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Foreword

The 2019 edition of the Annual Congress on Celiac Disease, organized by AIC -
Associazione ltaliana Celiachia (Italian Society for Celiac Disease) - presents a
significant novelty. On the occasion of the simultaneous works of the annual Gen-
eral Assembly of AEOCS in Milan, the Official language of the Congress is English.

The challenging title of the congress is: "THE FUTURE OF CELIAC DISEASE”, that is
also the common thread of all the lectures of the event.This congress is a scientific
event for the Medical professionals, aimed af meeting the celiac individuals’ needs
and necessity.

In the pages of these proceedings, the four lectures of the program are summa-
rized.These lectures describe what the celiac disease will be like in the very next
years, from different points of view: the evolution of wheat in relation fo its foxicity
in CD, the epidemiology and the clinical presentation, the implication for diagnosis
and treatment of the latest findings about gluten-specific T cells phenotype and,
finally, the therapeutic strategies alternative fo gluten-free diet. The knowledge of
the CD in the future will allow us to shape it to meet these needs in term of early
and correct diagnosis, dietary tfreatment and life-long follow-up and care.

With the best wishes of a fruitful attendance to the congress,

Marco Silano

Department of Food Safety, Nutrition and Veterinary Public Health,
Istituto Superiore di Sanitd, Rome, Italy



Evolution of wheat gluten and novel approaches to
develop wheat that is safe for coeliac patients

M.J.M. (René&) Smulders
Wageningen University & Research, Plant Breeding, Wageningen, The Netherlands
email: rene.smulders@wur.nl

Background. Currently the only reliable remedy for coeliac disease (CD) patients
is a strict and lifelong gluten-free diet. While gluten-free products are available,
there is a growing desire for coeliac-safe, whole-grain wheat-based products, as
consumption of whole-grain foods (including wheat) reduces the risk of chronic
diseases. Breeding wheat without immunogenic epitopes would be a definitive
solution (Jouanin et al. 2018a). Developing “safe gluten” wheat varieties that retain
baking quality is, however, very challenging. Bread wheat has more than 100
gluten genes on its three genomes, and therefore wheat that is coeliac-safe can-
not be produced by combining naturally occurring, safe variants of gliadin genes
by conventional breeding methods alone.

Recently, targeted gene editing using CRISPR/Cas? has been developed as an
additional tool with direct relevance to plant breeding. Gene editing has the po-
fential fo precisely remove or modify the DNA sequences coding for immunogenic
peptides. We call these two possible routes “gluten-free wheat” and "wheat with
safe gluten”. SGnchez-Ledn et al. (2018) showed that it is possible fo remove, in
one round of editing, up to 35 gluten genes, reducing immunoreactivity by an es-
fimated 85%.

We set out fo edit the immunogenic epitopes with the aim of creating wheat with
gliadins that are safe for CD patients while retaining baking quality. We also de-
veloped tools for screening the plants produced, both for changes in the DNA
and in the resulting gluten proteins produced in the grains. In our hands, gene ed-
iting produced small edits in up to 10 alpha-gliadin genes plus deletion of 20 of
the 87 alpha-gliadin genes in variety Fielder (Jouanin et al., 2019a,b).Thus, both
studies have provided proof of concept for the use of gene editing to make wheat
coeliac-safe.

Conclusions and perspective. This application of gene editing in wheat will be
discussed within the context of food production and in view of current national
and infernational regulatory frameworks. Healthy products derived using this new
tfechnology may become available in the United States, Canada, Argentina and
many other countries but not in the EU, as here these plants would classify as ge-
netically modified, even though no foreign DNA is present (Jouanin et al., 2018b).
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Troublesome T cells in celiac disease: Implications for
diagnosis and treatment

Ludvig M. Sollid
KG Jebsen Coeliac Disease Research Centre, Department of Immunology, Univer-
sity of Oslo and Oslo University Hospital - Rikshospitalet. [.m.sollid@medisin.uio.no

Celiac disease is a prevalent polygenic disorder caused by a harmful immune re-
sponse to cereal gluten proteins. While exhibiting features of food infolerance, the
disease also has many autoimmune characteristics including highly disease spe-
cific autoantibodies targeting the enzyme transglutaminase 2. Celiac disease po-
fients, but not healthy subjects, possess gluten-specific CD4+ T cells (1,2). These
gluten-specific CD4+T cells, likely drivers of the immunopathology of the condition,
are uniquely restricted by disease-associated HLA-DQ allotypes, namely HLA-DQ2.5
(HLA-DQAT*05/HLA-DQBT *02), HLA-DQ2.2 (HLA-DQA1 *02:01/HLA-DQB1 *02) and
HLA-DQS8 (HLA-DQAT *03/HLA-DQBT *03:02). Conveniently, HLA-DQ:gluten tetramers
consisting of HLA:peptide complexes multimerized on fluorescently labeled strep-
favidin enable visualization and isolation of such disease driving CD4+ T cells. We
have combined tetramer isolation of gluten-specific T cells with T-cell receptor se-
quencing as well as high-dimensional cell phenotyping and RNASeq analysis. We
found that the T cells carry a surprisingly narrow phenotype, a phenotype sugges-
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five of T-cell help fo B cells and a role of the T cells in antibody production (3).T-cell
receptor sequencing of single and bulk populations of cells revealed persistence
of the same clonotypes in gut and blood compartments over decades (4).Hence,
in established celiac disease, the T cell clonotypes that recognize gluten persist
for decades, make up fixed repertoires. The presence and long-time persistence
of gluten specific T cells in celiac disease implicates that HLA-DQ:gluten tetramer
detection of these cells can also be used as a diagnostic marker. | will review these
new findings and discuss their implications for diagnosis and treatment of this im-
portant disorder (5).
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The hunt for adjunctive or alternative therapies
for coeliac disease

Markku Mdaki, MD, PhD, professor emeritus
Faculty of Medicine and Health Technology, Tampere University, Tampere, Finland
email: markku.maki@tuni.fi

Background. Small intestinal mucosal healing is our gold standard outcome
measure in gluten-free diet and a prerequisite for sustaining health. Mucosal injury
and inflammation is worldwide very common in treated patients and symptoms
do occurin 20-50%.There is an unmet need for novel adjunctive or alternative ther
apies.

Outcome measures. A pill, device, or vaccine/immunotherapy meant for CD treat-
ment should affenuate or prevent mucosal injury.The grade of mucosal injury can
be accurately measured using morphometry (1-3). Validated patient-related out-
come (PRO) instruments are used to measure symptoms and quality of life (4).
Safety endpoints always include reporting of adverse events. CD-related serolog-
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ical and immunological as well as exploratory biomarker endpoints are often used
in phase 2a studies.

Study designs. Randomized placebo-controlled gluten challenge-designed effi-
cacy phase 2a proof-of-concept trials are used to tell whether the drug is attenu-
ating or preventing gluten-induced mucosal injury. Also other type of study designs
have been used where biopsy has not been the primary outfcome.

Past and present trials. At present there are approximately 30 novel drug/vaccine
pipelines within academy and industry. Ongoing clinical frials are to be found in
ClinicalTrials.gov and/or EudraCT databases. Attempts to detoxify wheat or gluten
have not been successful. On the drug side the glutenase ALV003 (Alvine, USA)
was sown to affenuate mucosal injury in CD. However, a follow-up phase 2b study
in nonresponsive CD did not meet its primary endpoint, the placebo healing effect
was similar to the drug effect. ImmunogenX (USA) is presently continuing the de-
velopment of this glutenase. Larazotide acetate, an epithelial tight junction regu-
lator, has passed phase 2 studies but biopsy has not been a primary outcome
(Innovate, USA). The development of the polymer BL-7010 meant to bind the in-
gested gluten and sequester it to the feces was stopped at the safety stage (Bio-
LineRx, Israel). Nexvax2 desensitization therapy has passed extensive phase 1 trials,
proceeded to a phase 2 trial, which again upon inferim analysis was discontinued
in June 2019 (ImmusanT, USA). A transglutaminase 2 inhibitor, ZED1227, from the
companies Zedira and Dr. Falk Pharma (Germany) is at present tested in a gluten
challenge trial with biopsies as primary outcome. Many other pharma companies
are evaluating whether their already existing biological drug could be effective in
CD.The monoclonal anti-IL-15 antibody AMG714 is an example of this (Celim-
mune/Amgen, USA).The drug did not prevent gluten-induced mucosal injury but
an anti-inflammatory and symptom-attenuating effect was seen. Further develop-
ment of AMG714 is underway. Many other novel freatment approaches are in the
discovery phase or in phase 1 preclinical studies.

Conclusions and perspectives. At this point all clinical drug frials in CD have been
performed in adults. No trials have so far exclusively addressed dermatitis herpeti-
formis.The hunt for novel freatment options in CD is ongoing.
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MTOR sustains inflammatory response in celiac disease-
Project 006_FC_2015 (Pl Giovanni Monteleone)

S.Sedda, V. Dinallo, I. Marafini 1, OA. Paoluzi T, R. 1zzo, P. Giuffrida*, A. Di Sabatino*,
GR: Corazza*, G. Monteleone

Dipartimento di Medicina dei Sistemi e tDipartimento di Gastroenterologia,
Policlinico Tor Vergata di Roma; *Dipartimento di Medicina Inferna, Fondazione
IRCCS Policlinico San Matteo, Universita di Pavia

Background. Celiac disease (CD) is an enteropathy triggered by the ingestion of
gluten proteins in genetically predisposed individuals and characterized by ex-
cessive activation of effector immune cells and enhanced production of inflam-
matory cytokines [1-4]. However, factors/mechanisms that amplify the ongoing
mucosal inflammation in CD are not fully understood.

Aim. In this study, we assessed whether mammalian target of Rapamycin (mTOR),
a pathway that combines intra- and extra-cellular signals and acts as a central
regulator for the metabolism, growth, and function of immune and non-immune
cells [5], sustains CD-associated immune response.

Methods. Expression of phosphorylated (p)/active form of mTOR was assessed in
protein lysates of duodenal biopsies taken from patients with active CD (ACD)
and healthy controls (CTR) by Western Blotting and immunofluorescence. p-4EBP1
and p-Rictor were assessed in protein lysates of duodenal biopsies taken from pa-
tients with ACD and CTR by Western Blotting. Mucosal explants of inactive CD (ICD)
patients were cultured in the presence or absence of pepsin-trypsin-digested (PT)-
gliadin and then p-4EBP1 expression was evaluated by Western Blotting. Mucosal
explants of ICD patients were cultured in the presence or absence of the pro-in-
flamnmatory cytokines IL-21 and IFN-y and p-4EBP1 expression was evaluated by
Western blotting. In parallel, mucosal explants of ICD patients were treated with
the JAK/STAT inhibitor AG490 or left untreated and then stimulated either with IL-
21 or IFN-y, and p-4EBP1 protein expression was evaluated by Western Blotting. Mu-
cosal explants of ACD patients were cultured in the presence or absence of the
anfibodies neutralizing IL-21 and IFN-y, and p-4EBP1 expression was evaluated by
Western blotting. Mucosal explants of ACD patients were cultured with rapamycin,
an inhibitor of MTOR activity, and then p-4EBP1 and IL-15 expression was evaluated
by Western Blotting.

Results. Our findings indicate that expression of p-mTOR is increased in protfein
lysates of duodenal biopsy samples taken from patients with ACD as compared
fo normal controls. In ACD, activation of mTOR occurs mainly in the epithelial com-
partment and associates with enhanced expression of p-4EBP. a downstream tar
get of MTOR complex (MTORC)1, while expression of p-Rictor, a component of
mTORC2, is not increased. Stimulation of mucosal explants of inactive CD patients
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with pepsin-trypsin-digested (PT)-gliadin or IFN-y /IL-21, two cytokines produced in
CD by gluten-specific T cells, increases p-4EBP expression. Consistently, blockade
of such cytokines in cultures of ACD mucosal explants reduces p-4EBP. Finally, we
show that inhibition of mMTORCT with rapamycin in ACD mucosal explants reduces
pP-4EBP and production of IL-15, a master cytokine produced by epithelial cells in
this disorder.

Conclusion. Our data indicate that mTOR is highly activated in ACD and suggest
a role for this kinase in sustaining inflammatory response in this disorder.
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Celiac Disease and Vitamin D

Carolina Ciacci, University of Salerno

Background. Patients with celiac disease (CeD) frequently show low bone density
(BMD). Guidelines recommend the VitD supplementation in case of low BMD.
Studies on Vitamin D (Vit D) in CeD report the 25(0OH) VitD deficiency at diagnosis
that disappears on a gluten-free diet, independently of any supplementation,
whereas in the few studies in which the 1,25 (OH) Vi D, was evaluated, it resulted
high at the time of CeD diagnosis.

Aims. We aimed to study patients with untreated or treated CeD for: diet and nu-
frients, 25-hydroxy vitD and 1,25-dihydroxy vitD levels, measurements of ions indices
of mineral metabolism and parathyroid gland activity. Bone mass/bone density
by pQCT and its correlation with the above mentioned indices. Secondarly, we
aimed tfo study the effectof 25-hydroxy VitD and of 1,25-dihydroxy vitD on the early
immunologic/inflammatory events upon in vitro gliadin challenge of infestinal
biopsies in active and treated CeD.
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Results. We enrolled 111 CeD , 39 at diagnosis and 72 at follow-up. Roughly, 60%
of adult patients with CeD show BMD lower than peers. About 15% of CeD at di-
agnosis showed very low levels of BMD. However, GFD did not vary the BMD. Dietary
assessment demonstrated that nutritional imbalance seems not to play a role in
low bone density of CeD patients, as they consume milk and derivate in the same
amount of controls. 25-OHVitD levels were similar at diagnosis and follow-up
(19.36 £ 8.7 and 21.60 + 8.9, p=ns) while 1,25-OHVitD levels were higher at diag-
nosis than at follow-up (61.63 + 20.69 54.91 + 13.60, p = 0,07). Levels of 25-OH VitD
were low in patients with low BMD, while the levels of 1,25-OH VitD tended to be
higher in in patients with low BMD compared to those with normal BMD. Calcium,
phosphorous, albumin levels were within the normal range for all and not signifi-
cantly different between groups. Notably iPTH values (normal range 10-60 pg/ml)
were higher in CeD at diagnosis than the patients on GFD (73,1+2,0 vs 56,3+4,1
p= 0,015).

In vitro study. We were able fo investigate the mucosa of 62 patients. Six culture
were not evaluated because of technical problems (contamination, high femper-
ature of the culture chamber, small corrupted biopsies). Therefore, we could study
the effect of VitD at different levels in 56 patients. The results of the present study
show an unexpected biological pro-inflammatory effect of both vitamins D on the
biopsies from celiac patients. In our model Vit D, upon contact with the infestinal
mucosa, increases also the oxidative stress.The results of a global pro-inflammatory
effect of VitD on the infestinal mucosa, obtained through a different methodology,
are generally in agreement with each other. However, further experiments are
needed to confirm the datum.

Conclusion. Our findings support the theory that low BMD in CeD may not result
from Vit D deficiency, but rather from the inflammation or the reduced level of cal-
cium binding proteins, due to enterocytes loss. The latter impairs the response fo
the 1,250HVitDI, further potentiating calcium loss and inducing secondary hyper-
parathyroidism.

LONG NON-CODING RNA EFFECTS ON THE DEVELOPMENT
OF CELIAC DISEASE

Donatella Cielo, Luigi Greco
University of Naples “Federico II”, Department of Translational Medical Sciences

Background. Genetic association studies have identified 112 single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) associated with celiac disease (MC) of which 90% are
found in non-coding regions, suggesting that most of them have a potentially reg-
ulatory role. In the last few years, it has been discovered that non-coding RNAs
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(ncRNAs), defined as small RNA molecules that are franscribed but not translated
info proteins, represent the majority of human transcripts. Furthermore, it is also
known that they are strongly involved in the post-transcriptional regulation of gene
expression which is therefore not controlled only by transcription factors.The non-
coding RNAs that influence epigenetic processes can be grouped info “short ncR-
NAs” and “longncRNAs”, the latter being the subject of our work. In the first part of
this study the objective is fo evaluate the effect and location of 7 SNPs present in
the sequence of 7 IncRNAs associated with celiac disease that influence their
functionality, in infestinal epithelial and non-epithelial cells and subsequently in
sections fixed in formalin (FFPE) of intestinal biopsies of celiac patients and con-
frols.

Methodology. We selected 7 SNPs associated with celiac disease which are cis
eQTL 234 that is they influence the expression of the gene regions in which they
are situated, located within INCRNA coding regions. Intestinal biopsies of 17 celiac
patients and 19 control patients were recruited. LncRNA expression experiments
were performed on them by RT-PCR. Subsequently for those results fo be deregu-
lated by the analysis of gene expression, we observed the specific localization in
formalin-fixed sections (FFPE) in a specific cell population, by RNAScope, an inno-
vative technique combining in situ hybridization (ISH) and immunohistochemistry
(HC).

Results. By immuno-sorting with MicroBeads CD326 (EpCAM), we have isolated
from the intestinal biopsies the epithelial cells and lamina propria cells, from which
we then analyzed the expression of the INcCRNAs and the genes they regulated by
Real Time PCR in order to highlight any differences between CDs and CTRs. 5 of
the INncRNAs were not found fo be expressed at the intestinal level, while the IncRna
AL139246 showed similar expression levels in both compartments, and without dif-
ferences between CDs and CTRs. Very inferesting instead, the data obtained for
LINC01882, associated with the PTPN2° locus, that we have seen to be a transcript
mainly of the lamina propria and which showed greater expression in celiacs. In
light of the results obtained, we have concentrated our aftention on LINC1882,
and started ISH experiments to visualize the specific localization and expression
directly in situ and to relate it o the results obtained from the Real-Time PCR ex-
periments. Furthermore, o date, further experiments on the gene expression of the
PTPN2 gene are in progress on the same samples, since it is interesting fo look at
how it is regulated by LINC1882.
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The role of CB2 receptor in the pathogenesis of celiac
disease and associated bone loss

Chiara Tortora, Francesca Rossi
Department of Women, Child and General and Specialist Surgery, University of
Campania "Luigi Vanvitelli” Naples

Background and preliminary data. Low bone mineral density and osteoporosis
(OP) are frequent complications of Celiac disease (CD).The efiology of patho-
logic bone alteration in CD is multifactorial and related to malabsorption of es-
sential micronutrients for bone mineralization and fo pro-inflammatory cytokines
release that stimulates osteoclastogenesis.The gluten-free diet is the only effective
freatment for CD, but is not always enough to restore bone mass. In a previous
study we demonstrated a significant association between the Cannabinoid Re-
ceptor type 2 (CB2) Q63R variant and CD, suggesting the receptor as a biomarker
for the diagnosis of CD. Moreover, CB2 is involved in bone cell differentiation, sur-
vival and function and its stimulation is beneficial for reducing osteoclasts (OCs)
activity in OP associated with different diseases. Based on these evidences, fo high-
light a possible role of the CB2 receptor in CD-induced bone alteration, we inves-
figated the expression of the receptor in OCs obtained from celiac patients and
evaluated the effects of the pharmacological modulation of the CB2 on osteo-
clast activity.

Methodology. Six children just diagnosed with CD and six healthy donors, age
and sex matched, were enrolled after formal approval of the Ethics Committee.
OCs were obtained from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of enrolled
subjects, after signing informed consent. In order to obtain fully differentiated OCs,
the PBMCs were cultured for 21 days in presence of 25 ng/mL recombinant
human macrophage colony-stimulating factor (rh-MCSF) and 50 ng/mlL receptor
activator of nuclear factor kappa ligand (RANK-L). Mature OCs were identified
as Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) positive multinucleated cells con-
taining 3 or more nuclei at the end of the culture period. The mature OCs were
characterized by Real time PCR and Western Blot for the expression of CB2 receptor
and the osteoclast biomarkers TRAP and Cathepsin K, before and after 24h expo-
sure to CB2 agonist, JWH-133 [100nM] or to the reverse agonist AM630 [10uM].
Moreover, to evaluate OCs activity, TRAP assay and bone resorption assay were
performed before and after treatments.
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Results. As expected, TRAP and Cathepsin K are highly expressed in OCs from CD
patients, as demonstrated by Real Time PCR and Western Blot. Accordingly, the col-
orimetric Trap assay and the bone resorption assay, revealed an increase in os-
tfeoclast number, size and activity. Interestingly, the expression of CB2 is lower in
OCs from CD patients than in OCs from healthy subjects. Considering that CB2
receptor is implicated in modulation of bone metabolism inhibiting activity and
formation of OCs, this result suggests a role for CB2 in the pathogenesis of CD-re-
lated bone resorption. In support of these data, the CB2 agonist JWH-133 [100nM]
significantly reduces the osteoclasts activity in CD and counteracts the resorption.
Moreover, the CB2 blockade with the reverse agonist AM630 [10uM] exacerbates
the increase of TRAP and the osteoclast over-activation. In conclusion, the receptor
CB2 could be a useful marker to predict the risk of pathological bone alteration
in CD subjects af the moment of diagnosis, ameliorating their quality of life.
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Immuno-Laser capture microdissection to study

immunomodulatory function of v+ intraepithelial
lymphocytes in Celiac Disease

Vera Rotondi Aufiero, Istituto di Scienze dell’ Alimentazione ISA-CNR, Avellino, Italy

Background and preliminary data. An increase of y3d+ intraepithelial lympho-
cytes (IELs) is one of the hallmark of Celiac Disease (CD).The role of these cells in
the pathogenesis of CD has not been established yet, but there are many evi-
dences which suggest their regulatory function by the production of anti inflam-
matory cytokines 2, Different approaches have been used to study the pattern of
cytokines released by IELs in CD, which have led sometimes to confradictory results.
Most data has been found analyzing mRNA expression, by using fechniques that
fail fo provide an isolation of highly pure cell populations. The development in the
last decade of laser capture microdissection (LCM), combined with quantitative
real-time PCR (RT-PCR), has allowed this goal to be achieved.

Although some immuno-LCM protocols, to identify and isolate specific types of
cells, have been proposed to counteract RNA degradation 3, the avoidance of
RNA degradation is almost inevitable 4.

The aim of this work was to provide an optimal protocol useful to identify and iso-
late of y8+ IEL as well as to obtain sufficient amounts of high-quality RNA useful
for cytokine gene expression analysis.

Methods. Seven um cryostatic sections from intestinal biopsies of untreated CD
patients were processed using two protocols that is classic immuno-LCM protocol
or LCM on immunostained serial tissue sections °.

In the first case, criostatic sections have been collected on a Rnase-free mem-
brane slides, immunostained to identify Y8 + cells within a minimal incubation
fimes of 15 minutes, and then processed for LCM. RNase inhibitors, ice-cold DEPC-
treated water and RNase-free PBS, have been used to prevent RNA degradation.
Regards LCM on immunostained serial tissue sections, cryostatic sections have
been collected on a normal slide and processed for immunohistochemisty (IHC)
fo stain v 6+ cells, whereas the serial section has been collected on a RNasefree
membrane slides and processed for LCM. Such pairs of serially adjacent sections
were carefully compared for the identification of y 38+ IEL o microdissect.

Total RNA obtained by both methods, was subsequently extracted, reverse fran-
scribed and analysed by RT-gPCR assays.

Results. Applying the immuno-LCM protocol, the stability of RNA was markedly re-
duced by the activation of endogenous tissue RNases., and such activation was
mainly due from the aqueous solutions, used during the immunostaining process.

On the contrary, LCM combined with IHC on serial tissue sections, allows us to isolate
v 3+ IELs and at the same time prevent RNA degradation, obtaining high-quality RNA.
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Therefore, utilizing such protocol we could identify and isolate of y &+ IEL and ob-
fain good RNA quality from such cells useful fo investigate the cytokine gene ex-
pression profiles of y&+ IEL in CD.
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microRNA profiling in stool and plasma of subjects affected
by celiac disease by Nexi-Generation-Sequencing

Antonio Francavilla, Paolo Vineis, Italian Institute for Genomic Medicine (IIGM),Torino

Background and preliminary data. Celiac disease (CD) occurs in about 1% of
the population worldwide, although most people affected remain undiagnosed
(1). Additional markers could be useful in CD detection/management. In this re-
spect, molecular markers based on newly discovered non-coding RNA (nNCRNA)
species detectable in surrogate tissue or microbiome composition may represent
an interesting field of research. microRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA
molecules of ~22 nucleotides in length with a dysregulated expression in many
gastrointestinal diseases and so interesting to use as potential biomarkers. Despite
already more a decade of studies on miRNA alterations, few of them explored their
expression in relation to CD mostly by arrays and RT-gPCR. In duodenal tissue and
blood samples of CD patients some miRNAs, including mir-192-5p, miR-31-5p and
miR-338-3p, were downregulated in paediatfric and adult CD patients compared
fo controls (2,3). At our knowledge, there are no studies which analyzed miRNA
and microbiome profiles in stool/plasma specimens by Next Generation Sequenc-
ing (NGS) comparing the effect of gluten free diet (GFD) in CD vs healthy subjects
and in new diagnosed CD patients before and after one year of GFD.

Methods. In collaboration with gastroenterological department of 2 hospitals in
Torino and by the use of a flyer (approved by AIC/FC, explaining the objectives
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and aims of the study distributed all over the city of Turin in pharmacies, bars and
restaurants attended by Celiac subjects), 48 subjects were recruited (24 CD pao-
fients following the GFD and 24 healthy controls) and their stool and plasma sam-
ples collected. Each subject signed an informed consent to study and filled dietary
and lifestyle questionnaires.

All the biological samples are stored af -80°C until RNA extraction. Fecal RNA ex-
fraction was performed with the Stool Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek
Corp). RNA from plasma exosomes was isolated using the miRNeasy
plasma/serum kit by the QiaCube extractor (Qiagen, Venlo, Netherlands).To per-
form the metagenomic analyses, DNA isolation from stool samples was performed
using the QlIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands).

Barcoded library were prepared using the NEBNext Multiplex Small RNA Library
Prep Set for llumina. Fragments of 135-160 bp are used for small RNA-Seq analysis
on the lllumina HiSeg4000 platform. One lane in 24-plex produces about 4 millions
of single reads per sample, 50 nt long. An already optimized workflow for quantifi-
cation of miRNAs obtained from NGS and pipelines of analyses of data have been
developed and published by my research group (4).

Results. From Stool RNA and DNA isolation good results were obtained in terms of
quality and quantity. Libraries for small RNA sequencing were prepared for 45 sam-
ples including those of 21 CD patients on GFD and the relative 21 matched con-
frols (14 women and 7 men in each group, mean age+ 39.3+12.64) as well as two
samples from one newly diagnosed CD patient (one at the diagnosis and the
ofher affer 3 months of GFD).Barcoded libraries have been sequenced and reads
quality check performed with positive results. The biocinformatic analyses to high-
light differentially expressed miRNAs are ongoing.
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Prefazione

L'edizione 2019 del Convegno Annuale sulla Celiachia organizzato da AIC - As-
sociazione Italiana Celiachia - presenta una significativa novitd. In occasione dei
lavori paralleli della General Assembly delll AEOCS a Milano, il convegno si svol-
gerd in lingua inglese trasformandosi in evento internazionale.

Il tema chiave del Convegno, che sard frattato nei suoi diversi aspetti dai relatori
infervenuti, & interessante e complesso: Il Futuro della Malattia Celiaca. Tradizio-
nalmente, il Convegno Annuale AIC sulla Celiachia rappresenta I'evento scienti-
fico di riferimento in ltalia per i medici e i ricercatori, ma fortemente orientato verso
i bisogni e le necessitd degli individui affeffi da celiachia.

Questi afti Congressuali presentano, tra I'altro, un estratto delle 4 letture magistrali
del mattino, che hanno lo scopo di farci vedere come sard la patologia celiaca
nel prossimo futuro: I'evoluzione dei grani rispetto alla loro tossicitd per i celiaci,
I'epidemiologia e la presentazione clinica, quali implicazioni per la diagnosi e il
frattamento in seguito alle pitl recenti evidenze sul fenotipo linfocitario T glutine-
specifico, e infine le strategie terapeutiche alternative alla dieta priva di glutine.

La conoscenza della malattia celiaca nel prossimo futuro ci permetterd di andare
incontro ai bisogni delle persone affette da celiachi, in termini di nuovi approcci
diagnostici, tratftamento dietetico e pit in generale nella presa in carico e assi-
stenza.

Con I migliori auguri di una proficua partecipazione al Convegno,

Marco Silano
Dipartimento Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria,
Istituto Superiore di Sanitd, Roma
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Evoluzione del glutine nel frumento e nuovi approcci di
sviluppo di varieta di frumento sicure per i pazienti celiaci

M.J.M. (René) Smulders, Wageningen University & Research, Plant Breeding, Wo-
geningen, Olanda
(email: rene.smulders@wur.nl)

Background. Attualmente I'unica terapia possibile per la celiachia € una dieta
senza glutine permanente e rigorosa. Sebbene prodotti senza glutine siano di-
sponibili, ¢’ un desiderio crescente di prodofti a base di grano integrale, ma sicuri
per i celiaci. Varietd di grano prive degli epitopi immunogenici per la celiachia
sarebbe la soluzione migliore (Jouanin et al.2018a). Lo sviluppo di grani sicuri che
mantengano le proprietd di panificazione nonostante la mancanza di glutine
sono fuftavia difficili da oftenere. Il grano possiede piu di 100 geni distribuiti nei
suoi 3 genomi che codificano per le proteine del glutine, e quindi un grano che
sia sicuro per i celiaci non pud essere ottenuto semplicemente ibridando le vo-
rianti non tossiche che esistono in natura con i metodi fradizionali.

Gli studi. Recentemente, un nuovo metodo di modifica genetica basato su
CRISPR/Cas9 é stato messo a punto come strumento ulteriore di sviluppo di nuove
varietd di ceredali. L'editing genetico ha il vantaggio di rimuovere o modificare in
modo preciso le sequenze di DNA che codificano per i peptidi immunogenici. Si
potrebbero quindi avere due tipologie di grano, una definita grano gluten-free,
I'altra grano con glutine sicuro. Sénchez-Ledn et al. (2018) hanno dimostrato che
€ possibile rimuovere con un solo processo di editing genetico fino a 35 geni del
glutine, riducendo I'immunoreattivitd del grano di circa I'85%.

Nel nostro laboratorio abbiomo cercato di modificare gli epitopi immunogenici
con I'obiettivo di creare un grano con gliadine che siano sicure per il celiaco ma
conservino le proprietd di panificazione. Abbiamo anche sviluppato metodologie
per testare i grani cosi prodotti, in termini sia di cambiamenti del DNA sia di corri-
spondenti proteine del glutine generate. Stante ai nostri risultati, I'editing genetico
ha prodotto modifiche in circa 10 geni di alfa-gliadina e la delezione di 20 degli
87 geni complessivi della stessa alfa-gliadina nella varietd Fielder (Jouanin et al.,
2019a,b).si fratta quindi di studi che provano I'efficacia dell’editing genetico per
la produzione di grani sicuri per i celiaci.

Conclusioni e prospettive. Limpiego dell’editing genetico per la produzione di
grani sard affrontato in ambito legislativo e regolatorio nazionale ed infernazio-
nale. Prodofti oftenuti con questa nuova tecnologia potrebbero diventare dispo-
nibili in USA, Canada, Argentina e altri paesi fuori dall'UE, siccome in Europa questi
grani sarebbero classificati come OMG sebbene essi non confengano alcun DNA
estraneo aggiunto (Jouanin et al., 2018b).
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Cellule T coinvolte nella malattia celiaca: implicazioni
per la diagnosi e il frattamento

Ludvig M. Sollid. KG Jebsen Coeliac Disease Research Centre, Department of Im-
munology, Universitd di Oslo, Norvegia - Rikshospitalet. |.m.sollid@medisin.uio.no

La malattia celiaca & prevalentemente una patologia poligenica caratterizzata
da una dannosa risposta immunitaria alle proteine del glutine. Oltre a presentare
le caratteristiche di un’intolleranza alimentare, la celiachia ha molte caratteristiche
delle patologie autoimmuni incluso la produzione di autoanticorpi altamente spe-
cifici che legano I'enzima transglutaminasi 2. A differenza dei soggetti sani, i po-
zienti celiaci possiedono linfociti CD4* T specifici per il glutine (1,2). Questi linfociti,
sicuramente responsabili dell'immunopatologia della celiachia, hanno aplotipi
HLA-DQ fipici della malattia, quali HLA-DQ2.5 (HLA-DQAT *05/ HLA-DQBT *02), HLA-
DQ2.2 (HLA-DQAT*02:01/HLA-DQB1*02) e HLA-DQ8 (HLA-DQAT*03/HLA-
DQB1*03:02). Specifici tetrameri HLA-DQ:glutine (consistenti in complessi
HLA:peptide polimerizzati su streptavidina fluoresceinata) consentono la visualiz-
zazione e I'isolamento di questi linfociti CD4+ T patogenici. Nel nostro laboratorio,
abbiamo combinato I'isolamento dei linfociti T glutine-specifici mediante tetrameri
con un sequenziamento del recettore T, come pure effettuato la fenotipizzazione
cellulare e I'analisi RNASeq. Abbiamo frovato che le cellule T hanno un fenotipo
molto ristretto che suggerisce che un tipo di cellule T interagisca con i linfociti B e
un ruolo delle cellule T nella produzione di anticorpi (3). Le analisi, inoltre, dimo-
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strano che le popolazioni linfocitarie trovate sono simili nell'intestino e nel sangue
periferico e persistono per decenni nell’organismo (4). Quindi, nella celiachia con-
clamata i clonotipi T che riconoscono il glutine persistono per decenni, dando
luogo a repertori definiti. La presenza e la lunga persistenza di cellule T glutine-
specifiche nella malattia celiaca implica che il metodo di rilevazione di queste
cellule mediante tetrameri HLA-DQ:glutine pud essere usato anche come marcao-
tore diagnostico. Nella relazione si discuteranno queste nuove scoperte e le loro
implicazioni nella diagnosi e nella cura della celiachia (5).
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Quali terapie nuove o supplementari per la celiachia

Markku M&ki (MD, PhD, professore emerito)
Universitdl di Tampere, Tampere, Finlandia
email: markku.maki@tuni.fi

Background. La normalizzazione della mucosa infestinale € I'atfuale standard per
misurare la sicurezza della dieta senza glufine e un prerequisito per la salute del
paziente celiaco. Il danno e I'infiammazione mucosale & molto frequente nei po-
zienti celiaci in fratftamento i e i sinfomi persistono nel 20-50% dei casi. Ne conse-
gue la necessita per ferapie alternative o almeno adiuvanti la dieta senza glutine.
Outcome. Una terapia a base di un vaccino un’immunoterapia mirata per la ce-
liachia potrebbe attenuare o prevenire il danno mucosale. Il grado di danno mu-
cosale pud essere accuratamente misurato con la morfometria (1-3). Validated
patient-related outcome (PRO) sono utilizzati per misurare i sinfomi e la qualitd di
vita (4). Inoltre, safety endpoints includono la descrizione di eventi avversi. En-
dpoints serologici e immunologici correlati alla celiachia sono spesso usati negl
studi di fase 2a.
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Il disegno degli Studi clinici. Studi clinici di fase 2° finalizzati alla misurazione del-
I'efficacia e della validitd, randomizzati e con controllo placebo versus challenge
di glufine, sono generalmente impiegati per verificare se il farmaco sta atte-
nuando o prevenendo il danno mucosale indotto da glutine. Sono stati sviluppati
anche altri tipi di studi in cui la biopsia non é stata impiegata come endpoint pri-
mario.

Studi clinici passati e presenti. Attualmente sono attive circa 30 linee di ricerca
su nuovi farmaci e vaccini, sia presso gli istituti pubblici sia presso le aziende. Que-
sti studi clinici possono essere trovati su ClinicalTrials.gov e sul database EudraCrT.
| fentativi di detossificare i grani non sono stati al momento efficaci. Sul versante
farmacologico, la glutenasi ALV003 (Alvine, USA) ha mostrato una certa attenuo-
zione del danno mucosale celiaco. Tuttavia, uno studio clinico di fase 2b volto al
monitoraggio in pazienti con celiachia refrattaria non ha provato I'efficacia di
ALV003, dato che il placebo e il gruppo trattato con ALVO03 davano gli stessi risul-
tati. ImmunogenX (USA) sta attualmente continuando lo sviluppo di questa glu-
tenasi. Il Larazotide acetato, un regolatore delle Tight junction, ha passato gli studi
di fase 2 ma la biopsia non & stata usata come misuratore primario (Innovate,
USA). Lo sviluppo del polimero BL-7010 aveva lo scopo si legare il glutine ingerito
sequestrandolo all'interno delle feci & stato bloccato nella fase di valutazione
della sicurezza (BiolineRx, Israele). Il vaccino Nexvax2 ha passato una fase 1 ab-
bastanza estesa e poi € andato in valutazione nella fase 2, che anche questa &
stata interrotta nel giugno 2019 (ImmusanT, USA). Un inibitore della transglutami-
nasi 2,ZED1227, delle aziende Zedira e Dr. Falk Pharma (Germania) € attualmente
in fase di sperimentazione in uno studio clinico che include la valutazione della
biopsia. Molte altre aziende farmaceutiche stanno valutando se farmaci biologici
gid esistenti possano essere utilizzati per il trattamento della celiachia. L'anticorpo
monoclonale anti-IL-15, AMG714, & uno di questi esempi (Celimmune/Amgen,
USA). Questo farmaco non ha mostrato di prevenire il danno mucosale indotto
dal glutine, tuttavia presenta attivitd antinfiammatorie. Ulteriori sviluppi di AMG714
sono in fase di studio. Molti altri nuovi approcci ferapeutici sono in fase di scoperta
o di studi preclinici di fase 1.

Conclusioni e prospettive. Affualmente molti studi clinici farmacologici sono stafi
effettuati nell’adulto per la celiachia. Al contrario, nessuno studio clinico e stato
condotto in modo specifico per la dermatite erpetiforme. La ricerca di nuove op-
zioni terapeutiche & ancora in corso.
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Ruolo patogenetico della chinasi mTOR nella malafttia
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GR: Corazza*, G. Monteleone

Dipartimento di Medicina dei Sistemi e tDipartimentfo di Gasfroenterologia, Poli-
clinico Tor Vergata di Roma;, *Dipartimento di Medicina Interna, Fondazione IRCCS
Policlinico San Matteo, Universita di Pavia

Background. La malattia celiaca (CD) € un’enteropatia scatenata dall'ingestione
del glutine in soggetti geneticamente predisposti ed & caratterizzata da un’ec-
cessiva attivazione di cellule immunitarie effettrici e da un’aumentata produzione
di citochine pro-infiammatorie [1-4].Tuttavia, i fattori/meccanismi che amplificano
I'infammazione mucosale nella malattia celiachia non sono completamente noti.

Scopo. In questo studio, abbiamo indagato se il pathway di mTOR (mammalian
target of Rapamycin), che risponde a segnali intra ed extracellulari ed agisce
come regolatore centrale del metabolismo, della crescita e di varie funzioni delle
cellule immunitarie e non [5], possa sostenere la risposta immunitaria associata
alla malaftia celiaca.

Metodologia. L'espressione della forma fosforilata/attiva di m-TOR & stata valutata
in lisati proteici di biopsie duodenali prelevate da pazienti con celiachia attiva e
soggetti sani framite Western Blotting e immunofluorescenza. p-4EBP1 e p-Rictor
sono stati valutati in lisati protfeici di biopsie duodenali prelevate da pazienti con
celiachia attiva e soggetti sani tramite Western Blotting. Biopsie duodenali di po-
zienti con celiachia inattiva sono state messe in coltura in presenza o meno del
digesto peptico-triptico della gliadina e successivamente |'espressione di p-4EBP
e stata valutata framite Western Blotting. Biopsie duodenali di pazienti con celio-
chia inattiva sono state messe in coltura in presenza o meno delle citochine pro-
infiammatorie IL-21 and IFN-y e successivamente |'espressione di p-4EBP & stata
valutata tramite Western Blotting. Contemporaneamente, biopsie duodenali di po-
zienti con celiachia inattiva sono state trattate o meno con l'inibitore di JAK/STAT
AG490 e successivamente stimolate con IL-21 o IFN-y e poi |'espressione proteica
di p-4EBP & stata valutata tramite Western Blotting. Biopsie duodenali di pazienti
con celiachia atfiva sono state messe in coltura in presenza o meno di anticorpi
neutralizzanti IL-21 and IFN-y e I'espressione di p-4EBP € stata valutata framite We-
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stern Blotting. Biopsie duodenali di pazienti con celiachia aftiva sono state fraftate
con la rapamicina, un inibitore dell’attivitd di mTOR, e successivamente |'espres-
sione di p-4EBP e della IL-15 é stata valutata tframite Western Blotting.

Risultati. | nostri risultati indicano che I'espressione di p-mTOR € aumentata nei li-
sati proteici di campioni bioptici duodenali prelevati da soggetti con malattia ce-
liaca attiva rispetto a controlli sani. Nella malattia celiaca attiva, I'attivazione di
mTOR avviene principalmente nell’epitelio e si associa ad un’aumentata espres-
sione di p-4EBP, un target a valle del complesso 1 di mTOR (MTORCT), mentre
I'espressione di p-Rictor, un componente di MTORC2, non € aumentata. La stimo-
lazione di biopsie di pazienti con celiachia inattiva con il digesto peptico-triptico
della gliadina o con IFN-y/IL-21, due citochine prodotte nella malattia celiaca da
cellule T-glutine specifiche, aumenta I'espressione di 4-EBP. Coerentemente, I'inibi-
zione di queste citochine in colture d’organo di biopsie di pazienti con celiachia
attiva riduce I'espressione di 4-EBP e la produzione di IL-15, una citochina fondo-
mentale prodotta dalle cellule epiteliali in questa patologia.

Conclusioni. | nostri dati indicano che mTOR & attivato in corso di celiachia attiva
e suggeriscono un ruolo per questa chinasi nel sostenere la risposta infiammmatoria
in tfale patologia.

Bibliografia

1. Maiuri L, Ciacci C, Auricchio S, Brown V, Quaratino S, Londei M. “Interleukin 15 mediates
epithelial changes in celiac disease”. Gastroenterology. 2000 Oct;119(4):996-1006.

2. Nilsen EMT, Lundin KE, Krajci P, Scott H, Sollid LM, Brandtzaeg P. "Gluten specific, HLA-DQ
restricted T cells from coeliac mucosa produce cytokines with Th1 or ThO profile domi-
nated by inferferon gamma”. Gut. 1995 Dec;37(6):766-76.

3. Ivan Monteleone, Massimiliano Sarra, Giovanna Del Vecchio Blanco, Omero Alessandro
Paoluzi, Eleonora Franze, Daniele Fina, Alessia Fabrizi, Thomas T. MacDonald, Francesco
Pallone and Giovanni Monteleone. "Characterization of IL17A-Producing Cells in Celiac
Disease Mucosa”.J Immunol. 2010 Feb 15;184(4):2211-8. doi: 10.4049/jimmunol.0901919.

4. Bodd M1, Raki M, Tollefsen S, Fallang LE, Bergseng E, Lundin KE, Sollid LM. "HLADQ2-re-
stricted gluten-reactive T cells produce IL-21 but not IL-17 or IL-22". Mucosal Immunol. 2010
Nov;3(6):594-601. doi: 10.1038/mi.2010.36. Epub 2010 Jun 23

5. E.Dazert, MN Hall. "mTOR signaling in disease”. Curr Opin Cell Biol. 2011 Dec;23(6):744-
55.doi: 10.1016/j.ceb.2011.09.003. Epub 2011 Sep 29.

30

Celiachia e Vitamina D

Carolina Ciacci, Centro Celiachia ed intolleranze alimentari Universitd di Salerno

La celiachia (CeD) si associa a ridotta massa ossea (BMD). Le Linee Guida rac-
comandano valutazione metabolismo dell’osso alla diagnosi e follow-up. Recen-
temente & possibile dosare anche la forma attiva della Vitamina D (1,250HVitD).
Recenti studi perd indicano che i livelli di 250HVitD, sia pure bassi alla diagnosi, si
correggono senza supplementazione con la GFD. Inoltre quando si & dosata la
forma attiva, la 1,250HVitD, i suoi valori sono risultati aumentati a dieta libera
Scopo dello studio & stato valutare dieta e stile di vita, i livelli medi delle vitamine
D nel siero di celiaci pre- e post dieta senza glutine (GFD), livelli sierici dei minerali,
del PTH, la denistd ossea(BMD) misurata con la pQCT. In vitro abbiamo valutato
I'effetfo del contatto della vitD sulla mucosa duodenale da biopsie endoscopiche
di pazienti celiaci in un modello di infiammazione in vitro (gliadin challenge)
Risultati. Abbiomo arruolato 111 CeD, 39 alla diagnosi e 72 al follow-up. Circa il
60% dei celiaci avevano valori di BMD inferiori ai controlli e il 15% alla diagnosi
avevano osteoporosi. La GFD non ha migliorato la BMD. La valutazione dietetica
ha evidenziato che squilibri alimentari non sembrano giocare un ruolo determi-
nante nella densitd osseq, visto che il consumo di latte e derivati nei celiaci € pa-
ragonabile alla popolazione di controllo. | livelli di 5-OHVitD erano simili sia alla
diagnosi che al follow-up (19.36 + 8.7 and 21.60 + 8.9, p=ns) mentre | livelli della
1,25-OHVitD sono risultati piti alti alla diagnosi che non al follow -up (61.63 + 20.69
54.91 + 13.60, p = 0,07). 1 livelli di calcio, fosforo, e di albumina erano nella norma
sia pre che post GFD. Invece, | valori di iPTH (normale range 10-60 pg/ml) erano
pit elevati alla diagnosi che non a GFD (73,1+2,0 vs 56,3+4,1 p= 0,015).

Studio In vitro. Abbiamo potuto testare gli effetti delle due forme di VitD in 62 po-
zienti. Di questi perd 6 non erano valutati per problem tecnici (contaminazione,
tfemperatura troppo alta nella piastra di cultura, biopsie tfroppo piccole e sfran-
giate). Nei rimaneneti 56 casi abbiamo evidenziato un effetto biologico inatteso
di entrambe le forme diVitD. Infatti, nel nostro modello, il contatto di VitD sulla mu-
cosa ha avuto un effetto pro infiammatorio, causando I'aumentata espressione
sia dei marcatori immunoistochimici che dello stress ossidativo.

In conclusione, i nostri risultati supportano l'ipotesi che la ridotta massa ossea nei
celiaci non sia tanto dovuta al ridotto intfake di calcio o al suo malassorbimento
quanto piuttosto all'infiammazione e alla perdita di proteine calcium binding do-
vuta alla perdita della massa enterocitaria per il danno mucosale indotto dal glu-
fine. Questa ridofta capacitd calcio-legante potrebbe alterare la risposta alla
1,250HVitD, contribuendo a potenziare la perdita di calcio e inducendo iperpo-
ratiroidismo secondario. Il dato della azione proinfiammatoria delle due vitamine
al contatto della mucosa, invece, richiede cautela nella sua interpretazione ed &
necessario un approfondimento con tecniche sperimentali differenti.
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EFFETTO DEI LONG NON-CODING RNA SULLO SVILUPPO
DELLA MALATTIA CELIACA

Donatella Cielo, Luigi Greco
Dipartimento di scienze mediche traslazionali, Universitd degli studi di Napoli Fe-
derico ll

Background. Gli studi di associazione genetica hanno identificato 112 polimorfi-
smi a singolo nucleotide (SNPs) associati alla malattia celiaca (MC) di cui il 90%
si frova in regioni non codificanti, suggerendo che la maggior parte di essi ha un
ruolo potenzialmente regolatorio’. Nel corso degli ultimi anni, & stato scoperto che
gli RNA non codificanti (ncRNAs), definiti come piccole molecole di RNA che sono
frascritte ma non tradotte in proteine, rappresentano la maggior parte dei frascritti
umani. Inoltre, & anche noto che essi sono forfemente coinvolti nella regolazione
post-trascrizionale dell’espressione genica che quindi non & controllata solo da
fattori di trascrizione. Gli RNA non codificanti che influenzano i processi epigenetici
possono essere raggruppati in “short NcRNAs” e"longncRNAs”, questi ultimi sono
oggetto del nostro lavoro. Nella prima parte di questo studio triennale I'obiettivo
e quello di valutare I'effetto e la localizzazione di 7 SNPs presenti nella sequenza
di 7 IncRNA associati alla MC che ne influenzano la loro funzionalitd, in cellule in-
festinali epiteliali e non epiteliali e successivamente in sezioni fissate in formalina
(FFPE) di biopsie intestinali di pazienti celiaci e controlli.

Metodologia. Abbiamo selezionato 7 SNPs associati alla MC che sono cis eQTL234
cioé influenzano I'espressione delle regioni geniche in cui sono situati, localizzati
allinferno di regioni codificanti INcRNA. Sono state reclutate le biopsie infestinali
di 17 pazienti celiaci e 19 pazienti controllo. Su di esse sono stati condotti esperi-
menti di espressione dei INCRNA mediante RT-PCR. Successivamente per quelli ri-
sultati essere deregolati dall’analisi di espressione genica , abbiamo osservato la
specifica localizzazione in sezioni fissate in formalina (FFPE) in una determinata
popolazione cellulare, mediante RNAScope, che & una tecnica innovativa che
combina ibridazione in situ (ISH) e immunoistochimica (IHC).

Risultati. Mediante immuno-sorting con MicroBeads CD326 (EpCAM), abbiamo
isolato dalle biopsie intestinali le cellule epiteliali e quelle della lamina propria, da
cui abbiamo poi analizzato I'espressione dei INCRNA e dei geni da essi regolati
mediante Real Time PCR al fine di evidenziare eventuali differenze tra CD e CTR. 5
dei INncRNA non sono risultati essere espressi a livello intestinale, mentre il IncRna
AL139246 & ha mostrato livelli di espressione simili in entrambi i compartimenti, e
senza differenze tra CD e CTR. Molto inferessanti invece, i dati ottenuti per
LINC01882, associato al locus PTPN25, che abbiamo visto essere un trascritto pre-
valentemente della lamina propria e che ha mostrato una maggiore espressione
nei celiaci. Alla luce dei risultati oftenuti, abbiamo concentrato I'attenzione su
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LINC1882, e avviato gli esperimenti di ISH per visualizzarne la specifica localizza-
zione e l'espressione direttamente in situ e metterla in relazione con i risultati ofte-
nuti dagli esprimenti ti Real-Time PCR. Inoltre ad oggi, sugli stessi campioni sono
in corso ulteriori esperimenti di‘gene expression’ del gene PTPN2 poiché & interes-
sante andare ad osservare in che modo esso viene regolato da LINC1882.
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Ruolo del recettore CB2 nella patogenesi della malattia
celiaca e nella perdita di massa ossea ad essa associata

Chiara Tortora, Francesca Rossi
Dipartimento della Donna, del Bambino e di Chirurgia Generale e Specialistica,
Universitd della Campania “Luigi Vanvitelli” Napoli

Background e dati preliminari. La riduzione della densitd minerale ossea e I'osteo-
porosi (OP) rappresentano frequenti complicanze della malattia celiaca (MC).
L'eziologia dell’OP nella MC & multifattoriale e correlata sia al malassorbimento
dei micronutrienti essenziali per la mineralizzazione ossea sia all’azione di cito-
chine pro-infammatorie che stimolano I'osteoclastogenesi. La dieta priva di glu-
fine, aftualmente unico frattamento efficace per la MC, non & sempre sufficiente
per ripristinare la massa ossea. Abbiamo precedentemente dimostrato un’asso-
ciazione significativa fra la MC e la variante Q63R del recettore Cannabinoide di
fipo 2 (CB2), suggerendolo come possibile marcatore per la diagnosi della MC.
Inoltre, il CB2 & coinvolto nella differenziazione, sopravvivenza e attivitd delle cellule
ossee e la sua stimolazione & in grado di ridurre l'iperattivitd osteoclastica asso-
ciata a diverse patologie. Sulla base di queste conoscenze, per evidenziare un
suo possibile ruolo nella perdita di massa ossea associata alla MC, abbiamo anao-
lizzato I'espressione del recettore CB2 in osteoclasti (OCs) di pazienti celiaci e va-
lutato gli effetti della sua modulazione farmacologica sull’attivitd osteoclastica.
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Metodologia. Dopo I'approvazione del Comitato Etico sono stati arruolati sei bam-
bini con MC alla diagnosi e sei donatori sani di pari etd e sesso. Gli OCs sono stati
oftenuti dalle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) dei soggetti ar-
ruolati dopo consenso informato. Al fine di ottenere gli OCs, le PBMC sono state
coltivate per 21 giorni in presenza di 25 ng/mL del fattore stimolante le colonie
macrofagiche (rh-MCSF) e di 50 ng/mL del fattore nucleare kappaX ligando
(RANK-L). Gli OCs maturi sono stati identificati come cellule multinucleate (3 o piu
nuclei) positive alla fosfatasi acida tartrato resistente (TRAP). Mediante Real Time
PCR e Western Blot & stata valutata I'espressione di CB2 e dei marcatori di attivita
osteoclastica, TRAP e Catepsina K, prima e dopo trattamento con I'agonista se-
leftivo di CB2, JWH-133[100nM], e I'agonista inverso AM630 [10uM]. Allo scopo di
valutare I'aftivitd osteoclastica sono stati inoltre effettuati il saggio TRAP e il saggio
di riassorbimento osseo, prima e dopo trattamento.

Risultati. Come atteso, I'espressione genica e proteica diTRAP e Catepsina K & si-
gnificativamente pit alta negli OCs oftenuti da pazienti con MC. In accordo, come
dimostrato mediate saggio colorimetrico TRAP e saggio di riassorbimento osseo
gli OCs dei pazienti con MC si presentano pit numerosi, grandi ed attivi. Sorpren-
dentemente, I'espressione del recettore CB2 & risultata piti bassa negli OCs dei
pazienti con MC rispetto ai donatori sani. Considerando che il recettore € impli-
cato nella modulazione del riassorbimento osseo inibendo formazione e aftfivitd
degli OCs, questo risultato suggerisce il potenziale ruolo del recettore nella pato-
genesi della perdita di massa ossea associata alla MC. A sostegno di questi dati,
I'agonista CB2, JWH-133 [100nM], riduce I'attivitd degli OCs dei pazienti con MC
e confrasta il riassorbimento osseo. Al contrario, I'inibizione del recettore con I'ago-
nista inverso AM630 [10uM], sembra esacerbare I'iper-attivitd osteoclastica. In con-
clusione, il recettore CB2 potrebbe essere un marker predittivo utile per selezionare
alla diagnosi i pazienti con MC a rischio di alterazioni patologiche dell’osso, mi-
gliorandone la qualitd di vita.
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Immuno-Laser capture microdissection per lo studio della
funzione immunoregolatoria dei linfociti vd + IEL nella
malattia celiaca

Vera Rotondi Aufiero, Istituto di Scienze dell’ Alimentazione ISA-CNR

Background e dati preliminari. Un aumento dei linfociti intraepiteliali (IEL) yd + &
uno dei segni distintivi della malattia celiaca (MC). Il ruolo di queste cellule nella
patogenesi della MC non ¢ stato ancora stabilifo, ma ci sono molte prove che
suggeriscono che la loro funzione regolatoria sia abbinata alla produzione di ci-
tochine antinfiammatorie 2.

Diversi approcci utilizzati per studiare il pattern di citochine rilasciate dai linfociti
intraepiteliali nella MC, hanno portato a risultati contraddittori.

La maggior parte dei dati € stata oftenuta analizzando I'espressione dell' mRNA, uti-
lizzando tecniche che non riescono a isolare popolazioni cellulari altamente pure.
Negli ultimi anni lo sviluppo della microdissezione di acquisizione laser (LCM)
combinata con la PCR quantitativa in tfempo reale (RT-PCR) ha permesso di rag-
giungere gquesto obiettivo.

Nonostante alcuni protocolli di immuno-LCM , per identificare e isolare specifiche
popolazioni cellulari siano stati proposti per contrastare la degradazione dell'RNA
3,fale evento & inevitabile attraverso le procedure di immunocolorazione “.

Lo scopo di questo lavoro € quello di fornire il miglior protocollo utile per isolare e
identificare y &+ IEL e oftenere quantita sufficienti di RNA di alta qualitd per I'analisi
dell’espressione genica delle citochine.

Metodi. Sezioni criostatiche di 7 um da biopsie intestinali di pazienti con MC attiva
sono processate utilozzando due protocolli quali il protocollo classico di immuno-
LCM e ['utilizzo della LCM associata a IHC su sezioni di tessuto seriali 5.

Nel primo caso le sezioni criostatiche sono state raccolte su vetrini con memlbrana
Rnasi-free, processate con un profocollo di IHC per distinguere y & + IEL modificato,
per abbreviare i tempi di incubazione a 15 minuti, e quindi sotfoposte a LCM. Ini-
bitori di RNase, acqua trattata con DEPC ghiacciata e PBS RNase-free, sono stati
usati per prevenire la degradazione dell'RNA.

Riguardo il protocollo di LCM combinato con IHC su sezioni di tessuto seriale,le
sezioni criostatiche sono state raccolte su un normale vetrino e soffoposte al pro-
focollo classico di IHC, per I'identificazione di y 8 + IEL, mentre la sezione adiacente
/ seriale é stata raccolta su un vetrino con membrana RNase- free ed utilizzata
per la LCM.Tali coppie di sezioni adiacenti in serie sono state accuratamente con-
frontate per I'identificazione di y8 + IEL da microSD errare.

L'RNA totale ottenuto con enframbi i metodi, € stato successivamente estratto,re-
frofrascritto e analizzato mediante saggi RT-gPCR.
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Risultati. Utilizzando il protocollo di immuno-LCM, la stabilitd dell’RNA viene note-
volmente ridotta a causa dell’atftivazione delle RNasi del tessuto endogeno e fale
attivazione & particolarmente legata all’utilizzo delle soluzioni acquose durante il
protocollo di IHC.

Al contrario, la LCM combinata con IHC su sezioni di fessuto seriale, ci consente
diisolare Y& + IEL e allo stesso tempo, prevenire la degradazione dell'RNA, otte-
nendo RNA di alta qualita.

Tutte queste caratteristiche ci consentiranno di studiare I'espressione delle cito-
chine prodotte da v 6+ IEL nella MC e di definire il loro ruolo nella risposta immu-
nitaria nella mucosa dei pazienti celiaci.
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Profili di espressione di microRNA in plasma e feci
di soggetti affetti da celiachia mediante
Next-Generation-Sequencing

Antonio Francavilla, Paolo Vineis, Italian Institute for Genomic Medicine (IIGM),Torino

Background e dati preliminari. La malattia celiachia si verifica in circa I'1% della
popolazione mondiale, sebbene la maggior parte delle persone colpite ne ri-
manga ignara nel corso della vita (1). Nuovi biomarcatori potreblbero essere ufili
nella diagnosi e nel monitoraggio della Celiachia. A questo proposito, i marcatori
molecolari basati su nuove specie di RNA non codificante (NncRNA) rilevabili in
fessuto surrogato o la composizione del microbioma possono rappresentare un
interessante campo di ricerca. | microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA
non codificante lunghe ~22 nucleotidi con un’espressione alferata in molte ma-
lattie gastrointestinali e quindi interessanti da studiare come potenziali biomarca-
tori. Nonostante pit di un decennio di studi sulle alterazioni dei miRNA, pochi di
questi hanno esplorato la loro espressione in relazione alla Celiachia e principal-
mente mediante array e RT-gPCR. Nei campioni di fessuto duodenale e di sangue
di pazienti con CD alcuni miRNA, tra cui mir-192-5p, miR-31-5p e miR-338-3p, sono
stati frovati meno espressi in pazienti celiaci pediatrici e adulti rispetto ai controlli
sani (2,3).Ad oggi, non ci sono studi che hanno analizzato i profili di miRNA e mi-
crobioma nei campioni di feci / plasma mediante Next Generation Sequencing
(NGS) confrontando ['effetto della dieta priva di glutine (GFD) in soggetti celiaci
vs soggetti sani e in nuovi pazienti celiaci prima e dopo un anno di GFD.

Metodi. In collaborazione con il diparfimento gastroenterologico di 2 ospedali di
Torino e con 'uso di un volantino (approvato da AIC / FC, che spiega gli obiettivi
e gli scopi dello studio, distribuito in tutta la cittd di Torino in farmacie, bar e risto-
ranti frequentati da soggetti celiaci), sono stati reclutati 48 soggetti (24 pazienti
celiaci in GFD e 24 controlli sani) e ne sono stati raccolti i campioni di feci e plo-
sma. Ogni soggetto ha firmato un consenso informato per lo studio e ha compi-
lato questionari sulla dieta e stile di vita.

Tutti i campioni biologici sono stati conservati a-80° C fino all’estrazione dell'RNA.
L'estrazione dell'RNA fecale € stata eseguita mediante Stool Total RNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp). LRNA dagli esosomi plasmatici € stato isolato usando il
kit miRNeasy plasma/siero mediante I'estratfore QiaCube (Qiagen, Venlo, Paesi
Bassi). Per eseguire le analisi metagenomiche, I'isolamento del DNA dai campioni
di feci & stato eseguito utilizzando il QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Paesi Bassi).

Le librerie sono state preparate utilizzando il set di preparazione NEBNext Multiplex
Small RNA Library Prep Set per lllumina. Frammenti di 135-160 bp vengono utilizzafi

37



per le analisi di small RNA-Seq sulla piattaforma lllumina HiSeg4000. Una lane in
24 plex produce circa 4 milioni di lefture singole per campione, lunghe 50 nt. I
workflow e la pipeline bioinformatica per I'analisi dei dati di sequenziamento, sono
stati sviluppati dal mio gruppo di ricerca (4).

Risultati. Dall’isolamento dell’'RNA e del DNA delle feci sono stati oftenuti buoni ri-
sultati in fermini di qualitd e quantitd. Sono state preparate le librerie per il sequen-
ziamento di small RNA per 45 campioni, di cui 21 celiaci in GFD e 21 soggetti sani
di uguale sesso/etd (14 donne e 7 uomini in ciascun gruppo, etd media+sd 39,3
+ 12,64). Sono stati anche inclusi due campioni di un paziente celiaco con re-
cente diagnosi (uno alla diagnosi e I'altro dopo 3 mesi di GFD). Le librerie sono
state sequenziate e il controllo di qualitd ha portato risultati positivi. Al momento,
sono in corso le analisi bioinformatiche per evidenziare i MIRNA espressi in modo
differenziato.
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