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SCOPO DEL LAVORO

Nel corso del secondo anno di dottorato ho prosedaistudio volto a ricercare fattori genetici di
suscettibilita in diverse malattie autoimmuni caaratteristiche cliniche simili, in particolare il
Lupus Eritematoso Sstemico (LES), lasclerosi Sstemica (SSc) e léSndrome di Jogren (SS). Piu
specificamente sono state ricercate variazioni tygreerare, tramite uno studio mutazionale, in due

geni funzionalmente candidaliREX1 e PRF1.

INTRODUZIONE
Perforina (PRF1)

Perforina (PRF1) e una proteina di 67 kDa compdata55 aminoacidi che si accumula nei granuli
secretori dei linfociti T citotossici (CTL) e delleellule Natural Killer (NK). E’ coinvolta nella
sorveglianza immunitaria, in quanto i CTL e le glINK riconoscono le cellule neoplastiche o
guelle infettate da virus e le distruggono attrawdit rilascio dei granuli, attivando il meccanismo
apoptotico mediato da caspasi. PRF1 polimerizza saémbrana delle cellule bersaglio, e forma
pori che permettono I'entrata dei Granzimi all'ime della cellula. | Granzimi sono una classe di
serina proteasi, che inducono la morte cellulateaxarso il clivaggio enzimatico di substrati
intracellulari. 1l Granzima B ha la piu forte azeorpro-apoptotica, ed e in grado di attivare
direttamente le caspasi, mentre I'azione del Graaz\ € caspasi indipendente (figura 1).

La struttura tridimensionale della perforina noangora nota. A livello di sequenza si identifica: u
dominio (MACPRF) ad alfa-elica anfipatica, omologdle proteine del complemento che
costituiscono il Membrane Attack Complex, che sieirisce nel doppio strato lipidico; un dominio
omologo al fattore di crescita epidermico (EGF-ld@main) a funzione ignota ed un dominio C-
terminale di legame con la membrana®‘@ependente (C2 domain). Questultimo dominio &
omologo ad altre proteine coinvolte nel trafficoseeolare e nella traduzione del segnale
dipendenti da calcio. Gli ultimi 12-20 residui amatidici C-terminali costituiscono un peptide
segnale che viene tagliato permettendo cosi latone della proteina (Voskoboinik et al. 2006).

Il genePRF1 mappa sul cromosoma 10g22.1 ed &€ composto dadre,  secondo ed il terzo dei
qguali sono codificanti. Mutazioni bialleliche coergita di funzione sono state riscontrate nel 15-
50% circa dei casi di linfoistiocitosi emofagocititamiliare (FHL2) (Stadt et al. 2006), una rara
malattia autosomica recessiva che si manifestatén pediatrica, caratterizzata da febbre,
epatosplenomegalia e pancitopenia (Henter et 8l1)12'FHL2 é causata dall'incapacita dei CTL
di distruggere le cellule presentanti I'antigenéd @orta all’iperattivazione e alla proliferazione

incontrollata dei linfociti T e dei macrofagi, eusa un marcato aumento dei livelli di citochine nel
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sangue periferico (Fisher et al. 2007). Inoltre amidni in eterozigosi di PRF1 sono state osservate
anche in pazienti affetti da Linfoma AnaplasticGandi Cellule (ALCL), linfomi di tipo Hodgkin

e Non-Hodgkin (Cannella et al. 2007, Clementi eR@0D5).

L’FLH2 é una patologia recessiva, i soggetti clpwmiano mutazioni in eterozigosi BRF1 sono
generalmente sani. Tuttavia e stato osservato lthmea varianti rare in eterozigosi potrebbero
favorire l'insorgenza di malattie autoimmuni. Quesatto € stato inizialmente suggerito per la
sindrome linfoproliferativa autoimmune (ALPS), urgga patologia autoimmune che insorge in eta
pediatrica dovuta ad un deficit funzionale di F@ke(nenti et al. 2006). Successivamente sono state
riportate associazioni con le varianti di sequedz&®RF1 anche per altre malattie autoimmuni:
DALD (malattia Dianzani Autoimmune Linfoproliferaf), Diabete di tipo 1 (T1D) (Orilieri et al.
2008) e Sclerosi Multipla (SM) (Cappellano et &08).

TREX1

TREX1 (Dnase Ill, Three Prime Repair EXonucleasedma 3'-5’ esonucleasi che ha come
bersaglio preferenziale gli ssDNA. Il geMBEX1 mappa sul cromosoma 3p21 ed é costituito da 16
esoni, di cui solo uno (esone 16) e codificanteDINA nucleasi hanno la funzione di mantenere la
stabilita del genoma e di controllare i processrajilicazione, di riparo e di ricombinazione del
DNA. Si ¢ ipotizzato, di conseguenza, un ruolo REX1 nella replicazione e nel riparo del DNA.
Tuttavia tale funzione non é stata confermatauiango nei topi knockout (Trex1 -/-) non si osserva
né un incremento di mutazioni spontanee né un atateerischio nello sviluppo del cancro. Questi
topi manifestano miocarditi inflammatorie simil-aihmuni e ridotta sopravvivenza. Il fenotipo di
inflammazione cronica che si manifesta nei topixIre-, risulta in una alterazione nello sviluppo
dei linfociti T con la conseguenza perdita nelldute T della tolleranza al self (Morita et al.,@0).
Questi fatti hanno suggerito un possibile ruoloTBREX1 nello sviluppo delle autoimmunita, in
seguito confermato dall'osservazione di mutazionicarico di TREX1 in alcune malattie
autoimmuni umane (LES e SS) (Lee-Kirsh et al., 200/MREX1 normalmente e presente
principalmente in associazione col reticolo endsplatico, come parte di un complesso proteico
che viene attivato in seguito a stress ossida8f&T complex). TREX1 viene traslocato nel nucleo
in seguito a apoptosi 0 stress genotossici. DurBapoptosi mediata da PRF1 il Granzima A
proteolizza i componenti del SET complex, tra clREX1, causandone [lattivazione e la
traslocazione in sede nucleare (figura 1). La stpapoptotica mediata dal Granzima A provoca la
formazione di ssDNA (generati da un’endonucleashassa facente parte del SET complex), i
quali diventeranno il substrato di TREX1. InoltrREX1 previene I'accumulo di cDNA derivante

da retroelementi endogeni, che potrebbero venio®ndasciuti come acidi nucleici virali,



provocando cosi una produzione incontrollata di dFMterferoni). In modelli murini & stato
verificato che le cellule con deficit di TREX1 aoculano ssDNA nel citosol, causando
I'attivazione del pathway di IRF-3 (Vijay et al 280Stetson et al 2008, Yang et al).

Sono state osservate mutazioni in eterozigo3iR#iX1 in 9/417 pazienti con LES e 1/169 con SS
(Lee-Kirsh, 2007). Mutazioni bialleliche diREX1 causano la Sindrome di Aicardi-Goutieres
(AGS), una malattia autosomica recessiva che sifesta principalmente in eta pediatrica e che
coinvolge il sistema neurologico e cognitivo (Reteal. 2007). Inoltre mutazioni in eterozigosi di
TREX1 provocano due rare patologie autosomiche domiamtupus Chilblain Familiare (FCL),
una rara forma familiare cutanea di lupus (LeedKies al. 2006 e Rice et al. 2007) e la Retinal
Vasculopathy and Cerebral Leukodistrophy (RVLC) cfRirds et al 2007), una condizione
recentemente descritta in tre famiglie, carattatazzdalla presenza di disfunzioni cerebrali e a
carico della retina (Ophoff et al. 2001).

| componenti della famiglia delle DnaQ/MutD 3’-55@nucleasi, a cui appartiene TREX1, hanno
caratteristiche strutturali particolari. Esse pn¢aro infatti 4 residui amminoacidici non contigaii,
aspartati e 1 glutammato, che giocano un ruolovehper il coordinamento di 2 Mbessenziali per

la catalisi. Un quinto residuo non conservato, ghe essere una tirosina o una istidina, completa la
sequenza catalitica (rappresentata come DEDDy o EDispettivamente); questi 5 residui
essenziali e conservati tra le varie specie sorstriloliiti tra 3 diversi domini di sequenza,

parzialmente conservate tra le specie, chiamatd ExBxo2 — ExoZhe vanno a formare il sito

attivo dell’enzima. La recente analisi cristalldgga dell'interazione tra TREX1 murino e DNA,
dimostra che TREX1 agisce come dimero, con i 2 a&ftivi esposti su superfici opposte,
permettendo cosi la potenziale interazione conldn@nti di DNA al 3'. Oltre ai tre domini

esonucleasici, TREX1 ha una regione altamente atiod al carbossi-terminale chiamata

TMD/TMH (Putative Transmembrane Domairche forma un’elica transmembrana e si suppone

abbia il compito di ancorare TREX1 al reticolo epldsmatico. All'interno di TMD/TMH € infatti
presente una sequenza di circa 30 amminoacidi ricdaucine chiamata LRR8eucine — rich
repeat 3) che influenza in vivo la localizzaziond-sellulare: LRR3 viene tagliato per azione di
specifiche proteasi, tra cui il Granzima A. Le pasi si attivano a seguito del generarsi di uno
stress ossidativo, causando la migrazione delléeima nel nucleo; nel caso le proteasi non si
attivino la proteina rimane nel citoplasma, anawtreticolo endoplasmatico. Questa regione non
fa parte del sito catalitico ma studi di mutageneasnno dimostrato la sua importanza nella
localizzazione intracellulare. L’espressione dinfer di TREX1 con delezioni in questa zona,

analizzate tramite microscopia confocale, dimostralne la forma tronca di TREX1 perde la sua



localizzazione perinucleare e si trova diffusacigplasma. TREX1 presenta inoltre una sequenza

ricca in proline_PPII helix (Polyprolin 1l helix}he gioca un ruolo critico nell’interazione proie+

proteina, specificatamente con domini di tipo WWbr(dni conservati Trp-Trp), Src (Sarc)
homology 3 e EVH1 (che legano i domini ricchi irolime; Enabled/VASP homology). La struttura
di TREX1 mostra che PPII helix & esposta sulla sigie proprio per garantire l'interazione con le

proteine.

Figura 1 Ruolo di PRF1 e TREXL1 nella risposta apottica.
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| granuli citotossici innescano I'apoptosi nelldlage bersaglio attraverso il rilascio di PRF1 & @Granzimi. PRF1
polimerizza sulla membrana cellulare, formando pbe permettono l'ingresso dei Granzimi. Il GraraiB stimola
'apoptosi direttamente attraverso l'attivaziondleleaspasi o indirettamente attraverso il rilasgidocondriale di
citocromo c. Il Granzima A agisce invece sul comapteproteico SET complex, che contiene anche TREXiva le
sue componenti e ne causa la traslocazione inragdeare. Qui un’endonucleasi provoca la frammeont@zdel DNA
in porzioni a singola elica, che diventeranno Bswato di TREX1 (Pinkoski & Green 2003).



MATERIALI E METODI

Casistica. Sul genePRF1 e stato effettuato uno screening mutazionale gupbzienti con LES,
131 pazienti con SSc e 559 controlli. Per due patiiemi (p.Ala91Val and p.Asn252Ser) I'analisi
e stata estesa su altri campioni per un total®diLlES, 204 SSc e 1856 controlli. Sul gamEX1

e stato effettuato uno screening mutazionale supaktenti con LES, 150 con SSc e 59 con SS.
Inoltre € stata ricercata la presenza di due varthriTREX1 emerse nel corso dello studio su una
casistica di 200 controlli.

Tutti i pazienti ed i controlli appartengono allapolazione italiana e non sono imparentati. La
casistica di controlli sani comprende studenti es@eale ospedaliero ed universitario e donatori di
sangue. L’origine geografica di controlli e paziensimile. Tutti i pazienti (LES, SSc e SS) hanno
fornito il loro consenso informato per lo studio.

Tutti 1 casi di LES (femmine: maschi = 7,5:1) pretsvano almeno 4 dei criteri per la
classificazione dei pazienti con LES revisionali 1897 dall’American College of Rheumatology
(Hochberg 1997). Le caratteristiche cliniche ednolagiche dei pazienti con LES sono riassunte
nella tabella 1A.

Tutti i casi di SSc (femmine: maschi = 12:1) risgewano ai criteri preliminari del’American
College of Rheumatology per la classificazione g@aizienti con SSc (Subcommittee for
Scleroderma Criteria, 1980) e sono stati clasdifizalle categorie SSc limitata o SSc diffusa. Le

caratteristiche cliniche ed imunologiche dei paizieon SSc sono riassunte nella tabella 1B.

Ricerca di nuove variazioni. Le regioni codificanti dei ge®RF1 e TREX1 sono state analizzate per

la ricerca di nuove variazioni di sequenza. Il DNAstato isolato da sangue periferico con
metodiche standard. L’intera sequenza codificantBRF1 (esoni 2 e 3) e stata amplificata con
condizioni standard di PCR. L'esone 2 & stato amalo tramite sequenziamento diretto come
descritto da Cappellano et al. L'esone 3 é statplifioato in tre distinti frammenti parzialmente
sovrapposti, e analizzato tramite Denaturing Highfd*mance Liquid Chromatography (DHPLC)
0 sequenziamento diretto. L'unico esone codificalge gene TREX1 é stato amplificato in tre
frammenti distinti parzialmente sovrapponibili diS33bp, 428 bp e 466 bpp. Il primo frammento é
stato analizzato tramite DHPLC, gli altri due tréamsequenziamento diretto. | frammenti analizzati
tramite sequenziamento diretto sono quelli contenamlimorfismi noti o la cui analisi tramite
DHPLC avrebbe richiesto un numero eccessivo di &atpre. Le temperature dell’ analisi con
DHPLC sono state calcolate tramite lalgoritmo  “DHF melt  program”

(http://insertion.stanford.edu/mgltl prodotti di PCR sono stati esposti a rapidaaterazione

termica ed a lenta rinaturazione su di un termatidce, quindi analizzati sullo strumento
TRANSGENOMIC WAVE (Transgenomic, Omaha, NE, USA}idultati sono stati analizzati con
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il programma Navigatd} (Transgenomic, Omaha, NE, USA). Ai fini del sequemento diretto, i
prodotti di PCR sono stati purificati con un sisgenh filtrazione a vuoto (PCR96 Cleanup kit-
Millipore, Billerica, MA, USA). La reazione di segnza e stata effettuata su un termociclatore
utilizzando il kit ABI PRISM® BigDye Terminator kit v.1.1 (Applied Biosystemsdter City, CA,
USA), purificata tramite filtrazione a vuoto consistema Montage SEQ96 Sequencing Reaction
Cleanup Kit (Millipore, Billerica, MA, USA) ed anakata sul sequenziatore automatico 3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster Gij, USA).

Tipizzazione delle varianti p.Ala91Val and p.Asn252Ser. Le varianti di sequenza del gemREX1

p.Ala91Val e p.Asn252Ser sono state tipizzatezaz@ndo due saggi Tagman di discriminazione
allelica pre-disegnati (Applied Biosystems, Fosidy, CA, USA): C__ 25600964 20 (p.Ala91Val)
e C__ 27529700 10 (p.Asn252Ser) e lo strumento peRdal Time PCR ABI PRISM 7080
Sequence Detection System (Applied Biosystems,eFdsity, CA, USA). | genotipi sono stati

attribuiti automaticamente dal programma per larthisinazione allelica SDS 1.3.

PCR allele-specifica. L'allele wild-type (91Ala) e quello “mutante” (91VWasono stati amplificati

separatamente utilizzando un primer forward spaExifi(primer F 91Ala-specifico: 5'-
CTCCAGCGCCTGCCTCTGGC-3', primer F 91Val-specificd’-CTCCAGCGCCTGCCTCT
GGT-3’) ed il primer reverse appropriato. | prodait PCR sono stati tipizzati per la seconda
variazione (p.Asn252Ser o p.Arg232His) tramite segiamento diretto con il kit ABI PRISM

BigDye Terminator kit v.1.1 ed analizzati sul senggiatore automatico 3100 Genetic Analyser.

Analis dtatistica. La significativita statistica delle differenzeaontrate tra pazienti e controlli nelle

frequenze fenotipiche, alleliche e genotipiche ataswalutata utilizzando il test del Chi quadro
applicando la correzione di Yates, oppure il tegtisher a due code, se richiesto dalla numerosita
del campione. L'associazione di ciascun polimorfisoon la suscettibilita alla malattia &€ stata
misurata tramite Odd Ratio (OR) ed il suo intewvall confidenza al 95% (95% CI). La soglia per

la significativita statistica é stata fissata slotiali p<0,05.

Analis in silico. L'eventuale effetto delle variazioni sinonime sulsplicing e stato valutato

utilizzando il programma SpliceVievhifp://www.itb.cnr.it/sun/webgeneé I'algoritmo ESEfinder

(http://www.rulai.cshl.edu/tools/ESEI significato funzionale delle variazioni noimsnime e stato

predetto utilizzando 4 programmi diversi: PolyPHéttp://genetics.bwh.harvard.edu/ppISIFT
(http://blocks.there.org/sift/SIFT SNAP fittp://cubic.bioc.columbia.edu/services/SNAP/subreit
PMUT (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/pMut/ L'effetto della variazione osservata nel peptide

segnale sul taglio del peptide stesso e stata ftaedeatilizzando [lalgoritmo 3.0



(www.cbs.dtu.dk/services/SignalPL’analisi di allineamento delle sequenze prdteimmane di

PRF1 e TREX1 con le sequenze ortologhe e statdtiedfe tramite il programma ClustalW

by

(http://saier-144-37.ucsd.edu/clustalw

Tab.1A Parametri clinici ed immunologici dei pazieni con LES.

Parametro

% di pazienti

Manifestazioni cliniche:

Eritema malare

43

Fotosensibilita 43
Lesioni discoidi 11
Sierositi* 31
Artrite 71
Glomerulonefrite 37
Anemia emolitica autoimmune 9
Fenomeno di Raynaud 33
Linfoadenopatia 13
Leucopenia e/o linfopenia 53
Trombocitopenia 23
Coinvolgimento neurologi¢d 17
Sindrome da antifosfolipidi 26
Autoanticorpi: ANA 94
anti-dsDNA 78
anti-La (SSB) 6
anti-Ro (SSA) 38
anti-RNP e/o Sm 28
Antifosfolipidi T 46
Fattore Reumatoide 20

ANA = anticorpi antinucleo; anti-dsDNA = anti-doebstranded DNA.

*Comprende pericardite e/o pleurite.

SConta leucocitaria <4,000/nipconta linfocitaria <1,500/min
*Conta piastrinica <100,000/nim

@Comprende epilessia e/o psicosi e/o attacco isairetransiente.

tPresenza di anticorpi anti-cardiolipidina e/o divé# lupus anticoagulante.

Tab.1B Parametri clinici ed immunologici dei pazieti con SSc.

Parametro % di pazienti

Forma di SSc: Diffusa 19
Limitata 81

Manifestazioni cliniche: | Fibrosi 42
Ipertensione delle arterie polmongkB
(PAH)*

Autoanticorpi: ACA 41
anti-topo | 39
anti-RNAplII 5

*Definita come pressione sistolica del ventricoestto> 40 mmHg;

ACA = anticorpi anti-centromero; anti-topo | = amipi anti-topoisomerasi I; anti-RNAplll = anticorpnti-RNA

polimerasi lll




RISULTATI

PRF1

L’intera sequenza codificante del gdPigF1 (cromosoma 10g22.1) e stata analizzata per lecece
di nuove variazioni, tramite DHPLC e/o sequenziatoeliretto, in 154 pazienti affetti da LES, 131
pazienti affetti da SSc e 559 controlli sani. Tuttpazienti ed i controlli appartengono alla
popolazione italiana.

Sono state riscontrate complessivamente 22 vanaZid non sinonimie ed 11 sinonime), otto
delle quali non sono state mai descritte precedsgriée. Quattro di queste ultime sono varianti non
sinonime: due (c.985G>A e c.1541A>G) sono statergase ciascuna in un solo paziente affetto da
LES ed in eterozigosi e causano rispettivamentesdstituzioni aminoacidiche Val329lle e
His514Arg; una (c.1000G>A — p.Gly334Ser) e statadta due volte, in un paziente affetto da SSc
ed in un controllo sano; l'ultima (c.1310C>T, cacklinte per la sostituzione Ala437Val) e stata
riscontrata solo in un controllo. Le altre 4 vatianuove riscontrate(c.189A>C, c.273G>A,
€.807C>T e.1356C>T) sono sinonime; ¢.189A>C e ¢.807C>T siate osservate solo in pazienti
LES (in un solo paziente ciascuna ed in eterozjgosentre le varianti C.1356C>T e c.273G>A
sono state trovate anche nei controlli (vedi tab2)l

Oltre alle nuove variazioni, abbiamo osservato arith varianti precedentemente descritte, 7 delle
guali non sinonime (c.11G>A, c.272C>T, ¢.368G>A408G>A, c.695G>A, c.755A>G e
€.1262T>C) e 7 sinonimé.435G>A, c.462A>G, ¢.519G>A, ¢.822C>T, c.900T>Q98C>T e
€.1620A>G). L’elenco completo delle variazioni siitoe e non sinonime osservate RRF1 e
riportato nella tabella 2.

Tra le sostituzioni non sinonime, c.403G>A, respnile della sostituzione aminoacidica
Vall35Met e riportata sulle banche dati (rs122635%h una MAF (minor allele frequency) di
0,0014 nella popolazione AGI-ASP (Caucasoidi e Adroericani apparentemente sani). La MAF
riportata nelle famiglie CEPH e = 0,00. Nella naspopolazione € stata osservata in un solo
paziente affetto da LES. La variazione ¢.11G>A35448374 causa il cambiamento aminoacidico
Arg4His nel peptide segnale e nella nostra casigtistata riscontrata solo in un paziente affedto d
SSc. Nei database pubblici e riportata con MAF@18,nella popolazione AGI-ASP. Tutte le altre
variazioni non sinonime sono state osservate amefia casistica di controlli. Due di queste
(c.272C>T -rs35947132 e ¢.755A>G —rs28933375) gmtimnorfismi del gene PRF1 per i quali €
gia stato ipotizzato un ruolo funzionale (vedi dissione) e causano rispettivamente le sostituzioni
p.Ala91Val e p.Asn252Ser.
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Le variazioni nucleotidiche ¢.822C>T (rs995821) e900T>C (rs995822) sono state
precedentemente riportate in letteratura come pofismi comuni di PRF1 non associati a
patologie. | due polimorfismi non predicono unatgosione e non coinvolgono siti di splicing, le
loro frequenze alleliche non differiscono in modatisticamente significativo tra controlli ed i
pazienti affetti da LES o da SSc e pertanto nom sbati ulteriormente analizzati. Sono inoltre estat
riscontrate altre due variazioni sinonime (c.435Ge/A.462A>G), gia descritte in LD assoluto
(D'=1, r’=1) con c.755A>G (p.Asn252Ser), che infatti sonatestosservate solo nei soggetti
portatori di questa variazione. Le due variantioeime non sono state considerate nelle analisi
successive. Ad eccezione di p.Ala91Val, tutte keeavariazioni sono sempre state osservate in
eterozigosi.

Le sostituzioni p.Arg232His, p.Val329lle e p.GlyE# si trovano nel dominio MACPRF. In
particolare p.Arg232His cade in una sequenza addifa anfipatica strutturalmente conservata,
compresa tra i residui 212-241, omologa alle coreptirC5b e C9 della cascata del complemento
(Voskoboinik et al. 2006). Le varianti p.Phe421Qy#la437Val e p.His514Arg sono situate nella
sequenza proteica di omologia con il dominio CZ2ladgroteina chinasi C (PKC). Le altre
sostituzioni aminoacidiche non ricadono in domimZionali di PRF1.

Per predire la rilevanza funzionale delle sostdnznon sinonime osservate sono stati utilizzati 4
diversi algoritmi: PolyPhen, SIFT: sorting intolatafrom tolerant, SNAP e PMUT). Solo la
sostituzione p.His514Arg é stata predetta cometaolbgrata o patologica da tre programmi diversi
(tabella 4). | risultati dell’allineamento con seque proteiche ortologhe e paraloghe ha dimostrato
che listidina in posizione 514 é conservata tradieerse specie (PolyPhen). Inoltre anche gli
amminoacidi corrispondenti alle sostituzioni p.\@BMet, p.Arg232His e p.Ala437Val sono
conservati tra i mammiferi. Per stabilire la rileza funzionale della variante p.Arg4His,
localizzata nel peptide segnale, e stato utilizdgtcogramma Signal P 3.0. La variante non sembra
influenzare né la posizione del sito di taglio ¢cddita tra i nucleotidi 21 e 22, in accordo con |l

database SPdp http://proline.bic.nus.edu.sg/spdbné la probabilitd predettésignal prediction

probability), calcolata sulla base della percemudil variazione del valore di D score (0,21%),
come suggerito da Jarjanazi et al (2007).

Per le variazioni sinonime e stata valutata la lmftuenza sullo splicing tramite il programma
SpliceView che predice I'eventuale predizione oaamone di siti accettori o donatori di splicing e
tramite l'algoritmo ESEfinder che predice I'everantroduzione o rimozione di sequenze di
interazione con proteine coinvolte nel processspticing (ESE Exonic Splicing Enhancer). Inoltre
e stato valutato se le sostituzioni nucleotidiclo¢epsero determinare I'utilizzo di codoni piu o

meno frequenti rispetto a quelli normalmente usatila codifica dellamminoacido.
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Tra quelle osservate solo nei pazienti, le vari@zginonime 807C>T e ¢.999C>T potrebbero
influenzare lo splicing attraverso interazioni a@mie proteine regolatorie dello splicing: ¢.807C>T
crea un nuovo sito per SRp35 e ¢.999C>T rimuovesiton di legame gia esistente per SRp40.
Inoltre ¢.273G>A crea un nuovo sito di legame pRp&0, c.1620A>G crea una nuova sequenza di
interazione per SF2/ASF, mentre ¢.1356C>T introduicenuovo sito di legame per due diverse
proteine (SF2/ASF e SC35), ma ne rimuove uno gistente per SRp40. c.1620A>G potrebbe
anche introdurre un nuovo sito accettore di sgigstore 0,53). Il dato non e tuttavia significativ

a causa del basso numero di campioni.

| parametri clinici dei pazienti affetti da LES a &Sc portatori di sostituzioni non sinonime del
genePRF1 sono elencati nelle tabelle 3Ae 3B. Tre pazieffeitth da SSc su quattro portatori di una
variazione non sinonima dPRF1 (75%) sono positivi per la presenza di anticorpti-an
topoisomerasi |. La frequenza di questo paramettla mostra popolazione e del 39%. Non sono
state rese disponibili informazioni sui dati clinidei pazienti LES portatori della variante
€.985G>A (p.Val329lle).

La variazione p.Ala 91Val e stata osservata in 2ignti affetti da LES (eterozigoti), 21 pazienti
con SSc (eterozigoti) e 61 volte in 57 controllnis¢b3 eterozigoti e 4 omozigoti; La variante
p.Asn252Ser e stata riscontrata in eterozigosi pafienti affetti da LES, 4 affetti da SSc e tre
controlli sani. Le frequenze alleliche della vatep.Asn252Ser misurate nei controlli differiscono
in modo statisticamente significativo rispetto altpiriscontrate sia nella casistica di LES (0.0027
vs. 0.019, p=0.0045, OR=7.34, 95%CI|=1.64-37.41% wohi pazienti con SSc (0.0027 vs. 0.015,
p=0.027, OR=5.76, 95%CI=1.09-32.54). Complessivdmela frequenza comulativa delle
variazioni di PRF1 é superiore sia nei pazientetsifida LES (0.23) che in quelli con SSc (0.23)
rispetto ai controlli sani (0.12), e questa differa e statisticamente significativa per entrambe le
patologie (LES: p=0.00046, OR=2.28 95%CI|=1.41-383c: p=0.00074, OR=2.32 95%CI=1.40-
3.64). Se si considerano solo le varianti non smerle frequenze alleliche continuano a presentare
una distribuzione significativamente diversa tradaistica di controlli (0.062) e le due casistidhe
pazienti (LES=0.097; SSc=0.11), nonostante la 8giivita statistica diminuisca (LES: p=0.043
OR=1.63 95%CI|=1.01-2.61, SSc: p=0.0082 OR=1.89 83%I7-3.05).

Poiché p.Ala91Val e p.Asn252Ser sono le due vamazidi sequenza non sinonime piu
frequentemente riscontrate a carico del geRE1l, e a causa delle differenze statisticamente
significative osservate nella distribuzione detieglienze alleliche di p.Asn252Ser per entrambe le
malattie, abbiamo deciso di estendere I'analisjuisti due polimorfismi in altri 443 casi di LES,
73 pazienti con SSc e 1297 controlli sani. Nellgisteca totale (597 LES, 1856 controlli) le
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frequenze alleliche del polimorfismo p.Asn252SerlieS (0.010) sono significativamente diverse
(p=0.039 OR=2.35 95%CI=1.04-5.24) da quelle misurat controlli sani (0.0043) (tabella 5B).
Inoltre abbiamo riscontrato una differenza statsstiente significativa (0.057 vs. 0.093, p=0.0054
OR=1.70 95%CI=1.16-2.47) tra controlli (n=1876)azienti affetti da SSc (n=204) nelle frequenze
alleliche del polimorfismo p.Ala91Val (tabella 5Ala distribuzione dei genotipi nelle varie
popolazioni non devia rispetto a quello atteso iaseb all’equilibrio di Hardy-Weinberg.
Complessivamente la variante p.Ala91Val e statergata in 73 pazienti affetti da LES (69
eterozigoti e 4 omozigoti), 36 pazienti con SSc €Bgrozigoti e 2 omozigoti) e 204 controlli sani
(196 eterozigoti e 8 omozigoti). Il polimorfismoAsn252Ser € portato complessivamente da 12
LES, 4 SSc e 16 controlli, sempre in eterozigosio dei pazienti affetto da LES era eterozigote sia
per p.Ala91Val che per p.Asn252Ser. Tramite unziog® di PCR allele specifica appositamente
allestita e stato stabilito che gli aminoacidi 91¥a252Ser sono codificati su due alleli distinti

(eterozigosi composta). Sul database delle mutazioin PRF1 {ttp:/bioinf.uta.fi/

PRF1base/prflpymon € al momento riportato un paziente con quastgbinazione genotipica.

Le frequenze alleliche delle varianti p.Ala91ValpeAsn252Ser sono state testate per tutti i
parametri clinici e sierologici delle tabelle 1ALB. L’unico risultato statisticamente significatieo
una leggera diminuzione dell’allele 91Val nei patieES positivi per la presenza di sierositi (cioé
che mostrano pleuriti e/o pericarditi) (0.038 v€82, p=0.022, OR=0.45, 95%CI1=0.22-0.90).
Tuttavia, questa significativita non sopporta larepione di Bonferroni.

TREX1

L’'unico esone codificante del gene TREX1 (lungo &% € stato analizzato per la ricerca di nuove
variazioni su 210 pazienti affetti da LES, 58 dffeia Sindrome di Sjogren e 150 Sclerodermie.
Sono state osservate 7 diverse sostituzioni di singola base, tutte situate all'interno della
sequenza codificante.

Due di queste varianti sono non sinonime (c.592@&&694A>G)e causano rispettivamente le
variazioni aminoacidiche p.Glul98Lys e p.Met232Vah numerazione fa riferimento alla
sequenza pubblicata sul database del sito del tNati@enter for Biotechnology Information
(NCBI) (NM_022517.17), ATG=1. Entrambe le variantin sono mai state descritte in letteratura
né riportate su banche dati. Le due mutazioni sstate osservate ciascuna una sola volta, in
eterozigosi, rispettivamente in un paziente con(j86Iul98Lys) e in un individuo affetto dalla
forma limitata di SSc (p.Met232Va[Jabella 6.A).

Le altre 5 variazioni osservate (c.144C>G, ¢.198GeA62T>C, ¢.531C>T e ¢.912G>A) sono

sinonime (Tabella 6.B). Solo una di queste (c.1445Cé stata osservata per la prima volta in
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guesto studio, in un paziente affetto da LES. lteea sono invece gia state descritte in lettegatur
(Lee-Kirsch, et al, 2007¢ riportate su banche dati pubblicHea variante ¢.912G>A é stata
osservata in eterozigosi in due pazienti affedpettivamente da SS e da LES. Le variazioni
€.198G>A e ¢.462T>C sono invece state osservale stelsso paziente, affetto da SS. La variante
€.531C>T -rs11797 € un polimorfismo comune deegeEREX1.

Le due mutazioni missense, p.Glul98Lys e p.Met282¥%ainvolgono entrambe un residuo
amminoacidico conservato tra le specie (analigtefata tramite il programma CLUSTAL W). La
variazione p.Glul98Lys colpisce un amminoacidoirdrno della sequenza conservata tra le
diverse specie Exo3 che costituisce, assieme adlE&dExo02, il sito catalitico del’enzima. La
variazione p.Met232Val coinvolge invece un ammindacche cade nella porzione proteica
compresa tra Exo3 ed il dominio trans-membrana TIMIM.

Un’analisi in silico effettuata con 4 diversi algari (PolyPhen, SIFT, SNAP e pMUT) predice che
entrambe le sostituzioni aminoacidiche di TREX1Ip1G8Lys e p.Met232Val avranno un effetto
dannoso sulla funzionalita della proteina, sia perdiverse caratteristiche chimiche degli
amminoacidi della sequenza normale e mutata, sitapmnservazione del residuo amminoacidico
normalmente tradotto (tabella 7).

La possibile rilevanza funzionale delle variaziemonime € stata valutata utilizzando i programmi
SpliceView ed ESEfinder. Nessuna delle variazissesvate sembra modificare i siti di splicing
canonici o introdurne nuovi. Tuttavia la variant#42lC>G introduce nuove sequenze di interazione
per le proteine SF2/ASF, SF2/ASF(IgM BRCA1) e SRa5yariazione ¢.592G>A rimuove siti di
interazione gia esistenti per SF2/ASF e SF2/ASF(RRCAL) e la variante ¢.912G>A rimuove un
sito di legame per SF2/ASF(IgM BRCAL1). Inoltretata effettuata un’analisi per valutare se le
sostituzioni nucleotidiche potessero determinarglizzo di codoni pit 0 meno frequenti rispetto a
guelli normalmente usati per la codifica dellamoacido. Le differenze piu evidenti riguardano la
variazione ¢.144C>G la cui frequenza passa rispetiente da 19,8%. a 6,9%0 e la variazione
€.912G>A la cui frequenza passa rispettivament&3déiee a 7.2%cfacendo ipotizzare un possibile
effetto dannoso a carico della velocita di trasorie della proteina.

Sono stati analizzati, al DHPLC, 200 controlli perificare I'eventuale presenza delle 2 varianti
non sinonime riscontrate nei pazienti. Non abbiamsoontrato la presenza di tali variazioni in
nessun controllo della casistica analizzata. laddtnche nelle casistiche di controlli riportatiloel
studio effettuato da Lee-Kirsakt al, 2007non risulta la presenza di queste 2 nuove variazon
oltre 1912 controlli analizzati, suggerendo che sidinatta di polimorfismi rari.

Per le variazioni sinonime, poiché I'analisi inigl non sembrava suggerire evidenti conseguenze

funzionali, non abbiamo analizzato controlli dellastra popolazione ma ci siamo limitati al
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confronto con la letteratura (tabella 6B). Per &ianti c.144C>G, c.198G>A e ¢.462T>C non
risultano differenze significative tra le frequenabeliche e genotipiche riscontrate nei nostri
pazienti e quelle riportate in letteratura per tp@azione sana. Per la variazione c.912G>A si
osserva pero una differenza significativa tra éfrenza osservata su controlli saniLda-Kirsch,

et al, 20012%) e quella riscontrata nel nostro studio (0.28c; 0.003).

Abbiamo inoltre valutato la distribuzione delledteenze alleliche e genotipiche del polimorfismo
comune rs11797 in rapporto alla presenza/asserzaatieristiche cliniche e sierologiche riportate
nelle tabelle 1A e 1B, nei pazienti affetti da LE8a SSc. Infatti, in un precedente studio, condott
sulla popolazione coreana, (Hur et al, 2007) llall€ di questo polimorfismo é risultato associato
con la negativitd agli autoanticorpi anti-dsDNA. llBanostra analisi invece si osserva una
associazione statisticamente significativa traeihagipo TT e la positivita per gli anticorpi anti-
dsDNA nei pazienti affetti da LES (p= 0.009 tabd)aQuesto diverso risultato pud essere causato
dalle differenze genetiche tra la popolazione ee@op quella coreana. Per le altre caratteristiche
analizzatenon si osserva nessuna differenza statisticamegrigicativa tra le frequenze alleliche e

genotipiche osservate per nessuna delle caraittbastliniche e sierologiche valutate (p>0,10).
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Tab.2 Riassunto delle variazioni dPRF1 osservate nel primo pannello di pazienti (LES e $%e controlli.

Variazione | Cambiamento Segnalazioni
nucleotidica| aminoacidico | esone ID* precedent? SLE* | SSé |controlli*
c.11G>A | Arg4His 2 |rs35a18374 A% SOUA | onsg | 1131 07559
c.189A>C| Thr63Thr 2 nuova 1/154 0/181 0/559
c.272C>T| Ala91Val 2 rs35947132 FHL2, controlli | 21/154| 21/131 57/559
c.273G>A| Ala91Ala 2 nuova 1/154| 1/131  1/559
c.368G>A| Argl123His” 2 ALCL, controlli | 0/154 | 1/131 1/559
c.403G>A| Vall35Met 2 rs12263572 Database SNP 1/154 0/131 0/559
c.435G>A| Vall45Val 2 Database SN 6/154 4/131 /55
c.462A>G| Alal54Ala 2 Database SN 6/154 4/131 /55
c.519G>A| Thr173Thr| 2 controlli 1/154| 1/131  1/559
C.695G>A | Arg232His" TS ALCL | o154 | 0131 /559
amiliari sani
C.755A>G| Asn252Ser 3 rs28933375 FHL2, controlli | 6/154 | 4/131  3/559
c.807C>T| His269His 3 nuova 1/154 0/131 0/559
c.822C>T| Ala274Ala 3 rs885821  Database SNP  54/1@&3136| 258/772
€.900T>C| His300His 3 rs885822 Database SNP  110A%236/ 562/771
c.985G>A| Val329lle 3 nuova 1/154| 0/131 0/559
€.999C>T| Pro333Pro 3 SM 0/154 1/131  0/5%9
c.1000G>A Gly334Ser 3 nuova 0/154| 1/131 1/559
€.1262T>C| Phe421Cys 3 FHL2, ALCL 0/154 | 1/131  1/559
c.1310C>T| Ala437Val 3 nuova 0/154| 0/131 1/559
€.1356C>T| Thr452Thr 3 nuova 1/154 0/131 1/559
€.1541A>G His514Arg 3 nuova 1/154| 0/131 0/559
€.1620A>G GIn540GIn 3 SM 1/154| 0/131 1/559

La numerazione fa riferimento al clone cDNA di GBaak M28393, ATG = +1.
Ad eccezione di p.Ala91Val, tutte le altre variadisono state osservate in eterozigosi.

"Numero di identificazione riportato sul databhge://www.ncbi.nlm.nih.goyv
SFHL2 = Linfoistiocitosi Emofagocitica Familiare; AIL = Linfoma Anaplastico a Grandi Cellule; SoJIASystemic

onset Juvenile Idiopathic Arthritis; SM = Sclerbd&iltipla; AA = Anemia Aplastica

*numero di individui in cui & stata osservata laiazione sul totale dei soggetti analizzati per slagcasistiche (LES, SSc e

controlli)

Y1 controllo sano & eterozigote anche per il polifisono p.Ala91Val.
%Sja il paziente SSc che il controllo sano portatiedia variante p.Arg123His sono eterozigosi anpéela variazione
sinonima ¢.519G>A.
3 Sia il paziente SSc che il controllo sano soneogtgoti anche per la sostituzione non sinonimargl&3His
*Il controllo & portatore anche di 91Val sullo steafiele di 232His, come & stato stabilito trarfi@R allele-specifica.

1
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Tab. 3 Caratteristiche cliniche ed immunologiche depazienti con LES (A) e SSc (B) che riportano vaainti rare
di PRF1.

A

Genotipo

PRE] | S€SSC MR [PS| S | Ar |[GNF|AHA |LA |Lp/Lp | TP | NI |aPL | ANA |aDNA | SSA|LAC |RF
V1i35Mwt | F - -l - - + + - - +| - - + + - i
H514R/wt | F - - -]+ + - - + . - + + - _

MR = malar rash; PS = fotosensibilita; LED = lesidiscoidi; S = sierositi; A = artrite; GNF = glom#onefrite; LA=
linfoadenopatia; AHA = anemia emolitica autoimmuhp/Lp = leucopenia e/o linfopenia; TP = trombopitmia; NI =
coinvolgimento neurologico; aPL = sindrome da asfidlipidi; ANA= anticorpi antinucleo; aDNA= anticpi anti-
dsDNA; SSA = anticorpi antiRo (SSA); LAC = presetiizattivita lupus anticoagulante; RF = fattore nmetioide.

Entrambi i pazienti in questa tabella sono negatérila presenza di lesioni discoidi e di anticapii-RNP e/o Sm. Le
informazioni cliniche riguardanti la presenze diarke orali, fenomeno di Raynaud e anticorpi aati&SB) non erano
disponibili. Le informazioni cliniche relative aapienti che riportano la variantie c.985G>A (p.\288e) non erano
disponibili.

B
Genotipo eta alla - - fibrosi anti-topo |  anti-
PRFlp S€ss0 diagnosi diagnosi polmonare PAH ACA I P RNAplII
R123HT173T F 50 ISSc n.a - - - +
FA421Chvt M 39 dSSc - n.a - + -
G334Sivt F 12 SSc early, - - - + -
R4H/wt F 56 ISSc - + - + -

ISSc = forma limitata; dSSc = forma diffusa; SSdyea forma precoce della malattia, che non soddistti i criteri;

SSc ss = sine scleroderma (& considerate una finata, non si ha coinvolgimento cutaneo); PAHpertensione
delle arterie polmonari; ACA= anticorpi anti-centrero; anti-topo | = anticorpi anti-topoisomerasafiti-RNAplll =

anticorpi anti-RNA polimerasi Ill; n.a. = informaxie clinica non disponibile.
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Tab.4 Predizione in silico dell’effetto delle variaioni missense diPRF1 sulla struttura e sulla funzione della
proteina effettuata utilizzando quattro programmi: Polyphen, SIFT, SNAP, e PMUT.

Cambiamento Polyphen SIFT SNAP PMUT
aminoacidico
predizione | scoré | prediziong scor@ predizione Precisione predizione scofe
attesa
Arg4His benigna none - - neutrale 60% neutrale 0,2352
Arg123His benigna 0,103 non 0,03 non 78% neutrale 0,3133
tollerata neutrale
Vall35Met benigna 1,380 non 0,02 non 82% neutrale 0,2700
tollerata neutrale
Arg232His benigna | 0,012 Mo" 0,02 neutrale | 69% | patologica| 0,5239
tollerata
Val329lle benigna 0,148 tollerata 0,44 neutralg 78% neutrale 0,0468
Gly334Ser benigna 1,378 tollerata 0,74 neutrale 92% neutrale 0,3109
Phe421Cys benigna | 0,078 tollerata 0,07 o 63% | patologica| 0,8781
neutrale
Ala437Val benigna 1,487 non 0,02 non 78% neutrale 0,4791
tollerata neutrale
Hiss14Arg | POSSPle |y g54g| NON 0,00 neutrale 53% | patologica| 0,7938
danno tollerata

&= minore & il punteggio pitl benigna sara la se=itine (PolyPhen)
® = maggiore & il punteggio pit il cambiamento gaterato (SIFT)
“= maggiore ¢ la percentuale maggiore sara I'affldatuella previsione (SNAP)

4= minore sara il punteggio pil la sostituzione samasiderata neutrale (pMUT)
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Tab.5 Frequenze alleliche e genotipiche delle variantp.Ala91Val (A) e p.Asn252Ser (B) nei pazienti e nei

controlli.
A CONTROLLI LES SSc
n=1856 n=597 n=204
genotipo n(frequenza)| n(frequenza) p OR (95%CI) n(frequenza) p OR (95%CI)
0.89 0.58
CcC 1652 (0.890) 524 (0.877 0.45 (0.66-1.19) | 168 (0.823) | 0.0070| (0.38-0.87)
1.11 1.69
CT 196 (0.106) 69 (0.116) 0.52 (0.81-1.49) 34 (0.167) | 0.012| (1.12-2.56)
1.56 2.29
TT 8 (0.004) 4 (0.007) 0.50| (0.39-5.71) 2 (0.010) 0.26 (inaccurato)
allele frequenza frequenza p OR (95%CI) frequenza p OR (95%CI)
C 0.943 0.936 0.907
1.14 1.70
T 0.057 0.064 0.38| (0.86-1.50) 0.093 0.0054| (1.16-2.47)
B CONTROLLI LES SSc
n=1856 n=597 n=204
genotipo n(frequenza)| n(frequenza) p OR (95%CI) n(frequenza) p OR (95%CI)
0.42 0.43
AA 1840 (0.991) 585 (0.980)| 0.038 | (0.19-0.96) | 200 (0.980) 0.13| (0.13-1.55)
2.36 2.30
AG 16 (0.009) 12 (0.020) | 0.038 | (1.04-5.30) 4 (0.020) 0.13| (0.64-7.41)
GG 0 0 0
allele frequenza frequenza p OR (95%CI) frequenza p OR (95%CI)
A 0.996 0.990 0.990
2.35 2.29
G 0.004 0.010 0.039 | (1.04-5.24) 0.010 0.13 | (0.64-7.32)

La distribuzione complessiva delle frequenze g@mdie della variante p.Ala91Val € significativamemtiversa tra
controlli e casi di SSc (p=0.017), ma non tra agltite LES (p=0.60).
Gli OR significativi sono evidenziati in grassetto.
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Tabella 6A: mutazioni non-sinonime trovate nell’esae codificante diTREX1

Variazione cambiamento | LES® SS¢ | S | controlli
nucleotidicd aminoacidico

c.592G>A Glul98Lys nuova 0/210) 0/1501/58 0/200
C.694A>G Met232Val nuova 0/210) | 1/150 | 0/58 0/200

MAF: (minor allele frequency): frequenza dell’attehinore;
& la numerazione & relativa al nucleotide A (1)pheino codone tradotto ATG del trascritto NM_022317 le

variazioni trovate risultano essere tutte in etigyos;
® numero di individui in cui & stata osservatadsazione sul totale dei soggetti analizzati pegsle casistiche (LES, SSc, SS e

controlli)

Tabella 6B: variazioni sinonime trovate nell’esone codificanteli TREX1

Variazione | cambiamento b b Controlli letteratura d
nucleotidica® | aminoacidico ID, referenza LES SSc SS (Lee-Kirsh 2007) MAF
c.144C>G Pro48Pro nostro studio 1/210 0/150 0/58 0,000 0,001
rs3135943
c198G>A* Lys66Lys Lee-Kirsch 2007 0/210 0/150 1/58 0,003 0,001
. rs3135944
c.462T>C Aspl54Asp Lee-Kirsch 2007 0/210 0/150 | 1/58 0,003 0,001
rs11797
1
c.531C>T Tyrl77Tyr Lee-Kirsch 2007 110/210 | 75/150[ 29/58 0,425 0,383
rs3135945
Cc.912G>A Leu304Leu Lee-Kirsch 2007 1/210 0/150 1/58 0,019 0,002

MAF: (minor allele frequency): frequenza dell’attehinore;

& la numerazione & relativa al nucleotide A (1)pheino codone tradotto ATG del trascritto NM_022317 le
variazioni trovate risultano essere tutte in etieyos;

® numero di individui in cui & stata osservatadsiazione sul totale dei pazienti analizzati pagele patologie (LES, SSc e SS)
“le frequenze dell’allele minore riportate in leétrra, sono state calcolate sulla casistica chgeamde sia i controlli

SN:1712) che i pazienti (N:586). Gli autori ripantache i dati risultano equamente distribuiti teaipnti e controlli
gruppo di individui analizzati di nazionalita casoide (NCBI database SNP)
*Le 2 varianti sono state osservate nello stesg@pte (SS).
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Tabella 7: risultati dell'analisi in silico effettuata con I'utilizzo dei programmi PolyPhen, SIFT, SMP e pMUT
per le mutazioni non-sinonime Glu198Lys e Met232Val

PolyPhen SIFT SNAP pMUT
Variazione | predizionescoré | predizione € scofe | predizione P;etfés,slgne predizione scofe
Glu19sLys | FOSsibilel 4 59 Non 0.00 | Patologica 82% non- 0.54
danno tollerato neutrale
Met232val | Probabile) 5 5o Non 0.00 | Patologica  78% non- 0.58
danno tollerato neutrale

&= minore & il punteggio pill benigna sara la saztine (PolyPhen)

® = maggiore & il punteggio piu il cambiamento gatrato (SIFT)

“= maggiore ¢ la percentuale maggiore sara I'affldatwella previsione (SNAP)

4= minore sara il punteggio pil la sostituzione samasiderata neutrale (pMUT)

Tabella8: associazione tra le frequenze genotipicleealleliche del polimorfismo rs11797 (c.531C>T)la

presenzalassenza degli anticorpi ANTI-dsDNA nei p&mti affetti da LES

Polimorfismo Tyr177Tyr in TREX1 associato agli AWNAI-DNA

GENOTIPO ANTICORPI ANTI-DNA ASSOCIAZIONE GENOTIPO E Ab ANTI-DNA
POSITIVI NEGATIVI p OR (95%Cl)
cc 54 (35%) 11 (34%) p=0.90 OR= 1.03 (0.509-2.08)
cT 74 (48%) 21 (66%) p=0.106 OR= 0.48 (0.20-1.14)
T 26 (17%) 0 (0%) p=0.0093007 OR= 6.50 (0.88-138.40
ALLELE: T 0.41 0.33 p=0.29 OR=1.42(0.78-2.61)
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DISCUSSIONE

In questo studio ci siamo posti lo scopo di ingzste il ruolo di varianti rare di due geRRF1 e
TREX1 nel determinare suscettibilita a tre diverse ntialaautoimmuni: LES , SSc e SS (per

guest'ultima e stato per il momento analizzato daj@neTREXL).

Le due varianti non sinonime piu frequenti del gdtRF1 sono p.Ala91Val e p.Asn252Ser.
Entrambe queste variazioni sono state precedenternsservate in associazione con altre malattie
autoimmuni, in particolare con ALPS e T1D (p.Asn3B6B), DALD e MS (p.Ala91Val). In questo
lavoro osserviamo un’associazione con le frequeadeliche di PRF1 anche nel LES
(p-Asn252Ser) e con la SSc (p.Ala91Val), (anchamenettiamo che quest’ultimo dato potrebbe
essere inficiato dalla bassa numerosita campigrdwmiauta alla rarita della malattia). Studi basati
modelli sia umani (analisi dei linfociti citotossgu soggetti portatori dell’allele 91Val), che nmir
(cellule basofile leucemiche di ratto trasfettabéd cDNA diPRF1 contenenti la variazione) hanno
evidenziato una rilevanza funzionale per la saabtue p.Ala91Val, che causa un cambiamento
conformazionale che a sua volta genera una dinonezilella stabilita della proteina e dell’attivita
NK (circa il 50% dellattivita della PRF1 wild-typéTrambas et al. 2005, Voskoboinik et al. 2005,
Risma et al. 2006). Il significato funzionale diApn252Ser e invece incerto. La variazione e
localizzata nel membrane attack complex, un dongnteco per la funzione di PRF1 di formazione
di pori nella membrana cellulare. Tuttavia piu dilavoro ha associato questa variante con livelli
normali di espressione di PRF1 ed una normaleitattNK (Stepp et al. 1999, Voskoboinik et al.
2005, Risma et al. 2006). Al contrario sono statientemente descritti due pazienti pediatrici, uno
con ALPS e l'altro con T1D eterozigoti per la vatia p.Asn252Ser che presentavano bassi livelli
di attivitd NK nella prima infanzia (Clementi et &006; Orilieri et al. 2008). Nel paziente con
ALPs l'attivita NK e revertita a livelli fisiologicintorno ai 12 anni di eta (Clementi et al. 2006).
Percio é possibile che la variazione p.Asn252Sem’altra variante associata ad essa, causi una
diminuzione della funzione NK durante la prima mf&, ma che successivamente guesta venga
normalizzata da un meccanismo compensatorio. Nanbise molto probabile che questo
meccanismo ipotetico sia coinvolto nella suscditigbia patologie come il LES o la SSc, che
solitamente hanno esordio nell'eta adulta, tuttaistato descritto anche un paziente adulto
omozigote per lallele 252Ser e con bassa attiwt& (Orilieri et al. 2008). E’ noto che
p.Asn252Ser & in LD assoluto (D'=F=1) con due varianti sinonime (c.435G>A e c.462A%G4
stessa osservazione e stata confermata anchenostta casistica. E’ possibile che queste, oppure

altre variazioni ignote, situate nelle regioni riegorie di PRF1 da noi non analizzate ed in LD
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assoluto con p.Asn252Ser possano avere un efigteofanzione proteica. Entrambe le variazioni
c.435G>A e c.462A>G cambiano un codone comune cmnpit raro, ed é stato osservato che
questo fatto puo portare ad anomalie nel foldintageoteina (Komar 2007).

Oltre a p.Ala91Val e p.Asn252Ser sono state rigabataltre 9 variazioni non sinonime. A parte
p.Ala91Val e p.Asn252Ser, le altre varianti anaiezsono molto rare, per cui non e possibile
effettuare una valutazione su base statistica t@taeventuale associazione individuale con le due
malattie, ma, analogamente a quanto gia ossenal® 8M (Cappellano et al. 2008), I'incidenza
complessiva di variazioni di sequenza non sinonimak genePRF1 €& piu elevata nei pazienti
rispetto ai controlli sia per la casistica di LEf=0.043, OR = 1.63) che per quella di SSc
(p=0.0082 OR = 1.89).

La variazione p.Arg4His € localizzata nel peptidsgreale. Nella nostra popolazione e stata
riscontrata in un paziente affetto da SSc limitatan ipertensione delle arterie polmonari.
Precedentemente era gia stata segnalata in etesoaigun paziente Afro-Americano di 21 anni
affetto da anemia aplastica (Solomou et al. 20B7yn soggetto Europeo con SoJlAy¢&mic
onset divenile Hiopathic _Athritis) (Vastert et al. 2008), ma anche in 21/1156 comntisdini
(frequenza allelica = 0,009) (Solomou et al. 200fpltre e stato riportato con una MAF simile
anche nelle banche dati (popolazione AGI-ASP). édquina € secreta in forma inattiva, ed attivata
tramite taglio proteolitico. Sulla base dell'analissilico, questa variazione non sembra influeaza

il taglio proteolitico del peptide segnale o ildp@rto della proteina stessa. Considerando i dati i
nostro possesso, questa variazione sembra un pb8mo che probabilmente non influenza
negativamente I'attivita della proteina.

Altre tre variazioni sono state osservate ciasdaannan singolo paziente con LES. Una di queste
(p.Vall35Met) e riportata sulle banche dati com&2263572, ed era stata identificata sulla
popolazione AGI-ASP (Caucasoidi e Afro-Americanpagentemente sani), ma non € mai stata
descritta in letteratura, le altre (p.His514Arg.¥g329lle) sono variazioni nuove. Le sostituzioni
p.Vall35Met e p.His514Arg compromettono residui sswmati situati all'interno di regioni
funzionalmente importanti (rispettivamente il domiMACPRF ed il dominio C2), e p.His514Arg
e stata predetta come non neutrale da tre divigsiiani (tabella 4). La variazione p.Val329lle e
una sostituzione conservativa, che ricade nel domiWACPRF ma non coinvolge un residuo
conservato, ed € stata predetta come sostituziengrate da tutti i programmi utilizzati per
I'analisi, pertanto la consideriamo un polimorfisize probabilmente non influenza la funzione di
PRF1.

Abbiamo osservato altre 5 variazioni non sinonime, tutte quante sono state riscontrate anche

nella casistica di controlli. Tre di queste (p.A2§His, p.Gly334Ser e p.Phe421Cys) sono state
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osservate ciascuna in un caso di SSc ed in unatlangano, due (p.Arg232His and p.Ala437Val)
ciascuna in un singolo soggetto di controllo. Teavariazioni riscontrate nella casistica di SSc,
p.Phe421Cys e localizzata nel dominio C2, respalesalel legame di PRF1 con la membrana
plasmatica. Era stata precedentemente descriéfetinzigosi in un paziente pediatrico Italiano con
linfoma anaplastico a grandi cellule (ALCL) (Carlaett al.2007) ed in eterozigosi composta con
p.Ala91Val in un paziente caucasoide di FHL2 (Cletnet al. 2005). In entrambi i soggetti la
variazione p.Phe421Cys e stata riscontrata a cdedla linea germinale. Nella nostra casistica e
stata trovata due volte, in un paziente con SSugdifed in un controllo sano. Complessivamente,
considerando le informazioni presenti in letteratwd i dati ricavati dall'analisi in silico, il
significato funzionale di questa sostituzione noch&ro. Al contrario la variazione p.Arg123His
non ricade in un dominio funzionale o in una pasa conservata. Era stata precedentemente
descritta in eterozigosi in un paziente di 14 aifetto da ALCL (Cannella et al.2007), ed in 1/101
controlli sani, eterozigote anche per la variazism®onima c¢.519G>A (Molleran Lee et al. 2004).
E’ considerata da molti autori un polimorfismoRRF1. Nella nostra popolazione é stata osservata
due volte, in un controllo sano ed in un pazieritetta da SSc limitata, entrambi portatori anche
della variazione ¢.519G>A. Viene considerata némitrdagli algoritmi Polyphen e PMUT.
Complessivamente non pensiamo che questa variaposga avere un effetto patologico sulla
funzione proteica. La terza variazione, p.Gly3348uralizzata nel dominio MACPRF, non € mai
stata descritta precedentemente. Coinvolge unuesidn conservato ed & considerata neutrale dai
guattro algoritmi utilizzati per I'analisi, per ceembra improbabile che possa avere un effetta sull
funzione della proteina.

La sostituzione p.Arg232His e stata riscontratdonstiesso allele con p.Ala 91Val in un controllo
sano. E’ stata precedentemente descritta e regiswd’ Human Gene Mutation Database — HGMD

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/indgxda Feldmann et al. (2002) in eterozigosi in dwuzignti

consanguinei con FHL2 ad esordio tardivo appartiea#ia popolazione italiana, e nella loro madre
(sana). In questi pazienti gli autori hanno riscatat circa il 27% dell’attivita citotossica e liViedli
espressione di PRF1 non rilevabili. In nessunoddiei € stata ritrovata la mutazione sul secondo
allele. Uno dei pazienti era ancora in vita all’dtal4 anni senza aver avuto bisogno di ricevere un
trapianto di midollo. Busiello et al. (2004) hanimovato la variante p.Arg232His in due gemelli di
13 anni, uno dei quali affetto da FHL, mentreti@lera sano. Entrambi i gemelli erano omozigoti
per la variante p.Ala91Val ed eterozigoti per pZ388His (uno degli alleli era “doppiamente
mutato”. La variazione Arg232His era presente anoblepadre sano. Questa variazione € stata
riscontrata anche in un altro paziente Italiano EbthL ad esordio tardivo, in eterozigosi composta

con una mutazione missense (p.His222GIn) (Stadt @006). In uno studio condotto su un’ampia
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coorte Trizzino et al. (2008) hanno riscontrato Sjaevariazione in quattro famiglie con membri
affetti da FHL2, tre dei quali erano Italiani, egiarto proveniva dalla Germania ma era di probabil
origini italiane. La variazione ¢é stata inoltre @ssta in un paziente pediatrico italiano con ALCL,
in eterozigosi composta con p.Ala91Val (Cannellalet2007). Voskoboinik et al (2005) hanno
effettuato un’analisi funzionale della PRF1 Arg232khutata e Arg232His/Ala91Val-doppiamente
mutata. La perforina Arg232His-mutata genera apgmuativamente il 30% dell’attivita NK
rispetto alla proteina nativa, mentre la forma dapgnte mutata € completamente inattiva. Risma
et al. (2006) hanno analizzato funzionalmente 21tamoni missense diPRF1 tramite
citofluorimetria, immunoistochimica ed immunoblatf, ed hanno dimostrato che la PRF1 con la
sostituzione Arg232His € soggetta a maturaziongeplitica parziale. Complessivamente i dati
disponibili in letteratura mostrano chiaramente daesostituzione p.Arg232His compromette
parzialmente lattivita citotossica di PRF1. Tuitava penetranza di questa variazione sembra
essere incompleta. Infatti individui con lo stegsattern di variazioni presentano condizioni
patologiche diverse, ed alcuni di essi sono sanesfg osservazioni sono simili a quelle riportate
per la variante p.Ala91Val, che molti autori corsaho un polimorfismo d?PRF1. Inoltre I'elevato
numero di segnalazioni di p.Arg232His suggerisce eh tratti di una variante relativamente
comune nella popolazione italiana, per cui non dewpire il fatto di averla riscontrata in un
controllo sano, irtis con la variazione comune p.Ala91Val. Sulla baseddg di Voskoboinik et al
(2005) potremmo speculare che questo soggetto abili@bilmente il 50% dell’attivita citotossica,
sufficiente ad evitare lo sviluppo di FHL2. Purtpgpnon e stato possibile effettuare un ulteriore
follow up successivo al reclutamento di questo sttggper cui non possiamo sapere se esso abbia
in seguito sviluppato un linfoma. L'ultima varian® (p.Ala 437Val) & stata osservata in un solo
controllo, e non e mai stata segnalata prima. Nams codifichi per una sostituzione conservativa
tra due aminoacidi non polari, € considerata ndlerada da due diversi algoritmi predittivi, ed e
situata in una posizione conservata nel dominio @&; cui sarebbe troppo semplicistico
considerarla una variante neutrale. E’ possibike, cosi come p.Ala91Val e p.Arg232His, anche la
variazione p.Ala437Val abbia un qualche effettozfonale con bassa penetranza, ma sarebbero
necessari ulteriori studi per chiarire questo punto

Durante lo screening mutazionale IRF1 abbiamo identificato anche 11 variazioni sinonime,
comprendenti due polimorfismi comuni (rs88582188E822) e le due varianti in LD assoluto con
p.Asn252Ser gia menzionate. Tra le rimanenti 7azéoni, solo 3 erano state precedentemente
citate in letteratura, mentre le altre sono nudugte le variazioni sinonime sono state analizrate
silico per predire la loro influenza sui siti dilispng, sulle sequenze ESE e sulla frequenza velati

di utilizzo del codone che introducono. ¢.1620A>Gc.899C>T erano state precedentemente
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riportate in un paziente affetto da MS ciascunapf@#ano et al, 2008), rispettivamente in
omozigosi ed in eterozigosi. E’ stato ipotizzate ch1620A>G possa influenzare lo splicing, in
guanto potrebbe creare un nuovo sito accettorpldirgy. Inoltre, in base ai punteggi calcolati con
la matrice ESEfinder, sia c.999C>T che c.1620A>@&ghbero influenzare la processazione del
messaggero perché rimuovono (c.999C>T) o cread®Z0A>G) una sequenza ESE. Abbiamo
riscontrato la variazione ¢.519G>A tre volte, umaciascun gruppo di campioni (LES, SSc,
controlli). Il controllo sano ed il paziente con S8rano anche eterozigoti per la sostituzione
p.Arg123His. Come gia menzionato precedentemeri@9G>A e gia stata descritta in letteratura
unita a p.Argl23His nello stesso controllo sano,eedtata considerata dagli autori come un
polimorfismo. Pertanto riteniamo che si tratti diawariazione silente, relativamente comune nella
popolazione italiana, probabilmente in LD con p.228His.

E’ piu difficile speculare sulla possibile rilevanfunzionale delle variazioni sinonime che vengono
qui descritte per la prima volta. Nessuna di essevolge un sito di splicing canonico, tuttavia, in
base alle predizioni in silico effettuate con i gm@mmi ESE finder e Splice View, alcune di esse
(c.273G>A, ¢.807C>T, ¢.1356C>T) potrebbero infliemezlo splicing introducendo o rimuovendo
una sequenza di legame per vari fattori di splicibg altre varianti osservate non sembrano
influenzare lo splicing e non introducono codonc@asati, per cui sono probabilmente neutre. E’
possibile tuttavia che le variazioni osservate abhiano alcun effetto funzionale diretto, ma che
siano in LD con altre variazioni ignote situatelaglorzione 5’UTR o0 nelle sequenze regolatorie a
monte ed a valle del gene.

PRF1 potrebbe influire sulla suscettibilita allammunita attraverso due meccanismi. Da un lato
difetti nell'attivita della perforina potrebbero wsare una insufficiente clearance virale, che
potrebbe favorire lo sviluppo di reazioni crocidta antigeni virali ed antigeni self attraverso il
mimetismo molecolare. Dall'altro PRF1 potrebbe ess®involta nella modulazione della risposta
immune inducendo I'apoptosi in linfociti effettoei cellule presentanti I'antigene. Un suo deficit

potrebbe causare un accumulo di linfociti e poBs#zioni autoimmuni.

La scelta di studiare il genEREX1 sulle malattie autoimmuni & stata motivata da stuglio del
2007 (Lee-Kirsh) che identificava mutazioni TREX1 in 9 su 417 pazienti affetti da Lupus
Eritematoso Sistemico (LES) e 1 su 169 pazienétfla Sindrome di Sjogren. Lo studio di Lee-
Kirsh suggeriva fortemente un ruolo TREX1 nella patogenesi di malattie autoimmuni ma dopo
questo lavoro nessun altro studio di confermate gtabblicato.
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Nel nostro studio sono stati analizzati 210 patiaffetti da LES, 58 affetti dalla Sindrome di
Sjogren e 150 affetti dalla Sclerosi sistemicaa alterca di nuove mutazioni all’interno della
sequenza codificante e della regione 3' UTR dekd&EX1.

In questa analisi abbiamo riscontrato la presenzasostituzioni di una singola base che ricadono
tutte all'interno dell’'unico esone codificante GREX1. Due di queste (c.592G>A e c.694A>G)
sono variazioni missense mai descritte in precemledze causano rispettivamente le variazioni
aminoacidiche p.Glul98Lys (riscontrata in eterogigo 1 paziente affetto da Sindrome di Sjogren)
e p.Met232Val (osservata in eterozigosi un pazieaffetto dalla forma limitata di Sclerosi
Sistemica). Queste due mutazioni coinvolgono ertemn dominio altamente conservato tra le
diverse specie, e in base ad una predizione icosdffettuata con 4 diversi programmi, entrambe
sono ritenute possibilmente dannose da tutti e idalgloritmi utilizzati. Inoltre la variazione
Glul98Lys e localizzata all’interno di uno dei td®mini che costituiscono il sito catalitico
dell’enzima, il dominio Exo3. Questi tre domini (&% Exo2, Exo3) sono anche conservati tra le
diverse specie.

Sono state riportate mutazioni a carico del domifo3 in pazienti affetti da AGS. Per tre di esse
stata caratterizzata la funzione della proteinaatautTra queste la sostituzione p.Val201Asp e la
mutazione frameshift p.Asp201lins causano in vitra tiduzione dell’attivita esonucleasica (Udesh
de Silva et al, 2007). L’'analisi in silico da ndfettuata predice che questa mutazione abbia un
effetto dannoso sulla proteina. Sulla base di qukedi si pud presupporre che la mutazione possa
diminuire I'attivita esonucleasica. Tuttavia, camtamente a questa ipotesi, studi in vitro hanno
dimostrato che un’altra mutazione (p.Asp200Asnim@e riscontrata nellAGS, benché cada nel
dominio Exo3 non porta ad una riduzione dell’atéivcatalitica, ma secondo gli autori potrebbe
influenzare linterazione proteina-proteina (Kavginaet al, 2008). Inoltre dell’analisi in silico
effettuata tramite ESEfinder risulta che la vaoaa introduce tre nuovi siti di legame per i fattor
SF2/ASF e SF2/ASF (IgM BRCA 1), pertanto potrebbeh@& avere una influenza sullo splicing.

La variazione Met232Val cade nella porzione pr@etompresa tra Exo3 ed il dominio trans-
membrana TMD/TMH. La metionina in posizione 232néaminoacido altamente conservato tra le
diverse specie. Anche questa mutazione é risytataabilmente dannosa dalla predizione in silico.
La porzione proteica in cui ricade la mutazione 282Wal presenta un’elevata densita di mutazioni
precedentemente osservate in altre malattie con®/l2C (Richards et al, 2007) o il LES (Lee-
Kirsch et al, 2007). Per alcune di queste é ste¢gugta un’analisi funzionale tramite microscopia
confocale, ed e stata osservata una non corrstiégbdzione intracellulare della proteina, che perd
lo sua localizzazione perinucleare e si trova ddfmella cellula. Di conseguenza, si puo ipotizzare

che la variazione Met232Val causi una alteraziagiladocalizzazione intracellulare di TREX1.
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Le due mutazioni missense non sono state ossareate 200 controlli italiani da noi analizzati né
in 1712 controlli sani precedentemente analizzatiee-Kirsch et al, e non compaiono nel database
degli SNP. Questi dati insieme ai risultati deltelsi in silico qui sopra commentate suggeriscono
fortemente che queste variazioni siano associddée patogenesi delle due malattie (SS e SSc),
confermando cosi il ruolo gia precedentemente Zpato di TREX1 nella SS, mentre la sua
possibile associazione con la SSc € un dato nudlvoontrario non abbiamo riscontrato nessuna
variazione missense nei 210 LES esaminati. Quedtoélsignificativamente diverso (p = 0.034) da
guanto osservato da Lee-Kirsh et al. 2007 che iftleaa 9 mutazioni non-sinonime su 417
pazienti affetti da LES, pero la significativitagpassere dovuta al caso o0 a caratteristiche gaeetic
differenti tra nord-europei e popolazione italiana.

Le altre 5 variazioni riscontrate sono tutte simogi Una di queste viene qui descritta per la prima
volta. Altre tre erano gia state tutte osservatéeKirsch et al, 200ih pazienti affetti da LES e

in individui sani di controllo con una frequenzange. Inoltre confermiamo la presenza di un
polimorfismo comune (rs11797). La variante c.912G&Atata osservata due volte, entrambe in
eterozigosi, in due pazienti affetti rispettivaneerta SS e da LES. E’' stata precedentemente
osservata anche da Lee-Kirsch et al, 2087 una frequenza pari a circa il 2% su 586 paiz{éh¥
pazienti affetti da LES e 169 pazienti affetti dad)® 1712 controlli di nazionalita Europea. Nella
nostra casistica di pazienti questo polimorfismmiséontrato con una frequenza significativamente
inferiore (0.2%., p = 0.003). La differenza tradige frequenze é probabilmente dovuta alle diverse
caratteristiche genetiche tra individui nord-eufopela popolazione italiana o alla diversita
campionaria. Non possiamo pero escludere completzn@epriori un suo ruolo sulla funzionalita
proteica. Infatti, in base alla predizione effettueon il programma ESEfinder, possiamo ipotizzare
che tale variazione causi la scomparsa di una sequdi legame per il fattore di splicing ricco in
serine e arginine SF2/ASF (IgM BRCAL). Inoltre seerva come la sostituzione di una G con una
A a carico del codone 912 porti la sostituzioneudicodone comune (39.6%0) con uno piu raro
(7,2%0). E’ quindi possibile che tale variazione g@sausare un effetto dannoso a carico della
velocita di trascrizione della proteina, che pudirerallentata. E stato infatti dimostrato che laer
codifica del medesimo amminoacido, passando dancationaggiore frequenza di utilizzo ad altri
con minore frequenza, la traduzione della prot@iwaene in maniera piu lenta determinando un
ripiegamento non corretto e quindi un’alterata fanalita proteica (Kimchi-Sarfaty et al, 2007).

Le altre due varianti precedentemente descritiO8G>A e ¢.462T>C) in questo studio sono state
osservate entrambe nello stesso paziente affett8SdaNon sappiamo se si tratti di eterozigosi
composta o se le due varianti ricadano sullo stefiste poiché non e ancora stata eseguita una

PCR allele specifica per determinarlo. Tuttavia dalle osservazioni precedentilgie-Kirsch et
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al, 2007, queste due variazioni sembrano esserto maie (frequenza = 0.003 nei dati di Lee-
Kirsch; frequenza = 0.001 nella nostra popolazior@ueste due variazioni non sembrano
influenzare siti di splicing, né modificano sitiidterazioni con le proteine regolatorie dello sipig

e non introducono codoni poco usati. Pertanto dalibe che si tratti di varianti ininfluenti del
geneTREX1.

La variazione c. 144C>G e una nuova variazionengata per la prima volta in questo studio. In
base all’algoritmo ESEfinder, potrebbe influire donsplicing modificando I'interazione del gene
con tre diversi fattori di splicing SF2/ASF, SF2IAR8gM BRCAL) e SC35. Inoltre attraverso la
sostituzione dell'ultima base del codone cioé ai@scon guanina, determina il passaggio del
codone CCC che ha frequenza di utilizzo pari a %398 CCG che presenta una frequenza di
utilizzo minore pari a 6.9%qgercio la velocita di trascrizione della protepad essere rallentata.
Anche se per alcune variazioni sinonime le anafissilico non escludono un possibile ruolo
funzionale, i nostri dati non supportano un ruodien patologie autoimmuni esaminate. Infatti, ad
esclusione della variante ¢.912G>A gia citata, deo Ifrequenza non risulta significativamente
diversa da quelle riportate in letteratura.

Abbiamo inoltre osservato un polimorfismo comuné giene TREX1 (rs 11797, ¢.531C>T). Le
frequenze alleliche e genotipiche riscontrate nedeliverse casistiche di pazienti ( LES, SSc g SS
non differiscono in modo statisticamente signifatda quelle riportate sulla banca dati del
progetto HapMap per le famiglie CEU (individui dazionalita caucasoide). Tuttavia, poiché non
abbiamo analizzato questo polimorfismo su una teaidi controlli concordi per eta e provenienza
geografica con i nostri pazienti, non & possibiédbiire con certezza una assenza di associazione
tra questo polimorfismo e le patologie in esame.

Abbiamo pero osservato una associazione statistictrsignificativa tra la presenza del genotipo
TT e la positivita agli autoanticorpi anti-dsDNA pazienti affetti da LES (p=0.0093007).

Hur et al. 2007hanno effettuato una analisi genetica sull'interquenza trascritta del gemBEX1

e sulla porzione 5’ flancheggiante su un gruppd3@ pazienti LES di nazionalita coreana. Dal loro
studio l'allele T risultava associato con la negtiiagli autoanticorpi anti-dsDNA. Questo diverso
risultato puo essere causato dalle differenze gdmeetra la popolazione europea e quella coreana.
Inoltre poiché sia nel nostro studio che in qudkb gruppo coreano non e stata fatta una correzione
della significativita statistica per il numero dordronti € possibile che si tratti di scostamenti
casuali e pertanto &€ necessaria una conferma teirdatudi indipendenti. Gli stessi autori hanno
osservato, sempre in pazienti affetti da LES, ancim@a associazione significativa tra la
presenza/assenza degli autoanticorpi anti-Ro (S8A)n polimorfismo situato nel promotore del

gene TREX1, che non é stato analizzato in questo studio. dtrha@ati non mostrano alcuna
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associazione significativa tra il polimorfismo dainanalizzato (rs11797) e la presenza di
autoanticorpi anti-Ro.

Gli autoanticorpi anti-DNA sono strettamente asstoton il LES e la loro presenza ha una
significativita sia diagnostica che prognosticaicRé il geneTREX1 e implicato nella regolazione
della frammentazione del DNA, é stato ipotizzate ghariazioni in TREX1 possano influenzare la
produzione di autoanticorpi anti-dsDNA con incremoethell’apoptosi e inappropriata fagocitosi nei
pazienti con il LES. (Hur et al. 2007).

TREX1 potrebbe avere un ruolo nello sviluppo deliGammunita in quanto la sua attivita
principale consiste nella risposta apoptotica ntad@da Granzima A e da Perforina, e nella
rimozione di ssDNA o ibridi di DNA:RNA derivati daetroelementi endogeni. Mutazioni di
TREX1 che causino la perdita della funzione esaasita, potrebbero causare un accumulo di
ssDNA e di ibridi DNA:RNA nel nucleo, scatenandocdinseguenza una risposta autoimmune. A
conferma di questa ipotesi risulta il fatto che s LES che nella SSc si osserva la presenza di

autoanticorpi diretti contro antigeni nucleari.

In conclusione questo studio avvalora l'ipotesi elaganti rare possano avere un’influenza sulla
suscettibilita alle malattie autoimmuni. Per quariguarda il gené?RF1, osserviamo anche nel
LES e nella SSc un’associazione con due polimorfison un probabile ruolo funzionale,
p.Ala91Val (SSc) e p.Asn252Ser (LES), che era tpfososservato in altre malattie autoimmuni
(ALPS, DALD, T1D e SM). Inoltre osserviamo un’assaone con la presenza di variazioni non
sinonime rare. Una di queste (p.His514Arg), osdariraun paziente con LES, sembra evidenziare
le prove piu convincenti di un suo possibile efigiatologico. Per quanto riguarda il gerRREX1
confermiamo il suo ruolo nella suscettibilith a8& e identifichiamo un possibile coinvolgimento
con la SSc fino ad ora mai analizzata. Nella nastisastica non confermiamo il coinvolgimento di
TREX1 nella suscettibilita al LES. Infine € interessarasiderare come i due gdtiRF1 e TREX1
codifichino per proteine coinvolte in pathway cossigra loro, entrambi coinvolti nel meccanismo

apoptotico.
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