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ABSTRACT

Diagnostic workflow for Adenosine Deaminase-2 Deficiency (DADAZ2): a proposal

Deficiency of Adenosine deaminase 2 (DADAZ2) is a monogenic autoinflammatory disease caused by homozygous
or compound heterozygous mutations in the ADA2 gene (formerly CECR1 Cat Eye Syndrome Chromosome Region
1). Clinical manifestations of DADA2 are highly variable and include systemic inflammation with fever, early stroke,
vasculopathy, immune dysregulation (hypogammaglobulinemia, lymphoproliferation, increased rate of infections), and
hematologic abnormalities (pure red cell aplasia, bone marrow failure, cytopenias). The most promising treatments
are anti-TNF inhibitors, the only drugs that can prevent the serious consequences of the disease. Early diagnosis is
therefore critical. DADA2 can be diagnosed by genetic analysis or functional tests (biochemical diagnosis) that allow
the enzyme activity to be assayed. At the Giannina Gaslini Institute, a children’s hospital in Italy, a method based on
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry has been developed to measure enzyme activity. A
diagnostic workflow is adopted at the institute that involves the assay of ADA2 activity followed by genetic confirmation
when the biochemical test is altered.
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INTRODUZIONE

Il deficit di adenosina deaminasi 2 (DADA2) & una
malattia autoinfiammatoria monogenica, causata da
mutazioni nel gene ADA2 (precedentemente CECR1 Cat
Eye Syndrome Chromosome Regione 1), siain omozigosisia
in eterozigosi composta (OMIM: 607575) (1-3). L'adenosina
deaminasi (ADA) & un enzima coinvolto nel metabolismo
delle purine, catalizzando la conversione di adenosina
in inosina e di 2'-deossiadenosina in 2’-deossinosina.
Esistono due isoforme di ADA: adenosina deaminasi 1
(ADA1) e adenosina deaminasi 2 (ADA2). La principale
isoforma, ADA1, & responsabile della immunodeficienza
combinata grave (Severe Combined Immune Deficiency,
SCID) (4,5). | due isoenzimi hanno una parziale omologia
strutturale, ma presentano alcune importanti differenze:
l'affinita di ADA1 per l'adenosina e la deossiadenosina

e circa 100 volte superiore a quella di ADA2; ADA1 &
monomerico e intracellulare, ADA2 & dimerico e viene
secreto nellambiente extracellulare e, pertanto, € rilevabile
nel plasma (4,5); ADA1 & espresso in modo ubiquitario in
tutti i tipi di cellule, ADA2 & espresso prevalentemente nei
monociti e in altre cellule della linea mieloide. L'eritro-9-
amino-f-esil-a-metil-9H-purina-9-etanolo cloridrato (EHNA)
€ un inibitore selettivo di ADA1 (6).

Le manifestazioni cliniche di DADA2 variano
ampiamente e includono infiammazione sistemica con
febbre, ictus precoce e vasculopatia (6-12), disregolazione
immunitaria (ipogammaglobulinemia, linfoproliferazione,
aumento del tasso di infezioni) (3,11,13,14) e anomalie
ematologiche (aplasia pura dei globuli rossi, insufficienza
midollare, citopenie)  (11,13,15,16). La malattia
esordisce comunemente in eta pediatrica, ma sono
stati descritti anche casi con esordio in eta adulta (10).
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Il decorso clinico pud essere cronico o caratterizzato da
ricorrenti riacutizzazioni dell'infiammazione sistemica,
durante le quali sono state descritte le manifestazioni
cliniche piu gravi (1).

Finora sono stati utilizzati diversi trattamenti nei
pazienti con diagnosi di DADAZ2, inclusi steroidi,
ciclofosfamide, azatioprina e metotrexato, mai trattamenti
piu promettenti sono le terapie anti-TNF (etanercept,
adalimumab e infliximab). Per massimizzare I'efficacia
delle terapie con anti-TNF e prevenire le conseguenze
gravi della patologia, il trattamento dovrebbe essere
avviato al momento della diagnosi (1,10,17,18). Per
questo motivo una diagnosi precoce & fondamentale
per indirizzare il prima possibile i pazienti verso un
trattamento efficace e per prevenire le gravi complicanze
della malattia.

La diagnosi di DADA2 pu0 essere effettuata tramite
esami funzionali (diagnosi biochimica) che consentono
la determinazione dell’attivita enzimatica o tramite analisi
genetiche. Gli esami funzionali confermano la mancanza
o la riduzione dell’attivita di ADA2 nei pazienti con
sospetto clinico di DADA2 e rappresentano uno strumento
rapido per supportare i clinici nell’avvio di un trattamento
precoce con farmaci anti-TNF (4,10). Al momento solo
pochi centri al mondo hanno a disposizione un esame
per la determinazione enzimatica di ADA2 (4,6,10,18-20).
Alcuni di essi per la quantificazione di adenosina e inosina
utilizzano saggi spettrofotometrici (18,20) che soffrono di
mancanza di specificita rispetto ai metodi cromatografici
(21-24), richiedono molto tempo e presentano alcune
limitazioni che ostacolano l'uso del’esame per uno
screening rapido dei pazienti (6,10,19,20).

Ben-Ami et al. (2016) hanno descritto un saggio,
basato su cromatografia (6) liquida ad alte prestazioni
(HPLC) con UV-VIS su dried plasma spot (DPS) (6)
che & stato testato su cinque pazienti con diagnosi
nota di DADA2, confermandone la riduzione di attivita.
Schnappauf et al. nel 2021 (20) hanno descritto un
saggio spettrofotometrico per misurare [Iattivita di
ADAZ2, quantificando sia l'inosina sia l'ipoxantina, che &
stato cross-validato con un metodo HPLC. In un lavoro
pubblicato nel 2021 da Ito et al. (19) & stato descritto
un esame colorimetrico per la misura dell'attivita
enzimatica di ADA2 a partire da DPS, dispositivo di
microcampionamento che consente una facile spedizione
e conservazione. Tuttavia, questo metodo richiede un
lungo tempo di incubazione, che rappresenta un ostacolo
per una rapida diagnosi e per I'applicazione in un contesto
di routine clinica (25). Presso I'lstituto Giannina Gaslini
inizialmente & stato sviluppato un metodo per la misura
enzimatica di ADA2 a partire da monociti circolanti,
descritto da Caorsi et al. nel 2017 (10), che prevedeva
la purificazione dei monociti da sangue periferico fresco,
con tempi di incubazione molto lunghi (almeno 4 ore)
a 37°C prima di poter valutare I'attivita enzimatica. Il
metodo ha consentito I'identificazione dei pazienti affetti
da DADAZ2 rilevando I'attivita di ADA2 nei surnatanti di
coltura mediante analisi HPLC. Tuttavia, esso presentava
alcune criticita in quanto erano necessari elevati volumi
di sangue (10 mL), per effettuare I'analisi ed era richiesta
la presenza fisica del paziente in Istituto, essendo

necessario il prelievo di sangue periferico a fresco per I
ottimale isolamento dei monociti.

La tecnologia cromatografia liquida accoppiata a
spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS) consente la
quantificazione di piccole molecole, come l'inosina, con
maggiore specificita, accuratezza e produttivita rispetto ai
metodi HPLC e gascromatografia-spettrometria di massa
(GC-MS) (21-24), potendo garantire maggiore specificita,
accuratezza e produttivita rispetto ai metodi HPLC e
GC-MS (21-24). Tuttavia la strumentazione LC-MS/MS
€ molto costosa e richiede la presenza di personale
altamente specializzato, pertanto €& disponibile solo
in pochi centri di terzo livello. La strumentazione
LC-MS/MS ¢ sufficientemente sensibile da consentire la
determinazione di molti analiti a partire da microcampioni
(25), dispositivi come i DPS, che rendono possibile la
centralizzazione dei campioni presso centri altamente
specializzati, poiché di solito presentano il vantaggio
di una maggiore stabilita del campione, facilitando
quindi la spedizione e garantendo costi piu bassi e
un minor rischio di danneggiamento del campione. Il
DPS si ottiene aliquotando il plasma, ottenuto dopo
centrifugazione di piccolissime quantita di sangue, su
substrati classici di carta di cellulosa (25). L'utilizzo del
DPS si presta particolarmente bene anche al caso della
misura enzimatica di ADA2 (4).

Nel 2021 & stato quindi sviluppato un metodo per la
misura dell’attivita enzimatica a partire da DPS mediante
LC-MS/MS (4). Il metodo prevede la determinazione
diretta dell’inosina e I'attivita viene espressa in nmoli
prodotti per minuto (milliunita) per mL di plasma. L'uso
della spettrometria di massa come metodo di rilevazione
garantisce un’elevata specificita. Lattivita enzimatica
di ADA2 su DPS é risultata stabile, consentendo la
conservazione del campione a temperatura ambiente e
quindi facilitando la spedizione di campioni da altri centri.

L'analisi genetica del gene ADA2 puo essere piuttosto
laboriosa, poiché si trova nella regione cromosomica
22q11, instabile e soggetta a variazioni del numero di copie
e ad altre alterazioni genomiche strutturali, varianti che
a tutt’oggi sono di difficile identificazione (26). Pertanto,
'adozione di un esame biochimico funzionale come
primo passo del processo diagnostico risulta preziosa per
avviare tempestivamente una terapia appropriata, con la
possibilita di confermare successivamente la diagnosi
tramite I'analisi genetica.

ALGORITMO DIAGNOSTICO PRESSO
L’ISTITUTO GIANNINA GASLINI

Metodo per la misura dell’attivita enzimatica di
ADA2

Lo sviluppo e la validazione del metodo
LC-MS/MS per la diagnosi del deficit di ADA2 a partire da
DPS sono stati gia dettagliatamente illustrati nel lavoro
del 2021 (4). Le molecole coinvolte nella determinazione
dell'attivita enzimatica di ADA2 sono tre: adenosina
(substrato), inosina (prodotto) e EHNA (inibitore
selettivo per ADA1). Il plasma & ottenuto a partire da
sangue venoso periferico raccolto in provette contenenti
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acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) tramite
centrifugazione a 2000 g per 5 minuti. Un’aliquota di 50
WL di plasma viene accuratamente applicata in duplicato
su carta da filtro con una pipetta calibrata e fatta asciugare
a temperatura ambiente (20-25°C) per 2 ore.

Da ciascun DPS, contenente circa 3 uL di plasma,
vengono ricavati cinque dischetti da 3,2 mm di diametro,
successivamente posizionati in provette Eppendorf
da 1,5 ml, contenenti 50 pL di soluzione tampone con
bicarbonato di ammonio 10 mM, EHNA 2 mM, acido
formico 5,9 mM (pH 6,5). La reazione enzimatica viene
condotta in un bagno termostatico a 37°C (temperatura
corporea) mediante l'aggiunta di 5 pL di adenosina
22 mM per ottenere una concentrazione finale di
adenosina 2 mM. Per ogni campione la reazione viene
effettuata in doppio e bloccata rispettivamente dopo
5 e 10 minuti, con 40 uL di metanolo (MeOH) e 10 pL
di acido formico al 10%, seguiti dall’'aggiunta di 15 pL
di ammonio bicarbonato di ammonio 1 M. Il campione
viene centrifugato a 20000xg per 5 minuti a 4C e
I'eluato risultante & trasferito direttamente in fiale di vetro
e iniettato nel sistema LC-MS/MS. L’attivita enzimatica
€ generalmente determinata come prodotto (inosina)
formato per unita di tempo. L'attivita di ADA2 & espressa
come mU/mL.

Le analisi sono eseguite utilizzando un TSQ
Quantiva™ Triple Quadrupole accoppiato a un sistema
Ultimate 3000 UHPLC. | calibratori e i campioni controllo
di qualita (QC) vengono preparati diluendo la soluzione
di lavoro di inosina con I'appropriato volume di soluzione
tampone (pH 6,5). La curva di calibrazione per la
quantificazione dellinosina € composta da 12 punti (19, 5,
39, 78, 156, 312, 625, 1 250, 2 500, 5 000, 10 000, 20 000 e
40 000 ng/mL). | quattro controlli di qualita [lower limit
of quantification (LLOQ), QC basso, QC medio e QC
alto]hanno le seguenti concentrazioni: 19,5, 58,5, 1000 e
30 000 ng/mL. La linearita & stata valutata analizzando la
curva di calibrazione tre volte in tre giorni non consecutivi.
| criteri di accettazione per la variazione delle quantita
degli standard ricalcolati sono £15% del valore teorico
(tranne £20% per il LLOQ).

Per valutare [limprecisione (CV%) del saggio
enzimatico del’ADA2, i campioni dei pazienti e dei
controlli sono stati analizzati in triplicato. Gli esperimenti
di imprecisione intra e inter-serie sono stati eseguiti su
campioni ottenuti da donatori plausibilmente sani (n=16)
misurando le repliche in 3 giorni consecutivi.

Figura 1
Algoritmo diagnostico per la diagnosi del deficit di ADA2.

Il metodo € stato validato utilizzando campioni clinici
provenienti da 18 pazienti con DADAZ2, 4 portatori sani e
44 soggetti sani di controllo. L'attivita di ADA2, espressa
come media (SD), era di 2,63 (1,7) mU/mL nei controlli
sani; 0,02 (0,03) mU/mL nei pazienti DADA2 e 0,25
(0,18) mU/mL nei portatori sani. Il test di Mann-Whitney
ha mostrato una differenza statisticamente significativa
tra i tre gruppi Piu precisamente, pazienti con DADA2
rispetto ai portatori sani, p=0,0010; pazienti con DADA2
rispetto ai controlli sani, p<0,0010; portatori rispetto ai
controlli sani, p=0,0012 (4).

La procedura €& stata inserita tra gli esami eseguiti in
regime di routine presso il Laboratorio Centrale di Analisi
dell’Istituto a partire da settembre 2021. Da allora sono
stati effettuati 320 esami. L'utilizzo del DPS, spedito
a temperatura ambiente tramite posta ordinaria, ha
consentito ad altri centri di inviare facilmente i campioni,
offrendo ai pazienti I'accesso a questo esame che, al
momento, a conoscenza degli autori, non & disponibile in
altri contesti europei. Il risultato del’esame biochimico &
quindi dirimente, permettendo di indirizzare il campione
con attivita ridotta o assente all'indagine genetica.

Analisi genetica di ADA2

La Figura 1 riporta I'algoritmo delle indagini genetiche
[Sanger Sequencing, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) e Whole Genome Sequencing
(WGS)] che vengono effettuate in successione per
confermare la causa dell’assenza di attivita biochimica in
tutti i casi che presentano un esame funzionale alterato.

La tecnica standard utilizzata per I'indagine genetica
€ il sequenziamento diretto tramite metodo Sanger dei
9 esoni codificanti il gene ADA2 e le porzioni introniche
fiancheggianti coinvolte nello splicing. Seppur laborioso,
secondo le linee guida, il metodo Sanger rimane la
tecnica convenzionale per la convalida di un risultato
genetico. Per la sua esecuzione si richiede in genere
1 pg di DNA, solitamente estratto da sangue intero.
La tecnica permette di identificare varianti a singolo
nucleotide o piccole inserzioni/delezioni, € per la maggior
parte dei casi risolutiva ai fini della diagnosi genetica
ed é anche utilizzata per stabilire la segregazione delle
varianti nella famiglia e poter cosi offrire una consulenza
genetica (Figura 2) (27).

MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, WGS, Whole genome Sequencing.
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Figura 2

Esempio di una diagnosi genetica. Elettroferogrammi
del sequenziamento Sanger effettuato su probando,
padre, madre e controllo sano (dall’alto verso il basso).
Evidenziato in nero il nucleotide oggetto del cambio
patogenetico: in omozigosi nel probando, in eterozigosi
nei genitori e wild type nel controllo sano di riferimento.

Come gia riportato, il gene ADA2 si trova in una
regione cromosomica soggetta spesso a varianti
strutturali: nei casi di attivita enzimatica nulla, in totale
assenza di mutazioni o in presenza di una sola di esse,
si rende necessario verificare I'eventuale variazione
nel numero di copie di DNA a tale locus (Copy Number
Vvariants, CNVs). La tecnica gold standard a questo
scopo & la MLPA: si tratta di un test semi-quantitativo che
determina il numero di copie alleliche di uno specifico
target rispetto a frammenti di riferimento. Un altro metodo
per determinare CNVs & il Whole Genome Sequencing,
il quale permette di individuare in maniera piu dettagliata
anche i breakpoints delle varianti strutturali, i quali sono
generalmente a carico di regioni con alta omologia di
sequenza (26).

CONCLUSIONI

Una diagnosi precoce risulta fondamentale per
la gestione clinica dei pazienti con deficit di ADA2. La
disponibilita di un esame funzionale rapido, robusto
e affidabile per la misura dell'attivita di ADA2 & uno
strumento fondamentale per indirizzare prima possibile
i pazienti verso la conferma genetica e dunque verso la
terapia piu efficace. L'utilizzo del DPS & una strategia
molto utile ai fini della centralizzazione di campioni da altri
centri, poiché l'attivita enzimatica ADA2 su DPS risulta
stabile a temperatura ambiente e quindi il campione puo
essere spedito tramite posta ordinaria.
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