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1 LA FEBBRE MEDITERRANEA FAMILIARE

La Febbre Mediterranea Familiare [1] appartiene, dal punto
di vista nosologico al gruppo delle Sindromi Autoinfiammatorie
(Autoinflammatory Disease-AID), costituendo il prototipo delle
Febbri Periodiche di origine genetica. E’ una patologia a
trasmissione autosomica recessiva dovuta a mutazioni nel gene
MEFV che mappa sul cromosoma 16p13.3 e codifica una proteina,

la pirina anche definita “Marenostrina”.

La pirina € espressa soprattutto nel citoplasma di cellule della
linea mieloide (monociti maturi, neutrofili, eosinofili), ma anche in

cellule dendritiche e fibroblasti.

Tale proteina gioca un ruolo importante nella regolazione
della produzione e secrezione di talune citochine infiammatorie [2],

come I'IL-1B [3], che agisce come regolatore negativo dell’apoptosi.

La Pirina € una proteina costituita da 781 aminoacidi ed ¢
composta da quattro domini: il dominio pirina N-terminale (PYD);
il B-BOX zinc finger; il dominio centrale coiled-coil; i1 B30.2 C-
terminale [4]. Ciascuno di questi domini effettua interazioni

proteina-proteina specifiche (Figura 1).



Human Pyrin 781 aa B30.2
_ PYD x

PAAD/DAPIN/Pyrin domain
B-Box-type zinc finger; zinc binding domain
Coiled-coil domain

[PRY" PRY domain, associated with SPRY domain
SPRY SPRY domain

Figura 1. Struttura della Pirina
[1 primo dominio PYD ha un ripiegamento di tipo death-fold
domain (sei a-eliche anti-parallele) attraverso il quale la proteina
forma legami omotipici con altre proteine all’interno di un

complesso macromolecolare denominato “inflammasoma”.

[1 dominio C-terminale B30.2 & codificato dall’esone 10 del
gene MEFV e le mutazioni in questa sede sono di solito associate
ad un fenotipo severo di Febbre Familiare Mediterranea (M694V,
M6941 e M680I). Anche la mutazione V726A ricade nel dominio
B30.2 e determina un fenotipo lieve della malattia. Tuttavia, la
presenza della mutazione V726A in associazione alla M694V o

M680I correla con lo sviluppo di un fenotipo clinico severo.

La pirina, inoltre, contiene dei domini di localizzazione
nucleare (NLS) nel dominio centrale, per cui la si puo ritrovare
tanto nel citoplasma quanto nel nucleo. Infatti, in risposta a

meccanismi di trasduzione del segnale, si verifica la migrazione



della proteina dal citoplasma al nucleo attraverso i pori nucleari e
la pirina si comportera come regolatore intranucleare della
trascrizione di peptidi infiammatori, prendendo cosi parte ai

processi inflammatori mediati dai neutrofili [5].

Attualmente, la funzione della pirina e l'impatto delle sue
mutazioni sono ancora oggetto di discussione. Nel 2003, Touitou
et Al. [6] hanno dimostrato che i pazienti affetti da FMF hanno
una ridotta trascrizione del gene MEFV rispetto ai soggetti sani.
Pertanto, la fisiopatologia della FMF potrebbe dipendere da un

difetto quantitativo di espressione dell'mRNA di MEFV.

La scoperta dell'inflammosoma [7] ha aperto nuove
prospettive sulla patogenesi delle sindromi auto- inflammatorie. In
condizioni normali, linterazione proteina-proteina determina
l’attivazione di eventi complessi, che portano alla formazione e
quindi al rilascio di citochine tra cui I'IL-13. Questo meccanismo &

alla base della fisiopatologia delle sindromi auto-infiammatorie.

Nella FMF, le mutazioni a carico della pirina causerebbero
un'eccessiva produzione di IL-1p, anche in risposta a stimoli di

lieve entita.



Per quanto attiene al ruolo del dominio B30.2 €& ancora
tutt’oggi dibattuto; Kastner e Stojanov [4] hanno dimostrato che
questo dominio, in condizioni normali, inibisce la produzione della
forma attiva di IL-1PB, pertanto, mutazioni nel dominio B30.2

porterebbero ad una eccessiva produzione di IL-1p.

Tschopp et Al. [8] hanno dimostrato che il dominio B30.2
della pirina interagisce con diverse componenti
dell'inflammosoma, ovvero con NALP-3 (anche chiamato
criopirina, la proteina mutata nelle criopirinopatie o CAPS),con la

caspasi-1 e con il loro substrato, la pro-interleuchina (IL)-1p.

Gli autori hanno dimostrato che l'over-espressione di un
costrutto della pirina privo del dominio B30.2 in cellule HEK239T
over-esprimenti la pro-IL-1B e la pro-caspasi-1 determina
l’assenza di inibizione della IL-1f3. Pertanto si concluse che questo
dominio fa si che la pirina sia una proteina modulatrice
dell'attivita di diverse proteine coinvolte nella formazione
dell'inflammasoma.

Non a caso, la maggior parte delle mutazioni del gene MEFV
coinvolgono il dominio C-terminale B30.2 della pirina.
Normalmente questa regione lega e inibisce lattivita catalitica

delle subunita p20 e p10 della caspasi-1, pertanto le tre maggiori



mutazioni a questo livello riducono lefficacia di tale legame e,

quindi, ’azione inibitrice sulla caspasi [9].

I1 gene responsabile della FMF, MEFV, € costituito da dieci
esoni con una lunghezza pari a 15 Kb. Fino ad oggi sono state
descritte piu di 200 mutazioni a carico di esso (Infevers

http:/ /fmf.igh.cnrs.fr /ISSAID /infevers /index.php; HGMD®

http:/ /www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MEFV ), anche se

in molti casi non € sempre possibile stabilire una correlazione

genotipo — fenotipo [10].

La maggior parte delle mutazioni descritte cade nell’esone 10 tra
gli aminoacidi compresi tra i codoni 680 e 761, le piu diffuse delle
quali sono: M680I, M694V, M6941 E V726A. Oltre ad esse, diverse
mutazioni sono state identificate negli altri esoni e si tratta

generalmente di mutazioni puntiformi di tipo missense (Figura 2).
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Quattro popolazioni sono considerate a piu alta prevalenza di FMF
(1:200 e 1:1000): ebrei non- Ashkenaziti, Turchi, Armeni e Arabi.
I Mediterraneo sud-orientale € considerato il luogo di
distribuzione “originale” della malattia, tuttavia, la migrazione
delle popolazioni generalmente colpite ha favorito la diffusione
della FMF dal Mediterraneo orientale ad aree geografiche piu
ampie [11].

Recenti studi hanno ampliato il numero delle popolazioni
colpite dalla FMF compresa 1'Unione Europea, tra cui gli italiani e i
greci. Infatti, il registro Eurofevers

(http:/ /www.printo.it/eurofever/), che raggruppa pazienti di ben



76 centri in 31 paesi dell’Europa e del Mediterraneo orientale, ha
identificato almeno 60 casi di febbre periodica in pazienti con
origine esclusivamente europea, con molti altri casi da confermare
[12]. Questi pazienti hanno caratteristiche simili a quelle dei
pazienti dell’area orientale del Mediterraneo, sebbene valutazioni
approfondite mostrino una malattia meno severa rispetto a questi
ultimi, suggerendo cosi come l'ambiente abbia effetti
sull’espressione fenotipica della malattia [13].

In aggiunta agli europei, sono stati riportati ben 292 casi di FMF
in Giappone; anche questi pazienti hanno caratteristiche cliniche
simili agli altri, ma l’esordio sembra essere piu tardivo [14].

Infine, si riportano alcuni casi anche in Brasile.



1.1 MANIFESTAZIONI CLINICHE

La febbre costituisce il sintomo cardine della malattia, e
varia tra i 38 °C e i1 40 °C, ha una durata media di 12-72 ore, non
¢ responsiva alla terapia antibiotica e va incontro a risoluzione

spontanea(Figura3).
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Figura 3 Esempio di profilo temporale degli attacchi di febldurante I'anno (a) e del singolo
attacco febbrile nelle ore (b).

Gli episodi febbrili in genere si associano a dolore addominale
(95%), mentre il dolore toracico € descritto nel 33-53% dei casi.

L'episodio acuto febbrile associato a dolore addominale puo
mimare un quadro clinico simile al’laddome acuto, ma anche in
questo caso la risoluzione dei sintomi € in genere spontanea [15].
Nel 25-60% dei casi gli episodi febbrili esordiscono prima dei dieci

anni di vita, nel 64-95% prima dei venti anni.
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Da uno studio clinico condotto da Padeh et al in un’ampia
casistica pediatrica israeliana, l’esordio della malattia al di sotto
dei 2 anni, rispetto alla fascia di eta 2-16 anni, era caratterizzato
da episodi febbrili senza altri sintomi associati o solo dolore

addominale [16].

I1 dolore addominale pud essere localizzato e poi diffuso.
Quando l'infiammazione coinvolge il peritoneo posteriore puo
mimare una colica renale o una malattia infiammatoria pelvica
(PID). Per tale motivo, € stato stimato che circa il 30-40% dei
pazienti, non prontamente diagnosticati, possano essere sottoposti
ad interventi chirurgici “inutili” come appendicectomia e/o
colecistectomia, senza risoluzione dei sintomi. Durante l'attacco i
pazienti lamentano alterazioni dell’alvo tra cui stipsi e/o diarrea,

mentre la diarrea predomina in eta pediatrica.

Tuttavia, €& fondamentale distinguere episodi dolorosi
associati agli attacchi acuti della FMF da quelli dovuti ad altre

cause.

I1 coinvolgimento articolare € stato descritto in circa 1/3 dei
pazienti. Le artralgie sono piu frequenti dei quadri di artrite e di
solito coinvolgono le articolazioni medio- grandi tra cui caviglie e

ginocchia. Diversi casi di sacroileite sono stati descritti, con
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negativita dell'antigene HLA-B27 [17]- Gli episodi acuti di dolore
articolare possono essere scatenati da traumi lievi e/o sforzo
fisico. I pazienti con artrite ricorrente hanno un rischio tre volte
maggiore di sviluppare amiloidosi rispetto ai pazienti senza

coinvolgimento articolare [15]

La mialgia febbrile protratta € una manifestazione rara delle
forme severe di FMF, si caratterizza per la presenza di dolori
muscolari, febbre, alterazioni dei test di laboratorio e ha una

durata variabile (1-6 settimane).

I1 dolore toracico € in genere espressione dell'interessamento
delle sierose e, quindi, si possono presentare casi di pleurite e/o

pericardite.

La diagnosi differenziale si pone essenzialmente con la
pericardite ricorrente idiopatica [18] dove la colchicina si ¢

dimostrata molto efficace come trattamento standard.

Per quanto riguarda il coinvolgimento cutaneo, stimato
intorno al 40% dei pazienti, si manifesta sotto forma di erisipela,
ovvero manifestazioni eritematose, calde, sporgenti, del diametro
compreso tra 10-15 cm situate in genere nella parte posteriore

delle ginocchia, caviglie e piedi [19].
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Anche se il coinvolgimento renale € piu frequentemente
associato ad amiloidosi, lesioni renali non amiloidi sono state
descritte, come la glomerulonefrite mesangiale proliferativa,
glomerulonefrite fibrillare, quadri vasculitici con interessamento

renale come Poliarterite Nodosa e la porpora di Schénlein-Henoch.

Nei periodi intercritici il paziente € di solito asintomatico.

La piu importante complicanza a lungo termine € 'amiloidosi. Tra
gli ebrei sefarditi e turchi, la FMF rappresenta la principale causa
di amiloidosi. In meno dell’l% dei pazienti 1’amiloidosi puo

rappresentare ’esordio della FMF.

La localizzazione ¢ prevalentemente renale associata a
proteinuria persistente o ingravescente, fino a veri e propri quadri

di sindrome nefrosica ed insufficienza renale cronica [15].

La deposizione di fibrille si puod verificare anche in altri siti,
come l'intestino, il cuore, le ghiandole endocrine, la milza e il
fegato. L'incidenza di amiloidosi renale si € ridotta in maniera
drastica dopo l'introduzione della colchicina. Di recente,
lincidenza delle manifestazioni extrarenali dell’amiloidosi ¢

aumentata in seguito ad un incremento della sopravvivenza tra i

13



pazienti con amiloidosi renale (trattati con dialisi o trapianto). La
diagnosi € basata su segni clinici.

Altre manifestazioni cliniche comprendono splenomegalia,
cefalea (15%).

Gli esami di laboratorio mettono in evidenza una spiccata
neutrofilia ed incremento della VES.
Dal 1997 il gene MEFV ¢& oggetto di studio ai fini della conferma

diagnostica.
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1.2 CORRELAZIONE GENOTIPO - FENOTIPO

La correlazione genotipo-fenotipo nei pazienti affetti da FMF
¢ molto variabile e non sempre agevole. Da quanto riportato dai
dati in letteratura [20] (Figura 4), la presenza delle mutazioni
M694V ed M680I in condizione di omozigosi e/o eterozigosi
composta si associano ad un fenotipo clinico di tipo severo con eta
di esordio dei sintomi clinici precoce, amiloidosi, artrite. La
E148Q, una delle cinque mutazioni piu frequenti del gene MEFV,
¢ stata associata ad un fenotipo clinico di tipo “mild”. Inoltre,
poiché la E148Q & presente in un’alta percentuale di carriers
(>10%) e non sempre provoca un fenotipo FMF, neanche se in

omozigosi, alcuni ricercatori la classificano come polimorfismo[21].

5 MEFV 3

R42W T2671 P3695 [S91T R761H  A7448
E230K R408Q V726A
E167D V7041 K695R
E1480 M694V  M6941
E148V M694del
L110pP 1692del
T68I1T
The 5 commonest mutations M6801 (G/C
The 3 mutational hot spots Mo680I (G/A)
. Mo680L
The 2 deletions S67SN GETSE
The stop codon R653H  E636A

Figura 4. Descrizione mutazioni del gene MEFV.
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Vista la natura autosomica - recessiva della FMF va
sottolineato che individui con diagnosi clinica di FMF dovrebbero

avere due mutazioni.

Tuttavia, € stato descritto in letteratura [21], che circa 1/3 dei
pazienti portatori di una singola mutazione, presenta un quadro
fenotipico “compatibile” con FMF e sono responsivi al trattamento
con colchicina. Varie sono le ipotesi fornite dai ricercatori per
spiegare l'assenza di una seconda mutazione in una malattia
autosomica recessiva: gli attuali metodi di laboratorio non sono in
grado di identificare la seconda mutazione; lallele privo di
mutazione puo non essere in grado di funzionare a causa di
meccanismi epigenetici; esistono polimorfismi a carico di geni
codificanti proteine della cascata infiammatoria; le condizioni
ambientali favoriscono il fenotipo clinico in individui con una sola

mutazione.

A sostegno di questa ipotesi riportiamo i dati di un recente studio
[22] condotto su 386 pazienti pediatrici, di cui 113 pazienti erano
portatori di mutazioni del gene MEFV, 46 erano omozigoti e/o
eterozigoti composti, 67 erano portatori di una singola mutazione.
Di questi si € cercato di analizzare possibili differenze cliniche

individuando cinque genotipi rispettivamente: 1) pazienti portatori

16



di due mutazioni ad alta penetranza; 2) pazienti portatori di una
mutazione ad alta penetranza e di una a bassa penetranza; 3)
pazienti portatori di due mutazioni a bassa penetranza; 4) pazienti
portatori di una mutazione ad alta penetranza; 5) pazienti

portatori di una mutazione a bassa penetranza (Figura 5).
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Figura 5 Distribuzione dei fenotipi in base al numero di aribni a carico di MEFV.

L’eterogeneita clinica ha consentito di dimostrare la presenza
di un quadro clinico “FMF-like” nei soggetti portatori di due
mutazioni ad alta penetranza, mentre veniva osservato un quadro
clinico PFAPA-like” nei pazienti portatori di una singola mutazione

a bassa penetranzal.

! Federici et al. Validation of the newly developed pediatric criteria for the diagnosis of Familiar
Mediterranean fever in a large pediatric cohort of western European children with periodic fever. 2011.
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L’ipotesi che i soggetti portatori di una singola mutazione del
gene MEFV possano avere un’altra mutazione a carico di un
secondo gene, che interagendo reciprocamente, possono
determinare un quadro fenotipico “variabile”, € stata avanzata da

diversi autori.

E’ stato considerato il possibile ruolo di gene modificatore in uno
studio condotto su SAA1, che codifica per la siero amiloide A e
SAA1 ¢ diventato uno dei pochi esempi di gene modificatore negli

uomini [23].

1.2.1 AMILOIDOSI AA E SAA

L’amiloidosi sistemica AA € una complicanza a lungo termine di
vari disordini infiammatori cronici, tra i quali proprio le sindromi

autoinfiammatorie come la FMF [24,25].

[1 danno d’organo deriva dal deposito di frammenti proteolitici
della proteina di fase acuta Siero Amiloide A sotto forma di fibrille
amiloidi,

comunque, solo una piccola parte di pazienti con infiammazione a
lungo termine presenta tali complicanze, il che dipende da fattori
modificatori della malattia tra i quali il piu caratterizzato e il

genotipo di SAAL.
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Gli organi maggiormente colpiti dal deposito sono reni, fegato e
milza.

In pia del 90% dei pazienti il quadro clinico esordisce con
proteinuria, sindrome nefrosica e/o disfunzione renale. Se non
correttamente trattata, ’amiloidosi porta in maniera irreversibile
allinsufficienza renale terminale e alla dialisi.

La proteina siero amiloide A & un’importante proteina di fase
acuta, i cui livelli sierici aumentano enormemente (da 1-3mg/L a
100-1000mg/L) durante i processi infiammatori di varia natura.
Essa viene, infatti, secreta dal fegato sotto il controllo

trascrizionale di IL-1 e IL-6.

In condizioni normali, SAA1 svolge azioni benefiche durante la

fase acuta:

- Induce la produzione di collagenasi da parte dei fibroblasti

sinoviali, favorendo cosi la riparazione del danno;

- Lega i lipopolisaccaridi batterici favorendone l'eliminazione;

- Inibisce le citochine IL-1 e TNF-a responsabili dellinsorgenza

della febbre;

19



- Sopprime la risposta immunitaria influenzando l'interazione
macrofagi-cellule T, modificando la funzione dei linfociti T-helper

e, in generale, inibendo i linfociti.

Quando lo stimolo che ha portato alla produzione di SAAl
persiste, come nella febbre mediterranea familiare, la
concentrazione di tale proteina puod raggiungere una soglia critica
che conduce all’ aggregazione.
1 catabolismo di SAA1 consiste in eventi di scissione proteolitica
multipla ad opera di catepsine e metalloproteasi, infatti viene
inizialmente degradata in un prodotto intermedio e poi
ulteriormente catabolizzata.
Eventi di digestione non completa, dovuti all’elevata
concentrazione della proteina, provocano l'accumulo di peptidi
amiloidogenici costituiti dai primi 66-76 aminoacidi sotto forma di
fibrille che si depositano a livello degli organi vitali, inficiandone il

funzionamento.

Dei quattro geni della famiglia SAA, SAA1 e SAA2 codificano per le

proteine di fase acuta, anche se SAA1 rappresenta il 70% di esse.

Tali geni hanno sequenze omologhe e di ciascuno di essi si

distinguono varie forme alleliche.
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Le forme alleliche di SAA1 differiscono tra loro per due nucleotidi
che determinano gli aminoacidi in posizione 52 e 57 della
proteina: gli alleli a - B - y definiscono rispettivamente gli
aminoacidi valina52-alaninaS7, alanina 52-valina57 (condizione

wild - type), alanina 52, alanina 57.

Vari studi hanno associato una maggiore occorrenza di amiloidosi
secondaria in pazienti con FMF che hanno il genotipo a/a di

SAA1, ma anche un genotipo a/ 3 [23,26].

In particolare, il rischio di sviluppare amiloidosi secondaria €
maggiore in pazienti con mutazioni a carico dell’esone 10 di MEFV

(soprattutto M694V omozigote) e con genotipo a/a di SAAL.

Al contrario i genotipi B e y sembrano avere un ruolo protettivo
sullo sviluppo di amiloidosi nei pazienti con FMF. Il motivo di tale
comportamento € probabilmente associato a un maggiore uptake
dellisoforma o da parte dei macrofagi, forse tramite un

processamento diverso da quello delle varianti B e y.

Pertanto, il dosaggio della siero amiloide A e lo studio dei genotipi
di SAA1 nei pazienti affetti da Febbre Mediterranea Familiare
costituiscono un importante strumento valutativo della prognosi,

in quanto intraprendere precocemente la terapia a base di
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colchicina riduce enormemente il rischio di sviluppare tale

complicanza dannosa.
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1.3 DIAGNOSI

La diagnosi della Febbre  Mediterranea  Familiare &
prevalentemente una diagnosi clinica.

I criteri diagnostici clinici sono stati identificati dapprima in quelli
di Tel-Hashomer [27] (Tabella 1), in cui per la diagnosi definitiva di
FMF sono sufficienti due o piu criteri maggiori oppure un criterio

maggiore ed uno minore.

Table1. Tel-Hashomer diagnosis criteria

Major criteria Minor criteria

Recurrent febrile episodes with serositis Recurrent febrile episodes
(peritonitis, synovitis or pleuritis)

Amyloidosis of AA type without a predisposing disease Erysipelas-like erythema
Favourable response to regular colchicine treatment FMF in a first-degree relative

Definitive diagnosis: 2 major or 1 major and 2 minor criteria. Probable diagnosis: 1 major and 1 minor criteria

Tabella 1: Criteri di Tel-Hashomer

Solo nel 2009 Yalcinkaya et Al. [28] (Tabella 2) hanno stabilito i

seguenti criteri diagnostici pediatrici:

Criteria Description
Fever Axillary temperature of =38°C,
6-72 h of duration, =3 attacks
Abdominal pain 6-72 h of duration, =3 attacks
Chest pain 6-72 h of duration, =3 attacks
Arthritis 6-72 h of duration, =3 attacks, oligoarthritis

Family history of FMF

Tabella 2: Criteri di Yalginkaya
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Gli episodi acuti di FMF sono associati ad un aumento
aspecifico degli indici di flogosi, come l’'amiloide sierica A, il
fibrinogeno, la VES e proteina C-reattiva, cosi come un aumento
della conta dei globuli bianchi, con negativizzazione durante i

periodi intercritici [29].

L’esame chimico-fisico delle urine puo rilevare ematuria e/o

proteinuria.

Nel corso degli anni, una miriade di citochine, chemochine e
altre proteine pro-infiammatorie sono state studiate nei pazienti
affetti da FMF. Queste includono I'IL-1, 4, 5, 6, 10, 12, 18, il TNF-
a e vy, citochine [30]. associate a recettori, proteine del
complemento, molecole di adesione, fattori di crescita,

immunoglobuline.

Il quadro complessivo che emerge ¢ che la FMF non € una
malattia autoimmune. Pertanto in atto non vi sono test diagnostici
di laboratorio e/o strumentali specifici. Anche se sono state
descritte piu di 200 mutazioni nel gene MEFV, la maggior parte
dei casi sono causati da quattro mutazioni cluster in un singolo
esone: M694V, V726A, M680I e M694I, la cui prevalenza varia
secondo la popolazione studiata. Nella popolazione turca, che

costituisce il gruppo etnico piu numeroso con FMF, la M694V
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rappresenta la mutazione piu frequente del gene MEFV (51%)

seguita dalla M680I (14%) e la V726A (9%).

Complessivamente, circa 1'80% dei pazienti affetti da FMF
hanno una mutazione identificabile del gene MEFV; il 57% sono
eterozigoti composti, il 26% presentano una singola mutazione,

mentre il 16% circa non ha mutazione identificabile.
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1.4 TERAPIA

Allo stato attuale, la colchicina € la sola terapia efficace, in
grado di migliorare la qualita di vita con conseguente riduzione

degli attacchi o risoluzione totale.

Diversi autori [31,32] hanno valutato l'impatto della
colchicina sull’infiammazione subclinica e sui sintomi durante i
periodi intercritici. Hanno, inoltre, documentato un miglioramento
della qualita di vita e la negativizzazione degli esami di laboratorio

dopo 1'uso della colchicina.

La dose terapeutica della colchicina €& stabilita in base al

peso corporeo: 0,03 mg/kg/die fino ad un massimo di 3 mg/die.

Obiettivo della terapia € quello di prevenire gli attacchi e di

controllare l'inflammazione subclinica nei periodi intercritici.

Nei casi non responsivi al trattamento con colchicina o
intolleranti al farmaco € possibile impiegare nuovi farmaci tra cui
gli inibitori dell’IL-1 di cui si conoscono tre tipologie: 1) Anakinra
[33], antagonista del recettore delllL-1; 2) Rilonacept, inibitore

recettoriale; Canakinumab [34], anticorpo monoclonale, anti - IL-1

B.
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2 LA MALATTIA DI FABRY

La Malattia di Fabry (FD) € una malattia da accumulo lisosomiale,
ereditaria, X-linked, progressiva e multisistemica, caratterizzata
da manifestazioni cliniche e decorso variabili che possono portare
alla morte del paziente entro la quinta decade di vita, se non

tempestivamente diagnosticata.

La malattia di Fabry € causata da mutazioni nel gene GLA
localizzato nel braccio lungo del cromosoma X in regione q21-22
[35], che codifica l’enzima a-galattosidasi A. Ad oggi sono state
descritte piu di 660 mutazioni nelle regioni codificanti di GLA, in
pazienti Fabry (HGMD®
http:/ /www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=GLA). 11  deficit
funzionale dell’a- galattosidasi A [36] determina un’alterazione del
metabolismo di alcuni glicosfingolipidi, prevalentemente il
globotriaosilceramide (Gb3), che di conseguenza si accumula nei
lisosomi di numerosi tipi cellulari, soprattutto delle cellule

dell’endotelio vascolare [37].

L’incidenza € stimata intorno a 1:40.000 [38] nella
popolazione generale, sebbene le iniziative di screening neonatale
abbiano riscontrato una prevalenza inaspettatamente alta della

malattia fino a 1 su ~ 3.100 neonati in Italia [39], ed una
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frequenza sorprendentemente alta nei neonati maschi con FD
(circa 1 su 1.500) in Taiwan, dove 1'86% presentava I'TVS4 919
G>A, una mutazione intronica coinvolta nello splicing alternativo
del messaggero precedentemente riscontrata in pazienti con
variante tardiva cardiaca della malattia di Fabry [40]. La
mutazione intronica IVS4 919 G>A € stata, inoltre, riscontrata in
pazienti cinesi affetti da FD con quadri di cardiomiopatia

ipertrofica idiopatica [41].

L’attivita enzimatica dell’a- galattosidasi A puo essere
assente o carente per cui si avra un progressivo accumulo di
globotriaosilceramide all'interno dei lisosomi, organelli subcellulari
rappresentati in una varieta di strutture cellulari, comprese le
cellule endoteliali dei capillari, a livello renale (podociti, cellule
tubulari, endoteliali glomerulari, mesangiali, cellule interstiziali),

cellule cardiache (cardiomiociti e fibroblasti) e quelle nervose.

[ danno tissutale prende inizio durante l'infanzia, o
addirittura, nel corso dello sviluppo fetale; tuttavia, a differenza di
molte altre malattie da accumulo lisosomiale, la maggior parte dei
pazienti rimangono clinicamente asintomatici durante i primi anni

di vita [39].
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Nei soggetti affetti da FD, si ritiene che l'accumulo
lisosomiale e, quindi, la disfunzione cellulare, andrebbero ad
attivare una cascata di eventi tra cui l'apoptosi cellulare, la
compromissione del metabolismo energetico, le alterazioni dei
piccoli vasi, la disfunzione dei canali ionici a livello delle cellule
endoteliali, l'incremento dello stress ossidativo, l'ischemia
tissutale, ma, soprattutto, lo sviluppo irreversibile di fibrosi a

livello cardiaco e renale.
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2.1 MANIFESTAZIONI CLINICHE

[ primi sintomi clinici possono manifestarsi durante
l'infanzia, di solito tra i 3-10 anni, in genere pochi anni dopo nelle
ragazze rispetto ai ragazzi. Con leta in entrambi i sessi si
sviluppera un danno d’organo che porta al suo fallimento, infatti,
I'insufficienza renale terminale e complicazioni cardiovascolari o

cerebrovascolari limitano le aspettative di vita.

Le manifestazioni cliniche possono essere svariate secondo la

fascia di eta:

- infanzia: acroparestesie, crisi dolorose precipitate da
caldo/freddo e/o esercizio fisico, febbre, aumento della VES,
ipo/anidrosi, sintomi gastrointestinali, proteinuria, cornea
verticillata, angiocheratoma;
- adolescenza: angiocheratoma, febbre, acroparestesie, disidrosi,
insufficienza renale, stroke/infarto/TIA, complicanze polmonari
[38].

La forma classica € piu rara delle varianti atipiche della
malattia, caratterizzate da interessamento di singolo organo e che
si presentano principalmente nelle varianti cardiaca, renale e

cerebrovascolare.
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Le varianti atipiche hanno pochi o nessun sintomo tipico della
forma classica della malattia, ma hanno manifestazioni confinate
prevalentemente a un organo. Cio implica che siano spesso
individuate “per caso” [42]. A differenza della forma classica, i
pazienti con variante atipica hanno un’attivita residua compresa
tra il 2-20% rispetto al normale e, per questo, la sintomatologia si

presenta piu tardivamente (quarta-sesta decade di vita).

All’interno delle varianti atipiche € stato descritto un fenotipo
intermedio (Varianti intermedie) in quei pazienti privi dei segni
cardine di FD soprattutto nel periodo compreso trai 3 e i 6 anni di
vita, ma che mostravano cardiomiopatia ipertrofica seguita da

progressiva insufficienza renale terminale intorno ai 40 anni[43].

Nell’89% dei casi la FD é destinata a cronicizzare, con
tendenza a peggiorare nel tempo. Tra i segni precoci che si
manifestano nell'infanzia, e possono protrarsi fino all'eta adulta,
troviamo il coinvolgimento gastrointestinale descritto nel 30-40%

dei casi.

I pazienti in genere lamentano dolore addominale (post-
prandiale), diarrea, nausea e vomito. Questi sintomi
gastrointestinali possono essere legati alla deposizione di Gb3 nei

gangli autonomici dell'intestino e dei vasi sanguigni mesenterici.
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L’assenza di sudorazione (anidrosi) o una minore capacita di
sudare (ipoidrosi) rappresentano un sintomo clinico comune tra i

pazienti.

Dal punto di vista dermatologico [38], la manifestazione
clinica pit comune €& l'angiocheratoma: si tratta di aree di
dimensioni variabili, di colorito viola-rossastro, rilevate,
tipicamente distribuite sulle natiche, inguine, ombelico e cosce,

ma a volte anche su aree mucose, come il cavo orale.

Istologicamente, le lesioni cutanee sono costituite da piccoli
angiomi superficiali che aumentano in numero e dimensioni con
l'avanzare dell'eta e possono essere isolate oppure organizzate in
gruppi. Altre manifestazioni cutanee comprendono le

teleangiectasie, ’'edema sottocutaneo.

Dal punto di vista oftalmologico [38], la FD & caratterizzata
da vari segni oculari con coinvolgimento dei vasi congiuntivali e
retinici, della cornea e del cristallino tra cui: cornea verticillata,
cataratta sottocapsulare posteriore con aspetto “raggiato”,
alterazioni di decorso e tortuosita dei vasi congiuntivali, alterazioni

di decorso e tortuosita dei vasi retinici.
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L’acufene [38], pud essere un sintomo precoce cosi come la
riduzione della soglia uditiva € stata segnalata anche in eta
pediatrica. La progressiva riduzione della soglia uditiva € stata
riscontrata nell’80% dei maschi e nel 77% delle femmine quando
valutati con i test da stimolo. Nonostante 1'assenza di disfunzione
d'organo severa, questi sintomi, da soli o in associazione, possono
essere causa di morbilita significativa e limitare lo sviluppo psico-
fisico, lintegrazione sociale e lo svolgimento delle fisiologiche

attivita.

Le anomalie cardiache possono essere presenti durante
l'adolescenza in entrambi i sessi ed essere di vario tipo: alterazioni
di conduzione (ridotto intervallo PR, aritmie, alterata variabilita
della frequenza cardiaca, insufficienza valvolare), ipertensione

ortostatica e cardiopatia ipertrofica ventricolare.

La progressione del danno cardiaco pud manifestarsi nel
giovane adulto con malattia coronarica precoce, ipertrofia
ventricolare sinistra “non ostruttiva”, valvulopatie [38], (il prolasso

della mitrale é l'alterazione piu frequente).

L’interessamento del microcircolo cerebrale pud essere
responsabile di quadri ischemici anche in eta giovane adulta. Le

manifestazioni neurologiche, risultanti dalla compromissione
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multifocale del microcircolo cerebrale, possono includere attacchi
ischemici transitori (TIA), convulsioni, parkinsonismi, ictus
ischemico o emorragico. I primi danni neurologici, inoltre, sono
espressione di un coinvolgimento delle fibre nervose somatiche
periferiche e del sistema nervoso autonomo. L'inizio dei sintomi
correlati si verifica in genere in eta piu precoce nei maschi che

nelle femmine.

I1 dolore € uno dei primi sintomi e si pud distinguere in: a)
crisi episodiche ("crisi Fabry") caratterizzate da dolore intenso a
carico delle estremita che s’irradia agli arti e altre parti del corpo;

b) dolore cronico caratterizzato da bruciore, formicolio, parestesie.

Le crisi dolorose possono essere scatenate da febbre,
esercizio fisico, stress, brusche variazioni di temperatura. Quando
le crisi sono innescate o accompagnate da febbre, i pazienti di
solito presentano anche un aumento del tasso di sedimentazione
degli eritrociti. Per tale motivo la FD puo essere talvolta
misdiagnosticata con altre condizioni patologiche tra cui artrite
reumatoide, febbre reumatica, febbre mediterranea familiare,
fenomeno di Raynaud, lupus eritematoso sistemico (LES) e “dolort

di crescita”.
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Il dolore puod ridursi come intensita in eta adulta, per tale
motivo € importante ricercare nella storia di ogni paziente la

presenza di acroparestesie durante l'infanzia [38].

I1 corso naturale della nefropatia di Fabry nei bambini o negli
adolescenti non € ancora in gran parte compreso. Segni indicativi
di un precoce danno renale includono lo sviluppo di

microalbuminuria e proteinuria gia nella seconda decade di vita.

Dal punto di vista istologico [38], cambiamenti irreversibili a
carico dei glomeruli, dei tubuli interstiziali e delle strutture
vascolari possono essere osservati mediante biopsia renale talvolta

prima della comparsa di microalbuminuria.

Una riduzione dell’indice di filtrazione glomerulare (GFR) &

rara in eta pediatrica mentre € piu frequente nell’adolescenza.

Come accade nella maggior parte dei casi, la patologia renale
si aggrava con l'eta. Le lesioni renali sono secondarie al deposito di
Gb3 a carico delle cellule endoteliali glomerulari, mesangiali,
interstiziali e nei podociti. L’insufficienza renale si manifesta con
microalbuminuria e proteinuria a partire dalla seconda o terza

decade di vita.
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I segni clinici di coinvolgimento delle vie respiratorie, sono
rappresentati da dispnea da sforzo, tosse cronica, asma, € sono

frequenti in entrambi i sessi con FD.

In origine, le femmine eterozigoti venivano considerate come
"portatrici del gene difettoso" e si pensava che non sviluppassero i
sintomi della malattia.

In realta, come riportato dalle diverse segnalazioni in letteratura,
anche le donne eterozigoti [44,45] per mutazioni a carico del gene
GLA, possono sviluppare un quadro clinico di tipo “mild”.

I segni e i sintomi clinici variano molto nelle femmine eterozigoti,
questa eterogeneita fenotipica puo essere in parte dovuta alla
“Lyonizzazione”, processo per cui una delle due copie del
cromosoma X € casualmente inattivato in tutte le cellule
dell'embrione femminile, in modo che le femmine eterozigoti
costituiscano un mosaico di cellule normali e mutate in
proporzioni variabili[46].

Dunque, nelle malattie genetiche X-linked le femmine
eterozigoti possono essere sintomatiche, probabilmente come
conseguenza dell’inattivazione non casuale del cromosoma X, che
si traduce in una piu alta percentuale di espressione in un
determinato tessuto del cromosoma X che porta il gene mutato

[45].
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Nel caso della malattia di Fabry, generalmente, le femmine
eterozigoti possono sviluppare danno d'organo a carico di cuore,

cervello o reni (seppur piu lentamente rispetto ai maschi).

Solo occasionalmente sono stati osservati fenotipi "classict"
di tipo severo come nei maschi. Possono essere presenti sintomi
come dolore, ipertensione ortostatica, angiocheratoma, anomalie
oculari, coinvolgimento cocleare e, quindi, riduzione della soglia
uditiva, sintomi gastrointestinali e coinvolgimento delle vie

respiratorie.

L’eta mediana d’insorgenza dei sintomi tra le donne €& di 13-

20 anni.
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2.2 DIAGNOSI

La FD € trasmessa come carattere legato al cromosoma X;
essa € caratterizzata dal deficit dell’enzima lisosomiale a-
galattosidasi A, codificato dal gene GLA (Xg22), il quale € costituito
da sette esoni distribuiti su 12.436 paia di basi (bp) [46].

La FD pud essere causata da una varieta di mutazioni
puntiformi missenso o nonsenso, mutazioni di splicing, piccole
delezioni o inserzioni, e grandi delezioni. I difetti nel gene che
codifica l'a-galattosidasi A sono molto eterogenei, la maggior parte
dei quali rendono l'enzima non funzionante.

Polimorfismi a singolo nucleotide, come -30G> A, -12G> A, -
10C>T nella regione S' non tradotta (S'UTR) e la p.Asp313Tyr
nell'esone 6 e altre variazioni di sequenza (VNTR) sono stati
descritti.

La possibilita che queste ed altre varianti siano vere
mutazioni o semplici polimorfismi [47] € ancora oggi oggetto di
dibattito.

Piu di 660 mutazioni sono state descritte a carico del gene GLA
nei pazienti con malattia di Fabry.
Circa il 75% delle alterazioni geniche determinanti la FD &

costituito da mutazioni puntiformi “nonsenso” o “missenso”,
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inoltre, sono stati descritti anche ampi riarrangiamenti, piccole
inserzioni o delezioni, difetti del processo di “splicing”, o a carico
del codone di “stop”, doppie mutazioni e polimorfismi associati alla
malattia.

Le varianti “atipiche” del fenotipo emizigote,
oligosintomatiche, sono in prevalenza associate a mutazioni
puntiformi “missenso” che esprimono un’attivita residua dell’a-

galattosidasi A.

Il tentativo di prevedere il decorso clinico della malattia
corrispondente ad una determinata mutazione genica €, allo stato
attuale, estremamente difficoltoso [48]. Un ostacolo alla
definizione di correlazioni genotipo/fenotipo € rappresentato dalla

continua descrizione di nuove mutazioni del gene GLA.

Un recente studio condotto su 36 famiglie non imparentate
ha descritto ventidue nuove mutazioni in altrettanti ceppi familiari
(10 “missenso”, 3 “nonsenso”, 3 difetti di “splicing” e 6 piccole
inserzioni o delezioni); mentre nelle restanti 14 famiglie ¢ stata

rilevata una mutazione gia identificata in precedenza.

Mutazioni puntiformi ma anche grosse delezioni sono state
individuate a livello della regione intronica. Queste, se coincidono

con i siti di splicing [49], possono determinare un difetto nel
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processamento del pre-mRNA e di conseguenza la formazione di

un mRNA anomalo.

Anche la sede delle singole alterazioni geniche ed il tipo di
sostituzione amminoacidica determinata, non costituiscono, al
momento, criteri orientativi per la prognosi; sono descritte, infatti,
mutazioni puntiformi “missenso” adiacenti, sulla medesima
sequenza codificante ma corrispondenti a quadri clinici

estremamente diversi.

Recentemente [38], € stato rilevato il ruolo fondamentale
della regione C-terminale dell’a-galattosidasi A nella regolazione
della attivita enzimatica. Mutazioni che determinano una singola
sostituzione amminoacidica [50] in questa regione sono descritte
in varianti “atipiche” cardiache della FD, mentre linterruzione
della sequenza amminoacidica nella regione C-terminale,
conseguente al “codone - stop”, € associata invece ad espressione

clinica severa anche negli eterozigoti.

Studi recenti hanno dimostrato, inoltre, che la riduzione
dell’attivita enzimatica [S51] pud essere determinata da mutazioni
che non incidono direttamente sull’attivita stessa ma sono
coinvolte nel mantenimento della stabilita strutturale dell’enzima.

Queste proteine, non correttamente processate, sono trattenute
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nel reticolo endoplasmatico e soggette a degradazione con

risultante deficit della concentrazione della proteina.

Importante pud essere lidentificazione della varieta di
mutazioni determinanti un errato “folding” [S1] della proteina, per
mettere in evidenza che la scorretta struttura pud essere
patogeneticamente significativa nei quadri clinici della malattia

(Figure 4).

Figura. 6: Struttura conformazionale della proteina enziozati

La dimostrazione di una carente attivita di a-galattosidasi
nel plasma o nei leucociti € il metodo di laboratorio di riferimento
che dovrebbe essere sistematicamente utilizzato per confermare la
diagnosi clinica di FD nei maschi, in cui il risultato sara

conclusivo[64].
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Al contrario, le femmine “malate” possono avere un’attivita
enzimatica che rientra nel range di normalita.

Pertanto, l'analisi del gene GLA che miri all’identificazione di
mutazioni responsabili della Malattia di Fabry € essenziale.
Infine, il dosaggio plasmatico del Gb3 € stato anche proposto e
utilizzato nella diagnosi biochimica di FD, ma € un metodo che
richiede tempo. Nelle femmine, i livelli plasmatici di Gb3 sono
generalmente piu bassi che nei maschi. Mentre la valutazione
dell’escrezione urinaria di Gb3 (Figura 5) € considerata un
indicatore piu affidabile e chiarificatore nella maggior parte dei

pazienti, sia maschi sia femmine.

OH

%l u-Galattosidasi A
HOr OH /
Q" CH,OH ¢
Galattosio
0ACHOH o
HOY—oH
HOYon

Ceramide
Galattosio

Figura 7: Struttura del Gb3
Tuttavia, sebbene la determinazione dei livelli di Gb3 nel
plasma e nelle urine rimanga un’analisi richiesta, non sempre
questi correlano con la severita e l'insorgenza delle manifestazioni
cliniche. Negli ultimi anni, invece sembrerebbe che il Lyso - Gb3

(Gb3 deacetilato) sia un marcatore molto piu attendibile del Gb3
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tradizionale in quanto esiste una piu chiara correlazione tra i
livelli di Gb3 deacetilato e l'insorgenza di sintomi nei soggetti

Fabry [52].
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2.3 TERAPIA

La terapia sintomatica della FD si avvale dellimpiego di

farmaci volti a controllare le crisi dolorose. Se indicata la terapia

farmacologica

aspecifica

(antiaggreganti,

anticoagulanti,

antipertensivi, statine), va proseguita anche quando si fa ricorso

alla terapia enzimatica sostitutiva[46, 53] (Figure 8).

Organ/system  Assessment Guidelines
General General status, quality of life (5F36% Health survey, EuroQOL or PedsQL® Baseline (at first visit), every 12 months
measurernent mode), school or work performance, depression, anxiety, drug
use, somatic growth
Complete physical exarmination Baseline, every 12 months
Genetic counseling Baseline, on request
Alpha-galactosidase A activity and genotype If not previously performed or determined
Kidney Baseline. Every 3 months if CKD stage 1 or 2
and >1 g/day of proteinuria or CKD stage 4
Serum creatinine, icnogram, BUMN; morning spot urine for urinary protein/ Every 6 months if CKD stage 3
creatinine ratio and albumin/creatinine ratio Every 12 months if CKD stage 1 or 2and <1 g/
Urinary Gbs (optional) day of proteinuria
Cardiac Palpitations, angina Baseline, every & months
Blood pressure, rhythm Every evaluation visit
ECG, echocardiography 2-D with Doppler Baseline, every 12 months
Holter monitaring If an arrhythmia is suspected or palpitations are
present
Cardiac MRI Every other year
Coronary angiography If clinical signs of angina
Neurologic Acroparesthesias, fatigue, fever, heat and cold tolerance, stroke-related Baseline, every 12 months
syrmptoms, TIA
Neurologic examination, questionnaires [Brief Pain Inventory) Baseline, every 12 months
Brain MRl without contrast Baseline
At time of a TIA or stroke event
In fernales to document CNS involvement
Every 3 years
Magnetic rescnance angiography If cerebral vasculopathy should be excluded
Comorbid stroke risk factors: Cholesterol (Total, LDL, HDL), triglycerides, Lpa, Baseline, every 12-24 maonths
total plasma homogysteine
ENT Tinnitus, hearing loss, vertigo, dizziness Baseline, every 6 months
Audiometry, tympanometry, otoacoustic emissions Baseline, every 12 months thereafter
Ophthalmoelogic General ophthalmalogic exam (slit-lamp, direct ophthalmoscopy, best corrected  Baseline, every 12-24 months
visual acuity, visual fields)
Pulmonology Cough, exertional dyspnea, wheezing, exercise intolerance Baseline, every 12 months
Spirometry If clinical signs
Gastrointestinal Postprandial abdominal pain, Bloating, diarrhea, nausea, vomiting, early satiety,  Baseline, every 12 months
difficulty gaining weight If symptomns persist or worsen despite
Endoscopic evaluations treatment
Skeletal Bone mineral density, 25(0H) vitamin D levels Baseline

Figura 8. Trattamento della malattia di Fabry “multi-organo”.
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Quest’ultima prevede la somministrazione endovenosa ogni
due settimane dell’enzima carente. Gli studi [54] riportati in
letteratura hanno dimostrato l'efficacia della terapia enzimatica
nel rallentare la progressione del danno renale e cardiaco e nel
migliorare i sintomi legati al coinvolgimento del sistema nervoso

periferico.

In genere ben tollerata, ¢ stato dimostrato che la terapia
enzimatica determina un miglioramento significativo della qualita
di vita dei pazienti dopo circa 1-2 anni dall’avvio della terapia con

agalsidasi A.
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3 OBIETTIVO DELLO STUDIO

Alcuni sintomi clinici della malattia di Fabry (febbre
ricorrente, malattia da accumulo renale e dolori addominali) in
assenza di un quadro clinico severo, possono essere confusi con
quelli di FMF determinando un errore diagnostico di Febbre
Mediterranea Familiare e di conseguenza una sottostima della
Malattia di Fabry [55]. Per questo motivo, uno degli obiettivi del
mio progetto di ricerca € stato quello di dimostrare come, in
assenza di un quadro clinico sistemico severo di Malattia di Fabry,
la sovrapposizione dei quadri clinici di FD e di FMF possa
determinare errori diagnostici cosi che l’analisi dei geni GLA e
MEFV nonché un’attenta anamnesi familiare dovrebbe essere
effettuata in tutti quei pazienti con sospetta diagnosi di Febbre
Mediterranea Familiare non giustificata dal punto di vista

genetico.

Inoltre la correlazione genotipo-fenotipo nei pazienti affetti
da FMF € molto variabile e non sempre agevole. Questo € anche
dovuto al fatto che circa il 30% circa dei pazienti con
sintomatologia FMF-compatibile risultano portatori di una sola
mutazione dimostrabile del gene MEFV [56, 57|. L’ipotesi che i

soggetti portatori di una singola mutazione del gene MEFV
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possano avere mutazioni a carico di un secondo gene € gia stata
presa in considerazione e il gene SAA1, che codifica per la siero
amiloide A, € diventato uno dei pochi esempi di gene modificatore
negli uomini [23]. Da qui la possibile importanza di “geni
modificatori” nel determinare la variabilita clinica nei pazienti
eterozigoti per mutazioni del gene MEFV. I geni di altre sindromi
auto infiammatorie (MVK, TNFRSF1A, PSTPIP1) sono stati
considerati come potenziali modificatori del fenotipo FMF
eterozigote, ma tale ipotesi non ha prodotto risultati incoraggianti
[58]. Tra le patologie pediatriche perd che esordiscono, o che
hanno come sintomo frequente, episodi febbrili ricorrenti e

manifestazioni gastrointestinali, vi € anche la malattia di Fabry.

Per cui il mio progetto di ricerca si propone di effettuare
I’analisi genetica del gene GLA in pazienti le cui caratteristiche

sintomatologiche non sono chiare.

Alla luce di cid, abbiamo analizzato i geni MEFV e GLA in
221 pazienti cui era stata fatta diagnosi clinica di Febbre
Mediterranea Familiare. Inoltre, in tali pazienti €& stato
caratterizzato il gene SAA1 al fine di comprendere se i polimorfismi
a carico di tale gene possano influenzare o meno il fenotipo clinico

di tali pazienti.
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4. MATERIALI E METODI

Abbiamo analizzato 221 pazienti cui era stata fatta diagnosi
clinica di Febbre Mediterranea Familiare, 123 donne (eta media 7-

50 anni) e 98 uomini (eta media 5-30 anni).

Estrazione del DNA

I DNA dei pazienti € stato estratto da sangue intero
attraverso un kit di estrazione da colonna (GenElute Blood
Genomic DNA Kit, Miniprep, Sigma-Aldrich, USA), e la

concentrazione € stata determinata allo spettrofotometro.

Analisi HRM e Sequenziamento

[ campioni di DNA sono stati sottoposti ad analisi High
Resolution Melting (HRM) con il sistema Light Cycler 480 (Roche
Applied Science, Germany).
Questo sistema ¢ in grado di rilevare una qualsiasi variazione di
sequenza negli ampliconi del gene in analisi servendosi di un
programma noto come “Gene Scanning”, basato sulla metodica
High Resolution Melting (HRM). L’HRM é in grado di identificare
mutazioni geniche, in base alla temperatura di dissociazione dei
due filamenti (Tm) e alla successiva analisi delle curve di melting

(Figura 9).
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Normalized and Shifted Melting Curves
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Figura 9. Curve dimelting di un campione mutato (curva rossa) e di un ctiatsano
(curva blu).

L’intero processo di Real Time PCR-HRM si compone di una
fase di amplificazione delle regioni di DNA in analisi e di una
successiva separazione degli ampliconi indotta da un aumento di
temperatura. Tramite il Gene Scanning, le curve di melting
generate verranno in seguito analizzate. La metodica utilizza un
SYBR green di ultima generazione, il Light Cycler® 480 High
Resolution Melting DYE, in grado di legarsi ad ogni solco minore e
soltanto al DNA a doppio filamento. Quindi, il cambiamento di
fluorescenza viene utilizzato sia per monitorare lincremento della
concentrazione del DNA durante la Real Time PCR sia per
costruire le curve di melting durante I’'High Resolution Melting.

Sette coppie di primer sono state disegnate per l'analisi dei
sette esoni del gene GLA e delle regioni di regolazione dello splicing

fiancheggianti (Tabella 3).
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Regione Primer
5'-TCTTACGTGACTGATTATTGGTCT-3’
Sl 5'-CACACCCAAACACATGGAAA-3’
5 .GTACCTAAGTGTTCATTTAATG-3’
Sl 5'-ACAGAAGTGCTTACAGTCCTC-3’
5. TATTCTTTGTCTTCCAACAAACTCA-3’
Esone 3 . .
5'-CTCAGCTACCATGGCCT-3
5'-GCTGGAAATTCATTTCTTTCCC-3’
< Slelsic, 5. GGATGGTGAGAAGTGGTTG-3'
C] 5. AATCTGTAAACTCAAGAGAAGGCTA-3’
2Ll 5'-CTTTACCTGTATTTACCTTGAATG-3’
5-AATGTTTCCTCCTCTCTTGTT-3’
Esone 6 5'-AGTTGGTATTGGGTATATAAAG-3'
5. CTTGATAGTTCTGACATTAAGA-3’
Sl 5'-AGAAAAAGGTGGACAGGAAGT-3’
5'-CTTGCTTTTTTTCTGCCTAG-3’
NAL 5 -TTAACCATATGCGAGAGATACAGT-3’

Tabella 3: Sequenze delle coppie di primer usati per lo stddigene GLA.

Le seguenti condizioni di Real-Time PCR sono state
utilizzate: 5-30ng di DNA genomico € stato amplificato in un
volume totale di 20pul contenente la Light Cycler 480 Master Mix
con il colorante fluorescente HRM Dye (Roche Applied Science,
Germany), MgClz 3,5 mM, primers specifici 0.2 pM.

[1 programma di amplificazione usato con lo strumento
Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Germany) ¢: 95°C per 10
minuti; 40 cicli a 95°C per 10 secondi, 58°C per 15 secondi e 72°C

per 15 secondi (Figura 10).
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Figura 10: Programma di amplificazione in Real-Time PCR (HRgsolution Melting).

Dopo l'amplificazione, i prodotti di PCR sono stati sottoposti
a melting da 65°C a 95°C (Figure 6), e i profili risultanti sono stati
analizzati con il software Gene Scanning (Roche Applied Science,
Germany). Al fine di individuare con certezza gli individui
emizigoti per mutazioni in GLA, i campioni di soggetti maschi
vengono analizzati con l'aggiunta di un DNA wild-type DNA in
rapporto 1:1 cosi da generare eterozigoti artificiali e indurre la
formazione di heteroduplex.

I prodotti di PCR con curve di melting differenti in posizione
o forma rispetto ai controlli wild-type sono stati sequenziati per
identificare le mutazioni sospette (Figure 7). Pertanto, i frammenti
di PCR purificati sono stati sottoposti a sequenziamento

automatico presso la BMR Genomics.
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Per l’analisi del gene MEFV e del gene SAA1, il DNA dei
soggetti in esame €& stato sottoposto ad amplificazione e

successivamente sequenziato con i primer specifici (Tabella 4).

Regione Primer
5-CATGGACACACCCTTACCCTTAG-3’
Sl 5-ATCTGGATTTTGGTAGACCTGAG-3'
5-GTGGGACAGCTTCATCATTT-3’
Sl 5-TTCTCTGCAGCCGATAT-3'
, 5’-CACATCTCAGGCAAGGGCTGTGT-3’
E Sl 5’-CCATCCCTGCTGCCCTGTGAAC-3'
s Eeone 5 5-GCATAAGCCCACCTCTTATCCAC-3'
5'-CACTTGTTCCAGCACGGCTGATG-3’
, 5’-CTTCCACTGACACCCTAGGGCAG-3’
Sl 5-AGGGGCTCTGGGCTATGTGGATC-3’
, 5-GGTGCATGCTCACTTCCTCCCTA-3’
Szl 5'-CCATAGCAGCTAGCACCTAGTC-3’
< 5’-GCCAATTACATCGGCTCAGAC-3’
< Esone 3
v 5’.CACCATGGCCAAAGAATCTCTGG-3’

Tabella 4 Sequenze delle coppie di primer usati per lo stultii gene MEFV e del
gene SAAL.
Dried Blood Filter Paper test: saggio per lattivita di a-
galattosidasi A

L’attivita dell’a-galattosidasi A € stata determinata con il
Dried Blood Filter Paper test (DBFP) descritto da Chamoles et al,
ottimizzandolo ai fini diagnostici [64]. In breve, campioni in doppio
di sangue intero posto su spot di carta assorbente (5.5 pl/disco)
sono stati incubati a 37°C, contro il bianco, per 1, 2 e 3 ore con

70pl di una miscela contenente il substrato sintetico 4-
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metilumbelliferil-a-D-galattopiranoside @~ 5mM e  I'N-acetil-D-
galattosammina 0.25 M, in rapporto 2.5:1 (v:v), entrambi in
tampone citrato-fosfato (CPB) 0.15M pH 4.5. Al fine di rendere
specifica la reazione enzimatica, abbiamo usato l'inibitore dell’a-
galattosidasi A deoxygalactonojirimycin hydrochloride (DGJ) 0.6
mg/ml in CPB. Le reazioni sono state fermate in diversi tempi
aggiungendo 250nl di etilendiammina 0.1M pH 11.4. 11 4-
methylumbelliferone (4-MU) rilasciato € stato misurato con il
sistema Wallac Microtiter Fluorometer plate reader (Perkin Elmer,
USA) alle lunghezze d’onda di eccitazione di 355nm e di emissione
di 460nm con una curva di calibrazione fino a 20nmol 4-MU in
sale sodio. L’attivita enzimatica € stata misurata in U/ml/hr (1 U
= 1 nmol) di 4-MU integrando i valori risultanti delle tre reazioni

end-point.
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5. RISULTATI

L’indagine molecolare dei geni MEFV e GLA € stata eseguita
su 221 pazienti con diagnosi clinica di Febbre Mediterranea
Familiare. 23 pazienti (10,4%) analizzati per il gene MEFV
presentavano una mutazione in omozigosi (K695R, M680I, M694V,
R202Q, R761H), 16 (7,2%) erano “eterozigoti composti”
(E148Q/M694; E148Q/R202Q/M694V; E148Q/K695R;
E148Q/R202Q; E148Q/R408Q/M694V; M6941/R761H;
M680I/M694V; M694V/M6941; M680I/V726A; P369S/R408Q;
V726A/R761H), 53 pazienti (24%) erano portatori di una singola
mutazione a carico del gene MEFV (A744S; E148Q; G632S; I591T;
K695R; M680I; M694V; P369S; R761H; V726A), 129 non hanno

presentato mutazioni nel gene MEFV (58,4%) (Tabella 5).

Genotipo di MEFV nei pazienti con sospetta Numer o pazienti con
diagnos di FMF mutazioni del gene MEFV
Omozigoti 23
Eterozigoti Composti 16
Eterozigoti 53
MEFV Wild-type 129
Totale 221

Tabella 5: Risultati analisi genetica nei pazienti con diagnb&MF
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[ pazienti omozigoti per FMF presentavano un quadro
fenotipico “classico”, mentre i soggetti eterozigoti un quadro
fenotipico di tipo “mild” e/o PFAPA-like caratterizzato da febbre
ricorrente, faringotonsillite essudativa, aftosi del cavo orale,

linfadenopatia.

Come ribadito precedentemente, la determinazione di una
correlazione genotipo-fenotipo non € sempre agevole e, pertanto, le
manifestazioni cliniche e la severita del fenotipo dipendono
essenzialmente dal tipo di mutazione, se ad alta e/o a bassa

penetranza, o ancora dalla presenza di una “eterozigosi composta’.

Anche i soggetti in cui la diagnosi clinica di FMF non é
stata supportata dall’analisi genetica di MEFV presentavano
alcuni sintomi della FMF quali episodi febbrili ricorrenti e dolori
addominali. Nel grafico qui di seguito (Figura 11) viene riportata
“l'incidenza” nella nostra casistica delle singole manifestazioni

cliniche in base al genotipo.
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Figura 11. D.A.: dolore addominale; D.T.: dolore toracico; A:/ artrite/artralgie;
Febbre.

L’analisi del gene GLA ha consentito di documentare la
presenza di mutazioni esoniche e di mutazioni esoniche +
introniche a carico del gene GLA in 7/221 pazienti con sospetta
diagnosi di Febbre Mediterranea Familiare e di mutazioni

introniche di GLA in 71/221 soggetti (tabella 6 e 7).

Gene GLA
_ _ _ _ i Pazienti con
Aplotino Fsome 1 Introne 1/ | Introme 2/ Introne 3/ | Introne 4/ | IntroneS/ | Introne &/ Introne 4 mutazioni in
Splotp ’ Esone 2 Esone 3 Esone 4 Esone 5 Esone & Esone 7 ‘
- GLA/totale
Mutazioni e
Esoniche + 3 1¥S4-16
Introniche 1 -10 C=T wt 77_81dels wt s wt IVS6-220 =T wt 3/221
+5126G
-10 C>=T Ivs2- 1¥S84-16 /
1 I wt 77_Bldels wt e wt IVS6-22C T wt 2/221
Mutazioni
5 wt wt wt wt wt wt D313Y wt /
Esoniche z/221
Totale campioni con mutazioni esoniche e introniche in GLA 7/221

Tabella 6. La tabella mostra le mutazioni delle regioni esbaie esoniche/introniche
del gene GLA e il numero di pazienti in cui sonatatriscontrate, rispetto al totale.
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Gene GLA
Pazienti con
A . Introne 1 Introne 2 Introne 3 Introne 4/ | Intrones Introne & . B O
Aplotipo Ll Esone 2 Esone 3 Esone 4 Esone 5 Esone ¢ Esone 7 LI mutazioni in
GLA/totale
i s2- VS4-16 b TG
1 10C>T wt 77 _81dels wt ASG wt IVS6-22C>T wt 27/221
TvS2- VS4-16 g ol
2 wt wt 77_81del5 wt A wt IVS6-22C>T wt 17/221
3 -12G>A wt wt wt Niigss wt WS6-22C>T wt 9/221
_ IVS4+68 r IV¥S4+866_867 Yo b,
4 12G-A wit wit wit ASG; wt IVS6-22C>T delAG 107221
5 wt wt wt wt wt wt IVS6-22C>T wt 1/221
9 -30G=A, wt wt wt wt wt wt wt 2/221
IWS4+739C>T
- B 1/22
11 10 wt wt wt wt wt WS6-22C>T | " 'g157 o) 2/221
14 wt wt wt wt wetle wt | IVS6-22¢>T wt 2/221
IVS4+68
o 12 GA - - - g wt | 1vS6-22C>T | IvS4+866_867 1221
omozigote omozigote omozigote delAG
Totale campioni con mutazioni introniche in GLA 71/221

Tabella 7. La tabella mostra le mutazioni delle regioni iniche del gene GLA e |l
numero di pazienti in cui sono state riscontragpetto al totale.

I soggetti in cui sono state evidenziate le mutazioni
esoniche erano stati sottoposti ad analisi genetica del gene MEFV,
il cui risultato era una sola mutazione in eterozigosi, che non

giustificava il quadro clinico di tali pazienti.

L’analisi dell’attivita enzimatica ha mostrato che i pazienti
con mutazioni esoniche nel gene GLA riportavano valori di attivita
enzimatica al di sotto del range normale (i valori normali

dell’attivita dell’enzima nel sangue intero sono >3 nmol/ml/h).

Una approfondita indagine clinica ha evidenziato che i

soggetti con mutazioni nel gene GLA mostravano alcuni segni
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clinici, quali disfunzioni cardiache e coesistenza di diversi sintomi,
piu suggestivi della Fabry rispetto ai pazienti senza mutazioni in

GLA.

I 23 i pazienti omozigoti per il gene MEFV mostravano un
quadro fenotipico classico di FMF caratterizzato da febbre
ricorrente, artralgie, dolori addominali, mialgie, manifestazioni
gastrointestinali e faticabilita. Tra essi, i soggetti con mutazioni
anche a carico del gene GLA rispetto ai soggetti in cui non ne sono
state riscontrate, pur rispondendo discretamente alla colchicina,

hanno mantenuto valori di SAA >50 mg/dl.

I pazienti eterozigoti composti per il gene MEFV in cui sono
state riscontrate mutazioni introniche in GLA presentavano, oltre
ad un quadro clinico PFAPA-like, ischemie cerebrali multiple,
segni iniziali di compromissione renale (proteinuria) e riduzione

della soglia uditiva.

Clinicamente non sono state riscontrate notevoli differenze
tra i soggetti portatori di una mutazione a carico del gene MEFV e
quelli in cui sono state individuate anche mutazioni in GLA.
Mediamente, questi soggetti, a parte alcuni sintomi presuntivi di
FMF (febbre e dolori addominali) non mostravano un quadro

caratteristico di Febbre Mediterranea Familiare. Alcuni soggetti
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infatti (con e senza mutazioni anche in GLA) presentavano altri
segni non peculiari della FMF quali angiocheratomi,
manifestazioni gastrointestinali, faticabilita, aritmie cardiache,

difetti di conduzione, dispnea e mal di testa ricorrenti.

Sia i pazienti che presentavano mutazioni introniche in GLA
e MEFV wild-type che i soggetti in cui l'indagine ¢& risultata
negativa in entrambi i geni, a parte alcuni sintomi suggestivi della
FMF (febbre e dolori addominali) presentavano altri segni e

sintomi sistemici.

Tutti i pazienti con mutazioni in regioni introniche di GLA
hanno riportato valori di attivita dell’'enzima a-galattosidasi A
allinterno del range normale (i valori normali dell’attivita

dell’enzima nel sangue intero sono >3 nmol/ml/h).

Tutti i soggetti presenti nello studio sono stati sottoposti
all’analisi genetica dei polimorfismi del gene di SAA1, con lo scopo
di valutare se il genotipo a, correlato, secondo diversi studi, a una
maggiore suscettibilita a sviluppare amiloidosi, contribuisca a
determinare il fenotipo clinico.

Nelle tabelle viene riportata la distribuzione e la percentuale
dei genotipi possibili in tutte le condizioni che ci siamo ritrovati ad

analizzare:
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Genotipo SAAL Nur;loe;ge?tiz::el\r}ltli:con %
o/a 51/221 23
o/B 104/221 47
B/B (wild-type) 53/221 24
B/y 4/221 2
a/y 9/221 4

Tabella 8. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAALl ®iti | soggetti
analizzati

Genotipo SAA1 Numero pazien_ti conGLA |
e MEFV wild-type

o/a 20/87 23

a/B 40/87 46

B/B (wild-type) 22/87 25

B/y 1/87 1

a/y 4/87 5

Tabella 9. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAAl pazienti privi di
mutazioni sia nel gene GLA che nel gene MEFV.

Genotipo SAA1 Numero pazienti con GLA o
wt e MEFV mutato

a/a 15/56 27

o/B 29/56 52

B/B (wild-type) 11/56 19

B/y 1/56 2

a/y 0/56 0

Tabella 10. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAAl pazienti privi di
mutazioni nel gene GLA e con mutazioni solo nelegbtEFV.
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Genotipo SAA1 Numero pazienti con GLA |
mutato e MEFV wild-type
a/a 9/42 21,4
a/B 19/42 a5
B/B (wild-type) 11/42 26
B/y 1/42 2,6
a/y 2142 5

Tabella 11. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAAli pazienti con
mutazioni solo nel gene GLA e privi di mutazionl gene MEFV.

Genotipo SAA1 Numer o pazienti con GLA %
mutato e MEFV mutato
a/a 9/36 25
o/B 15/36 41,6
B/B (wild-type) 8/36 22,7
B/y 1/36 2,7
a/y 3/36 8

Tabella 12. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAAli pazienti con
mutazioni sia nel gene GLA e sia nel gene MEFV.

Dalla osservazione di questi dati € evidente come la distribuzione
dei vari genotipi di SAA1 risulti costante nelle varie categorie di
soggetti studiati.

Solo nel caso di soggetti con il gene GLA wild-type e con mutazioni
nel gene MEFV, in particolare quando tali mutazioni ricadono
nell’esone 10 del gene (M680I, M694I, M694V, V7264A), la

percentuale in cui si presenta il genotipo a aumenta cosi come ci
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si aspettava, vista l'azione di gene modificatore di SAA1l nei
confronti di MEFV.

Al fine di comprendere se i risultati ottenuti dipendessero dalla
scelta di casi selezionati, con un fenotipo clinico definito e con un
sospetto clinico preciso, l'analisi € stata svolta su 170 soggetti

controllo sani (Tabella 13).

Genotipo SAA1L Numer o soggetti controllo | o
o/a 56/170 33

a/B 80/170 47

B/B (wild-type) 20/170 12
B/y 8/170 4,5

a/y 6/170 3,5

Tabella 12. Distribuzione e percentuale dei genotipi di SAAT seggetti controllo
sani.

I risultati dell’analisi condotta sui soggetti controllo confermano
che la distribuzione dei genotipi di SAA1 osservata nei pazienti
sopra descritti € reale e che la correlazione tra il fenotipo clinico di

tali pazienti e il genotipo di SAA1 € casuale.
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6. DISCUSSIONE

La malattia di Fabry € una patologia lisosomiale in cui il
metabolismo glicosfingolipidico € fortemente compromesso. Il
deficit dell’a-galattosidasi A conduce al progressivo accumulo
principalmente di globotriasilceramide nelle cellule parenchimali
di diversi organi e nelle cellule endoteliali. E’ una patologia
considerata rara ma in realta, come risulta dalla recente
letteratura, sarebbe piu giusto considerarla un disordine non
comune, poco conosciuto. La diagnosi risulta ad oggi ancora
difficile proprio per le peculiarita della malattia, che si presenta
con manifestazioni cliniche sovrapponibili a quelle di altre
patologie ed un’ampia possibilita di diagnosi differenziali che
coinvolgono diverse specializzazioni mediche. Soprattutto i soggetti
affetti dalle forme atipiche risultano piu difficili da diagnosticare

rispetto a quelli che manifestano un fenotipo classico.

[1 lavoro che ho svolto per questo progetto di ricerca mi ha
consentito di constatare e di confermare come in assenza di un
quadro clinico sistemico severo di Malattia di Fabry, la
sovrapposizione dei quadri clinici di FD e di FMF possa
determinare errori nella diagnosi, come osservato nei diversi casi

descritti.
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L’identificazione delle mutazioni esoniche del gene GLA
sopra descritte associate a malattia di Fabry in pazienti in cui la
diagnosi presuntiva & stata di FMF, induce a considerare valida

I'ipotesi del nostro studio.

Quindi, alcuni sintomi clinici della FD (febbre ricorrente,
malattia da accumulo renale e dolori addominali) possono essere
confusi con quelli di FMF, determinando un errore nella diagnosi
di Febbre Mediterranea Familiare e di conseguenza una
sottostima della malattia di Fabry. Per questo motivo, una
attenta analisi genetica del gene GLA e del gene MEFV nonché
una corretta anamnesi familiare dovrebbe essere fatta sui
soggetti che presentano quadri sintomatologici sovrapponibili alle

due malattie.

I dati riportati dal nostro studio, ottenuti da una casistica
selezionata di pazienti, possono essere considerati significativi
specie se paragonati a quella che € lincidenza della Malattia di

Fabry nella popolazione generale.

I1 secondo obiettivo del mio progetto di ricerca € stato
quello di confermare che il gene SAA1 (siero amiloide A) sia un
modifier gene della Febbre Mediterranea Familiare e di

comprendere se le sue caratteristiche genotipiche potessero avere
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effetti sul fenotipo di pazienti con mutazioni anche a carico del

gene GLA.

La scelta di studiare il gene SAA1 e il gene GLA in pazienti
con Febbre Mediterranea Familiare deriva dal fatto che il 24% dei
pazienti con sintomi riconducibili alla FMF da noi studiati sono
portatori di una singola mutazione nel gene MEFV che comunque
da solo non sarebbe responsabile della FMF. Il SAA1 € uno dei

pochi esempi di gene modificatore nell'uomo.

Per quanto riguarda i nostri risultati, ’analisi clinica dei
soggetti portatori di mutazioni in omozigosi e in eterozigosi
composta per il gene MEFV e con mutazioni anche in GLA, ha
mostrato alcune differenze rispetto ai soggetti con mutazioni
soltanto nel gene responsabile della FMF, che risiedono negli
indici di flogosi elevati e nella presenza di altri sintomi non
peculiari della FMF quali le ischemie cerebrali multiple, segni
iniziali di compromissione renale (proteinuria) oltre ad una

riduzione della soglia uditiva.

Per cui, dati i risultati clinici e genetici € possibile
avanzare l'ipotesi secondo cui in soggetti omozigoti e /o eterozigoti
composti per il gene MEFV, la presenza di una mutazione a

carico del gene GLA, pud complicare il fenotipo clinico.
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Sebbene i nostri dati confermino la correlazione esistente
tra SAA1 e mutazioni in omozigosi o in eterozigosi composta nel
gene MEFV - soprattutto quando esse ricadono nell’'esone 10 -, lo
stesso non puo essere confermato nel caso di GLA e SAA1, il cui
genotipo  correlato a  suscettibilita  all’amiloidosi non
influenzerebbe il fenotipo clinico di pazienti con mutazioni a

carico del gene GLA.

In conclusione:

1) Una attenta analisi genetica del gene GLA e del gene
MEFV nonché una corretta anamnesi familiare dovrebbe essere
fatta sui soggetti che presentano quadri sintomatologici

sovrapponibili alle due malattie;

2) In soggetti portatori di mutazioni nel gene MEFV con
fenotipo compatibile con la diagnosi di FMF, la presenza
polimorfismi del gene SAA1l avvalora lipotesi dei “geni
modificatori”, secondo la quale particolari gruppi di geni
modificano l’espressione di un carattere semplice, che di solito

dipende da una coppia di alleli;

3) in soggetti portatori di una mutazione singola del gene

MEFV con un fenotipo incompleto e in quelli la cui genetica di
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MEFV non giustifica la diagnosi di FMF, il riscontro di mutazioni
introniche e/o esoniche del gene GLA, potrebbe avvalorare la

diagnosi di un’altra patologia sistemica.

I risultati ottenuti per quanto riguarda l'interazione fra i
geni MEFV, GLA e SAA1l sono preliminari. Intendiamo quindi,

estendere lo studio ad una casistica piu ampia e piu selettiva.
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