UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PALERMO

Dottorato in Medicina Molecolare e Biotecnologie
Dipartimento di Biomedicina, Neuroscienze e Diagnostica avanzata (Bi.N.D)
Settore Scientifico Disciplinare MED/05

Applicazioni potenziali dell’analisi di varianti geniche nella
valutazione del rischio di Malattia Renale Cronica

LA DOTTORESSA IL COORDINATORE
Dott.ssa Rosa Maria Giarratana Ch.mo Prof.re Massimo Midiri
LA TUTOR LA CO-TUTOR
Prof.ssa Giuseppina Candore Prof.ssa Letizia Scola
CICLO XXXIII

ANNO CONSEGUIMENTO TITOLO 2021






Sommario

IO 111 0o [ 74T} o= SRR 4
1.1 Diagnosi dell’Insufficienza Renale Cronica...............cccoovoiiiiiiiiiiiiiiiie e 6
1.2. Comorbidita nell’Insufficienza Renale Cromica .............cccccocociiveiiiiiiiiieiiiieee e eeireeeesveee e 8
1.3. Ruolo dell’Asse FGF23/Klotho nel’IRC ..............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeereeeeeeeeeeerreeeere. 10
1.4 Macrophage migration inhibitory factor (MIF) nel’IRC ................cccccoiiiiiiiiniiii e, 13
1.5. Polimorfismi genicCi di FGIF23 ........ccvei ittt ettt et e et e e e e enneeas 15
1.6 Polimorfismi dei geni di KIOtNO..........c.oooiiiiieicee e 16
1.7 Polimorfismi i IMIIF ..ottt sttt sttt sbe e st e b e saee st ens 18
ol o] o 1o TSR PPP 20
3. MALErTAlT € IMEBIOTI ...t b e sttt e b st e b e saaesateeaees 21
3.1 PAzienti @ CONTION. ..coueiiiiiieeie e sttt e s st eaeas 21
3.2 Quantificazione dei livelli sierici di KIothol ed FGF23.........ooooviiiiiiiiieieeeeee e 23
3.3 Genotipizzazione dei polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) ......ccoevciieiciieiiieeee e 24
BT B =L 1o TSP UUPRTSP 26
O TV - L [ PRSPPSO 27
ST B Tol U LY [0 o PR UUPRTSTP 36
T ©0] o Tod (U1 (o] - PSRRI 42
R =11 o] 1ToTo [ = - TSRS 43



1. Introduzione

L’insufficienza renale cronica (IRC) & una complessa sindrome clinico metabolica, risultato di in una
lenta e progressiva riduzione della funzionalita renale. E una malattia silente nei primi stadi, che quando
si manifesta tende velocemente a progredire verso 1’insufficienza renale terminale (ESRD), in cui si fa
ricorso al trattamento dialitico o al trapianto (Nat Inst Health Care Excel 2015).

La patologia ha un’elevata morbilita e mortalita, che affligge il 10% della popolazione mondiale
(Djudjaj et al. 2018). La fetta di popolazione piu colpita e quella degli anziani, di eta compresa tra i 65 e
i 74 anni, per il 25% uomini e per il 20% donne. Se si considera il trend di invecchiamento progressivo
della popolazione, il numero di casi IRC tendera a crescere in futuro (Jha et al. 2013). Dati Istat, rivelano
che al 1° gennaio 2019 gli over 65enni sono 13 milioni (rappresentano il 22,8% della popolazione
totale), e di conseguenza si moltiplica la prevalenza delle principali malattie predisponenti alla IRC, ad

esempio, diabete mellito, ipercolesterolemia e I’ipertensione arteriosa.

Nella valutazione del paziente nefropatico & necessario tenere in considerazione quali sono le funzioni
che i reni svolgono nel nostro organismo, il che ci guida nella ricerca di nuove strategie
diagnostico/terapeutiche in ambito clinico. Il rene, infatti, ha il compito di regolare il volume e la
composizione di tutti i fluidi corporei (equilibrio idrico-salino), di equilibrare il pH del sangue, di
rimozione dei prodotti di scarto del metabolismo e di secernere ormoni (I’eritropoietina, la renina e il
calcitriolo).

Le cause della perdita della funzionalita renale, possono essere riconducibili a specifiche malattie renali
(glomerulonefriti oppure malattie congenite o ereditarie come il rene policistico) o secondarie a fattori di
rischio correggibili quali, I’ipertensione arteriosa, il diabete mellito e I’aterosclerosi. La progressiva
riduzione della capacita filtrante dei reni & anche un processo fisiologico legata al fattore eta, che si
accompagna nell’anziano alla coesistenza di malattie accessorie (patologie cardiovascolari, tumori,

I’osteoporosi ecc.,) che peggiorano il quadro clinico (Zoccali et al. 2017).



Un ruolo preponderante nella suscettibilita alla malattia, & legato all’assetto genico dell’individuo e
dall’interazione gene ambiente. | polimorfismi di geni i cui prodotti hanno un ruolo nel metabolismo del

rene possono influenzare il diverso outcome della malattia dei singoli individui.

Negli anni, I’incidenza globale della malattia &€ aumentata, diventa indispensabile intercettare i fattori di
rischio di malattia, cercare dei marcatori genetici, finalizzati ad evitare o ritardare 1’insorgenza di

patologie renali o delle loro complicanze.



1.1 Diagnosi dell’Insufficienza Renale Cronica

L’IRC ¢ uno degli ultimi stadi, di quella che nell’insieme viene definita malattia renale cronica (MRC).
La suddivisione della MRC in vari stadi e stato possibile grazie alla National Kidney Foundation Kidney
Disease Outcome Quality Initiative (NKF-KDOQI) che nel 2002 ha classificato la malattia in relazione
al tasso di filtrato glomerulare stimato (GFR). Questa suddivisione in 5 stadi, corrisponde a diversi gradi

di rischio di mortalita e di evoluzione della MRC verso I’End Stage Renal Disease (ESRD) (fig.1).

STADIO DESCRIZIONE

| GFR > 90 + evidenza di danno renale

| GFR 89-60 + evidenza di danno renale

n GFR 59-30
v GFR 29-15
Vv GFR <15

GFR: filtrato glomerulare (mL/min/1.73 m2)

Fig.1 Classificazione della MRC in relazione al tasso di filtrazione glomerulare

La severita del danno renale & confermato dalla presenza di proteinuria, definita come rapporto tra
albuminuria e creatinuria (ACR) su un esame urine random >30 mg/g, ematuria, anomalie renali
all’anamnesi/diagnostica di immagini, oppure un GFR <60 ml/min/1.73 m2.

Nonostante questa classificazione che ha sicuramente aiutato a caratterizzare la malattia, non € uno
strumento adeguato per 1’identificazione precoce dei pazienti piu a rischio di progredire agli stadi piu
gravi della patologia.

Negli ultimi anni sono stati fatti molti studi diretti all’identificazione delle molecole da utilizzare come
biomarcatori piu sensibili della funzionalita renale, molti dei quali sono proteine prodotte da differenti
segmenti dei nefroni (Meijer et al. 2010). Tra queste molecole troviamo le immunoglobuline G urinarie
(ulgG) come marcatori connessi al danno glomerulare, la Beta2 microglobulina urinaria (uB2M),
Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1), Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) come
marcatori del danno del tubulo prossimale e Heart —Type Fatty acid Binding Protein (HFABP) come
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marcatore del danno a livello del tubulo distale o la Cistatina C, esame di scelta per rilevare
un’insufficienza cronica (Lousa et al. 2020).

Recentemente, lo scenario dei possibili biomarcatori nell” insufficienza renale cronica, si € arricchito, di
due nuovi attori, FGF23 (Fibroblast Growth Factor) e Klotho. Nel nefropatico, di fatto, con il
progressivo deteriorarsi della funzione renale, si manifestano importanti alterazioni del metabolismo
minerale (calcio e fosforo), le piu precoci riguardano la proteina Klotho (alfa-Klotho) ed FGF-23 (Lousa
et al. 2020).

Ancora piu recentemente e stato preso in considerazione il ruolo della citochina Macrophage migration
inhibitory factor (MIF). Essa ha attivita proinfiammatoria, ed € in grado di indurre la trascrizione di
numerosi geni coinvolti nei processi infiammatori e di modulare processi di crescita cellulare. MIF
viene valutata sia nella patogenesi delle patologie renali che possono portare all’insufficienza renale
cronica ed alla sua fase terminale sia come marcatore diagnostico e prognostico. | risultati non sono
univoci dal momento che i dati della letteratura indicano un ruolo da Dr. Jekyll / Mr. Hyde per la
citochina nelle diverse forme di patologie renali, per cui un incremento dei livelli di MIF pur essendo
associato alla presenza di una patologia renale, potrebbe avere un significato prognostico differente nelle

diverse forme di patologia renale (Boor et al. 2019).



1.2. Comorbidita nell’Insufficienza Renale Cronica

Solo una minoranza delle persone affette da IRC presenta solo questo quadro patologico, spesso
insorgono complicazioni a carico di altri organi ed apparati 0 sono precedentemente presenti altre
patologie che facilitano la progressione del danno renale. L’ipertensione arteriosa € un fattore di rischio,
che puo essere sia causa sia conseguenza dell’insufficienza renale cronica. I reni controllano la pressione
sanguigna attraverso il sistema renina-angiotensina- aldosterone (RAAS), regolando la vasodilatazione e
la vasocostrizione, determinando cosi, rispettivamente 1’abbassamento e 1’innalzamento pressorio.
L’IRC porta all'ipertensione arteriosa attraverso I’iper attivazione del sistema RAAS, aumento della
ritenzione di sodio, aumento del tono vascolare e endoteliale, iperattivita del sistema nervoso simpatico,
attivazione degli ormoni, che complessivamente determinano un danno al rene. Attualmente, I'obiettivo
terapeutico per i pazienti con malattia renale cronica (MRC) € una pressione sistolica clinica < 130 mm
Hg. Tra i pazienti affetti da MRC, é stato dimostrato che una pressione sanguigna sistolica elevata,
aumenta il rischio di dialisi (Agarwal et al. 2006). Non é facile fare diagnosi di ipertensione arteriosa,
perché spesso questa € mascherata, (Babu et al. 2019) impedendo di intervenire precocemente.
L'ipertensione arteriosa, si correla anche ad un aumento del rischio di sviluppare patologie
cardiovascolari (insufficienza cardiaca congestizia, ictus, rivascolarizzazione, malattie vascolari
periferiche).

La correlazione tra IRC e malattia cardiovascolare, non ¢ del tutto chiara, ma possibilmente collegata
alla condivisione di meccanismi patogenetici (Babu et al. 2019). La patologia aterosclerotica, in
particolare, si candida ad essere il fondamentale anello di congiunzione tra nefropatia e complicanze
cardiovascolari. | pazienti in emodialisi in generale hanno una probabilita 5 volte maggiore di presentare
calcificazioni coronariche rispetto ai soggetti che non hanno IRC. La calcificazione mediale, rispetto a
quella dell’intima, sembra fortemente associata alla MRC, all’ipercalcemia, iperfosfatemia, anomalie
dell'ormone paratiroideo ed alla dialisi (Reiss et al. 2018). In effetti, sempre pit i nuovi casi di
insufficienza renale riconoscono oggi una patogenesi vascolare spesso legata all’attivazione di uno stress

ossidativo, che puo facilitare la deposizione di sali di calcio nelle pareti vasali. Si tende, infatti oggi a



considerare la sindrome-cardiorenale come un’entita unica, in cui la disfunzione acuta o cronica di uno
dei due organi induce una disfunzione acuta o cronica nell’altro (Babu et al. 2019).

Pazienti che presentano MRC, il piu delle volte sono anche diabetici. Possiamo distinguere un diabete
mellito in cui la MRC & una conseguenza diretta dell’alterazione dello stato glucidico oppure possiamo
avere una malattia renale su cui si innesta un diabete, in genere, di tipo 2. Nella nefropatia diabetica si
ha in una fase iniziale, la filtrazione massiccia di glucosio e iperfiltrazione glomerulare che inducono un
iper-assorbimento tubulare di glucosio e sodio, che portano all'ipertrofia glomerulare e tubulare e, infine,
alla glomerulosclerosi e all’atrofia dei tubuli. In una seconda fase si ha I’interessamento endoteliale e
induzione locale di citochine, chemochine. Il reclutamento delle cellule immunitarie accompagna e
promuove il rimodellamento dei tessuti, contribuendo all'atrofia dei nefroni (Anders et al. 2018).
Pazienti con MRC spesso hanno alterazioni del metabolismo lipidico, sia quantitative che qualitative
delle lipoproteine. Queste alterazioni lipidiche sono presenti in tutti gli stadi della malattia ma si
differenziano in parte in base al deficit della funzione renale, alla presenza di un trattamento sostitutivo
(dialisi e trapianto) ed alla entita della proteinuria. Le alterazioni pit peculiari e piu frequentemente
osservate in questi pazienti, sono un aumento dei trigliceridi e delle lipoproteine contenenti ApoB ed
ApoC ricche in trigliceridi, una riduzione delle LDL e VLDL ed un aumento delle sdLDL, chilomicroni
remnant ed una costante riduzione delle HDL, maggiormente implicate nei meccanismi di protezione
vascolare (Kwan et al. 2007).

Dunque, riconoscere precocemente la MRC ci permette non solo di limitare il danno renale ma anche di

evitare I’insorgenza o la progressione di altre patologie.
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1.3. Ruolo dell’Asse FGF23/Klotho nel’IRC

L’identificazione di questo nuovo asse ormonale FGF23/Klotho ¢ alquanto promettente nei pazienti con
malattia renale cronica (Hong et al. 2015) con un coinvolgimento nelle fasi precoci della MRC.
L°’FGF23 (fattore di crescita fibroblastico), ¢ wuna proteina prodotta dal tessuto 0Sseo
(osteociti/osteablasti) appartenente al gruppo delle fosfatonine, che regola 1’omeostasi fosfatica,
inducendo fosfaturia per inibizione del co-trasporto sodio-fosfato (NaPi2a) a livello del tubulo renale
prossimale e riduce 1’assorbimento intestinale di fosforo, mediante inibizione dell’1-alpha idrossilasi
renale (Liu et al. 2006). La regolazione sistemica della sintesi di FGF23 & mediata dalla 1,25(0H)2 D3
che attiva il promotore genico di FGF-23, dalla fosforemia e probabilmente dai livelli di calcemia e PTH
(Silver et al. 2009).

L’attivita endocrina del’FGF-23 si esplica mediante 1’interazione con uno specifico recettore di
membrana ad attivita tirosinchinasica, I’FGF-R (recettore ubiquitario) in presenza del suo cofattore la
proteina Klotho (espressa prevalentemente su rene e paratiroide), la cui presenza e indispensabile per
potenziare I’affinita del’FGF23 col proprio recettore e consentirne 1’attivita biologica. FGF23 e Klotho
oltre che interagire come complesso, possono esercitare effetti diretti indipendenti. FGF23 esercita una
funzione locale paracrina) a livello osseo di inibizione della maturazione degli osteoblasti, mentre
Klotho stimola il riassorbimento renale del calcio agendo sui cosiddetti “canali del calcio” (TRPVS5) e
sembra regolare secondo le necessita la produzione di paratormone (Nabeshima et al. 2008).

In uno studio su pazienti con MRC normofosfatemici, si & osservato un aumento costante dei livelli di
FGF23 con il progredire della insufficienza renale a partire da livelli di GFR di 60 mL/min. (Gutierrez et
al. 2010). Persino, con valori di GFR di 90 mL/min/1,73 m2, 'FGF23 poteva essere aumentato,
nonostante i livelli normali di calcitriolo e di paratormone (PTH) (Ix et al. 2010).

Un ulteriore studio, su pazienti normofosfatemici, con MRC (stadiol-3) ha evidenziato che il 61% di
essi presentava valori di FGF23 superiori alla norma e che ’escrezione dei fosfati correlava con livelli
elevati di FGF23 (Evenepoel et al. 2010).

Infine, un’analisi istochimica condotta su tessuto osseo di pazienti con MRC di grado 2, ha rilevato a

livello osteocitario una aumentata espressione di FGF23 rispetto ai controlli (Pereira et al. 2009).
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Queste acquisizioni hanno messo in evidenza la “teoria fosforocentrica”. Secondo questa nuova
interpretazione patogenetica, la diminuita escrezione di fosfati conseguente alla ridotta massa nefronica,
determinerebbe un’aumentata produzione osteocitaria di FGF23 che per mantenere 1’omeostasi del
fosforo ne aumenterebbe 1’escrezione urinaria e ne ridurrebbe 1’assorbimento intestinale, inibendo la
sintesi di calcitriolo.

L’ipocalcemia calcitriolo dipendente stimolerebbe successivamente secondo la teoria classica la
secrezione di ormone paratiroideo.

Invece nei soggetti con IRC, cido non accade ed € spiegato dalla “down-regulation” del complesso
Klotho/FGFR1. Studi istochimici su tessuto ghiandolare iperplastico di 25 pazienti in stadio 5, hanno
evidenziato che I’azione di regolazione del PTH da parte di FGF23, si mantiene solo negli stadi iniziali
della insufficienza renale, ma non negli stadi avanzati (Komaba et al. 2010).

La proteina Klotho si trova prevalentemente espressa nel rene e nel cervello (Kuro-o et al. 1997), esiste
in due forme, quella transmembrana che ha un’azione principale sul rene e quella solubile (alfa-Klotho),
come un ormone, che ha invece un’azione piu complessa ed e implicata nella longevita. Esperimenti su
topo dimostrano che la sovraespressione del gene Klotho € correlata ad un allungamento della vita
(Kenyon et al. 2005). La capacita anti-aging di alfa-Klotho € stata attribuita all'inibizione della
segnalazione insulino-simile (IGF1/Insuline/P13K), che porta all'attivazione del fattore di trascrizione
FOXO e all'upregolazione dei geni che codificano per enzimi antiossidanti, come la superossido
dismutasi mitocondriale manganese-dipendente (MnSOD), capaci di rimuovere le specie reattive
dell'ossigeno e ridurre lo stress ossidativo. Inoltre, Klotho, possiede attivita antiinfiammatoria e
antifibrotica, prevenendo le calcificazioni vascolari. Nell'uomo, i livelli circolanti di alfa-Klotho
diminuiscono con l'eta nel siero e sono stati anche individuati dei polimorfismi del gene del Klotho
correlati all’invecchiamento precoce (Yamazaki et al. 2010; Arking et al. 2002).

La proteina alfa-Klotho puo essere considerata un marker diagnostico precoce di IRC. Gia per valori di
eGFR inferiori a 90 ml/min, si assiste a una sua progressiva riduzione. Studi clinici e sperimentali hanno
dimostrato che una significativa diminuzione di espressione di Klotho nei reni ha una correlazione

diretta con la riduzione del GFR nei soggetti con MRC (Webster et al. 2017).
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Studi clinici in pazienti con MRC hanno dimostrato che i livelli di alfa-Klotho circolante (la forma
solubile della proteina di membrana) & inferiore alla norma nei dializzati (Shimamura et al. 2012;
Rotondi et al. 2015). Klotho € anche un fattore di rischio, indipendente da FGF23 per mortalita cardio-
vascolare (Dalton et al. 2017). Nel loro insieme questi dati candidano Klotho come biomarker precoce di
danno renale.

Elevati livelli di FGF23 e riduzione dei livelli di alfa-Klotho circolante, nella MRC correlano con una
varieta di condizioni cliniche come I’ipertrofia ventricolare sinistra, le calcificazioni vascolari e
addirittura con un aumentato rischio di mortalita (Zou et al. 2018). Molti fattori, oltre quelli descritti
sono coinvolti nella perdita della funzionalita renale, tra cui una varieta di citochine, fattori di crescita e

sostanze vasoattive (Cortinovis et al. 2016).
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1.4 Macrophage migration inhibitory factor (MIF) nell’IRC

L’IRC ¢ considerata un prototipo di malattia inflammatoria e di invecchiamento precoce (Zoccali et al.
2017). Sono diversi i fattori pro-infiammatori che aumentano gradualmente nella MRC al regredire della
funzionalita renale, tra cui l'interleuchina (IL)-6, il fattore di necrosi tumorale (TNF), NFKB e (MIF).
Quest’ultima € una citochina con azione pleiotropica, mediatore dell’inflammazione sia acuta che
cronica, prodotta da un gran numero di cellule, quali macrofagi, granulociti, cellule endocrine, cellule
epiteliali ecc., (Calandra et al. 2003; Nishihira et al. 1998).

MIF lega il suo recettore CD74, cosi da promuovere la migrazione dei leucociti nel sito di flogosi e
stimolare le cellule del sistema immunitario innato al rilascio di citochine come IL1B, I’'IL6, IL8, PGE2
e il TNFa (Bernhagen et al. 2007; Al-Abed et al. 2005).

La cristallografia a raggi X ha evidenziato che MIF possiede una tasca, nota come sito attivo
proinfiammatorio, che pu0 essere un promettente target terapeutico per modulare il segnale
proinfiammatorio (Al-Abed et al. 2011).

MIF e coinvolto in diverse patologie, quali, sepsi, malattie autoimmuni, malattie cardiovascolari,
neoplasie, nell’insufficienza renale sia acuta che cronica (Lehmann et al. 2001; Bernhagen et al. 2007;
Zernecke et al. 2008). Nelle patologie renali MIF sembra agire secondo un modello di pleiotropismo
antagonista, infatti, in situazioni cliniche differenti ed in diversi stadi della patologia renale pud
esercitare sia effetti dannosi che protettivi (Boor et al. 2019) che possono essere definiti come una storia
alla Dr. Jekyll and Mr. Hyde. MIF pud infatti essere considerato come un potenziale biomarker di danno
renale. Livelli di MIF urinari e plasmatici elevati si correlano a insufficienza renale acuta (IRA) e con
maggiore valore predittivo rispetto alla creatinina (Hong et al. 2012). Dati clinici evidenziano, livelli
aumentati di MIF nei soggetti con malattia renale cronica stadio 3-5 (Bruchfeld et al. 2008). Nel rene
policistico (ADPK), MIF agisce come fattore di crescita nella formazione delle cisti e nel processo
fibrotico, studi evidenziano elevati livelli di MIF all’interno delle cisti stesse (Chen et al. 2015).
L'aumento dei livelli di MIF nelle urine é correlato all'accumulo di cellule infiammatorie ed alla gravita
del danno renale nelle forme proliferative di glomerulonefrite. Quindi sembra che il fattore inibitorio
della migrazione dei macrofagi (MIF) aggravi l'inflammazione facilitando la proliferazione patologica

delle cellule glomerulari e lo sviluppo delle glomerulonefriti su base immunitaria (Mr Hyde). D'altra
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parte, nelle malattie renali croniche (IRC), MIF limita l'attivazione profibrotica e proinfiammatoria delle
cellule tubulari contrastando l'arresto del ciclo cellulare e promuovendone la rigenerazione. Inoltre nel
danno renale acuto (AKI), MIF contrasta anche I’apoptosi delle cellule tubulari con effetto
renoprotettivo (Dr. Jekyll). Infine, MIF non ha effetti sui reni sani e integri, il che & un prerequisito
importante per potenziali strategie terapeutiche che prevedano ’'uso di MIF o di suoi antagonisti (Boor

et al. 2019).
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1.5. Polimorfismi genici di FGF23

FGF23 ¢ coinvolto nell’omeostasi del fosfato, come descritto nel capitolo 1.2, ed € indipendentemente
associato ad un incremento del rischio di ipertensione arteriosa nella popolazione generale. Esso infatti &
capace di regolare tramite ’attivazione di ERK anche I’enzima serina/treonina protein-chinasi (SGK1) e
chinasi serina/treonina (WNK4), che in presenza di alte concentrazioni di Na sono capaci di modulare i
canali ENAC e NCC deputati al riassorbimento del sodio a livello del tubulo distale del nefrone
(Andrukhova et al. 2014). Motivo per cui, nella MRC, si assiste prima ad una diminuzione
dell’escrezione del fosfato e successivamente ad una iperfosfatemia, stimolata da FGF23. I livelli
circolanti di FG23 > 60 pg/ml sono positivamente e dose dipendente correlati all’involuzione renale, al
rischio cardiovascolare, all’ipertrofia ventricolare sinistra, alle calcificazioni vascolari alla mortalita nei

pazienti nefropatici.

Il sequenziamento genico FGF23 ha permesso di identificare la sua posizione sul cromosoma 12
(12:4479549), e di identificare vari polimorfismi a singolo nucleotide, dello stesso. Tra questi, lo SNP
rs7955866 nell’esone 3 del gene, € quello piu studiato nel danno renale. L’allele minore di questo SNP

induce la sostituzione G716A, che cambia la tripletta 3

TGC wild type (codificante per la treonina) al codone 239 in una tripletta TAC (codificante per la

3%M induce una modifica

metionina), determinando una mutazione missense nota come T239M. FGF2
conformazionale nei foglietti beta della proteina, ed in vitro le cellule (human embryonic kidney)
HEK?293 transfettate col plasmide FGF23%*M rilasciano maggiori concentrazioni di FGF23 (Rendina et
al. 2012). FGF23 rs7955866 & presente nella popolazione caucasica con una frequenza del 10% e si
correla ad ipofosfatemia e calcolosi renale (Rendina et al. 2012). Dati clinici ottenuti nella popolazione
cinese mostrano che, la variante rs7955866, con I’allele A & un fattore di rischio per I’ipertensione
arteriosa (Cai et al. 2018). Dati simili sono stati trovati da Ammar et al. (2019); nella popolazione

egiziana. Questo SNP di FGF23 sembra anche influenzare la regolazione dell’omeostasi minerale ed il

turnover osseo (Pekkinen et al. 2015).
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1.6 Polimorfismi dei geni di Klotho

Il gene Klotho, si estende per oltre 50 kb sul cromosoma 13912, di questo gene esistono diversi siti
polimorfici, molti dei quali determinano la formazione di aplotipi, che sono considerati come “spie di
suscettibilita”, valutati in diverse patologie infiammatorie. Studi su modello di ratto, con molteplici
fattori di rischio aterogenici, hanno evidenziato il ruolo anti-aging di Klotho. E, infatti, implicato nel
ridurre la disfunzione endoteliale, aumentare la produzione di ossido nitrico, ridurre la pressione
sanguigna, e prevenire l'ipertrofia dello strato medio delle pareti arteriose e la fibrosi perivascolare
(Saito et al. 2000). In letteratura ci sono molti studi di associazione genomica, che indagano sulla
probabile influenza dei polimorfismi della proteina nell’insorgenza e nella progressione della malattia

renale.

Il polimorfismo rs577912 del gene Klotho, mappato a livello dell’introne 2 del cromosoma 13 (Chrl3:
32488571) sembrerebbe influenzare 1’espressione della proteina e dunque i suoi livelli sierici. In
particolare il genotipo CC e associato ad un'espressione di Klotho inferiore del 16-21% rispetto al
genotipo AA/AC con associazione ad un aumento del rischio di mortalitd a 1 anno dall’inizio della
dialisi (Friedman et al. 2009). Cio significa che e molto probabile che il genotipo omozigote CC faccia
progredire la malattia piu velocemente. Al contrario la presenza dell’alle A (genotipi CA ed AA) rallenta

la malattia e quindi questi soggetti possono raggiungere un’eta avanzata.

Un altro polimorfismo di Klotho che viene spesso analizzato é rs564481 (13:33060846), nell’esone 4,
(C1818T), una mutazione silente, capace di influenzare i livelli di trascrizione genica della proteina.
La presenza dell’allele minore di questo SNP ¢ associata a modificazioni del metabolismo lipidico e
glucidico. | portatori dell’allele meno frequente T avrebbero valori di glicemia aumentati a digiuno
rispetto a coloro che possiedono il genotipo CC, in particolare nelle donne (Xu et al. 2015).
Klotho rs5644481 sembrerebbe avere anche un ruolo nell’ipertensione arteriosa e nelle patologie

cardiovascolari (Akbari et al. 2018).

Il polimorfismo rs9536314 (T1054G; F352V), si trova nell'esone 2 (13:33054001), induce la

sostituzione amminoacidica F352V che influenza 1’espressione della proteina. Lo SNPs rs9536314
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appartiene ad un aplotipo, chiamato "KL-VS", composto da sei polimorfismi a singolo nucleotide in
perfetto linkage disequilibrium tra loro, che in genere vengono ereditati insieme. KL-VS & presente
all’incirca nel 15% dei caucasici ed influenza il traffico e l'attivita catalitica della proteina Klotho,
favorendo la sopravvivenza nei soggetti anziani che presentano il genotipo eterozigote della variante
KL-VS. (Arking et al. 2002). In uno studio del 2016 é stato dimostrato che il genotipo GG & associato a
riduzione della sopravvivenza e prognosi infausta nei dializzati rispetto ai genotipi TT e TG (Marchelek-
Mysliwiec et al. 2016). Nei dializzati, una riduzione dei livelli di alfa-Klotho circolanti, fungono da
segnale per I’attivazione del sistema renina angiotensina (RAAS), ed innescano disfunzioni endoteliali e
microalbuminuria. Questo potrebbe essere uno dei fattori implicati nei processi degenerativi che si
accompagnano alla malattia renale cronica. E stato ipotizzato che la variante rs9596314 possa essere
associata alla modificazione dei livelli sierici di alcuni indicatori biochimici del metabolismo lipidico
(HDL e Colesterolo Totale) e glucidico, ma anche i valori di albumina ed emoglobina negli anziani

ospedalizzati.
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1.7 Polimorfismi di MIF

Il gene MIF si trova sul cromosoma 22 (22:23894205), comprende circa 800 nucleotidi e contiene 3
esoni e 2 introni. In letteratura, si trovano molti studi che riportano polimorfismi di MIF nello studio
della malattia renale cronica, essi infatti, possono giocare un ruolo importante nella progressione del
danno renale.

Il sequenziamento genico ha permesso di evidenziare un repeat a -794 CATT (5-8) ed un polimorfismo
singolo nucleotide a livello del promotore di questo gene (-173G/C), entrambi associati all’incremento
della suscettibilita ad un gran numero di patologie infiammatorie. MIF-173G/C (rs755622) e una
variante polimorfica funzionale, capace di influenzare I'espressione genica e i livelli di MIF circolanti.
Nello specifico I’allele minore C di questo SNP é capace di influenzare il trascritto genico, ne consegue
un aumento dell’espressione € dell’effetto biologico della citochina. La sostituzione nucleotidica infatti,
determinerebbe la comparsa di un’isola di metilazione CpG che potrebbe influenzare I’attivita del

promotore del gene MIF, e la regolazione del folding proteico.

Gli SNPs di MIF sono associati nella suscettibilita allo sviluppo di numerose patologie, quali
autoimmuni, neoplastiche, aterogeniche ed anche nelle patologie del rene. Per di piu MIF assume
un’influenza nel decorso della malattia, come spia di gravita clinica. MIF svolge un ruolo essenziale in

una varieta di disturbi infiammatori acuti e cronici.

Luo et al. (2016) hanno evidenziato 1’associazione della variante -173 G/C di MIF con il rischio di
formazione della placca aterosclerotica, nella popolazione cinese. Uno studio recente ha mostrato che
l'allele C di rs755622 ¢ piu frequente, nei pazienti con sindrome coronarica acuta (ACS). | pazienti con

ACS portatori dell’allele C (fenotipi CG e CC) hanno livelli di MIF piu alti (Du et al. 2020).

Ma et al. (2016) hanno dimostrato 1’associazione tra il polimorfismo rs755622 e il rischio di sviluppare
nefrolitiasi. Il genotipo CC o GC ha una frequenza maggiore nei casi rispetto ai controlli, che invece
hanno una frequenza maggiore del genotipo GG protettivo. Livelli di MIF circolanti per 8 volte
maggiori sono stati misurati, in pazienti con malattia renale all’ultimo stadio (ESRD), rispetto ai

controlli. Questo studio caso-controllo, nel quale erano inclusi pazienti con glomerulonefrite cronica,
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nefrite interstiziale cronica, nefrosclerosi ipertensiva, o rene policistico ma non pazienti con nefropatia
diabetica, dimostrava che nei pazienti con ESRD la variante rs755622 CC regola positivamente i livelli

di MIF circolanti (Tripathi et al. 2010).

Una recente meta-analisi (Tong et al. 2015) sembra indicare che I’allele C (genotipi CG + CC) é
fortemente associato con il rischio di malattia renale nei bambini, mentre & associato con la suscettibilita
alla malattia renale negli adulti in uno solo dei due lavori condotti su pazienti adulti selezionati per la

meta-analisi.

Interessante & anche lo SNPs di MIF rs1007888, che si trova a 3,8 kb all’estremita 3’ del codone di
terminazione della traduzione. Questo SNPs T>C e stato associato ad un rischio maggiore di sviluppare
il diabete mellito gestazionale nelle donne in gravidanza. L’allele C infatti & piu frequente nelle donne
che sviluppano il diabete mellito in gravidanza. 1l fenotipo con la variante allelica C dello SNPs ha
anche valori di glicemia alti a digiuno ed insulino resistenza (Zhan et al. 2013). Il polimorfismo del gene
di MIF rs1007888 (C/T) e stato associato ad un aumento del rischio di sviluppare anticorpi causa di

rigetto dopo 1 anno dal trapianto renale (Chang et al. 2017).
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2. Scopo

Lo scopo del progetto di ricerca e stato quello di valutare il contributo del background genetico
all’insorgenza dell’insufficienza renale ed alla sua progressione al fine di identificare marker genetico
molecolari predittivi e mettere in evidenza eventuali nuovi target terapeutici su cui intervenire in fase di
prevenzione dell’aggravamento del danno. Per fare cio, € stato studiata una coorte di soggetti con MRC
in fase terminale (End Stage of Renal Disease, ESRD) ed una coorte soggetti di controllo di pari eta e
$ess0. Sono state tipizzate alcune varianti di geni che codificano per proteine, coinvolte direttamente nel
metabolismo renale, come 1’asse FGF23/ Klotho, ma anche di geni i cui prodotti sono coinvolti nella
risposta infiammatoria sia acuta che cronica, quali MIF, IGF1, IGF1R, TNFalpha, IL6, RANK,
RANKL, OPG. L’obiettivo finale, dello studio € quello di creare dei pannelli di rischio genetico da
applicare nella valutazione personalizzata del singolo paziente con malattia renale cronica modulando
gli interventi in maniera da impedire o ritardare la progressione delle malattie renali verso lo stadio

finale dell’insufficienza renale.
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3. Materiali e Metodi

3.1 Pazienti e controlli.

In collaborazione con 1’UO di Nefrologia e Dialisi con C.R.R. per I'lpertensione Arteriosa, AOUP Paoclo
Giaccone, & stata reclutata una popolazione di 93 pazienti con insufficienza renale che erano
routinariamente sottoposti a terapia dialitica (gruppo dei soggetti in ESRD) e 281 controlli.
Sono state reclutate due popolazione controllo, una di giovani sani ed una di persone con eta superiore a
59 anni, presso il dipartimento di Biotecnologie mediche dell’Universita di Palermo e in collaborazione
con I’U.O.C di Medicina Trasfusionale dell’ AUOP P.Giaccone. Il cut off per eta ¢ stato scelto sulla base
della mediana dell’eta dei pazienti dializzati. La popolazione di controlli includeva anche persone con
diagnosi di ipercolesterolemia, diabete di tipo 2 ed ipertensione arteriosa senza compromissione renale
(velocita di filtrazione glomerulare, VFG >100ml/min). Sono stati escluse dal gruppo dei controlli
persone con patologie autoimmuni o patologie tumorali oppure con VFG <100. Le caratteristiche
cliniche e demografiche delle popolazioni studiate sono riportate in tabella 1. Lo studio ha ricevuto
I'approvazione del comitato etico locale e tutti i partecipanti hanno dato il loro consenso informato. | dati
sono stati codificati per garantire la protezione della privacy dei pazienti e dei controlli. I campioni di
siero e sangue periferico in EDTA utilizzati rispettivamente per i dosaggi delle citochine e le

tipizzazioni molecolari sono stati raccolti e conservati a -70° C fino al momento del loro utilizzo.
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Caratteristiche ESRD Controlli
demografiche e cliniche N. % N. % P
Eta, media + DS 69,01+13,02 44,44+16,58 <0,0001
Eta >59 anni 71 76,3 67 23,84 -
Donne 48 51,61 155 55,16 0,31
Patologie Concomitanti in soggetti di eta >59 anni

Ipertensione arteriosa 27 38,03 19 28,35 0,2609
Ipercolesterolemia 9 12,68 8 11,94 1,0000
Diabete mellito 17 23,94 5 7,46 0,0101
Patologie Cardiache e

) 26 36,62 1 1,49 < 0,0001
Vascolari

Tabella 1. Caratteristiche demografiche e cliniche di 93 pazienti con malattia renale allo

stadio terminale (ESRD) e 281 soggetti di controllo
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3.2 Quantificazione dei livelli sierici di alfa-Klotho ed FGF23

Per quantificare i livelli di alfa-Klotho ed FGF23 sono stati utilizzati test ELISA commerciali. Per i
dosaggi di alfa-Klotho i kit sono stati acquistati da R&D System (Abingdon, Oxon, UK), per i dosaggi
di FGF23 da Genzyme diagnostics (Cambridge, MA, USA). Tutti i test sono stati eseguiti secondo le
istruzioni del produttore. Per standardizzare i nostri risultati, in tutti i test sono state testate preparazioni
di riferimento di citochine (citochine umane ricombinanti). I limiti di sensibilita dei kit e verificati nel
nostro laboratorio erano 0,602 pg/ml per FGF23 e 6,15 pg/ml per alfa-Klotho. Nel nostro laboratorio la
precisione intra-assay del dosaggio di alfa-Klotho per campioni a bassa, media ed alta concentrazione ha
un range di coefficiente di variazione (CV) compreso fra il 2,7 ed il 3,8% mentre il range % CV
interassay € 2,9 -7,3%. Per FGF23 le performances sono state: intra-assay %CV= 5,5-11,8%; interassay

%CV=4,8-9,7%.
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3.3 Genotipizzazione dei polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)

Il DNA dei soggetti € stato estratto dal sangue periferico ed & stato raccolto in provette sterili
utilizzando un protocollo di salting-out e la qualita del DNA estratto & stata verificata misurando
l'assorbanza al rapporto 260/280 nm ed eseguendo un'elettroforesi su gel di agarosio come
precedentemente descritto (Scola et al. 2014). | campioni di DNA sono stati tipizzati, utilizzando una
procedura precedentemente descritta (Scola et al. 2020; Balistreri et al. 2020), per i polimorfismi dei
geni candidati selezionati elencati in Tabella 2. Le informazioni su questi polimorfismi sono state
acquisite da doSNP NCBI, il database ENSEMBL (http: // www.ensembl.org / index.html) e il sito Web
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu). Le tipizzazioni alleliche e genotipiche di queste
varianti geniche sono state ottenute utilizzando i saggi su richiesta sviluppati da KBioscience Ltd.
(Middlesex, UK) e basati sull’analisi FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) omogenea sui
prodotti di una PCR allele specifica (Kaspar). In dettaglio, il metodo di genotipizzazione KASPar SNP é
una PCR end-point, basata su un sistema FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer) fluorescente.
Una miscela di primer senza etichetta & progettata specificamente sulla sequenza di interesse. Due
primer diretti allele-specifici, aventi un tag terminale all'estremita 5 ', vengono miscelati con un primer
inverso comune, due piccoli oligonucleotidi complementari alle regioni tag 5' dei primer diretti allele-
specifici, etichettati con due diversi fluorofori (FAM, 6 carbossi-fluoresceina; VIC, 2'- cloro-7'-fenil-1,4-
dicloro-6 carbossi-fluorsceina) e due piccoli oligonucleotidi marcati con quencher all'estremita 3 .
In breve, 10 ng di DNA per ciascun campione vengono utilizzati in una reazione PCR KASPar end-
point, contenente la master mix ottimizzata e la specifica miscela di primer per ogni SNP, secondo il
protocollo del produttore in un volume finale di 8 ul. Dopo le reazioni di amplificazione, le piastre
vengono scansionate alla temperatura di 4 ° C in un sistema 7300 Real-Time ABI Prism PCR (Applied
Biosystems, USA). | campioni sono raggruppati graficamente dal software SDS vs.1.3 (Applied
Biosystem, USA) in tre cluster genotipici (soggetti omozigoti ed eterozigoti), facilmente riconoscibili
nel grafico di discriminazione allelica sulla base dell'emissione dell'intensita di fluorescenza delle due

sonde.
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Gene SNP Alleli
SNP1 rs577912 C/A
SNP2 Klotho rs564481 CIT
SNP3 rs953614 TIG
SNP4 FGF23 rs7955866 G/A
SNP5 IGF1 rs35767 CIT
SNP6 IGF1R rs2229765 AIG
SNP7 TNFA rs1800629 G/A
SNP8 IL6 rs1800795 G/IC
SNP9 RANK rs3018362 G/A
SNP10 RANKL rs2277438 AIG
SNP11 OPG rs2073618 G/C
SNP12 rs755622 G/IC

MIF

SNP13 rs1007888 TIC

Tabella 2. Elenco degli SNP analizzati
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3.3 Statistica

Le frequenze alleliche e genotipiche sono state valutate in base alla conta dei geni. Preliminarmente &
stata analizzata la concordanza tra le frequenze genotipiche osservate e attese ed il rispetto
dell’equilibrio di Hardy-Weinberg, con il test di Pearson. Le differenze significative nelle distribuzioni
genotipiche tra i gruppi sono state calcolate utilizzando il test esatto di Fisher. Sono stati applicati
modelli di regressione logistica multipla utilizzando modelli codominanti (eterozigoti contro omozigoti
alleli maggiori piu omozigoti alleli minori) dominanti (omozigoti alleli maggiori piu omozigoti alleli
minori rispetto a omozigoti alleli maggiori piu omozigoti alleli minori) e recessivi (omozigoti alleli
maggiori piu eterozigoti contro alleli minori) di ereditarieta ed aggiustando i risultati per eta, sesso, e
concomitanza di altre patologie. Sono stati calcolati i valori di odds ratio (OR) e gli intervalli di
confidenza al 95% (IC 95%) ed un valore di p <0,05 é stato considerato statisticamente significativo.
La scelta del modello piu idoneo é stata basata sul Criterio di informazione Bayesian (BIC) e sul test di
verifica delle informazioni di Akaike (AIC). Entrambi infatti forniscono la misura della qualita della
stima di un modello statistico tenendo conto sia della bonta di adattamento che della complessita del
modello. | valori di AIC e BIC piu bassi si associano ai modelli con le migliori performances.
Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando la versione 3.06 del software GraphPadInStat
(GraphPad, San Diego California USA) e gli strumenti di analisi statistica on-line dedicati alla
valutazione dell’associazione degli SNP con le patologie in presenza di altre varianti biologiche,

genetiche e cliniche (https://www.snpstats.net/start.htm).

26


https://www.snpstats.net/start.htm

4, Risultati

Nel nostro studio abbiamo analizzato 2 popolazioni di soggetti dializzati e controlli, valutati in relazione
alle caratteristiche demografiche e cliniche. Gli SNPs sono stati scelti in relazione al loro possibile

coinvolgimento con la malattia renale e nelle patologie concomitanti, come descritto nel capitolo 1.2.

In tabella 3 sono riportate le frequenze genotipiche nella distribuzione dei polimorfismi a singolo

nucleotide, tra i soggetti con insufficienza renale cronica in terapia dialitica e i controlli.

L’analisi statistica dei dati “crudi” non ha messo in evidenza differenze statisticamente significative.
Abbiamo quindi proceduto all’applicazione di modelli di regressione logistica. Utilizzando modelli
codominanti, dominanti e recessivi (scelti sulla base dei criteri BIC ed AIC) di ereditarieta ed
aggiustando i risultati per le variabili biologiche (eta, sesso) e le comorbidita concomitanti (ipertensione

arteriosa, diabete mellito, ipercolesterolemia).

L’analisi multivariata, applicata ad ognuno dei 13 SNP selezionati, ha permesso di identificare delle
variazioni significative delle frequenze per le varianti polimorfiche di Klotho (rs9536314), RANK
(rs3018362) e MIF (rs755622) (tabella 4). Come riportato in tabella i genotipi T positivi (GT nel
modello codominante e TT nel modello recessivo) di Klotho rs9536314 sono fattori di rischio
indipendenti, non influenzati dalle altre variabili, per ESRD. Risultati simili sono stati trovati per il
genotipo AA di RANK rs3018362, appare essere un robusto fattore di rischio, indipendente, per i
dializzati. Al contrario, abbiamo riscontrato che il genotipo CC di MIF rs755622, (modello recessivo e
codominante) é piu frequente nei controlli, piuttosto che nei dializzati, candidandosi come genotipo

associato alla protezione nei confronti dell’evoluzione delle patologie renali verso ’ESRD.
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Controlli ESRD
GENE SNP Genotipo L
N° |frequenze|N°|| frequenze
AA |2 o0t |2 o002
rs577912 || C/A ||57| 0,27 |19 0,21
c/c 149 0,72 e8| o,76
c/c |81 0,39 |30 0,35
Klotho | rs564481 | c/T | 98| 0,47 |41 0,48
T |28 0,14 |14 o016
G/G |9 o005 |2 o,02
rs953614 | T/G | 44| 0,24 |26] 0,30
T |13 0,71 |59 0,68
AA || 8| 004 |2 0,02
FGF23 |rs7955866| G/A |30| 0,15 |[13] 0,14
G/G |16l 0,8t |75] 0,83
c/c |69 0,69 |63 0,69
IGF1 rs35767 | C/T |64| 0,26 |21 0,23
T |[11] 0,05 |7| o,08
AA |42 0,7 |18 0,22
IGFIR |[rs2220765| A/G | 14| 0,23 |19 0,23
G/G || 4] 0,07 |46] 0,55
AA | 4] o002 |[2] o002
TNFA  |/rs1800629| G/A |25 0,15 ||5| 0,06
G/G |143] 0,83 |76] 0,92
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c/c |[28 01 4] o,05
IL6 rs180795 | G/C | 93| 0,34 |21] 0,25
G/G |149] 0,55 60| 0,71
AA | 9| o007 |[5] o,06
RANK |rs3018362| G/A ||52| 0,39 |45] 0,56
G/G |7t o554 |31] 0,38
AA |93 0,78 |e2] 0,75
RANKL |rs2277438| A/G || 23|[ 0,19 |[18] 0,22
G/G |[3]| 0,03 |3 0,04
c/c |25 0,21 |20 0,25
oPG |lrs2073618| G/C 59| 0,5 |31 0,39
G/G |35] 0,29 28] 0,35
c/c |[7a][ 0,42 4| 0,04
rs755622 | G/C | 42| 0,24 |24] 0,26
G/G |e62] 0,35 |e3] 0,69
MIF |
c/c |[46][ 0,25 |20 0,22
rs1007888| T/C | 83| 0,45 |38 0,42
T |57 0,31 |33 0,36

Tabella 3. Distribuzione delle frequenze genotipiche per i 13 SNP esaminati nei 93

pazienti dializzati e 281 controlli
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Modello
Gene SNP Allele p-value
Genetico
Recessivo/
Klotho | rs953614 T 0,0025
Codominante
Recessivo/
MIF rs755622 C 0,0046
Codominante
RANK | rs3018362 A Recessivo 0,028
FGF23 | rs7955866 G Dominante 0,11
OPG rs2073618 G Dominante 0,12
Klotho | rs564481 C Dominante 0,24
IGF1 rs35767 CIT Codominante 0,25
Klotho | rs577912 A Recessivo 0,34
MIF rs1007888 T Recessivo 0,46
RANKL | rs2277438 A Dominante 0,48
IL6 rs1800795 G Dominante 0,57
TNFA | rs1800629 A Recessivo 0,78
IGF1R | rs2229765 T Dominante 1

Tabella 4. Valutazione dell’associazione all’TIRC dei 13 SNP selezionati (Ordinati sulla base del valore
di p), aggiustata per eta, sesso, e concomitanza di altre patologie (ipertensione arteriosa,

diabete mellito, ipercolesterolemia) e modello genetico di ereditarieta pit idoneo

L’effetto di questo genotipo appare inoltre piu marcato nel sesso femminile. Infatti analizzando i 13
SNP associando come covariante le caratteristiche demografiche (I’eta o il sesso nelle 2 coorti di
dializzati e controlli) abbiamo dimostrato che, anche stratificando i dati per la presenza di altre
comorbidita, il genotipo CC di MIF rs755622 é piu frequente in soggetti di sesso femminile del gruppo

dei controlli rispetto alle donne del gruppo ESRD (Tabella 5).
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MIF  rs5779122 e Sesso Femminile
Controlli || Frequenza || ESRD | Frequenza OR (95% CI) p
G/G 10 0,196 22 0,733 1,00 --
CIG 13 0,255 7 0,233 0,52 (0,14-1,96) --
Cc/C 28 0,549 1 0,034 0,04 (0,00-0,46) <0,0001

Tabella 5. frequenze genotipiche di MIF rs755622 in soggetti di sesso femminile

aggiustate per eta, ipertensione arteriosa, diabete mellito ed ipercolesterolemia

Per nessun altro SNP ¢ stato dimostrato un ruolo nella predisposizione al’ESRD in associazione con il

SESSO.

Successivamente, abbiamo valutato la distribuzione delle frequenze genotipiche dei 13 SNPs, in
relazione alla covariante eta (> o <59 anni) in entrambi le popolazioni. | dati hanno evidenziato che, la
maggioranza dei polimorfismi genotipizzati, hanno una distribuzione differente fra pazienti e controlli in
relazione all’eta. In accordo con i dati della letteratura, possiamo definire 1’eta un fattore predisponente
alla progressione verso 1’ultimo stadio della malattia, anche nel nostro campione di ESRD. Infatti,
confrontando le frequenze dei differenti genotipi, aggiustati per le comorbidita e sesso, nei gruppi dei
pazienti e controlli di eta >59 anni abbiamo potuto dimostrare che il genotipo CC di Klotho rs577912, i
genotipi positivi per I’allele C di Klotho rs564481, per I’allele T di Klotho 9536314, per ’allele G di
FGF23 rs7955866, per I’allele C di IGF1 rs35767, il genotipo GG di IGF1R rs22297656, il genotipo
GG di TNFa rs1800629 il genotipo GG di RANK rs3018362, i genotipi positivi per I'allele A di

RANKL rs2277438, il genotipo CG di OPG rs2073618 ed il genotipo CT di MIF rs1007888, sono

fattori di rischio per la progressione della malattia renale verso gli stadi finali e la dialisi (Tabella 6).

In considerazione del fatto che molto spesso I’insufficienza renale ¢ la conseguenza di una pregressa

malattia diabetica, abbiamo valutato se la presenza di determinati genotipi degli SNP selezionati per lo
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studio in associazione alla presenza di diabete mellito potesse aumentare il rischio di evoluzione verso

I’ESRD della patologia renale.

Gene SNP Genotipo OR (95% CI) p-value
rs577912 cC 4,02 (1,43-11,25) | <0,0001

Klotho rs56448 Cl* 3,73 (1,08-12,92) 0,0009
rs9536314 TI* 3,47 (1,21-9,92) 0,0006

FGF23 | 157955866 GI* 4,12 (1,49-11,37) | <0,0001
IGF1 rs35767 Cl* 5,46 (1,88-15,90) <0,0001
IGF1R rs22297656 GG 21,68 (1,20-391,97) | <0,0001
TNFA rs1800629 GG 52,9 (11,61-232,83) | <0,0001
RANK rs3018362 GG 15,72 (1,94-127,36) | <0,0001
RANKL | rs2277438 A/* 65,1 (11,14-380,42) | <0,0001
OPG rs2073618 CG 59,47 (4,88-725,05) | <0,0001
MIF rs1007888 CT 3,95 (1,08-14,46) 0,0002

Tabella 6. Genotipi associati al rischio di progressione verso lo stadio

finale della malattia renale cronica in pazienti di eta > 59 anni

(OR aggiustati per sesso e patologie concomitanti)

| risultati dell’analisi di associazione fra genotipi dei polimorfismi ed ESRD in presenza di patologia

diabetica, sono riportati in tabella 7.
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Gene SNP Genotipo OR (95% CI) p-value
rs577912 CcC 13,14 (1,27-135,60) 0,0008

Klotho
rs9536314 TT 16,77 (1,68-167,59) 0,0009
FGF23 rs7955866 GG 12,56 (1,26-125,04) 0,0008
IL6 rs1800795 GG 8,94 (1,33-59,93) 0,0007
MIF rs755622 CC 0,04 (0,00-0,35) <0,0001

Tabella 7. Genotipi associati al rischio di progressione verso lo stadio finale
della malattia renale cronica in pazienti con concomitante patologia diabetica

(OR aggiustati per sesso, eta, ipertensione arteriosa ed ipercolesterolemia)

La presenza del genotipo CC di Klotho rs577912, TT di Klotho rs953614, GG di FGF23 rs7955866 o di
GG di IL6 rs1800795 in pazienti dializzati affetti da diabete mellito sono associati ad un rischio elevato
per la progressione della patologia renale verso lo stadio terminale e la dialisi. Diversamente, come
riportato in tabella 7, il genotipo CC di MIF rs755622 potrebbe avere un ruolo protettivo nei confronti

dell’evoluzione verso la malattia renale terminale nei pazienti diabetici.

Come & noto le patologie cardiovascolari (CVD) costituiscono sia un fattore predisponente sia una
complicazione dell’insufficienza renale cronica negli stadi avanzati (Sindrome reno-vascolare). Non &
stato possibile valutare I’impatto della presenza dei genotipi di rischio nelle interazioni fra CVD ed ESRD
dal momento che fra i controlli reclutati non sono stati registrati eventi cardiovascolari significativi.
D’altra parte in questa popolazione € stato possibile includere soggetti affetti da ipertensione arteriosa e/o
da ipercolesterolemia. Non é stato possibile dimostrare alcuna differenza significativa nella distribuzione
dei genotipi di rischio in covarianza con I’ipertensione arteriosa, invece per cido che concerne I’effetto
della presenza di ipercolesterolemia familiare sul rischio di malattia renale terminale in relazione agli SNP

scelti, abbiamo osservato che, la presenza di un livello di colesterolo normale associato al genotipo CC di
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MIF rs755622 é un fattore di protezione contro I’evoluzione verso ’ESRD. Al contrario, la presenza del

genotipo GG sembra essere un fattore di rischio (Tabella 8).

Controlli || Frequenza || ESRD | Frequenza OR (95% CI) p
GIG 25 0,291 45 0,703 5,779 (2.841-11.757) || <0,0001
CIG 20 0,232 16 0,250 1,85 (0,51-6,75) 0,8764
CIC 41 0,477 3 0,047 0,09 (0,01-0,93)  ||<0,0001

Tabella 8. Frequenze dei genotipi di MIF rs755622 in soggetti di controllo e dializzati

normocolesterolemici (OR aggiustati per sesso, eta, ipertensione arteriosa e diabete mellito)

Similmente I’analisi multivariata ha indicato che la presenza di ipercolesterolemia in soggetti che
presentano i genotipi T positivi sia omo che eterozigote di MIF rs1007888 incrementano

significativamente il rischio di progressione verso ESRD (dati non mostrati).

Infine, abbiamo valutato se i 13 SNP selezionati per questo studio potessero influenzare i livelli sierici
delle proteine alfa-Klotho e FGF23, considerate dei marcatori sensibili della progressione del danno
renale fino all’ESRD, nel gruppo dei pazienti dializzati, utilizzando i modelli di ereditarieta dominate,

recessivo e codominante.

In relazione ai livelli sierici di alfa-Klotho non é stato possibile dimostrare alcuna influenza dei differenti
genotipi dei differenti SNP (appendice 1). Per cio che concerne i livelli sierici di FGF23 la variante
rs7955866 di FGF23 non sembra avere alcuna influenza (appendice 2), invece abbiamo osservato che sia i
genotipi C positivi di IL6 rs1800795, sia il genotipo AA di RANK rs3018362, sono associati ad un
incremento dei livelli sierici di FGF23 nei dializzati, indipendentemente dai livelli di alfa-Klotho (Tabella

9).
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IL6 rs1800795

Modello Genotipo n | /media pg/ml (S.E.)|| Differenza (95% CI) p AIC BIC
G/G 58 104,52 (13,71)
86,45 (31,12-141,79)
Codominante CIG 19 190,98 (27,41) 0,0027 || 979,3| 988,9
C/IC 3 242,22 (0,63) ||137,70 (13,75-261,65)
G/G 58 104,52 (13,71)
Dominante 93,44 (41,16 - 145,72)| 8e-04 978 || 985,1
C/IG-CIC || 22 197,96 (23,9)
RANK rs3018362
Recessivo GIG-AIG || 71 121,85 (13,46)
104,84 (3,65 - 206,04)|| 0,046 | 936,3 | 943,3
A/A 5 226,69 (32,82)

Tabella 9. Livelli sierici di FGF23 dei pazienti dializzati analizzati applicando differenti modelli di

ereditarieta dei genotipi di IL6 rs1800795, e di RANK rs3018362. Per cio che concerne IL6 rs1800795

nel modello codominante é stata analizzata la differenza dei livelli sierici di FGF23 associati ai genotipi

GC e CC rispetto ai livelli misurati nei soggetti con genotipo GG; nel modello dominante e stata

analizzata la differenza dei livelli sierici di FGF23 associati ai genotipi positivi per 1’allele C rispetto ai

livelli misurati nei soggetti con genotipo GG. Per cio che concerne RANK rs3018362 nel modello

recessivo e stata analizzata la differenza dei livelli sierici di FGF23 associati ai genotipi positivi per

I’allele G rispetto ai livelli misurati nei soggetti con genotipo AA

In conclusione i dati ottenuti indicano che le complesse interazioni fra background genetico, le altre

variabili biologiche (eta e sesso) e le patologie concomitanti possono permettere di individuare profili di

rischio differenziati per la progressione verso gli stadi terminali dell’IRC e la Dialisi.
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5. Discussione

L’ultimo stadio dell’insufficienza renale cronica (ESRD) e il risultato della progressiva riduzione della
funzionalita renale e dell’istaurarsi di un’insufficienza renale cronica progressivamente piu grave la cui
evoluzione e fortemente influenzata dalla patologia di base, dalla presenza concomitante di piu
patologie, dall’eta, dal sesso e dal background genetico del paziente. La maggiore incidenza della
malattia si osserva tra i 65 e i 74 anni, con una leggera prevalenza nel sesso maschile (Jha et al. 2013;
Cortinovis et al. 2019). Se si considera il trend di invecchiamento progressivo della popolazione e
I’aumento della prevalenza delle principali malattie predisponenti all’insufficienza renale cronica (IRC),
(diabete mellito, ipertensione arteriosa e patologie cardiovascolari) si fa sempre piu pressante la
necessita di avere a disposizione marker clinici e di laboratorio che possano facilitare 1’identificazione
precoce dei pazienti in cui una predisposizione genetica combinata con la presenza di condizioni
predisponenti (malattie metaboliche come diabete mellito ed ipercolesterolemia oppure patologie
immuno-infiammatorie) e fattori ambientali (ad esempio agenti infettivi) favoriscano la progressione
verso gli stadi finali dell’lIRC (Zoccali et al. 2017; Babu et al. 2019). In questo scenario abbiamo
sviluppato un progetto di ricerca diretto alla ricerca di marker genetici che possono influenzare in modo
diverso I’insorgere e 1’evoluzione della patologia in un individuo ed in particolare il rischio di
progressione verso lo stadio finale della malattia e la dialisi. I 13 SNP selezionati per lo studio sono stati
scelti sulla base del ruolo che le molecole codificate dai rispettivi geni giocano nell’evoluzione e nei
meccanismi patogenetici della malattia renale cronica e dell’influenza che la presenza di questi SNP puo

avere sulla funzionalita o i livelli di trascrizione dei singoli geni.

I nostri risultati evidenziano che i genotipi T positivi (GT nel modello codominante e TT nel modello
recessivo) della variante rs9536314 di Klotho sono associati ad un incremento di rischio per la
progressione verso la dialisi. | nostri dati sembrano in buon accordo con quelli in letteratura, Klotho
rs9536314 ¢ infatti associato ad un aumento della suscettibilita per le patologie renali, metaboliche e
cardiovascolari sia nell’uomo che in modelli sperimentali animali (Arking et al. 2002; Zeng et al 2016).
In un modello animale é stato dimostrato che la comparsa di una malattia renale cronica, associata ad un
aumento del rapporto tra albumina urinaria e creatinina, infiltrazione cellulare infiammatoria,

glomerulosclerosi e fibrosi tubulointerstiziale in topi anziani, ¢ associata alla riduzione dell’espressione
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di Klotho e la successiva produzione di mediatori proinfiammatori con progressivo depauperamento
della funzionalita renale. (Zeng et al. 2016), Nell’'uomo rs9536314 ¢ costituente di un aplotipo, molto
diffuso nella popolazione caucasica. 1l fenotipo eterozigote TG é piu frequente nei pazienti con malattie
renali croniche, e si accompagna ad una riduzione dell’espressione del gene Klotho (Koh et al. 2001).
La riduzione dei livelli circolanti della proteina alfa-Klotho & un marker associato ad un incremento del
rischio di mortalita per i pazienti dializzati (Friedman et al. 2009). Piu recentemente Citterio et al.
(2020) hanno dimostrato I’influenza della variante rs9536314 sulla suscettibilita all’ipertensione
arteriosa associata alla riduzione dell’assorbimento renale del sodio. Noi non siamo stati in grado di
dimostrare ’interazione fra presenza di ipertensione arteriosa o patologie cardiovascolari e qualcuno
degli SNP studiati ma & ipotizzabile che la presenza dell’allele T variante di Klotho rs9536314 ed A di
RANK rs3018362 (modello recessivo) potrebbe modificare la fisiopatologia dell’equilibrio idrosalino e
costituire un fattore di rischio di evoluzione accelerata dell’insufficienza renale dipendente dalla

contemporanea presenza di un’ipertensione arteriosa essenziale (Yang et al 2019; Citterio et al. 2020).

Alcuni dei meccanismi critici che mediano la progressione della malattia renale cronica (IRC) sono
associati a calcificazioni vascolari, squilibrio del metabolismo minerale, aumento dello stress ossidativo
e metabolico, infiammazione, anomalie della coagulazione, disfunzione endoteliale o accumulo di
tossine uremiche (Rodelo-Haad et al. 2020). | soggetti dializzati infatti presentano iperfosfatemia e
iperparatiroidismo secondario, con interazione fra 1’asse FGF23/Klotho e I’asse RANK/RANKL/OPG
(Rendina et al. 2012). Come piu su riportato il genotipo AA di RANK rs3018362 ¢é piu frequente nei
dializzati rispetto ai controlli, normalizzando i dati per eta, sesso, ipertensione arteriosa, diabete mellito
ed ipercolesterolemia. 1l gene RANK codifica per una proteina recettoriale attivante NFKB (RANK),
che lega RANKL. L'osteoprotegerina (OPG) inibisce, mediante il legame con RANKL, il fattore di
trascrizione NF-xB che ¢ coinvolto nella regolazione dei geni che codificano per proteine della risposta
immunitaria, intervenendo nell'infiammazione, nell'immunita innata, nella sopravvivenza ma che sono
anche coinvolti nel remodelling del metabolismo minerale a livello osseo. Questo sistema di citochine
RANK/RANKL/OPG sembra essere coinvolto nella patogenesi delle modificazioni del metabolismo

minerale legate all’insufficienza renale (Yang et al. 2019).
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Nella malattia renale un ruolo particolare é svolto da MIF. Come discusso nel capitolo 1.4 ha un ruolo
da Dr,Jekyll e Mr Hyde (Boor et al. 2019), in quanto da un lato sembra che aggravi l'inflammazione,
facilitando la proliferazione patologica delle cellule glomerulari e lo sviluppo delle glomerulonefriti
(auto) immuni. D'altra parte, nelle malattie renali croniche (IRC), MIF sembra ridurre i processi fibrotici
delle cellule tubulari, promuovendone la rigenerazione cellulare (Ochi et al. 2017).
Le cellule tubulari renali reagiscono in modo sensibile a una serie di stimoli dannosi, ad esempio
ischemia e riperfusione, cristalli, tossine, inflammazione, proteinuria secondaria a lesioni glomerulari
(Qi et al. 2009). MIF con azione protettiva arresta il ciclo cellulare e di conseguenza il fenotipo
profibrotico e proinfiammatorio attraverso I'aumento dell’inibitore p27Kipl e della riduzione della

ciclina B1.

I nostri dati ottenuti tipizzando la variante rs755622 a -173bp prima del sito di inizio della trascrizione,
suggeriscono che il genotipo CC di MIF rs755622, sia nel modello codominante (p-value 0,013) sia nel
modello recessivo (GC/GG Vs CC) (p-value 0,0046) é piu frequente nei controlli, rispetto ai pazienti,
aggiustando i dati per i fattori confondenti. | nostri dati inoltre indicano che Il genotipo il CC, é piu
frequente nelle donne controllo rispetto ai dializzati dello stesso sesso (p<0,0001), confermando il suo
ruolo protettivo anche analizzando i dati stratificati per genere. La maggior parte dei dati presenti in
letteratura indicano invece che un’alta produzione di MIF ¢ correlata ad un aumento della suscettibilita
per un gran numero di patologie inflammatorie e metaboliche inclusa ’IRC (Bernhagen et al. 2007;

Bruchfeld et al. 2009; Herder et al 2008; Du et al. 2020).

Come gia discusso la malattia renale cronica ha un’incidenza maggiore in eta avanzata. Quando ¢ stata
cercata I’interazione fra eta dei pazienti e dei controlli e I’eta abbiamo ottenuto alcuni dati estremamente
suggestivi. La variante piu significativa sembra essere quella di Klotho rs9536314, in cui il genotipo T
positivo sia in omo che in eterogizote ¢ piu frequente nei dializzati con eta >59 rispetto ai controlli della
stessa eta. Dati in letteratura, descrivono che la variante Klotho é associata ad una minore longevita e ad
un aumento dell'incidenza di disfunzione cognitiva negli uomini anziani (Almeida et al. 2017). Anche il
genotipo GG di RANK rs3018362 & associata ad un incremento del rischio di ESRD in pazienti di eta
>59 anni. Inoltre abbiamo dimostrato che il genotipo CT della variante rs1007888 di MIF & piu

frequente nei pazienti di eta >59 anni. L'allele C di rs1007888 sembra essere associato a un aumento del
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livello sierico di MIF (Chang et al. 2017) che potrebbe partecipare all’aggravamento della patologia

renale nel paziente anziano.

Come & noto la presenza di malattie metaboliche, in particolare della patologia diabetica costituisce un
fattore di rischio elevato per I'I[RC e la progressione verso I’ESRD. L’analisi dell’associazione tra i
polimorfismi da noi analizzati ed il rischio di dialisi in soggetti affetti da ipercolesterolemia o diabete
mellito ha messo in evidenza il ruolo che alcune varianti geniche possono avere nella progressione
dell’IRC. Analizzando i dati in relazione all’assetto lipidico abbiamo dimostrato un ruolo per entrambi i
polimorfismi di MIF. 1l genotipo CC di MIF rs755622, sembra essere associato alla protezione nei
confronti della progressione verso I’ESRD nei soggetti normocolesterolemici. Dall’atra parte,
dall’analisi della seconda variante di MIF rs1007888 si evidenzia che I’ipercolesterolemia in soggetti
che presentano i genotipi T positivi sia omo che eterozigote & un fattore di rischio indipendente per la
malattia renale terminale. Studi precedenti hanno identificato che il genotipo CC Mif rs1007888 é
associato ad un aumento del rischio di diabete di tipo 2 nelle donne ma non negli uomini. L'associazione
tra i livelli MIF e il diabete di tipo 2 era significativamente piu alta nelle donne obese (Herder et al.
2008). Nella nostra popolazione la presenza dei diversi genotipi di questo polimorfismo e di diabete
mellito non sembra modificare il rischio di progressione verso la dialisi, mentre la concomitanza di

diabete mellito e del genotipo CC di MIFrs755622 appare essere protettivo.

Per cido che concerne I’interazione fra diabete mellito e la presenza di varianti geniche di Klotho
abbiamo potuto dimostrare che il genotipo CC della variante Klotho rs577912 é un fattore di rischio
aggiuntivo per I’evoluzione verso ’ESRD. Questi dati si accordano con quelli descritti in letteratura, che
indicano l'aumento nei pazienti dializzati del rischio di morte associato a questo polimorfismo
(Friedman et al. 2009). | nostri dati indicano inoltre che anche il genotipo omozigote TT di Klotho
rs953614 & un fattore di rischio per i pazienti diabetici per la progressione dell’IRC. D’altra parte la
proteina solubile alfa-Klotho & considerato un biomarker precoce di insufficienza renale nei pazienti
diabetici di tipo 2. Ad esempio, la riduzione di alfa-Klotho nel siero precede lo sviluppo dell'albuminuria
e il declino del GFR nella nefropatia diabetica, (Kim et al. 2016). Anche il polimorfismo rs7955866 di
FGF23, I’altro importante componente insieme a Klotho di un asse implicato sia nell’IRC che nelle sue

complicanze, sembra aver un ruolo nella predisposizione dei pazienti nefropatici affetti da diabete
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mellito a progredire verso 'ESRD. Il genotipo GG di questo polimorfismo ¢ infatti pit rappresentato in
guesta popolazione. Anche se in letteratura non sono presenti dati che riguardano il ruolo di questo SNP
nella nefropatia diabetica & noto che un incremento dei livelli sierici di FGF23 & un marker
prognosticamente negativo nel diabete mellito associato alla progressione verso la malattia renale.

(Yeung et al. 2020)

L'inflammazione sistemica & un segno distintivo principale della malattia renale cronica (IRC), ma i
meccanismi alla base della patogenesi dell'infiammazione sistemica associata a IRC non sono chiari. In
questo scenario, Klotho pud svolgere un ruolo regolatorio inibendo attraverso la soppressione
dell’attivazione di NF-xB la produzione di IL-1, IL-6 e TNF-o (He et al. 2019) e promuovendo la

polarizzazione M2 dei macrofagi. (Lv et al. 2020)

Per queste ragioni abbiamo incluso fra i polimorfismi da analizzare due dei polimorfismi
funzionalmente rilevanti del TNFo (rs1800629 G/A) (Raabe et al. 1998) e dell’IL6 (rs1800795 G/C)
(Wielinska et al. 2018). Da tempo € noto che la variante rs1800795 G/C (-174G/C) localizzata nel
promoter del gene ¢ associata a modifiche dell’espressione trascrizionale; ed in particolare nei dializzati
¢ associata ad alti livelli di IL6 circolanti (Panayides et al. 2015). | nostri dati indicano che la
simultanea presenza di diabete mellito e del genotipo GG del polimorfismo dell’TL6 rs1800795 della
variante a-174G/C, probabilmente favorisce I’involuzione renale. Mittal et al. (2007) hanno dimostrato
che questo polimorfismo é associato con la suscettibilita alla progressione verso lo stadio terminale della
malattia renale cronica. Nel loro insieme i dati riportati nella tabella 7 suggeriscono che la presenza
contemporanea di polimorfismi che incrementano la produzione di mediatori dell’infiammazione e
I’assenza di altri che invece possono diminuire I’efficienza di questa risposta sembrano esporre i soggetti

diabetici ad un rischio avanzato di progredire verso gli stadi terminali della malattia renale.

Infine, dati precedenti, non pubblicati, ci avevano indicato che in una popolazione di dializzati i valori di
FG23 sierici erano aumentati, come del resto riportato ampiamente in letteratura (Pekkinen et al. 2015;
Pereira et al. 2009). Abbiamo quindi valutato I’effetto degli SNP selezionati per lo studio sui livelli
sierici di alfa-Klotho ed FG23 nei pazienti dializzati. | risultati indicano che sia i polimorfismi del gene

Klotho sia altri polimorfismi non sembrano influenzare i livelli sierici della proteina. Lo stesso risultato
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analizzando i livelli di FGF23 in accordo ai genotipi di FGF23 rs7955866. | livelli sierici di FGF23
sembrano essere influenzati dai genotipi degli SNP IL6 rs1800795 e RANK rs3018362. In particolare il
genotipo CC di IL6 rs1800795 ed AA di RANK rs3018362 sono associati con i piu alti livelli di FGF23,

indipendentemente dai valori di alfa-Klotho circolanti.

Nella malattia renale cronica, i livelli sierici di FGF23 sono esponenzialmente aumentati al declino della
funzionalita renale. Livelli aumentati di FGF23 sono stati correlati con condizioni infiammatorie
croniche e sono predittivi di mortalita non solo tra i pazienti dializzati, ma anche in pazienti con
patologie renali meno gravi (Chang et al. 2020; Manou et al. 2020). D’altra parte nonostante
I'importante effetto fisiologico di FGF23 nel mantenimento dell'omeostasi del fosfato, vi sono prove
crescenti che livelli piu elevati di FGF23 sono un fattore di rischio per la mortalita e le malattie
cardiovascolari e sembra giocare un ruolo nello sviluppo dell'aterosclerosi. Inoltre i risultati di recenti
studi sperimentali indicano che FGF23 sembra implicato anche nella riduzione delle funzioni
immunitarie, dell’eritropoiesi ¢ nella perdita delle funzioni cognitive dei pazienti con IRC. (Mace et al.
2020). | dati della letteratura indicano che la produzione di FGF23 é finemente regolata a livello
genetico sia direttamente da varianti geniche del locus specifico sia da altri geni (Chang et al. 2020).
I nostri dati focalizzano I’attenzione sul ruolo che le varianti di geni che codificano per citochine
infiammatorie (IL-6 e RANK) possono avere nel regolare la produzione di questo fattore che alla luce

delle evidenze piu recenti ha un ruolo cruciale nell’evoluzione delle patologie renali e delle loro sequele.
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6. Conclusione

La malattia renale cronica ¢ una malattia multifattoriale in cui entrano in gioco diversi fattori, I’eta, il
sesso, fattori ambientali (ipercolesterolemia, diabete mellito, patologie cardiovascolari, ipertensione
arteriosa), ma anche fattori genetici come i polimorfismi, capaci di fornirci informazioni sulle malattie

complesse.

In conclusione i nostri dati, indicano che, soprattutto nelle persone di eta superiore ai 59 anni, alcuni
polimorfismi implicati nella regolazione sia della funzionalita renale che della risposta infiammatoria,
possono influenzare I’evoluzione della malattia renale cronica e suggeriscono che la modulazione delle
attivita di questi ed altri geni possono essere considerati anche come target terapeutici su cui intervenire
con terapie innovative. D’altra parte considerando che nel nostro studio la casistica dei controlli con eta
maggiore a 59 anni confrontabili con i dializzati della stessa eta € relativamente ristretta (58 soggetti) i
risultati ottenuti necessitano di ulteriori conferme su un maggior numero di pazienti e soggetti di
controllo di eta piu avanzata in maniera da approfondire il ruolo e I’interazione fra questi SNP nella

progressione della malattia renale terminale.
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Appendice 1

| Gene | SNP-Modello || Genotipo | n || pg/mi (SE) | Differenza(95%Cn ][ p |
rs577912 | C/C-A/C || 83 || 12413(666) | 81,97 (-7,72- 171,67) | 0,077
Recessivo || a/A ][ 2 | 2061(1370) | 7 7 7
Klotho rss64481 || O/T-T/T || 51 || 13053(978) | (-23,94-3524) || 0,68
Recessivo  |[ c/c-C/T || 67 || 127,05(754) | ™ ’ ’ 7
rsos3614 | T || 58 || 12129809 | ... (-19,98-36,28) || 0,57
Dominante | G/T-G/G || 26 || 12945(1156) | o ’
corps | rs7ossees |GG | 72 || 13012809 | oo o0 o0 | o1
Dominante || AIG-A/A || 14 || 10256 (747) | - ’
GF1 35767 | Cic || 59 || 1213884 |, 19 (-16,77-41,14) | 041
Dominante | C/T-T/T || 28 || 13349(113y |~ ’
IGFIR RS2229765 | GIG-AIG | 62 | 13357(9,19) | 24,96 (-59.36 - 9,44) || 0,16
Recessivo || A/A ]| 18 || 108,61(7,16) |
INFalfa | rst0ve20 |GG | 73 || 12277008 | ) ocas goan | o6
Dominante  ["A/G-A/A || 7 || 14479(2544) || ’
L6 rs1800795 | G/G-C/G || 78 || 122.96(684) |, (-15,95-105,18)|| 0,15
Recessivo || c/c |[ 4 | 167572779 | ’ ’ ’
RANK rs3018362 [GIGAG || 73 || 12062(7.7) |—40,60 (-98,67-17,47)| 0,17
Recessivo | a/A ][ 5 | 89,02(641) |
RANKL Or52277438 [ A/AGIG || 63 || 121.02(825) | 15,94 (-18.72-50,61) | 0,37
verdominante || A/G || 17 || 137,86 (14,97) |
PG rs2073618 || G/G-CI/C || 47 | 136,01 (10,66) |_16 30 (4714 1454)|| 03
Overdominante | c/G || 29 || 1197(101) | ’ ’ ’
rs755622 || GIGCIG || 83 || 126M4(7A9) | o) ares aas0)| o055
- Recessivo || c/c | 4 | 10622(1268) | ’ ’ |
rsio07888 | T || 33 || 134.17(1462) |-1441 (-42,23-1342)| 031
Dominante || ¢/T-c/C || 54 || 11976(662) | ’ , ,

Livelli sierici di alfa-Klotho dei pazienti dializzati stratificati per i differenti genotipi analizzati
applicando il miglior modello di ereditarieta (valore piu basso di AIC e BIC) agli SNP tipizzati
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Appendice 2

Gene | SNP-Modello || Genotipo|| n | pg/ml(S.E.) |Differenze 95% CI)| p |
1577912 || C/IC-A/IC || 82 | 129,98 (12,66) |
Recessivo | A || 2 || 3217 (1557) ‘-97,8 (-257,7-62,1)|| 0,23
rs564481 || C/IC-C/T || 66 || 130,21 (14,1) |

Klotho Recessivo | T || 14 || 9755 27,89) | -32,6 (-97,7-32,4) || 0,33
1953614 | T/T-GIT || 80 || 132,57 (12,83) \_1204(_2804_39 ol 014
Recessivo || G/G | 2 | 1214(073) || T ’

FGF23 rs7955866 || G/G-AG || 83 || 1264 (1249) ‘377(-1224-197 9| 0,65
Recessivo || A/A || 2 | 164,12(101,53) || ’ ’ ’
rs35767 | c/ic | 60 | 112,19(14,23) |

GF1 Dominante  |[ ¢/T-T/T || 26 || 160,31 (22,47) | 48.1(:3.2-99.) l
rs2229765 || GIG | 42 || 114,71(17,14) |

IGFIR Dominante | AIG-A/A || 37 || 131.53 (18.88) | 16,8 (-33,0-66,7) | 051

INFalfa | 1s1800620 || GIG-AG || 76 || 120.96(1313) | . (-282,1-37,3)| 0,14
Recessivo [ AA | 2 || 755(555) |

| GIG || 58 | 10452(13,71) \8645 (31,12-141.79)

o095 /e |19 | 10098 @7an || 00027

IL6 | cic || 3 | 242,22(0,63) | 137,7(13,7-261,6) |
51800795 || GIG || 58 || 10452(1371) oo, 116 14575 | ge0s
Dominante || c/G-C/C || 22 || 197,96(23,9) | = ’

RANK 53018362 | G/G-A/G || 71 || 12185(1346) | 104,8 (3,6 - 206,0) | 0,046
Recessivo || A/A || 5 | 226,69 (32,82) |
rs2277438 | A/A || 58 | 120,12 (14,16) |

RANKL Dominante | AG-G/G || 20 || 145,99 (28.89) | 25,9 (-31,8-83,6) | 0,38

OPG 52073618 || G/G_| 28 || 136.(2256) | 15,2 (-69,3-388) | 058
Dominante || c/G-C/C || 46 || 121,7(1657) | C ’
rs755622 || GIG-CIC || 63 || 11995(144) | 25.4(287-794) | 036

MIE Overdominante | /G || 23 | 14532(22,95) || ™ 7" 7 ’
rs1007888 || T/T | 32 | 112,03 (19,48) | 234(261-729) | 036
Dominante || c/T-C/C || 54 | 13545(1564) || T ’

Livelli sierici di FGF23 dei pazienti dializzati stratificati per i differenti genotipi analizzati
applicando il miglior modello di ereditarieta (valore piu basso di AIC e BIC) agli SNP tipizzati
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