Azienda ospedaliero Universitaria Meyer
Struttura Oncologia, Ematologia e Trapianto di cellule staminali emopoietiche
Relazione scientifica ANNUALE relativa al programma di ricerca:

CARATTERIZZAZIONE GENETICO-MOLECOLARE DELLE ISTIOCITOSI

Responsabile scientifico della ricerca: Dott.ssa Elena Sieni

Finanziatore: AIRI
Introduzione

Le sindromi istiocitiche sono gruppo eterogeneo di disordini caratterizzati dall’accumulo e/o la proliferazione di fagociti mononucleati di origine dal midollo osseo. Se ne distinguono due famiglie principali: la istiocitosi a cellule di Langerhans (ICL), che deriva dalle cellule dendritiche, e la linfoistiocitosi emofagocitica (LE), che deriva dalle cellule fagocitiche.

La ICL è una malattia rara (prevalenza di 1-2/100.000) che può coinvolgere tutte le fasce di età con un picco di incidenza nella prima infanzia. La diagnosi si basa sull’analisi istologica e immunoistochimica dei tessuti affetti (infiltrato granulomatoso di cellule con fenotipo LC, CD1a+). L’eziopatogenesi della malattia rimane ancora non ben definita. Studi recenti farebbero ipotizzare, da un lato, il ruolo di molecole implicate nella infiammazione e, dall’altro, di mutazioni genetiche somatiche attivanti a carico di proto-oncogeni della via MEK-ERK dei tessuti interessati. Sebbene la ICL sia una malattia sporadica, casi di familiarità e di concordanza tra gemelli omozigoti suggeriscono il ruolo di fattori genetici costituzionali, ad oggi non identificati.  

La presentazione clinica e la prognosi sono molto eterogenee potendo variare tra lesioni cutanee o ossee uni-focali autolimitantesi a malattia disseminata ad organi vitali potenzialmente letale. Coloro che sopravvivono possono andare incontro a riattivazioni o complicanze. Tra queste ultime, la forma neurodegenerativa (ND-ICL, neurodegenerative-LCH) rappresenta un evento raro ma temibile perché può progredire fino allo sviluppo di severe manifestazioni neurologiche  inabilitanti. Ad oggi, la eziopatogenesi di questa complicanza è sconosciuta e non esiste un trattamento codificato efficace nell’arrestarne la progressione. 

La Linfoistiocitosi Emofagocitica (LE) è una rara malattia caratterizzata da sindrome iperinfiammatoria causata da una risposta immunitaria incontrollata e inefficace. Le sue manifestazioni principali sono: febbre persistente senza causa apparente, epatosplenomegalia, pancitopenia e in alcuni casi si può osservare all’esame morfologico dell’aspirato midollare emofagocitosi. La forma familiare della malattia, Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare (LEF),  è stata descritta nel 1952  e si trasmette con modalità autosomica recessiva (frequenza 1:50.000).  L’esordio è solitamente nei primi mesi di vita, in rari casi può esordire in età più avanzata o addirittura adulta ed è di solito scatenata da un'infezione virale. L’analisi funzionale dei bambini affetti documenta un difetto di attività natural killer (NK) come base patogenetica. Ad oggi l'unica cura è il trapianto di midollo osseo. La LEF è una sindrome geneticamente eterogenea e ad oggi sono noti 4 geni-malattia: PRF1 (LEF2), UNC13D (LEF3), STX11 (LEF4) e STXBP2 (LEF5). Un difetto genetico si riscontra in circa l'80% dei casi familiari. Nella LEF l’analisi genetica è l'unica che permette la diagnosi definitiva e differenziale.  Un quadro clinico simile alla LEF, può essere associato ad altri difetti genetici responsabili di altre patologie: la sindrome Linfoproliferativa X-linked di tipo 1 (XLP1) associata a mutazioni nel gene SH2D1A,  la sindrome Linfoproliferativa X-linked di tipo 2 (XLP2) associata a mutazioni nel gene BIRC4A, la Sindrome di Griscelli (GS) associata a mutazioni nel gene Rab27A e la Sindrome Chediak-Higashi (CHS) associata a mutazioni nel gene LYST. 

Obiettivi 

1) Istiocitosi a cellule di Langherans

Valutare il ruolo delle mutazioni somatiche dei geni della via RAF- ERK, di eventuali altre mutazioni costituzionali della stessa via e di possibili bio-marcatori di malattia.
2) Linfoistiocitosi Emofagocitica:

Analisi funzionale e genetica dei pazienti con LE, con il principale scopo di individuare i pazienti affetti dalle forme familiari e assegnare un marcatore genetico ad un numero sempre maggiore di pazienti in modo da avviarli il più rapidamente possibile al trapianto di cellule staminali emopoietiche, unica terapia ad oggi in grado di curare il paziente. Scopi secondari sono: correlazioni genotipo-fenotipo, ruolo delle mutazioni monoalleliche nei geni LEF-correlati, identificazione di nuovi geni-malattia. 
Materiali e metodi:

1) Istiocitosi a cellule di Langherans

· Raccolta di campioni biologici (tessuto lesionale congelato o incluso in paraffina, sangue periferico e urine) di pazienti con diagnosi istologica di ICL provenienti dai Centri di Oncoematologia Pediatrica della rete AIEOP (Associazione Italiana Ematologia e Oncologia Pediatrica).

· Ricerca della variante V600E nel gene BRAF su tessuto lesionale mediante Sanger sequencing. 

· Nei pazienti BRAF WT, ricerca su tessuto lesionale di varianti in altri geni della via MEK-ERK mediante target resequencing – tramite metodica Miseq  Illumina 

· Messa a punto della ricerca V600E nel gene BRAF su DNA libero circolante estratto da plasma e urine mediante Droplet PCR. 

2) Linfoistiocitosi emofagocitica

· Raccolta di campioni si sangue periferico di pazienti con criteri clinici di LE provenienti dai Centri di Oncoematologia della rete AIEOP

· Studio citofluorimetrico dell’espressione intra-citoplasmatica di Perforina e della degranulazione mediante lo studio di espressione del marcatore CD107a.  

· Analisi molecolare dei geni LEF-correlati

· Selezione di casi con comportamento clinico-funzionale di forme familiari e assenza di mutazioni nei geni LEF-correlati, da avviare a sequenziamento massivo.

· Correlazioni genotipo-fenotipo 
Risultati e discussioni  preliminari ottenuti dal primo anno del progetto 
1) Istiocitosi a cellule di Langherans

Da luglio 2016 ad oggi sono giunti all’attenzione del nostro laboratorio 28 biopsie di lesioni ICL (tessuti inclusi in paraffina)  provenienti dai vari centri AIEOP.

Di tutti abbiamo estratto il DNA e ricercato la variante V600E nel gene BRAF su tessuto lesionale mediante Sanger sequencing. Dei 28 pazienti analizzati, 12 hanno riportato la mutazione V600E in eterozigosi o come mosaico.
Sui restanti pazienti in cui non è stata identificata la V600E, saranno condotti studi di target resequencing per la ricerca di altre varianti in geni della cascata MEK-ERK, tramite metodica Miseq  Illumina. 
Identificare la mutazione V600E dalla lesione non sempre è fattibile con le metodiche classiche (quali Sanger sequencing o Real time) o tecniche di nuova generazione. Il problema tecnico comune è sempre quello di avere una buona lesione tumorale e avere un buon campione di partenza.

Purtroppo, il tessuto archiviato spesso non fornisce un'adeguata quantità di DNA per il test molecolare. Per questo è necessario identificare fonti alternative di materiale biologico.

Il cfDNA viene rilasciato nel sangue da cellule in fase di apoptosi, necroptosi e per secrezione attiva da parte di cellule tumorali ed è stato identificato nel plasma o nelle urine dei pazienti con cancro.

La rivelazione e la quantificazione di frammenti mutanti nel cfDNA fornisce una valida alternativa ai test sui tessuti. 

Il concetto di testare una mutazione in cfDNA da plasma e/o urine è stata valutata in uno studio pilota in pazienti con Erdheim–Chester (una forma di ICL) ed è stato definito concorde con analisi su tessuti (paraffinati o  in formalina)  e dovrebbe essere indagato come alternativa per  promuovere terapia personalizzata per i pazienti il cui tessuto tumorale scarseggia. 

Su due pazienti positivi per la V600E siamo riusciti ad estrarre il DNA circolante da Plasma e urine e provare mediante droplet pcr a ricercare la presenza di alleli portatori della variante V600E. Su uno dei due pazienti, con malattia attiva abbiamo confermato la presenza dell’allele mutato. Sull’altro paziente, in remissione di malattia, abbiamo identificato solo la presenza dell’allele wild-type. 
Ulteriori studi sono necessari per stabilire se la metodica può essere congrua a monitorare la malattia minima residua e la risposta alla terapia. Inoltre è necessario stabilire i corretti cut-off.
2) Linfoistiocitosi emofagocitica

Da luglio 2016 a giugno 2017 sono stati analizzati 103 pazienti provenienti dall’Italia, dall’India e dal Nord-Europa. Nei pazienti provenienti dall’Italia viene effettuata la valutazione citofluorimetrica dell’espressione intra-citoplasmatica di Perforina e della degranulazione mediante lo studio di espressione del marcatore CD107a. I pazienti provenienti dal Nord-Europa hanno effettuato lo studio funzionale nei centri invianti. Nei pazienti Indiani non abbiamo dati su studi funzionali poiché non viene eseguita dai centri invianti e a causa dei tempi di spedizione il campione non è idoneo per il test. 
Dei 103 pazienti abbiamo identificato un marcatore genetico in 10 pazienti:

a) 2 XLP-2, 
b) 3 LEF di tipo 3 (di tutti e tre non abbiamo corrispondente dato funzionale poiché indiani), 
c) 5 LEF di tipo 2 (4 indiani, 1 italiano con corrispondente difetto di espressione di Perforina all’analisi citofluorimetrica).
Dei pazienti affetti è stata validata la mutazione in entrambi i genitori per confermare la segregazione degli alleli.
In 14 pazienti abbiamo identificato varianti monoalleliche:

a. 8 in PRF1: 2 avevano difetto parziale di espressione, 1 espressione assente e clinica sovrapponibile a una LEF di tipo 2; nei restanti pazienti il test funzionale non è stato eseguito.
b. 5 in STXBP2: al test funzionale 3 pazienti mostravano un forte stato di attivazione di malattia, in 2 il test è stato non valutabile.
c. 1 variante in UNC13d con relativo difetto di espressione del CD107a e patologia sottostante (il paziente aveva una forma di LE secondaria a una leucemia).
Per dimostrare l’importanza del significato delle varianti monoalleliche nei geni LEF correlati abbiamo effettuato uno studio retrospettivo della casistica afferente al Registro nazionale delle Istiocitosi. Lo studio è stato oggetto di un abstract dal titolo “Varianti monoalleliche nei geni LEF correlati” presentato al XLII Congresso AIEOP il 21-23 maggio 2017 che è stato scelto come comunicazione orale.
