¢bls&ne la proporzione di cellule NBT-
positive sia simile a quanto riscontrato in alcwaeanti di CGD X91, queste madri portatrici
sono generalmente asintomatiche. Nel nostro studioproduzione di metaboliti reattivi
dell'ossigeno da perte dei neutrofili dei pazidhg e 1lI-5 era pari al 5-7% rispetto ai neutrofil
di controllo. La frequenza e la gravita delle indez nei pazienti CGD X91 nelle madri
portatrici con elevata lyonizzazione, e nei duei cigici qui riportati sono estremamente
eterogenee, sebbene tutti questi individui presenlivelli paragonabili di burst respiratorio
(variabile tra il 5 e il 15% rispetto al normaléoltre, le madri portatrici della forma di CGD
X° mostrano, in vitro, un'attivitd microbicida capiondente circa al 50% del normale (cfr.
allegato). Le motivazioni della discrepanza tractamplicazioni infettive e la funzionalita
ossidasica in questi soggetti non sono note; edmtee, una sorta di “livello critico" di attivita
ossidasica, al di sotto del quale il burst respitatnon e sufficiente a sostenere un’attivita di
killing dei microrganismi e al di sopra del qualedecorso clinico dei pazienti sarebbe piu
favorevole.

In questo contesto, si rivela interessante lo stutlilinee cellulari mieloide transfettate con

complessi NOX mutati e che mostrano differentillivdi burst respiratorio.
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In questa tesi ci siamo proposti di riesaminare@coanismi implicati nell’attivita microbicida
dei neutrofili, alla luce delle nuove ipotesi pref® recentemente (Reeves et al., 2002;
Ahliwalia et al., 2004; Segal, 2005) impiegando umetodica corretta di misura del killing
microbico recentemente messa a punto (Decleva, &0416).

Nel complesso, i risultati da noi ottenuti provare:

e. L’attivita NADPH ossidasica € indispensabile pekilling di certi microrganismi
(quali S. aureuse C. albican$ ma non per altri (qualE. col) che sono uccisi
efficacemente anche in assenza di burst respioatori

f. | flussi di ioni potassio e [lalcalinizzazione dglH intrafagosomale, indotti
dall'attivazione del complesso ossidasi, non sceressari al killing db. aureuse C
albicans.

g. Lattivita antimicrobica NADPH ossidasi-dipendergemediata quasi esclsivamente
dalla mieloperossidasi.

h. Le correnti di ioni K sembrano responsabili dellattivita microbicidesidza dei
neutrofili MPO-deficienti, a lunghi tempi di incubane; questi flussi di potassio
sarebbero tuttavia mediati da canali diversi ddligumelividuati dal gruppo di Segal
(canali BKCa) la cui presenza non é stata confermei neutrofili.

| meccanismi implicati nell’attivitd microbicida deneutrofili sono stati studiati anche
ricorrendo ad un modello sperimentale ampiameniliea#to in letteratura per le ricerche sul
funzionamento del complesso NADPH ossidasi: laglioellulare PLB-985 differenziabile in
neutrophils-like

In questo contesto, i risultati da noi ottenutigergscono che:

b. La produzione di ROS da parte delle linea cellulatd3-985 in risposta a stimoli
particolati (microrganismi opsonizzati) € sensilahte piu debole rispetto ai neutrofili
umani;

c. Tale burst respiratorio € responsabile di un’ativinicrobicida, nei confronti di
microrganismi sensibili ai meccanismi di killingsigeno-dipendentiS. aureuse C.
albicang, paragonabile a quella dei PMN a tempi brevindubazione; prolungando i
tempi di fagocitosi, il potere microbicida di quesellule risulta invece abolito.

d. Nei confronti diE. coli, battere sensibile ai processi di killing ossigamipendenti,
I'attivita microbicida delle cellule PLB-985 risaltritardata e parzialmente difettosa se
paragonata ai neutrofili;

e. La super-produzione di anioni superossido, evidgazinelle Icellule PLB-985

Dloopnoxa-NOX2 in risposta a stimoli solubili e particolatipn € accompagnata da
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un‘aumentata capacita microbicida di queste celloé& confronti di S.aureus
C.albicansedE. col..

f. Nelle cellule PLB-985 i processi microbicidi nons@hativi risultano compromessi, a
causa della carenza parziale (MPO, elastasi, datef B-glucuronidasi, CD11b) o
totale (lattoferrina, lisozima, MMP-8, MMP-9) deglnzimi e delle proteine granulari
coinvolti nell'attivita antimicrobica e a causalddbro difettosa esocitosi.

g. In particolare, i nostri risultati suggeriscono difietto a livello della biogenesi dei

granuli specifici e terziari.

Il ridotto funzionamento del complesso enzimaticADNPH ossidasi € alla base di una rara
malattia genetica, la malattia granulomatosa ceonRarte di questo lavoro di tesi e stata
dedicata alla caratterizzazione di un caso atidid@GD, la forma X91 | risultati ottenuti ci
hanno permesso di dimostrare che:

d. la nuova mutazione da noi descritta nel promotetegdneCYBB(inserzione di una T
nella posizione da -54T a -57T) é responsabileadéadbtta associazione dei fattori di
trascrizioneets con la regione promotrice, impedisce una normaj@essione del
gene nei neutrofili dei pazienti ed € correlata alflotta attivita ossidasica misurata in
tutta la popolazione di granulociti;

e. l'espressione e l'attivita funzionale della NADPIdsadasi appaiono invece normali
negli eosinofili, suggerendo che I'espressionepfilphoxin queste cellule € regolata
da fattori di trascrizione differenti da quelli opati nei neutrofili;

f. Ilattivita ossidasica residua (5-7% del normaleh iodi per sé sufficiente a garantire
un’attivita di killing nei confronti diS. aureuse C. albicanse a proteggere il paziente

contro le infezioni .
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