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Riassunto

Introduzione: Le malattie autoinfiammatorie sistemiche rappresentano un gruppo
di affezioni di recente inquadramento diagnostico, caratterizzate da episodi
inflammatori recidivanti a carico di vari apparati, apparentemente primitivi, e
patogeneticamente, correlati ad alterazioni dell'assemblaggio e della funzionalita
dell'inflammosoma.

Scopo: Analizzare le manifestazioni cliniche ed il loro decorso in una coorte di
pazienti adulti con episodi infiammatori ricorrenti sistemici ed i profili di
espressione dei microRNA, miR-150-3p e miR-92a-3p.

Metodi: Sono state considerate ed analizzate le caratteristiche cliniche ed il loro
decorso in pazienti adulti con episodi infiammatori ricorrenti sistemici, che
giungevano alla nostra osservazione. Per I'analisi dei MicroRNA, dopo estrazione
e retrotrascrizione dell’RNA, sono stati eseguiti saggi di Real-Time quantitative
reverse-transcriptase polymerase chain reaction.

Risultati: | risultati hanno mostrato una differenza nell'espressione di alcune
manifestazioni cliniche a seconda della presenza o assenza di mutazioni del gene
TNFRSF1A. In particolare, sono emerse una frequenza piu alta di pericardite
recidivante, e ricorrenza di episodi febbrili di lunga durata, nel gruppo dei pazienti
portatori di mutazioni non strutturali, quando comparati a pazienti geneticamente
negativi. | pazienti portatori di mutazioni strutturali del gene TNFRSF1A hanno
mostrato un fenotipo piu severo, quando comparati con pazienti geneticamente
negativi e portatori di mutazioni non strutturali. 11 decorso all'ultimo follow-up é
risultato significativamente eterogeneo e strettamente correlato alla presenza o
assenza di mutazioni del gene TNFRSF1A. In particolare, € emersa una
incrementata refrattarieta alle terapie anti-inflammatorie tradizionali nei pazienti
portatori di mutazioni del gene TNFRSF1A. L'aumentato livello dei miRNA, miR-
150-3p e miR-92a-3p, € stato osservato in pazienti con episodi infiammatori
ricorrenti geneticamente negativi e portatori di mutazioni a bassa penetranza, e
non nei soggetti controllo.

Conclusioni: In riferimento al quadro clinico, le mutazioni non strutturali del

TNFRSF1A sembrano essere associate ad un fenotipo le cui caratteristiche



distintive sono rappresentate da una frequenza piu alta di pericardite recidivante,
ricorrenza di episodi febbrili di lunga durata, ed un quadro infiammatorio che
spesso necessita di una terapia mirata con agenti biologici. Il riscontro dell’up-
regolazione dei miRNA, miR-150-3p e miR-92a-3p, nei pazienti portatori di
mutazioni non strutturali del TNFRSF1A, potrebbe sottolineare I’importanza di un

loro possibile impiego come biomarkers.



Summary

Introduction: Autoinflammatory diseases represent a group of disorders,
characterized by recurrent inflammatory episodes involving different body sites.
Pathogenetically, flares causes are related to inflammosome assembly and
functionality alterations.

Aim: The aim of the study was to analyze clinical manifestations and their
outcome in a cohort of adult patients with recurrent systemic inflammatory
episodes and microRNAs (miRNAs), miR-150-3p and miR-92a-3p profiles.
Methods: For this study, clinical characteristics and their outcome in adult
Caucasian Italian patients with recurrent systemic inflammatory episodes were
considered and analyzed. For miRNAs analysis, after RNA extraction and reverse
transcription assays, real-time quantitative reverse-transcriptase polymerase chain
reaction was performed.

Results: Clinical manifestations resulted strictly dependent by TNFRSF1A
genotype. In particular, a higher frequency of recurrent pericarditis, and
recurrence of febrile episodes, in the group of patients with non-structural
TNFRSF1A mutations, were shown, when compared to patients genetically
negative. Patients carrying structural TNFRSF1A mutations showed the most
severe phenotype, when compared with patients genetically negative and those
carrying non-structural TNFRSF1A mutations. At the last follow-up, disease
course was significantly heterogeneous and closely related to the presence or
absence of TNFRSF1A mutations. In particular, patients with TNFRSF1A
mutations were refractory to conventional anti-inflammatory therapies. Using
real-time quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction, increased
levels of miRNAs miR-150-3p and miR-92a-3p have been observed in patients
with non-structural TNFRSF1A mutations and genetically negative, and not in
healthy control subjects.

Conclusions: Not-structural TNFRSF1A mutations seem to be associated with a
distinctive phenotype, whose features are represented mainly by a high frequency
of recurrent pericarditis, recurrent febrile episodes of long duration, and an

inflammatory course that often requires a targeted therapy with biological agents.



The up-regulation of miRNAs, miR-150-3p and miR-92a-3p, in patients with not-
structural TNFRSF1A mutations, could be underline the importance of their use as

possible biomarkes.



LISTA DELLE ABBREVIAZIONI

IL-1B: Interleukin-13

MAIS: Malattie Autoinfiammatorie Sistemiche

MiRNA: Micro-RNA

PCR: Proteina C-Reattiva

RTgPCR: Real-Time quantitative reverse-transcriptase polymerase chain
reaction

SAA: Siero Amiloide-A

TRAPS: Sindrome periodica associata al recettore del TNF

TNFRSF1A: TNF-receptor superfamily 1A
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1. INTRODUZIONE

Il sistema immunitario comprende una rete integrata di mediatori biochimici e
cellulari impegnati nella difesa dell’organismo da agenti dannosi di natura
chimica, infettiva o traumatica. Esso esplica la sua funzione attraverso due
differenti tipi di risposte: i) risposta immunitaria innata e ii) immunita acquisita.
La risposta immunitaria innata rappresenta la prima fase di difesa da eventi
dannosi, in particolare infezioni, e comprende diversi mediatori biochimici e
cellulari  responsabili dell'infiammazione, mentre I’immunitd acquisita ¢
caratterizzata da una risposta piu specifica, mediata da anticorpi ed attivazione dei
linfociti T. | subset cellulari coinvolti in entrambe le risposte immunitarie
presentano specifici recettori di riconoscimento chiamati Pattern Recognition
Receptors (PRRs). | ligandi dei PRRs sono rappresentati da molecole di origine
endogena, denominate Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPS),
rilasciate in seguito a necrosi cellulare, e da proteine microbiche, denominate
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS) (1, 2). | PAMPs rappresentano
molecole comuni a diverse specie microbiche ed indispensabili per la loro
sopravvivenza; alcuni esempi di PAMPs sono rappresentati da acidi lipoteicoici
della parete dei Gram positivi, lipopolisaccaride (LPS) della parete dei Gram
negativi, peptidoglicano o alcune sue componenti, ’'RNA doppia elica, il beta
glucano e il mannano dei funghi (3, 4).

L’attivazione dell’immunita innata, innescata dal riconoscimento cellulare dei
ligandi dei PRRs, da luogo al rilascio di citochine proinfiammatorie e chemochine

a loro volta in grado di induzione e perpetuazione della risposta inflammatoria.

1.1 Pattern Recognition Receptors, PRRs

I PRRs comprendono tre sottogruppi: i recettori Toll-like (Toll-like receptor,
TLRs) (5), 1 recettori RIG-1 (RLRs) (6) ed i recettori NOD-like (Nucleotide-
binding domain leucine-rich repeat family, NLRs) (7) (Figura 1.1).

La famiglia dei PRRs e rappresentata dai recettori TLRs, glicoproteine

transmembrana di tipo I, espresse su cellule mielomonocitiche, epiteliali ed
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endoteliali (8-10). Essi presentano, nella regione extracellulare, un dominio ricco
in Leucine (leucine rich-repeat domain, LRR), deputato al riconoscimento del
ligando, ed un dominio citoplasmatico, denominato Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor
domain, TIR) deputato al signaling intracellulare (11).

In base alla loro localizzazione cellulare, i TLRs sono distinti in due gruppi: i
TLRs di membrana (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 11) che legano PAMPs componenti della
parete batterica, quali ad esempio lipidi, proteoglicani e carboidrati, ed i TLRs 3,
7 e 8 endosomiali, che riconoscono PAMPs derivati da acidi nucleici virali, come
sSRNA e dsRNA (12, 13). La funzione dei TLRs di superficie & quella di regolare
I'attivazione della risposta infiammatoria di fase acuta, e di promuovere la flogosi
e la fagocitosi, mentre i TLRs antivirali, localizzati nel compartimento
endosomiale, determinano la sovra-regolazione del Complesso Maggiore di
Istocompatibilita (MHC), la secrezione di citochine proinfiammatorie quali
Interferone (Interferon, IFN), il Fattore di Necrosi Tumorale-o (Tumor Necrosis
Factor, TNF-a) e le Interleuchine (IL) IL-1, IL-6 e IL-12 (14, 15). Quindi, il
riconoscimento cellulare dei PAMPs da parte dei TLRs e in grado di attivare una
risposta immunitaria innata, caratterizzata dall’attivazione di vie di segnalazione
distinte, che conducono alla sintesi di citochine pro-inflammatorie e
all’attivazione cellulare (16-18). Tale risposta migliora la fisiologica capacita
dell’ospite di ostacolare la proliferazione e la diffusione degli agenti patogeni nel
periodo antecedente lo sviluppo dell’immunita antigene-specifica (16-19).

La seconda famiglia di PRRs, € rappresentata dai recettori RLRs, un gruppo di
RNA elicasi citoplasmatiche espresse in particolare nei fibroblasti, nelle cellule
dendritiche e nei macrofagi (20). A questa famiglia appartengono le proteine
RAG-1 e MAD-5, con funzioni di regolazione della produzione di IFN in risposta
ad acidi nucleici di origine virale (21).

La terza famiglia di PRRs, anch’essa localizzata nel citoplasma, ¢ rappresentata
dai recettori NLRs che, a differenza dei TLRs, riconoscono sia prodotti microbici
che accedono all’interno delle cellule (quali ad esempio la flagellina) sia le
molecole liberate dall’ospite in corso di stress o danno cellulare (come I’ATP
extracellulare) (22-24). Le proteine NLRs (anche definite NALP, NOD-LRR,
NACHT-LRR, CATERPILLER) sono caratterizzate, all’estremita C-terminale, da
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un dominio LRRs, da un dominio centrale denominato specific nucleotide-binding
fold domain (NACHT) e, all’estremita N-terminale da un dominio di interazione
proteina-proteina e da un dominio CARD (Caspase Activity Recruitment
Domain), deputato al reclutamento e all’attivazione delle caspasi, enzimi implicati

nel processo infiammatorio (come la caspasi-1) ed apoptotico (25).

iE18:|  citochine DAMPs PRRs:TLRs
IL-33 «| proinfiammatorie PAMPs RLRs
it NLRs

NLRs

N |~ — — __ Inflammosoma
S \ T
= B
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Figura 1.1. L attivazione dei Recettori PRRs attraverso il legame a stimoli di origine endogena
(DAMPs) o esogena (PAMPs) determina la secrezione, da parte delle cellule del sistema
immunitario innato, di varie citochine infiammatorie.

Abbreviazioni: PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns; DAMPS, Damage-Associated
Molecular Patterns; TLRs, Toll-like receptor, RLRs, recettori RIG-1, NLRs, recettori NOD-like,

NF-«xB, Nuclear Factor kappa B e APC, cellule presentanti I’antigene.

Il dominio NACHT (anche conosciuto come dominio NOD o NBD) costituisce
una NTPasi che idrolizza ATP o GTP (26, 27), con ruolo fondamentale
nell’attivazione delle proteine NLRs. Mutazioni del dominio NACHT ne
inibiscono la funzione (28, 29). A differenza del dominio NACHT il dominio
LRRs ¢ presente in diverse proteine, ed agisce come sito d’interazione proteina-
proteina, svolgendo un ruolo cruciale nel riconoscimento di alcune componenti
microbiche, inclusi i PAMPs (30). Tuttavia non & noto se il dominio LRRS
interagisca con i prodotti microbici in modo diretto o, indiretto, attraverso il
coinvolgimento di altre molecole intermedie di segnalazione.

Infine il dominio CARD, presente all'estremita N-terminale delle proteine NLRs,

svolge la funzione di reclutamento di effettori a valle implicati nella cascata di
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segnalazione. In base ai domini presenti all’estremita N-terminale, le proteine
NLRs, comprendono diverse sottoclassi di famiglie di molecole: la sottofamiglia
CARD (denominata NLRC o NACHT, LRR, e CARD domain containing
protein), la sottofamiglia PYRIN (denominata NLRP o NACHT, LRR e PYD
domain containing protein), e la sottofamiglia BIR-like (Baculoviral Inhibitory
Repeat). Queste proteine sono tutte coinvolte nella regolazione delle vie di

segnalazione pro-apoptotiche e pro-infiammatorie (31) (Figura 1.2).

NALP1 NALP2/14 NOD1 NOD2 NAIP

Figura 1.2. Rappresentazione dei domini di struttura di alcune proteine della famiglia NLRs.

Abbreviazioni: CARD, caspase activity recruitment domain; FIIND, function to find domain;
LRR, leucine rich-repeat domain; NACHT, domain present in NAIP, CIITA, HET-E e
telomerase-associated protein; PYD, pyrin domain; BIR, baculovirus IAP (inhibitor of apoptosis

protein) repeat.

1.2 L’Inflammosoma

Il riconoscimento dei PAMPs attraverso i domini LRRs delle proteine NALP
determina 1’assemblaggio di un complesso multiproteico citoplasmatico di circa
700 kDa,definito “inflammosoma”, che svolge un ruolo fondamentale nella
risposta infiammatoria. L'inflammosoma € composto da proteine appartenenti alla
famiglia NLRs, dall’adattatore molecolare ASC (Apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD) e dalla forma attiva della caspasi-1 (32); €
responsabile dell’attivazione delle caspasi-1 e -5 ed é in grado di promuovere il
taglio proteolitico e la secrezione delle citochine infiammatorie IL-18 e IL-18
(33).
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La specificita della risposta infiammatoria dell’inflammosoma ¢ determinata dalle
diverse proteine NALP coinvolte. La famiglia NALP ¢ infatti composta da 14
membri NALP (1-14) caratterizzati dalla presenza a livello N-terminale di un
dominio PYD NALP1 contiene in aggiunta i due domini FIIND (function to find
domain), e CARD. Le proteine NALP sono coinvolte nell’apoptosi. NALP1 & in
grado, infatti, di legare la caspasi-9 e APAF-1 (Apoptotic Protease Activating
Factor-1) (34) e tutte sono coinvolte nella modulazione della cascata
trasduzionale del Fattore Nucleare NF-xB (Nuclear Factork B, NF-«B) (35), ma
restano non chiariti il processo di attivazione delle proteine NALP e la loro azione
di inibizione (36). Fino ad oggi sono stati caratterizzati due tipi di inflammosoma:
I’inflammosoma NALP1, nel quale sono presenti la proteina NALPI, la proteina
ASC e la caspasi-1 e -5, e I’inflammosoma NALP2/3, costituito dalle proteine
NALP2 o 3, dalla proteina ASC, dalla caspasi-1 e dalla proteina CARDINAL (o
TUCAN, CARDS, NDDP1). L’adattatore molecolare ASC risulta fondamentale
nell’attivazione dell’inflammosoma in quanto costituito da un dominio CARD C-
terminale ed uno PYD N-terminale, importanti per le interazioni proteina-proteina
necessarie per la propagazione del segnale. Infatti, il dominio PYD di ASC
interagisce con il PYD di diversi NALP, mentre CARD recluta il CARD della
pro-caspasi-1. Tale legame induce il processamento e 1’attivazione della pro-1L-13
ad IL-1 B nella sua forma attiva (37) (Figura 1.3). Similmente ai recettori TLRs,
I’attivazione dell’inflammosoma avviene tramite il riconoscimento di PAMPs da
parte delle proteine NALP attraverso i loro domini LRRs (30). L'esatto
meccanismo di attivazione dell’inflammosoma rimane sconosciuto. E noto,
tuttavia, che ’attivazione del TLR 4 ad opera di patogeni extracellulari determina
I’attivazione del dominio PYD della proteina citosolica NALP1 (32).

Recenti studi hanno evidenziato che 1’attivazione dell’inflammosoma NALP3 da
parte di diversi stimoli, tra cui il muramil dipeptide (MDP) (38), I’'RNA di origine
batterica (27), I’ATP (39) ¢ I’acido urico (40), risulta fondamentale
nell'attivazione della caspasi-1 e la conseguente produzione di IL-1p e IL-18 (41).
Inoltre LPS ed alte concentrazioni di ATP sono in grado di aumentare la sintesi di

IL-1p da parte dei macrofagi (42).
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Figura 1.3. Rappresentazione schematica delle proteine coinvolte nell inflammosoma NALPI e
NALP2/3, complesso multimolecolare noto svolgere un ruolo chiave nella risposta inflammatoria

mediante il processamento e la secrezione dell 'IL-1p.

Gli effetti dell’ATP sono mediati dal recettore purinergico P2X7, il quale una
volta attivato e in grado di indurre un rapido efflusso di ioni potassio dalle cellule,
con conseguente permeabilizzazione della membrana plasmatica ed attivazione
della caspasi e dell’inflammosoma NALP3 (40). Il modello NLRs costituisce
quindi una seconda linea di difesa verso agenti patogeni che hanno eluso i PRRs

localizzati sulla superficie cellulare.

1.3 Citochine proinfiammatorie

Le citochine rappresentano molecole proteiche del peso molecolare di circa 25
kDa sintetizzate nell’organismo da diversi tipi cellulari, in seguito ad uno stimolo
in grado di indurre crescita, differenziamento o morte cellulare. Queste molecole
possono agire in modo autocrino, sulla stessa cellula secernente, o in modo
paracrino, su cellule adiacenti, o in modo endocrino, influenzando 1’attivita di
cellule distanti. In base alla loro attivita funzionale, le citochine vengono distinte
in cinque principali famiglie: le ematopoietine, che comprendono vari fattori di
crescita; le interleuchine e i TNF, importanti regolatori dell’immunita innata ed
acquisita; gli IFN e le chemochine. Alcune citochine, definite primarie, sono
sintetizzate direttamente dopo l'attivazione di PRRs proinfiammatori da parte di

16



prodotti microbici, mentre altre, definite secondarie, vengono sintetizzate in
seguito a stimolazione da parte delle citochine primarie.

L' IL-18 €& una citochina primaria pro-inflammatoria che svolge un ruolo
fondamentale sia nella risposta immunitaria innata che nella risposta
infiammatoria. E secreta da vari tipi cellulari tra cui macrofagi, monociti, cellule
dendritiche, fibroblasti e cellule endoteliali (43, 44). La sua sintesi si innesca in
risposta ad infezioni batteriche, alla presenza di TNF e all'interazione delle cellule
che la secernono con linfociti T CD4 positivi (45). L’IL-18 e coinvolta in
numerosi processi biologici, tra cui aumento dell’adesione endoteliale dei
leucociti e induzione del riassorbimento osseo (46). Inoltre, in qualita di
regolatore della risposta immunitaria e infiammatoria, questa citochina € in grado
di indurre I'espressione della ciclossigenasi-2 (COX-2), delle proteine di fase
acuta quali la proteina C-reattiva (PCR), la siero amiloide-A sierica (SAA), il
fibrinogeno e numerosi inibitori delle proteasi (46-48).

In seguito alla stimolazione dei TLRs da parte di prodotti microbici (49), I'IL-1R e
sintetizzata come precursore inattivo di 31 kDa (pro-IL1R). Successivamente, la
forma attiva di 17 kDa viene rilasciata mediante taglio proteolitico ad opera della
caspasi-1 (interleukin-converting enzyme) (50). La stessa caspasi-1 € sintetizzata
come precursore inattivo (pro-caspasi-1) e pud essere attivata in seguito alla
stimolazione di proteine NLRs ed il successivo assemblaggio dell’inflammosoma
(51).

Recenti studi hanno evidenziato che il rilascio di IL-18 & mediato dal recettore per
I’ATP extracellulare P2X7, capace di controllare I’efflusso del potassio dalle
cellule (42, 49). Inoltre, alcuni studi sostengono che il recettore P2X7 sia
implicato nel processo di maturazione da pro-1L1R a IL-1R attraverso l'attivazione
delle caspasi-1 (42).

Il TNF e una delle principali citochine proinfiammatorie coinvolte negli eventi
locali e sistemici dell’inflammazione, mediando diversi processi biologici tra cui
apoptosi, proliferazione cellulare, modulazione immunitaria, inflammazione, ed
autoimmunita (52-57). Il gene che codifica per il TNF-a ¢ localizzato sul braccio
corto del cromosoma 6, su cui sono presenti anche 1 geni codificanti ’'MHC e le

linfotossine-a (LT-a, o TNF-B) e -p (LT-B), proteine con elevate proprieta
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citotossiche secrete da linfociti che condividono i recettori del TNF e con
meccanismi d’azione sovrapponibili a quelli del TNF-a (58).

Il TNF-a e una proteina transmembrana di tipo Il sintetizzata principalmente da
monociti e macrofagi ma anche da altri tipi cellulari tra cui linfociti, leucociti
polimorfonucleati, cellule Natural Killer (NK), cheratinociti ed astrociti (59-61).
In seguito a stimolazione, il TNF-a induce, in monociti e neutrofili la fagocitosi e
I’adesione alle cellule endoteliali, le quali a loro volta evidenziano 1’induzione
dell’attivita pro-coagulante. L’attivazione delle cellule endoteliali con TNF-a
determina una riorganizzazione strutturale dell’endotelio, ed una conseguente
incrementata permeabilita vascolare. Questo € in parte dovuto alla capacita del
TNF-o di stimolare la produzione del fattore di crescita vascolare endoteliale
(VEGF) (62). Inoltre il TNF-o induce la sintesi di una citochina inflammatoria,
I’IL-8, e di altre citochine chemiotattiche come la proteina chemiotattica dei
monociti-1 (MCP-1) che determina I'incremento del numero di monociti nel sito
di inflammazione (63). 1l precursore del TNF-a ha un peso molecolare di 26 KDa,
che successivamente viene ridotto a 17 KDa da una metalloproteinasi chiamata
enzima convertente il TNF (TACE). Il taglio proteolitico da parte dell'enzima
rappresenta un passaggio essenziale per il rilascio della citochina (64). Il TNF-a
trasmette il proprio segnale attraverso il legame a due diversi recettori di
superficie cellulare, il TNFR1 (o TNFR1A, p55/p60-TNFR, CD120a) ed il
TNFR2 (o TNFR1B, p75/80-TNFR, CD120b), entrambi appartenenti alla
superfamiglia denominata dei recettori per il TNF (Tumor Necrotic Factor
Receptor SuperFamily (TNFRSF). Questi recettori, attraverso il reclutamento di
diverse proteine, promuovono diverse vie di segnalazione capaci di indurre
I’attivazione di fattori di trascrizione quali NF-kB ed AP-1 (Activator Protein-1),
I’attivazione di protein-chinasiche attivate da mitogeni (MAPKS) ed indurre
apoptosi (65).
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2. LE MALATTIE AUTOINFIAMMATORIE SISTEMICHE

Le malattie autoinfiammatorie sistemiche (MAIS) sono un gruppo di affezioni di
recente inquadramento diagnostico, caratterizzate da episodi infiammatori
recidivanti a carico di vari organi od apparati, apparentemente primitivi, in
particolare senza evidenza di eziologia infettiva o autoimmune. Il termine
“autoinfiammatorio” descrive lo sviluppo apparentemente spontaneo di
inflammazione in assenza di un titolo elevato di linfociti T self-reattivi o
autoanticorpi specifici, tipici delle malattie autoimmuni (66). Le MAIS sono
caratterizzate da risposte aberranti a PAMPs e DAMPs e da una mancata
regolazione nella produzione di citochine infiammatorie, quali I’IL-1p, I’IL-18 ed
il TNF-0. L’ipotesi formulata ¢ che, in questi tipi di malattie, la risposta
immunitaria innata sia iperattiva oppure cessi in ritardo (67).

Sebbene queste patologie presentino caratteristiche genetiche distinte e peculiari
(Tabella 1), sono spesso caratterizzate dalla presenza di manifestazioni cliniche
comuni che possono rendere difficoltoso il percorso di diagnostica differenziale.
Clinicamente, le MAIS si presentano con episodi infiammatori sistemici di durata
estremamente variabile in associazione a febbre, coinvolgimento infiammatorio
delle sierose, della cute e della membrana sinoviale, mentre dal punto di vista
bioumorale, sono caratterizzate da una abnorme risposta di fase acuta con
incremento degli indici di flogosi (PCR, SAA) e marcata leucocitosi neutrofila. La
complicanza piu temibile delle MAIS ¢ rappresentata dall’amiloidosi, che insorge
in circa il 25% dei pazienti, e che conduce ad insufficienza renale cronica (68-
70).

Tra le MAIS, si distingue un sottogruppo di patologie monogeniche denominate
“febbri periodiche ereditarie”, caratterizzate da un fenotipo clinico comune con
episodi ricorrenti di febbre ed altri sintomi di infiammazione sistemica (71). Tale
gruppo comprende la febbre Mediterranea familiare (FMF), la sindrome associata
al deficit parziale di mevalonato chinasi (Mevalonate kinase deficiency, MKD)
anche conosciuta come sindrome da ipergammaglobulinemia D (HIDS), la
sindrome periodica associata al recettore di tipo 1 del TNF-o (tumor necrosis

factor receptor-1-associated periodic syndrome, TRAPS), quest’ ultima descritta
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nel paragrafo successivo. La FMF é una malattia genetica a trasmissione
autosomica recessiva, caratterizzata prevalentemente da episodi ricorrenti acuti di
febbre, polisierosite, artrite ¢ manifestazioni cutanee eritematose erisipeloidi. E’
dovuta a mutazioni del gene MEFV (MEditerranean FeVer), localizzato all'interno
del cromosoma 16 e costituito da 10 esoni codificanti la proteina denominata
pirina/marenostrina; le mutazioni del gene MEFV individuate fino ad oggi nei
pazienti con FMF risultano circa 200, e la piu frequente di queste, M694V, correla
con un fenotipo ad esordio clinico piu precoce. La pirina e espressa
prevalentemente in granulociti neutrofili ed eosinofili, monociti, cellule
dendritiche, fibroblasti cutanei, peritoneali e della sinovia. Le alterazioni della
pirina sono principalmente alla base della disregolazione della funzionalita dell’
inflammosoma e dell’alterata inibizione dell’ IL-1 con prevalenza dei processi
flogistici ed inibizione dei processi apoptotici. Gli attacchi possono essere
precipitati o scatenati da agenti “trigger” quali stress ed infezioni. La malattia
colpisce piu frequentemente, ma non esclusivamente, le popolazioni del Bacino
del Mediterraneo.

Circa la meta dei pazienti pud presentare un’anamnesi familiare negativa per
FMF. Solitamente, 1’esordio della FMF avviene tra i 5 e i 15 anni di eta e prima
dei 20 anni nell” 80% circa dei casi; tuttavia, in una bassa percentuale di pazienti I'
insorgenza puo avvenire prima dei 5 anni di vita o in eta adulta. Il rapporto M/F é
2:1. L'insorgenza e acuta ed e caratterizzata da episodi febbrili ricorrenti della
durata di circa 24-72 ore che solitamente regrediscono e si autolimitano
spontaneamente nel tempo. Gli episodi febbrili possono associarsi ad una o piu
delle seguenti manifestazioni: dolore toracico e/o addominale con polisierosite
(pleurite, pericardite e peritonite), artromialgie e/o artrite, manifestazioni cutanee
eritematose simili all' erisipela (eritema simil-erisipeloide) a carico della cute
degli arti inferiori. La frequenza & molto irregolare e varia piu frequentemente da
un episodio ogni 2-4 settimane ad un episodio ogni 3-4 mesi; la gravita di ogni
attacco puo essere estremamente variabile. Ogni episodio acuto € associato ad un
quadro laboratoristico infiammatorio caratterizzato da leucocitosi neutrofila e
meno frequentemente, trombocitemia e/o anemia, un aumento della Velocita di
Eritrosedimentazione (VES), della PCR, della SAA.
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La diagnosi di FMF rimane prevalentemente clinica e puo essere confortata dai
test di conferma genetica in grado di evidenziare eventuali mutazioni del gene
MEFV, la cui negativita tuttavia non esclude la diagnosi clinica di FMF. I criteri
diagnostici piu utilizzati sono quelli di Tel-Hashomer (28). Questi sono suddivisi
in criteri maggiori: 1) episodi ricorrenti di febbre associati a peritonite, pleurite,
pericardite o sinovite; 2) amiloidosi di tipo AA, in assenza di altre patologie
predisponenti; 3) buona risposta alla somministrazione giornaliera di Colchicina;
criteri minori: 1) episodi febbrili ricorrenti; 2) eritema simil-erisipeloide; 3) storia
familiare positiva di FMF in un parente di 1° grado. La presenza di due criteri
maggiori o di un criterio maggiore e due minori permette di porre una diagnosi
definitiva di FMF; la presenza di un solo criterio maggiore e uno minore puo
indirizzare verso una probabile diagnosi che puo essere sostenuta successivamente
attraverso la ricerca di mutazione del gene MEFV (69, 71).

La Sindrome da Deficit di Mevalonato Chinasi (Mevalonate kinase deficiency;
MKD e una malattia genetica su base autosomica recessiva dovuta a mutazioni del
gene codificante la mevalonato-kinasi (MK), localizzato sul braccio lungo del
cromosoma 12. L’enzima MVK ¢ responsabile della fosforilazione dell’acido
mevalonico in acido 5-fosfomevalonico nella via degli isoprenoidi ed & coinvolto
nella biosintesi di colesterolo, molecola precursore degli ormoni steroidei e degli
isoprenoidi necessari per la prenilazione di proteine target. L’alterata funzionalita
di questo enzima si riflette quindi sul metabolismo di queste molecole con
conseguente accumulo di acido mevalonico e per attivazione di meccanismi
ancora non noti, aumentata secrezione di IL-1p.

L’esordio della malattia ¢ tipico dell’infanzia e 1 sintomi principali sono
rappresentati da episodi ricorrenti di febbre alta (>38,5 °C), che anche se
generalmente irregolari presentano una durata media di 3-7 giorni e si verificano
ogni 4-6 settimane. Gli attacchi febbrili sono accompagnati da cefalea,
linfadenopatia dolorosa generalizzata ed in particolare cervicale, splenomegalia,
aftosi ed ulcerazioni orali e vaginali, artrite e/o artralgie, grave dolore addominale
associato a vomito e diarrea e rash cutaneo maculare. Nei periodi intercorrenti tra
gli episodi acuti sono presenti intervalli liberi da sintomi. Il coinvolgimento

articolare generalmente é rappresentato da artralgie ed una poliartrite simmetrica
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che coinvolge principalmente le grandi articolazioni, come ginocchia e caviglie,
generalmente senza causare danno articolare permanente.

A differenza di quanto avviene nelle altre MAIS, 1’amiloidosi AA ¢ molto rara
nella MKD (3 % circa dei casi), nonostante le caratteristiche di ricorrenza e
persistenza dell'inflammazione.

Gli esami di laboratorio, in particolare durante gli attacchi acuti, possono mostrare
leucocitosi, con aumento di VES e PCR. Le concentrazioni di IgD possono essere
aumentate (IgD >100 Ul/ml), ma non costantemente e pertanto non risultano
patognomoniche visto che un loro aumento puo verificarsi anche in altre MAIS.
Anche la concentrazione urinaria di acido mevalonico puo essere modestamente
aumentata durante l'attacco acuto e talvolta pud essere utile per chiarire la
diagnosi.

La terapia con FANS e/o steroidi ad alti dosaggi pud mostrare un effetto parziale
durante gli attacchi acuti ma risulta inefficace nella remissione completa della
malattia. Poco utili sono anche la colchicina o i DMARDs classici. Le statine ed
in particolare la simvastatina, sembrerebbero efficaci nel ridurre la durata degli
episodi acuti. Il razionale del loro utilizzo si basa sul tentativo di ridurre la
produzione di mevalonato, prodotto attraverso il blocco dell'enzima 3-idrossi-3-
methylglutarylcoenzyme A (HMG-CoA) reduttasi. L’impiego di terapie con
agenti anti-citochine e soprattutto anti-IL1 é risultato utile in molti casi refrattari
ad altri farmaci.

Il fenotipo correlato ad una mutazione genetica capace di causare una quasi
completa inattivita della MK costituisce la forma piu rara di deficit di questo
enzima, definita aciduria mevalonica (Mevalonic Aciduria; MA) (69, 71).

Le sindromi febbrili periodiche associate ad alterazioni dei geni codificanti per la
criopirina NLRP3 o criopirinopatie (CAPS) sono un gruppo di rare malattie
autoinfiammatorie a trasmissione autosomica dominante. Le mutazioni alla base
di queste patologie riguardano il gene CIAS1 localizzato sul cromosoma 1, che
codifica per la componente dell' inflammasoma, NLRP3 o criopirina, a cui
consegue un' attivazione costitutiva dell’ inflammasoma con conseguente
sovrapproduzione dell' IL-1. Le CAPS interessano per lo piu la popolazione

infantile e sono rappresentate da tre entita cliniche: la sindrome di Muckle-Wells
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(Muckle-Wells syndrome, MWS), I’orticaria familiare da freddo (familial cold
urticaria o familial cold autoinflammatory syndrome, FCU/FCAS), e la sindrome
NOMID/CINCA (neonatal onset multisystem inflammatory disease, NOMID)
(chronic infantile neurological cutaneous and articular syndrome, CINCA) (69).
In tutte e tre le patologie, il rash cutaneo papulare, simil-orticarioide, non
pruriginoso e non rispondente ai farmaci anti-istaminici € una manifestazione
costante generalmente osservabile in FCAS e MWS in forma migrante e in
NOMID in forma fissa e spesso rappresenta il primo segno d’apparizione (69).

La Sindrome di Blau (BS) e la Early Onset Sarcoidosis (EOS) rappresentano
malattie autoinfiammatorie granulomatose che insorgono in etd pediatrica in
soggetti con alterazioni genetiche del gene CARD15/NOD?2 (72, 73).

La Sindrome di Blau rappresenta una rara malattia granulomatosa a trasmissione
autosomica dominante, causata da mutazioni nella regione codificante il dominio
di legame nucleotidico (NBD) del dominio del gene della caspasi
(CARDI15/NOD?2). E’ interessante notare che il gene CARDI15/NOD2, mappato
sulla regione cromosomica 16g12.1-13, responsabile della BS, risulta coinvolto
anche nella suscettibilita ad un altra malattia granulomatosa, il morbo di Crohn
(72, 73). La BS e stata osservata fino ad oggi in circa 200 pazienti appartenenti a
63 famiglie. Nella maggior parte dei pazienti, la malattia & caratterizzata da
insorgenza in un’eta inferiore ai 5 anni di vita con episodi infiammatori
granulomatosi ricorrenti prevalentemente a carico di articolazioni, cute, ed occhio
(72, 73).

| disturbi ereditari piogeni sono principalmente caratterizzati dalla presenza di
ascessi sterili piogeni che colpiscono cute, articolazioni ed ossa; questi sono
rappresentati dalla sindrome PAPA (pyogenic sterile arthritis, pyoderma
gangrenosum and acne syndrome), dalla sindrome di Majeed e dalla sindrome da
deficit dell’antagonista recettoriale dell’interleuchina-1 (deficiency of the
interleukin-1receptor antagonist; DIRA). La sindrome PAPA é una malattia a
trasmissione autosomica dominante associata con mutazioni del gene della CD2-
binding protein 1 (CD2BP1 or PSTPIP1), codificante per il CD2 antigene-binding
protein 1 (cromosoma 15), capace di inibire i segnali inflammatori pirina-mediati.

Clinicamente é caratterizzata da esordio in eta pediatrica di episodi ricorrenti di
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artriti piogeniche sterili, a carico di una o piu articolazioni. Si associano, inoltre,
solitamente, manifestazioni cutanee quali il pioderma gangrenoso, caratterizzato
da lesioni ulcerative a livello degli arti inferiori ed acne cistica. L’insorgenza
avviene in eta infantile. La terapia con concorticosteroidi, anakinra ed anti-TNF o
risulta efficace (28,29).

La Sindrome da deficit dell’antagonista recettoriale dell’interleuchina-1
(Deficiency of the interleukin-lreceptor antagonist; DIRA) rappresenta una
malattia a trasmissione autosomica recessiva del gene codificante 1’antagonista
del recettore dell’IL-1 (ILIRN). Clinicamente, sin dal primo anno di nascita &
caratterizzata da osteomielite multifocale, periostite e pustolosi. Il coinvolgimento
0sse0 e caratterizzato da lesioni osteolitiche, sclerosi della rima articolare,
rigonfiamento delle epifisi delle ossa lunghe, addensamento osseo periostale a
livello della metafisi prossimale del femore con elevazione periostale della sua
diafisi. Il quadro cutaneo € caratterizzato da lesioni pustolose variabili nelle loro
dimensioni. Al quadro laboratoristico, si verifica un aumento persistente degli
indici di fase acuta (VES e PCR). Il trattamento prevede I’utilizzo dell’antagonista

del recettore dell’ IL-1, anakinra (66,68).
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Tabella 1. Geni, correlate proteine e modalita di trasmissione alla base delle

malattie autoinfiammatorie.

Malattia Gene Proteina Trasmissione
@ Febbre Mediterranea Familiare MEFV Pirina AR
S (FMF) (16p13)
8 % Sindrome da Deficit diMevalonato Kinasi MVK Mevalonato AR
E = (MVKD) (12q24) Kinasi
= 2
S ™ sindrome Periodica Associata al Recettore-1 del lelszSlI;)lA TNFRSFLA AD
@ TNF (TRAPS) P
Sindrome diMuckle-Wells NLRP3/NALP3 Criopirina AD
(MWS) (1g44)
& Sindrome Cronica Infantile Neurologica Cutanea NLRP3/NALP3 Criopirina AD
S ed Articolare (CINCA) (1g44)
Orticaria da Freddo Familiare NLRP3/NALP3 Criopirina AD
(FCU) (1944)
@ Sindrome di Blau CARD15 NOD2 AD
- é (BS) (16912.1-13) Proteina
g5
§ E Sarcoidosi ad esordio precoce (EOS) CARD15 NOD2 Sporadica
g (16912.1-13) Proteina
. Sindrome piogenica, artrite, pioderma CD2BP1/PSTPIP1 PSTPIP1 AD
25 gangrenosum ed acne (PAPA) (15924-925.1) (CD2BP1)
§g i
= § Deficit di antagonsita recettoriale ILIRN r'jAerI]tSa%%rt]tlcs):ae AR
o dell’interleuchina-1 (DIRA) (2914) IL-1 (IL-1Ra)

Abbreviazioni: AD: Autosomica Dominante; AR: Autosomica Recessiva; MVK:
mevalonate Kinase; TNFRSF1A: TNF -receptor superfamily 1A; CIAS1: cold-
induced autoinflammatory syndrome 1; NLRP3: nucleotide-binding domain,
leucine-rich repeat and pyrin domain containing protein 3; NALP3: NACHT
domain, leucine-rich repeat (LRR)- and pyrin (PYD)- domains-containing protein;
CD2BP1: CD2-binding protein 1; PSTPIP: proline serine threonine phosphatase-
interacting protein; IL1RN: interleukin 1 receptor antagonist; LPIN2: lipin-2;
CARD: caspase recruitment domains; NOD: nucleotide-binding oligomerization
domain-containing.
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3. SINDROME PERIODICA ASSOCIATA AL RECETTORE 1 DEL TNF
(TRAPS)

3.1 Aspetti clinici

La sindrome periodica associata al recettore del TNF (TRAPS) e stata descritta
per la prima volta nel 1982 in una famiglia di origine irlandese ed e percio nota
come ‘“febbre iberniana”, dall’antico nome latino “Hibernia” dell’Irlanda (74,
75).

La sindrome TRAPS é caratterizzata da manifestazioni cliniche eterogenee,
presumibilmente a causa dell’ampio spettro di mutazioni riscontrate a carico del
gene TNFRSF1A (76).

L’eta media di esordio della malattia ¢ di circa 3 anni; gli attacchi durano
mediamente 21 giorni e ricorrono solitamente ogni 5-6 settimane. Gli attacchi
tipici iniziano frequentemente con crampi muscolari, seguiti da febbre
variabilmente associata a manifestazioni cutanee, artrite, coinvolgimento
addominale, oculare, respiratorio, genitourinario, linfoadenopatie e interessamento
delle sierose (77) sotto forma di polisierosite. Gli episodi infiammatori ricorrenti
si verificano spontaneamente o dopo eventi scatenanti quali infezioni, stress,
esercizio fisico e variazioni ormonali. La pit comune manifestazione cutanea €
I’eritema centrifugo migrante soprastante 1’area colpita da mialgia. Le lesioni
erisipeloidi, la presenza di placche eritematose e/o di lesioni orticarioidi
rappresentano altre possibili manifestazioni cutanee caratterizzate istologicamente
da un infiltrato dermico perivascolare linfo-monocitario. Tali lesioni sono dolenti
alla palpazione e calde al termotatto e prevalgono a livello degli arti inferiori,
superiori e del torace. Le lesioni precoci sono costituite da macule e papule
eritematose che possono distribuirsi in gruppi o essere isolate. Queste lesioni
progrediscono espandendosi verso la periferia in grandi macchie o placche. Nella
sindrome TRAPS spesso & presente dolore muscolare a livello di un solo distretto
corporeo, con pattern centrifugo migrante nell’arco di alcuni giorni. Non ¢
riportato ’aumento degli enzimi muscolari. Tali mialgie sono classicamente

associate a fascite monocitica (78). Le artralgie sono piu comuni della sinovite
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franca e in caso di artrite, essa e solitamente non erosiva, asimmetrica,
monoarticolare a carico delle grandi articolazioni. Il dolore addominale & un altro
aspetto frequente nella TRAPS e rispecchia uno stato infiammatorio a carico della
cavita peritoneale e dei muscoli della parete addominale. Il coinvolgimento
dell’occhio pud manifestarsi con congiuntivite, edema periorbitale, uveite ed irite.
L’amiloidosi secondaria é la piu grave complicanza a lungo termine della TRAPS
e, quando interessa il rene, porta spesso ad un rapido deterioramento della
funzione renale che si manifesta con proteinuria ed insufficienza renale (79, 80). I
pazienti portatori di mutazioni a carico dei residui di cisteina, noti per essere
associati ad una elevata severitd di malattia, sono a rischio aumentato di
sviluppare 1’amiloidosi (79, 81). Infatti, in questi pazienti la sindrome si presenta
con un esordio piu precoce e un fenotipo clinico piu grave, con un piu alto numero
di episodi febbrili e una maggiore severita degli attacchi infiammatori rispetto ai
pazienti portatori di mutazioni a bassa penetranza (R92Q, P46L e D12E) (75, 76,
82). Questi tendono a mostrare un fenotipo clinico piu lieve ed un esordio dei
sintomi anche piu tardivo, mentre la malattia pud anche esprimersi in maniera
oligosintomatica con un minor rischio di evoluzione verso 1’amiloidosi reattiva
(75, 83). In questi pazienti inoltre, la sintomatologia puo simulare altre malattie
autoinfiammatorie: ad esempio la durata degli attacchi infiammatori puo ricordare
quella tipica della FMF, il che spesso porta a diagnosi errate e ad una gestione
impropria del paziente (82, 84-86). La TRAPS ad esordio in eta adulta puo anche
presentarsi in maniera incompleta o con aspetti atipici; ad esempio puo talora
manifestarsi con pericardite recidivante e/o miocardite come unica manifestazione
clinica della malattia (82, 84-91). Tuttavia, se a supporto di quanto appena
indicato, recentemente sono state identificate mutazioni a bassa penetranza in
circa il 6% dei pazienti affetti da pericardite acuta idiopatica recidivante (IRAP),
il valore patogenetico delle mutazioni non strutturali & ancora da definire con
certezza. In aggiunta, lo sviluppo di aterosclerosi ad esordio precoce, le trombosi
e l’infarto miocardico acuto possono rappresentare ulteriori complicanze
cardiovascolari della sindrome TRAPS (92-94).

La diagnosi di TRAPS dovrebbe essere considerata quando: i suddetti sintomi

inflammatori ricorrano in episodi che durano piu di 3 giorni; in caso di mialgia
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circoscritta ad un distretto corporeo localizzato, associato ad eritema centrifugo
migrante a carico di tronco e arti; durante gli attacchi si abbia un coinvolgimento
oculare; i sintomi rispondano agli steroidi e non alla colchicina; i sintomi si

presentino nella famiglia del paziente con un quadro autosomico dominante.

3.2 Genetica e mutazioni del TNFRSF1A. Eziopatogenesi della TRAPS

La sindrome TRAPS é una condizione autosomica dominante legata a mutazioni
del gene TNFRSF1A che codifica per il recettore di 55 kDa del TNF-a
(TNFRSF1A o TNFR p55) (74, 75) (Figura 1.4). Ricerche genomiche e analisi di
linkage nelle famiglie colpite da TRAPS hanno permesso di individuare il gene
responsabile di tale sindrome nel locus 12p13 (74), una regione cromosomica che
comprende diversi geni: CD4, LAG-3, CD27, C1R, C1S e TNFRSF1A (95, 96).
Nel corso degli ultimi 15 anni sono state identificate 86 mutazioni a carico del
gene TNFRSF1A. TNFRSF1A e una proteina transmembrana caratterizzata da un
dominio extracellulare, costituito dalla ripetizione in tandem di 4 sub-domini
ricchi di cisteina (CRD1-4), una regione transmembrana e un dominio di morte
intracellulare (death domain, DD). La regione N-terminale del CRD1, chiamata
dominio di assemblaggio del preligando (PreLigand Assembly Domain, PLAD),
media le interazioni omotipiche del recettore consentendo un legame efficiente
con il ligando e quindi la trasduzione del segnale (95). Il dominio extracellulare €
caratterizzato dalla presenza di ponti disolfuro intramolecolari che costituiscono il
sito di legame per il TNF-a ed inoltre media I’autoassemblaggio del TNFRSF1A.
| domini CRD2 e CRD3 interagiscono con il TNF-a trimerico, con conseguente
reclutamento della proteina adattatrice TRADD mediante il dominio DD
citoplasmatico del TNFRSF1A (95, 96). TRADD a sua volta recluta altre proteine
per dare il via alla cascata di trasduzione del segnale che porta all’attivazione
dell’NF-kB e quindi alla produzione di citochine proinfiammatorie o in alternativa
all’attivazione delle caspasi con conseguente apoptosi cellulare (95-97). In seguito
al legame con il suo ligando il recettore subisce il taglio della porzione
extracellulare (shedding) ad opera di metalloproteasi (ad esempio, ADAM-17),
portando alla formazione di un pool solubile del TNFRSF1A che lega il TNF-a
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circolante. Delle 86 mutazioni ad oggi identificate, 78 sono missenso a singolo
nucleotide e sono state riscontrate soprattutto a carico degli esoni 2, 3, 4 e 6. Tra
le eccezioni si descrivono una delezione nell’esone 3 ¢ una mutazione sul sito di
splicing nell’introne 4. La maggior parte delle mutazioni interessano i residui di
cisteina coinvolti nella formazione di ponti disolfuro intramolecolari che
determinano la struttura tridimensionale dei domini CRD e in particolare i domini
CRD1 e CRD2 corrispondenti alla porzione esterna della proteina matura (95, 96)
(Figura 1.4). Altre mutazioni interessano residui che alterano la struttura
secondaria del recettore, come le mutazioni che introducono o rimuovono residui
di Prolina (P46L, L67P, S86P, R92P), o residui coinvolti nel legame a idrogeno
fra i diversi loops del recettore (T50M, 1170N). Recentemente e stato riportato che
in alcuni pazienti la malattia potrebbe essere legata ad un ridotto signaling del
TNFRSF1A, con conseguente riduzione dell’apoptosi ed attivazione del fattore
NF-xB (98). Cio potrebbe dipendere da mutazioni che interessano i domini
extracellulari del recettore che portano ad un cambiamento conformazionale della
proteina che ne determinerebbe un’alterazione funzionale (95, 96). Diversi studi
in vitro condotti su colture di cellule HEK 293 (Human Embrionic Kidney 293),
stabilmente trasfettate con un vettore plasmidico codificante per il recettore
TNFRS1A mutato, hanno confermato queste ipotesi (75, 98-100). In particolare
sono state studiate le mutazioni T50M, C33Y, e C52F le quali hanno evidenziato
sia difetti nell’espressione in superficie del recettore, che difetti di shedding.
Quest’ultimo fenomeno impedisce il rilascio del TNFRSFIA solubile e quindi il
legame al TNF-o circolante determinando cosi un aumento della risposta
inflammatoria (75, 98-100). Bassi livelli di TNFRSF1A solubile ritrovati in alcuni
pazienti affetti da TRAPS hanno fatto ipotizzare che sia proprio questo il possibile
meccanismo induttore per I’insorgenza della sindrome. Alcune mutazioni
associate alla TRAPS, in particolare quelle con alterazioni dei legami disolfuro
intramolecolari, sono state collegate a un difetto di smistamento del TNFRSF1A.
L’alterata oligomerizzazione dei recettori mutati ne determinerebbe 1’accumulo
intracellulare nel reticolo endoplasmatico, come dimostrato da esperimenti in vitro
confortati anche da modelli molecolari di TNFRSF1A mutati. Tali esperimenti
hanno dimostrato come un accumulo intracellulare del TNFRSF1A mutato
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renderebbe le cellule sensibili agli effetti di altri stimoli per ’immunita innata,
come ad esempio il LPS batterico, con conseguente eccessiva secrezione
autocrina di TNF-a. Anche le specie reattive dell'ossigeno (ROS mitocondriali)
possono svolgere un ruolo fondamentale nella risposta inflammatoria in cellule
altamente responsive come quelle di pazienti portatori di mutazioni del
TNFRSF1A (101). Recentemente ¢ stato osservato come un’alterata funzione
mitocondriale associata ad un aumento della capacita ossidativa mitocondriale e
ad un incremento della generazione di ROS, determini una incrementata
produzione di citochine proinfiammatorie come risposta ai LPS, determinata da
una prolungata attivazione delle protein-chinasi attivate da mitogeno (MAPK)
(102). E* ben noto che I'accumulo intracellulare di proteine con alterato
ripiegamento, induce nelle cellule, come risposta allo stress cellulare, I'espressione
di geni che servono a ripristinare il corretto funzionamento del reticolo
endoplasmatico (UPR) (103). Un'altra proteina URP-associata, chiamata spliced-
X-box binding protein 1 (sXBP1), sembrerebbe coinvolta nella patogenesi della
sindrome TRAPS (104). Generalmente i pazienti affetti da malattia presentano
una aumentata trascrizione di sSXBP1 rispetto ai soggetti sani, infatti diversi
esperimenti hanno dimostrato un significativo aumento delle trascrizioni di
sXBP1dopo stimolazione dei monociti di individui con TRAPS mediante LPS. La
contemporanea somministrazione di antiossidanti riduceva i livelli di sXBP1 del
40%, suggerendo cosi un'associazione tra stress ossidativo del reticolo
endoplasmatico, causa dell’accumulo di TNFR1 mutato, e aumentati livelli di
ROS indotti dai LPS attraverso la via XBP1 in cellule altamente responsive. Una
possibile ipotesi patogenetica spiegherebbe come un lieve stress del reticolo
endoplasmatico porti ad accumulo di TNFR1 mutato provocando lo splicing di
XBP1 ma non una completa UPR. La rimozione dell’accumulo proteico
intracellulare secondario ad alterato misfolding e oligomerizzazione dei recettori
mutati, pud essere effettuata da proteasomi, UPR e/o meccanismi di autofagia
(105). Recenti osservazioni hanno dimostrato un legame tra I’infiammazione e
l'autofagia, quest’ultima sembra rappresentare in condizioni fisiologiche il
principale meccanismo responsabile per I'eliminazione dei compartimenti cellulari

danneggiati e degli aggregati proteici mutati che si accumulano in circostanze
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patologiche. In particolare, la down-regulation dei processi di autofagia innesca
nelle cellule le risposte dell’immunita innata che attivano il pathway dell’NF-kB
cui segue una intensificata ipersecrezione di IL-If con conseguente

inflammazione cronica.

3.3 Quadro laboratoristico

Gli esami di laboratorio mostrano una elevazione aspecifica degli indici di flogosi
anche nei periodi intercritici, seppur ad un livello inferiore rispetto a quello
durante gli attacchi. Alcuni pazienti possono presentare leucocitosi neutrofila ed
una gammopatia policlonale. Tuttavia il parametro di laboratorio piu determinante
durante la fase di quiescenza della malattia € il riscontro di bassi livelli sierici del
recettore solubile del TNF, a dimostrazione del fatto che la malattia é originata da
un difettoso shedding del recettore sulle membrane cellulari (81). La misurazione
della SAA ¢ un utile ausilio diagnostico: concentrazioni elevate sono associate ad
un rischio progressivo di deposito di fibrille di amiloide in vari parenchimi (85).
Si e visto che una percentuale variabile ma considerevole di pazienti con TRAPS
potrebbe sviluppare amiloidosi renale. L'obiettivo finale della terapia nella
TRAPS prevede la normalizzazione degli indici flogosi accompagnata a riduzione
della concentrazione di SAA sotto i 10 mg/L. Negli studi sul trattamento della
TRAPS, la SAA ha dimostrato di essere un parametro utile nella valutazione
dell'attivita clinica in risposta alla terapia con gli inibitori del TNF (106-108).
Un'altra proteina legante il calcio denominata S100A12 (o calgranulin C), secreta
dai granulociti neutrofili che attiva la risposta infiammatoria nelle cellule
endoteliali e nei leucociti attraverso il pathway dell’NF-kB, potrebbe considerarsi
un nuovo marcatore affidabile. Essa risulta strettamente correlata con l'attivita di
malattia e I'efficacia terapeutica in diverse malattie autoinfiammatorie. Negli
ultimi anni ha preso piede I’interesse scientifico per i peptidi derivati dai tessuti
adiposi. Diversi mediatori biologici meglio conosciuti come adipocitochine
(leptina, resistina, adiponectina e visfatina) hanno dimostrato di svolgere un ruolo
rilevante nell’infiammazione sistemica (109). In particolare, i livelli sierici di

adiponectina  (110), valutati nei  periodi intercritici  sono risultati

31



significativamente correlati con la presenza di amiloidosi, mentre i livelli sierici di

leptina erano correlati con il numero di attacchi febbrili nel corso dell’anno.

3.4 Strategie terapeutiche nella TRAPS

| principali obiettivi della terapia consistono in: 1) controllo dei sintomi, 2)
miglioramento della qualita di vita dei pazienti, e 3) prevenzione delle
complicanze a lungo termine. Alcuni pazienti beneficiano dei farmaci
antinfilammatori non steroidei ad alto dosaggio (FANS), mentre la colchicina o
immunomodulatori come il methotrexate, la ciclosporina e la talidomide risultano
poco efficaci (76). Gli attacchi infiammatori rispondono spesso alla
somministrazione di corticosteroidi ma i pazienti a volte necessitano di dosi
crescenti di steroide o della loro assunzione cronica per evitare flares
inflammatori (74, 111). Inoltre gli steroidi non sembrano proteggere
completamente dal rischio di sviluppare amiloidosi reattiva, in quanto non
normalizzano i livelli di SAA (112). Recentemente, grazie all’identificazione di
mutazioni del TNFRSF1A come causa genetica della TRAPS, si € impiegato
I’utilizzo di un anti-TNF, sebbene nella maggior parte dei pazienti con TRAPS
non vi sia un incremento del TNF (113). Tra gli agenti biotecnologici, il farmaco
maggiormente utilizzato fino ad oggi é stato etanercept. La somministrazione di
Etanercept ha dimostrato di prevenire gli attacchi infiammatori e/o consentire la
riduzione della somministrazione di corticosteroidi (114). Nei pazienti resistenti
ad etanercept, gli inibitori dell’IL-1 hanno recentemente dimostrato di indurre una
migliore e piu duratura efficacia nel controllo delle manifestazioni cliniche e nella
normalizzazione degli indici di flogosi, nella maggior parte dei pazienti affetti da
TRAPS. Anakinra, antagonista recettoriale dell’IL-1 ha dimostrato di prevenire le
recidive della malattia nel breve termine e di indurre una pronta e stabile
remissione della malattia (79, 115). Inoltre é stata recentemente descritta la sua
efficacia e sicurezza a lungo termine nei pazienti con e senza SAA (116). Il
trattamento deve mirare ad indurre una normalizzazione persistente dei livelli di
SAA. Per tale ragione si raccomanda un attento monitoraggio della SAA in modo

da rilevare qualsiasi elevazione patologica che possa verificarsi anche in pazienti
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asintomatici, espressione di una infiammazione subclinica. Per quanto concerne le
nuove strategie terapeutiche per la TRAPS, recentemente € stato utilizzato con
successo canakinumab, un anticorpo monoclonale IgG1l anti-IL-1B umana. Un
recente studio di fase Il condotto su venti pazienti con TRAPS ha dimostrato che
canakinumab é in grado di determinare un beneficio clinico ed un rapido ed
efficace miglioramento dei parametri bioumorali che si mantengono nel tempo
con il proseguimento del trattamento terapeutico. In ultimo, poiché i valori di IL-6
possono risultare elevati nei pazienti con TRAPS (113), é stato ipotizzato che
tocilizumab, un anticorpo monoclonale umanizzato che si lega specificamente ai

recettori per I’IL-6 potrebbe essere un'opzione terapeutica alternativa (117).
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Dominio di Domini di legame al Regione soggetta a taglio Segnalazione intracellulare:
assemblaggio del TNF-a proteolitico da parte di sopravvivenza-apoptosi
pre-ligando metalloproteasi

Figura 1.4. Rappresentazione schematica del gene TNFRSF1A e delle mutazioni responsabili
della sindrome TRAPS (A). Il gene TNFRSF1A codifica per il recettore TNFRSF1A (B). In
condizioni normali il recettore TNFRSF1A viene espresso sulla superficie cellulare ed il legame
con il TNF-o attiva diverse cascate trasduzionali responsabili della sopravvivenza e/o

dell’apoptosi cellulare
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4. MiRNA

4.1 Generalita MiRNA

I miRNA rappresentano una classe di RNA a catena corta, di lunghezza compresa
tra 18 e 25 nucleotidi, che regolano I’espressione genica in maniera post
trascrizionale, attraverso interazioni sequenza-specifiche con siti bersaglio sugli
MRNA (118). L’attivita dei microRNA rientra dunque tra i meccanismi regolatori
epigenetici dell’espressione genica, congiuntamente a metilazione del DNA,
modificazioni degli istoni, ed in particolare acetilazione (119, 120). Attraverso
una parziale omologia con la regione non codificante 3’ terminale (3°UTR) sugli
mRNA bersaglio, i miRNA sono in grado di controllare 1’espressione genica
inibendo la traduzione o riducendo direttamente i livelli di mRNA. Nell’'uomo
sono attualmente conosciuti circa 800 miRNA (121). I miRNA costituiscono
un‘ampia classe di molecole regolatrici dei geni e la loro conservazione attraverso
le varie specie, indica una pressione selettiva, ed un importante ruolo nello
sviluppo, nelle patologie, ¢ nell’evoluzione (122, 123).

I miRNA sono prodotti come trascritti primari di RNA di lunghezza maggiore,
detti “pri-miRNA”, che sono autocomplementari e possono passare in una
struttura a forcina a doppio filamento, generalmente creando imperfetto
accoppiamento di basi. | pri-miRNA sono processati in una reazione in 2 fasi. Il
primo passaggio ¢ catalizzato nel nucleo da “Drosha”, un endonucleasi
appartenente alla superfamiglia delle RNAsi 111, e dalla proteina ad essa associata
DGCRS. Drosha riduce il pri-miRNA ad un frammento precursore di circa 70 pb,
il pre-miRNA. Questo clivaggio determina le estremita 5’ ¢ 3’ del precursore.
Dopo D’esportazione dal nucleo al citoplasma, ad opera di “Exportina 57, il
secondo passaggio ¢ catalizzato dal “Dicer”, e porta alla sintesi di un segmento di
22 pb a doppio filamento, con una corta terminazione, di 2 pb, a singolo
filamento. Dicer ha una attivita di elicasi N-terminale, in grado di disaccoppiare le
regioni a doppio filamento, e due domini nucleasici, anch’essi correlati con la
RNAsi [1l batterica. Questi frammenti di RNA a doppio filamento vengono

integrati in un complesso chiamato RISC (RNA-induced silencing complex).
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Le proteine dalla famiglia “Argonaute” (AGO) fanno parte di questo complesso, e
sono necessarie per il processamento finale dei segmenti a singolo filamento e il
loro legame con le 3’UTR dei loro mRNA bersaglio. L’uomo ha 4 proteine della
famiglia degli Ago. RISC ha attivita endonucleasica, che cliva il filamento che
non sara utilizzato del miRNA a doppio filamento. Il grado di accoppiamento tra
le basi e le sequenze terminali (determinate dal clivaggio di Dicer) del doppio
filamento, determinano quale proteina della famiglia Ago dovra legare il doppio
filamento di RNA e quale filamento sara selezionato come passenger strand, per
essere degradato. 1l complesso RISC é ora in grado di guidare il miRNA maturo al
suo mRNA bersaglio (124).

4.2 MiRNA e stati patologici

L’espressione di miRNA caratteristici ¢ stata correlata con il controllo di vari stati
patologici e di sviluppo (46), della proliferazione, differenziazione e apoptosi
delle cellule, e anche con la trasduzione del segnale e lo sviluppo degli organi
(118, 125-134).

Nei tumori, i mMiIRNA possono agire come geni oncosoppressori o oncogeni (135),
potendo anche regolare la chemioresistenza (136) e la capacita di
metastatizzazione (137). | profili riscontrati di miRNA tessuto-specifici e
patologia-specifici, sono spesso piu ricchi di informazioni rispetto ai profili degli
mMRNA. Rispetto agli mRNA e ad altri RNA a catena piu lunga, i miRNA sono
estremamente stabili (138). La loro stabilita € simile sia nel siero e nel plasma
freschi, che in quelli stoccati. Cid ha permesso ’analisi dei miRNA nei campioni
di tessuto conservati (139). Questo fa dei miRNA degli ottimi strumenti per la
diagnostica o altre applicazioni cliniche, come ad esempio un loro possibile
impiego come bersagli terapeutici (140-142).

Tra i principali quadri associati all’espressione di caratteristici miRNA vi sono:

* Neoplasie: la prima dimostrazione di un nesso tra miRNA circolanti e neoplasie
viene da studi pubblicati all’inizio del 2008: in uno studio sul siero di 60 pazienti
con linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) Lawrie et al. hanno trovato un

aumento significativo dei livelli di miR-155, miR-21 e miR-210, rispetto ai
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controlli (143). In pazienti con carcinoma a cellule squamose della lingua & stata
riscontrata una alterazione dei livelli di vari miRNA. Quello con la maggior
espressione in questo tessuto tumorale, miR-184, era presente ad alto livello anche
nel plasma, dove diminuiva dopo intervento chirurgico nella quasi totalita dei
pazienti (144).

Altre neoplasie in cui sono state riscontrate alterazioni dei livelli d’espressione dei
miRNA sono il carcinoma a piccole cellule del polmone (miR-25 e miR-223,
aumentati di 5 e 3 volte rispettivamente) (145), carcinoma colorettale (livelli
aumentati di miR-17-3p, miR-29a e miR-92 nel plasma, che diminuivano 7 giorni
dopo la resezione) (146), carcinoma ovarico (10 miRNA ipo o iperespressi) (147-
148), carcinoma epatocellulare (miR-500) (149), pancreatici (150), mammari
(151) e gastrici (152).

* Patologie cardiache: miR-1 ¢ risultato significativamente aumentato nell’infarto
miocardico acuto (IMA), con un ritorno ai valori normali dopo due settimane
dall’evento (153). Anche miR-133a e miR-499 risultano aumentati. In seguito a
danno miocardico, si ha un innalzamento di miR-208 nelle successive 3-12 ore,
prima di un ritorno ai livelli basali; esso compare in circolo ancora prima della
troponina, risultando percio un piu sensibile e precoce marker di IMA (154, 155).
» Danno ossidativo epatico: miR-122, miR-29a e miR-29c risultano ridotti di 5
volte a livello epatico, ed aumentati fino a 500 volte nel plasma in caso di
eccessiva assunzione di acetaminofene (156).

« SIRS (systemic inflammatory response syndrome) e sepsi: nel primo caso
risultano diminuiti miR-146a e miR-126, in caso di sepsi, oltre a questi, &
diminuito anche miR-223 (138).

* Gravidanza: alcuni Autori ipotizzano che I’alterata espressione di alcuni miRNA
possa essere associata alla pre-eclampsia, e potrebbero quindi essere impiegati
come marker per diagnosticare preventivamente questa condizione (138).

+ Patologie infiammatorie: la scoperta dei miRNA ha rivelato un livello
molecolare nel controllo delle funzioni immunitarie, che va oltre il ruolo
regolatorio delle vie di segnale mediate dalle chinasi e dai fattori di trascrizione
finora individuati (123).
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4.3 I miRNA nelle malattie reumatiche

Recentemente molti studi hanno dimostrato che i miRNA sono importanti
regolatori della risposta immune. Tra di essi abbiamo miR-181a, che controlla la
sensibilita del recettore delle cellule T (TCR), e puo quindi influire sulla selezione
timica (157); miR-150, il quale gioca un ruolo chiave nella differenziazione
linfocitaria (158, 159);

miR-155, che agisce come regolatore della proliferazione dei linfociti B (160); il
miRNA cluster 17-92, la cui espressione porta alla proliferazione incontrollata dei
linfociti e ai linfomi (161, 162).

I miRNA agiscono anche nell’immunita innata: miR-146a e un regolatore
negativo del segnale di TLR-4 (163), e miR-223 e specificamente espresso al
momento della differenziazione indotta dall’acido retinoico della linea cellulare
HL-60 nella leucemia promielocitica, ed € stato riscontrato anche un suo
coinvolgimento nella differenziazione dei granulociti (164).

Molti studi hanno dimostrato che 1’espressione dei miRNA ¢ alterata in alcune
patologie autoimmuni sistemiche. Nel Lupus Eritematoso Sistemico (LES)
utilizzando I’analisi di microarray, sono stati analizzati 1 profili d’espressione dei
miRNA, nei monociti del sangue periferico di pazienti con LES, e si & visto che,
rispetto ai controlli sani, vi era una ridotta espressione di 7 miRNA, mentre altri 9
erano iperespressi (165). Uno studio effettuato su biopsie di reni con nefrite
lupica, ha rilevato 66 miRNA con espressione alterata (36 iperespressi, 30 con
espressione ridotta) (166). Molti miRNA quindi sono coinvolti nella patogenesi
del LES, e da alcuni studi sembra che in futuro potranno essere utilizzati anche
nella sua terapia: € stato visto ad esempio che la ridotta espressione di miR-125a
contribuisce all’elevata espressione della chemochina infiammatoria RANTES nel
Lupus. Introducendo miR-125a nei linfociti T lupici, si aveva una riduzione
dell’espressione di RANTES (167). Nei pazienti con Sindrome di Sjogren, € stato
visto che miR-574 e miR-768-3p risultano iperespressi nelle cellule epiteliali delle
ghiandole salivari e possono essere utilizzati per predire ’evoluzione della
malattia (120). E’ possibile inoltre suddividere i pazienti in sottopopolazioni, in

base al grado di infiammazione ghiandolare, valutando i profili dei miRNA
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espressi dalle ghiandole stesse. Nella Sclerosi sistemica (SSc) € stato
recentemente dimostrato un ruolo di regolazione post-trascrizionale dei miRNA
sui geni che inducono la fibrosi. Da sottolineare il ruolo del miRNA cluster 29, e
in particolare di miR-29a, sulla regolazione dell’espressione del collagene a
livello post-trascrizionale, sia su colture di fibroblasti, che su modelli animali in
vivo (168). Nell'artrite reumatoide, € stata riscontrata una importante
iperespressione di miR-155 e miR-146a nei fibroblasti sinoviali dei pazienti con
AR rispetto a quelli con osteoartrosi (OA) ed ai controlli. Stankzyc et al.(169)
hanno dimostrato che I’espressione di miR-155 nei fibroblasti sinoviali di pazienti
con AR puo essere anche indotta da TNF-a, IL-1B, LPS, poly (I-C) e lipoproteine
batteriche. Nakasa et al. (170) hanno confermato 1’aumentata espressione di miR-
146a nei tessuti sinoviali dei pazienti con AR rispetto a quelli con OA ed a
controlli sani, tramite ibridizzazione in situ e immunoistochimica dei campioni
tissutali. Gli autori hanno, inoltre, concluso che I’espressione di tale miR puo
essere indotta dalla stimolazione con TNF-o e IL-1B. Recentemente, ¢ stato
riscontrato un significativo incremento delle concentrazioni di miR-146a, miR-
155, miR-132 e miR-16, nelle cellule mononucleate del sangue periferico di
pazienti con AR rispetto a controlli sani e malati (tra 1,8 e 2,6 volte >), e cio0
induce a pensare che i miIRNA siano coinvolti a vari livelli nella patogenesi
dell’AR (171, 172).

4.4 MiRNA e TRAPS

In un recente studio (173), Lucherini et al. hanno evidenziato come i livelli sierici
di miRNA possano essere utilizzati come potenziali biomarker di malattia nella
TRAPS. Sono stati misurati i livelli di espressione di miRNA circolanti mediante
microarray Agilent in 29 campioni di siero ottenuti da 15 pazienti TRAPS
portatori di mutazioni ad alta penetranza e da 8 donatori sani. Mediante 1’utilizzo
del software GeneSpring GX € stato possibile identificare i mMiRNA
differenzialmente espressi e clinicamente rilevanti tra i quali: miR-134, miR-17-
5p, miR-498, miR-451a, miR-572, miR-92a-3p risultavano in grado di

discriminare i pazienti TRAPS dai donatori sani.
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Inoltre, al fine di valutare una possibile modulazione dei miRNA nei pazienti
TRAPS portatori di mutazioni strutturali, era stato esaminato 1’effetto del
trattamento con 1’antagonista recettoriale dell’IL-1 anakinra sul profilo dei
miRNA circolanti, confrontando i pazienti trattati con quelli non trattati (173).
Risultavano, cosi, 4 miRNA la cui espressione era significativamente alterata
dopo il trattamento con anakinra nei pazienti TRAPS portatori di mutazioni
strutturali. In particolare, 1’espressione di ulteriori quattro miRNA (miR-150-3p,
miR-92a-3p, miR-22-3p, miR-30d-5p) € stata riscontrata alterata in maniera
significativa nei pazienti TRAPS non trattati rispetto ai soggetti in terapia con
anakinra (173).

E’ interessante notare che i livelli sierici di miR-150-3p e miR-92a-3p, ridotti nei
pazienti TRAPS non trattati rispetto ai controlli sani, ritornavano a livelli
comparabili con i controlli durante il trattamento con anakinra (173).

Inoltre, 1’espressione di altri specifici miRNA circolanti correlava in maniera
statisticamente significativa con valori aumentati di SAA (miR-377-5p) e con il
numero di episodi febbrili/anno all’esordio della malattia (miR-92b).

Tra i miRNA risultati alterati nei pazienti con TRAPS, miR-150, miR-92 e miR-
17 rappresentano dei regolatori importanti nella differenziazione delle linee
cellulari del sistema immunitario innato mentre i livelli sierici di miR-150 sono
stati recentemente inversamente correlati con i livelli plasmatici di TNF-o in
pazienti con sepsi (179). Il loro ruolo nei pazienti con TRAPS deve pero essere
ancora chiarito.

Un crescente numero di studi ha identificato nel profilo di espressione dei miRNA
circolanti uno strumento diagnostico e prognostico di grande interesse. In pazienti
con patologie TRAPS-like, caratterizzate da sintomi compatibili con la TRAPS
ma senza mutazioni a carico del gene TNFRSF1A (172), il profilo di espressione
dei miRNA circolanti potrebbe essere utile anche come indicatorediagnostico,
aprendo peraltro la strada ad una migliore comprensione dei meccanismi

molecolari che sottostanno a questo fenotipo cosi complesso.
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5. SCOPO DELLO STUDIO

La gran parte delle mutazioni del gene TNFRSF1A responsabili della TRAPS si
verifica a livello dei primi due domini N-terminali extracellulari ricchi di residui
di cisteina del TNFRS1A, fondamentali nell'assemblaggio della struttura
tridimensionale del recettore del TNF. Queste mutazioni rappresentano varianti
strutturali, definite ad alta penetranza ovvero chiaramente associate ad un fenotipo
ad insorgenza precoce, caratterizzato da numerosi episodi febbrili ed infiammatori
sistemici, con elevato rischio di sviluppare amiloidosi. In letteratura, inoltre, sono
riportate anche mutazioni non strutturali, definite a bassa penetranza, associate ad
un fenotipo le cui caratteristiche rimangono tuttavia ancora non chiaramente
definite (82-84). Alcune delle caratteristiche del fenotipo riscontrato in pazienti
portatori di mutazioni non strutturali, inoltre, possono essere anche riscontrate in
pazienti con episodi inflammatori ricorrenti sistemici, geneticamente negativi per
mutazioni del gene TNFRSF1A. Inoltre, le varianti non strutturali sono spesso
etichettate come polimorfismi, in quanto riscontrate anche in popolazioni sane. L'
obiettivo della studio consiste nell’analizzare le singole manifestazioni cliniche ed
il loro decorso in una coorte di pazienti adulti con episodi infiammatori ricorrenti
sistemici portatori di mutazioni non strutturali e strutturali del gene del
TNFRSF1A, e geneticamente negativi.

Inoltre, poiché recenti dati di letteratura (173) hanno evidenziato una significativa
riduzione dei livelli di espressione di miR-92a e -150-3p in pazienti TRAPS non
trattati, mentre dopo terapia con anakinra tali livelli si ristabilivano ai livelli
riscontrati nei donatori sani (173) altro obiettivo dello studio € stato quello di
valutare i livelli di espressione di tali microRNA (miR-92a-3p e miR-150-3p) in
pazienti con episodi infiammatori ricorrenti sia portatori di mutazioni non

strutturali del gene del TNFRSF1A che geneticamente negativi.
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6. METODI

Per questo studio, sono state considerate le caratteristiche di 109 pazienti adulti
con episodi infiammatori ricorrenti sistemici. Tutti erano Caucasici di origine
Italiana, e afferenti ai Centri di Riferimento Italiani dedicati allo Studio delle
Malattie Autoinfiammatorie delle Universita di Padova, Siena, e Pavia. Dopo
consenso informato, tutti i pazienti erano testati per il gene TNFRSF1A (esoni 1-
6), e per geni responsabili di altre malattie autoinfiammatorie monogeniche, quali
il gene MEFV (Mediterranean Fever), responsabile di Febbre Mediterraneana
Familare (FMF), il gene (Mevalonato Kinasi) MVK (esoni 1-12), responsabile
della Sindrome da Deficit di Mevalonato Chinasi, il gene Nucleotide Leucine
Repeat NLRP3 (esone 3), responsabile di Criopirinopatie ed il gene NLRP12
(esone 3), responsabile di NLRP12-autoinflammatory disorder. Nessuno dei
pazienti rispettava I' applicazione dei Criteri di Livneh per la diagnosi di FMF o
risultava essere portatore di mutazioni patogenetiche dei geni MEFV, MVK,
NLRP3 e NLRP12.

In base alle caratteristiche del gene TNFRSF1A, i pazienti venivano distinti in tre
gruppi, denominati gruppo 1 (pazienti portatori di mutazioni non strutturali);
gruppo 2 (pazienti non portatori di mutazioni); gruppo 3 (pazienti portatori di
mutazioni strutturali). In particolare, il gruppo 1 era costituito da trentasei pazienti
(19 uomini e 17 donne) portatori di mutazioni non strutturali in eterozigosi del
gene TNFRSF1A, di cui venticinque (69,4%) risultavano positivi per R92Q, sei
(16,67%) per P46L, due (5,56%) per D12E, due (5,56%) per V95M, ed uno
(2,78%) per R104Q. Il gruppo 2 era composto da sessanta pazienti (28 uomini e
32 donne) geneticamente negativi per mutazioni dei geni del TNFRSF1A. Il
gruppo 3 era composto da tredici pazienti (6 uomini e 7 donne) portatori di una
mutazione strutturale del gene TNFRSF1A: otto pazienti presentavano una
mutazione a livello del nucleotide codificante la cisteina, tre pazienti risultavano
portatori della mutazione T50M, un paziente della mutazione S59P ed un paziente
della delezione di 9-residui a livello dell esone 6 (L167_G175del).

Per I'analisi dei MicroRNA, sono stati raccolti 6 campioni di siero ottenuti da tre

pazienti affetti da TRAPS (2 maschi e 1 femmine) portatori di mutazioni non
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strutturali (R92Q) e tre pazienti geneticamente negativi e 3 campioni di siero
ottenuti da tre controlli sani.

Tre pazienti portatori di mutazioni a bassa penetranza e tre pazienti geneticamente
negativi fornivano un campione in periodi di riacutizzazione e in assenza di
trattamento, per un totale di sei campioni raccolti.

| pazienti e i controlli sani erano tutti caucasici di origine italiana e tutti fornivano
CONSenNso.

Per l'estrazione e la retrotrascrizione dell’RNA, il sangue veniva centrifugato
subito dopo il prelievo e il siero era immediatamente congelato a -80° C in attesa
dell’esecuzione delle analisi. Le molecole di RNA comprendenti i microRNA
sono state estratte da 200 pl di siero utilizzando il miRNeasy Mini Kit (cat. No.
217004 Qiagen) secondo il protocollo fornito dalla casa produttrice con minime
variazioni.

In particolare, sono stati aggiunti 2.5 pl di miRNA sintetici 5 nM cel-miR-39,
immediatamente dopo il QIAzol Lysis Reagent (Qiagen).

La retrotrascrizione a partire dall’RNA totale per I’analisi dei miRNA, miR-92A-
3P, miR-150-3P e cel-miR-39, ¢ stata effettuata mediante I’uso del TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Applera,ltaly). Per
I'analisi dell’espressione dei miRNA, i saggi di RTqPCR (Real-Time quantitative
reverse-transcriptase polymerase chain reaction) sono stati eseguiti mediante
I’utilizzo di Taq Man MicroRNA Assay Kits (Applied Biosystems Foster City,
CA). Come controllo di riferimento e stato considerato miRNASyn-cel-miR-39-
3p miScript miRNA (Applied Biosystems Foster City, CA). | kit sono stati
utilizzati seguendo le indicazioni della ditta fornitrice.

Per le reazioni é stato impiegato lo strumento CFX96 Real-Time system (Bio-Rad
Laboratories, Waltham, MA), nelle seguenti condizioni: 10 min a 95°C per
I’attivazione dell’enzima, 15 sec a 95°C per 40 cicli e 1 min a 60°C. I risultati
sono stati elaborati ed analizzati utilizzando Bio-Rad CFX Software Manager 1.5
(Bio-Rad, Waltham, MA). Per I’analisi quantitativa dei miRNA-92 e -150, sono
state utilizzate sonde gene-specifiche TagMan fluorescenti (ID: 000431, ID:
002637, rispettivamente) (Applied Biosystems Foster City, CA).
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7. ANALISI STATISTICA

Le caratteristiche demografiche e cliniche al tempo di screening molecolare e ad
ogni visita di follow-up sono state studiate attraverso analisi statistica descrittiva
ed espresse come medie + Deviazione Standard (DS), mediane (range
interquartile) o numeri (in percentuale). Sono state poi eseguite analisi di
confronto tra le caratteristiche fenotipiche dei tre gruppi al tempo di esordio,
mediante ANOVA o test di Kruskall-Wallis per variabili quantitative ed il Test 2
per variabili qualitative.

Per le variabili che raggiungevano una significativita globale, il confronto
attraverso test di contingenza era eseguito attraverso medie di Fisher-exact o
Mann-Whitney U test, con correzione di Bonferroni. La normalita era valutata
attraverso 1’utilizzo del test di Anderson-Darling. Il confronto tra i due gruppi per
ogni singola variabile era effettuato attraverso il test t di Student, e la frequenza
dei sintomi attraverso tabelle di contingenza e test 2.

Per I’analisi e la comparazione statistica tra i livelli di espressione dei miRNA

circolanti e stato utilizzato il test t di Student.
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8. RISULTATI

I risultati mostravano che I'eta media di insorgenza e la durata media di malattia
erano rispettivamente di 26.58 + 14.98 e 12.69 = 11.28 anni nei pazienti del
gruppo 1, di 30.65 + 18.19 anni e 7.63 £ 8.07 anni nei pazienti del gruppo 2 e 14 +
17.33 e 33.38 + 13.65 anni nei pazienti del gruppo 3. Nell'analisi di confronto
dell’eta media di insorgenza, emergeva una differenza statisticamente
significativa (p=0.015) nel confronto tra il gruppo 3 e il gruppo 1 e 2. Non
risultavano altre differenze significative nel confronto tra gruppo 1 e gruppo 2.
L'analisi della durata media di malattia evidenziava una differenza significativa
(p<0.001), nel confronto tra gruppo 1 e gruppo 2, gruppo 3 e gruppo 1, e gruppo 3
e gruppo 2.

Un'anamnesi familiare positiva per episodi infiammatori ricorrenti risultava
significativamente piu frequente (p<0.001) nei pazienti del gruppo 3 (n:8; 61%)
piuttosto che nei pazienti del gruppo 1 (n:2; 6%) e del gruppo 2 (n:9; 15%).
Nell'analisi dei numeri di episodi di riacutizzazione all’anno, una differenza
statisticamente significativa (p:0.046), emergeva nel confronto tra i pazienti del
gruppo 3 che mostravano un piu basso numero di episodi (4.54 + 2.37 episodi
all’anno) rispetto ai pazienti del gruppo 1 (7.02 + 3.87 episodi all’anno) e del
gruppo 2 (13.97 £ 20.94 episodi all’ anno). La significativita statistica era
mantenuta anche nel confronto tra gruppo 1 ed il gruppo 2 (p:0.046).

Sia nel gruppo 1 che nel gruppo 3, il 69 % dei pazienti presentava all’ esordio
episodi infiammatori con durata media superiore a sette giorni rispetto ai pazienti
del gruppo 2 (38%). Una differenza significativa risultava dal confronto del
gruppo 1 verso il gruppo 2, e del gruppo 3 ed il gruppo 2 (p=0.005).

La presenza di febbre era osservata in tutti i sessanta pazienti del gruppo 2, mentre
era riscontrata in trentacinque pazienti (97%) del gruppo 1 e dodici pazienti del
gruppo 3 (92%). Nei pazienti febbrili, i valori di temperatura corporea superiori a
38° C erano riscontrati piu comunemente nel gruppo 3 (n:11; 84%), piuttosto che
nel gruppo 1 (n:31; 86%) e nel gruppo 2 (n:43; 72%).

44



Nell'analisi di confronto tra i tre gruppi, sia per la variabile presenza di febbre che
per la variabile valori di temperatura corporea > 38°C, non risultava alcuna
differenza significativa (rispettivamente p:0.15; p:0.26).

La pericardite risultava essere una manifestazione piu frequente nei pazienti del
gruppo 1 (n:12; 33%); nel gruppo 2 era riscontrata in cinque pazienti (8%) e nel
gruppo 3 in un solo paziente (8%). Per questa variabile, emergeva una differenza
statisticamente significativa nell" analisi di confronto tra il gruppo 1 ed il gruppo 2
(p:0.004), mentre non risultavano altre differenze nei rimanenti confronti.

La pleurite risultava piu frequente nel gruppo 1 (n:5; 14%) piuttosto che nel
gruppo 2 (n:6; 10%) e nel gruppo 3 (n:1; 8%). Per la pleurite, non risultava alcuna
differenza significativa (p=0.004) nel confronto tra i tre gruppi. Il dolore toracico
risultava piu frequentemente osservato nei pazienti del gruppo 1 (n:18; 50%)
piuttosto che nei pazienti del gruppo 2 (n:25; 42%) e del gruppo 3 (n:2; 15%). Per
questa caratteristica, nel confronto tra i tre gruppi, non risultava esservi una
differenza statisticamente significativa in nessuna delle combinazioni di analisi
(p:0.09).

Il dolore addominale era piu frequentemente osservato nei pazienti del gruppo 3
(n:9; 25%) piuttosto che nei pazienti del gruppo 1 (n:20; 33%) e del gruppo 2
(n:12; 92%). Per questa variabile, emergeva una differenza statisticamente
significativa nell' analisi di confronto tra il gruppo 3 ed il gruppo 1 (p<0,001) e tra
il gruppo 3 ed il gruppo 2 (p<0,001).

Le mialgie erano pit comuni nel gruppo 3 (n:12; 92%), piuttosto che nel gruppo 1
(n:20; 55%) e 2 (n:35; 58%), con differenza statisticamente significativa nell’
analisi di confronto tra il gruppo 3 ed il gruppo 1 (p:0.049). Anche le artralgie
risultavano piu comuni nel gruppo 3 (n:12; 92%), piuttosto che nel gruppo 1
(n:20; 55%) e 2 (n:37; 62%), non risultando alcuna differenza significativa nelle
analisi di confronto tra i diversi gruppi (p:0.06). | pazienti del gruppo 2
presentavano piu frequentemente artrite (n:9; 15%), mentre questa caratteristica
era riportata in piu bassa frequenza negli altri pazienti e rispettivamente in quattro
pazienti (11%) del gruppo 1, e in un solo paziente del gruppo 3 (8%). Tuttavia,
non emergevano valori di significativita nelle analisi di confronto tra i tre gruppi
(p:0.72).
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La faringite asettica risultava piu frequente nei pazienti geneticamente negativi
(n:36; 60%) che nel gruppo 1 (n:4; 11%) e nel gruppo 3 (n:2; 15%), emergendo
differenza significativa (p<0.001) nell'analisi di confronto tra gruppo 2 e i
rimanenti due gruppi.

Il coinvolgimento oculare risultava piu frequente nel gruppo 3 (n:7; 54%),
piuttosto che nel gruppo 2 (n:26; 43%) e nel gruppo 3 (n:7; 19%). Per questa
variabile, non emergeva alcuna differenza significativa in nessuna delle analisi di
confronto tra i tre gruppi (p:0.033).

Rispetto agli altri due gruppi, i pazienti del gruppo 2 presentavano piu
frequentemente le seguenti manifestazioni cliniche, aftosi orale (n:18; 30%), rash
cutaneo (n:22; 37%) linfoadenopatia (n:20; 33%) e cefalea (n:31; 52%); queste
manifestazioni cliniche erano riportate in piu basse frequenze nei gruppi 1 e 3; in
particolare, I'aftosi orale era riscontrata in nove pazienti (25%) del gruppo 1, e
nessuno dei pazienti del gruppo 3 riferiva questa manifestazione clinica dal tempo
di esordio dei flares. Nel gruppo 1, rash cutaneo e linfoadenopatia erano riportate
entrambe in sette pazienti (19%), mentre la cefalea rappresentava un sintomo
relativamente frequente, essendo riportata in quindici pazienti (42%).

Nel gruppo 3, il rash cutaneo era una manifestazione riscontrabile in soli due casi
(15%) e la linfoadenopatia in tre casi (23%). La cefalea rappresentava un sintomo
relativamente frequente essendo riportata in cinque casi (38%). Nelle analisi di
confronto tra i 3 gruppi, non emergevano differenze statisticamente significative,
sia per le variabili mucocutanee [aftosi orale (p:0.08); rash cutaneo (p:0.10)], sia
per la variabile linfoadenopatia (p:0.31), che per la variabile cefalea (p:0.52).

Il decorso degli episodi infiammatori sistemici risultava piu frequentemente
cronico nei pazienti del gruppo 3 (n:12; 92%) che nel gruppo 1 (n:10; 28%) e nel
gruppo 2 (n:20: 33%). L'analisi di confronto tra gruppi evidenziava una
significativita statistica nella comparazione tra il gruppo 3 ed il gruppo 1
(p=0.001) e tra il gruppo 3 ed il gruppo 2 (p=0.001). I pazienti del gruppo 3
presentavano una piu alta frequenza di andamento cronico (n:12; 92%), associato
con un relativo basso numero di attacchi acuti ai primi mesi di esordio.
Contrariamente, nel gruppo 1 e nel gruppo 2 gli episodi infiammatori

presentavano un andamento cronico rispettivamente in dieci (28%) e venti
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pazienti (33%). Per questa variabile, emergeva una differenza statisticamente
significativa sia nell' analisi di confronto tra il gruppo 3 e ed il gruppo 1
(p=0.001), che tra il gruppo 3 ed il gruppo 2 (p=0.001).

L'amiloidosi, come complicanza secondaria a lungo termine di inflammazione
risultava essere una manifestazione esclusiva di sei pazienti del gruppo 3. Per
questa variabile, emergeva una differenza statisticamente significativa (p<0.001)
nell" analisi di confronto tra il gruppo 3 e ed il gruppo 1, e tra il gruppo 3 e ed il
gruppo 2. | pazienti del gruppo 1 presentavano un piu alto livello della
concentrazione di SAA (47; 8-110 mg/dl), che raggiungeva una differenza
statisticamente significativa quando comparata con i pazienti del gruppo 2 (10.1;
0-46 mg/dl); i pazienti del gruppo 3 mostravano un valore piu alto di SAA (172;
3-1510 mg/dl) rispetto a quello di entrambi i gruppi (p<0.001); anche i valori di
PCR risultavano piu alti nel gruppo 3 (3; 0.1-15.5 mg/dl) rispetto a quelli del
gruppo 2 (0.3; 0.01-6.0 mg/dl) (p<0.001) e del gruppo 1 (0.55; 0.01-1.0 mg/dl).
Tuttavia nelle analisi di confronto non risultavano significativita.

All'ultimo follow-up, la remissione era considerata completa se vi era assenza di
sintomi e segni di inflammazione senza evidenza di inflammazione subclinica con
range di PCR e SAA nella norma, parziale se vi era riduzione della frequenza
degli episodi febbrili o se risultava aumento di PCR e SAA in assenza di
risoluzione dei sintomi e di altre cause eventualmente correlabili al loro aumento,
0 assente se nessuna delle condizioni precedenti era soddisfatta.

In relazione alle terapie, i pazienti con mutazioni strutturali presentavano una piu
alta richiesta di terapia steroidea ad alto dosaggio (>15 mg prednisolone eq.
giornalieri) e somministrata in modo continuo, e all'ultimo follow-up undici dei
tredici (84.61%) pazienti risultavano essere in terapia con farmaci biologici. Dieci
di essi ottenevano una completa risposta mentre in un paziente in terapia con
canakinumab era necessario l'introduzione di steroide ad alto dosaggio a causa di
flare.

| pazienti con mutazioni a bassa penetranza sembravano beneficiare da
somministrazioni di steroidi "on demand" con breve periodo di somministrazioni,
dato all' insorgenza dei sintomi, anche se sedici dei trentasei pazienti all' ultimo

follow-up necessitavano di un trattamento continuo.
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Non risultavano differenze statisticamente significative tra i pazienti portatori di
mutazioni a bassa penetranza e pazienti geneticamente negativi, nell'utilizzo di
FANS, colchicina e corticosteroidi. | farmaci anti-1L-1 o anti-TNF erano utilizzati
in sette (19%) pazienti del gruppo 1. Un completo controllo di tutte le
manifestazioni cliniche e laboratoristiche era raggiunta in tutti i casi. Tra questi
pazienti, tre erano trattati con l'antagonista ricombinante recettoriale dell'IL-1
anakinra (100 mg/giorno sottocute), due con I'anticorpo chimerico monoclonale
del TNF infliximab (3-5 mg/kg i.v. mensile) e due con la proteina umana
ricombinante del Fc del recettore del TNF receptor (p75), etanercept (50 mg
settimanali sottocute). Uno dei pazienti era in terapia con canakinumab (150 mg
una volta a settimana ogni 8 settimane) ed in completa remissione.

Nel gruppo 2, i farmaci biologici, etanercept in un caso e adalimumab in un altro,
erano somministrati a due pazienti con scarso controllo della sintomatologia
all'ultimo follow-up.

Infine sono stati valutati i livelli di espressione dei miRNA, miR150-3p e
miR92a-3p, in campioni ottenuti da pazienti TRAPS geneticamente negativi,
portatori di mutazioni a bassa penetranza e donatori sani. Mediante RT-PCR &
stato osservato un aumentato livello dei miR92a-3p e miR150-3p sia in pazienti
TRAPS geneticamente negativi sia portatori di mutazioni a bassa penetranza
rispetto ai donatori sani (Figura 2). Una differenza statisticamente significativa e
stata infatti rilevata nel confronto tra questi due gruppi di pazienti ed i donatori

sani (Figura 2).
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Figura 2. Quantificazione attraverso Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dei livelli
di miRNA miR-92a-3p and miR-150-3p espressi a livello del siero dei Controlli Sani (n:3;
colonne biache), dei pazienti eterozigoti per mutazioni del gene TNFRSF1A (n:3; colonne nere) e
dei pazienti geneticamente negativi (n:3; colonne grigie). L’espressione relativa dei livelli di

miRNA target erano normalizzati attraverso cel-miR-39.
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9. CONCLUSIONI

In questo studio, sono state considerate ed analizzate le principali manifestazioni
cliniche ed il loro decorso fino all'ultima visita di follow-up in una coorte di
pazienti con episodi inflammatori ricorrenti geneticamente negativi per mutazioni
dei geni coinvolti nell'autoinflammazione e portatori delle varianti strutturali e
non- del gene TNFRSF1A. Il principale obiettivo dello studio si proponeva di
analizzare e caratterizzare 1’andamento nel lungo termine delle manifestazioni
cliniche infiammatorie e degli indici di flogosi.

Nonostante nel confronto tra i tre gruppi non sia emersa la presenza di differenze
statisticamente significative nella distribuzione delle principali manifestazioni
cliniche associate ad un chiaro fenotipo TRAPS, i soggetti portatori di varianti
non strutturali presentavano delle caratteristiche fenotipiche ben precise.

In particolare, dal punto di vista anamnestico, i pazienti con mutazioni non
strutturali presentavano una piu bassa frequenza di storia familiare positiva per
attacchi infiammatori ricorrenti, un esordio piu tardivo della sintomatologia
inflammatoria, meno spesso associato a decorso cronico, caratterizzato da assenza
di amiloidosi secondaria all'ultimo follow-up. Inoltre, sebbene i pazienti portatori
di varianti non strutturali presentassero un numero maggiore di episodi all'anno, il
periodo di remissione dei sintomi tra gli attacchi risultava essere associato a livelli
di PCR significativamente inferiori rispetto agli altri due gruppi. Nel nostro
studio, i dati riguardanti le strategie di trattamento hanno mostrato notevoli
differenze nel confronto tra pazienti con varianti strutturali e non-, e pazienti
geneticamente negativi. In particolare, nel confronto tra questi due ultimi gruppi,
emergeva un maggiore impiego di terapie con farmaci biologici nei pazienti con
mutazioni non strutturali, a sostegno delle differenze di severita tra i due fenotipi.

I risultati di questo studio confermano i dati riportati in precedenza dal nostro
gruppo (84) e risultano in linea con le recenti osservazioni derivanti della coorte
di pazienti TRAPS costituita da circa centosessanta pazienti del registro europeo
(174).

| dati del nostro studio sembrano inoltre confermare che anche soggetti adulti con

varianti non strutturali presentano un fenotipo ed un andamento delle
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manifestazioni cliniche nel tempo simile a quello dei soggetti pediatrici portatori
delle stesse mutazioni (175). Inoltre, anche l'uso maggiore di FANS e
corticosteroidi, e una richiesta relativamente piu bassa di farmaci biologici nei
pazienti con mutazioni non strutturali rispetto ai pazienti con mutazioni strutturali
e sovrapponibile ai dati della popolazione pediatrica (175). E'interessante notare
la sovrapponibilitd dei nostri dati riguardanti la caratteristica faringite e la
popolazione pediatrica con mutazioni non strutturali del TNFRSF1A. Infatti, il
gruppo di pazienti adulti geneticamente negativi, osservati nel nostro studio e
confrontati con il gruppo geneticamente positivo mostrava all'anamnesi una piu
alta frequenza delle recidive di faringite durante l'infanzia, ricordando un fenotipo
PFAPA “periodic fever/ aphthosis/pharyngitis/cervical adenitis".

| dati del nostro studio mostrano, inoltre, che i soggetti portatori di varianti non
strutturali mostrano rispetto ai pazienti geneticamente negativi, una piu lunga
durata di malattia, un minor numero di attacchi all’anno ed un piu alto e
significativo tasso di pericardite. In relazione alla pericardite, la sua frequenza é
stata riscontrata con una percentuale variabile ma anche molto alta (27%) in
pazienti TRAPS e talvolta, descritta anche come possibile unica manifestazione
clinica in pazienti portatori di mutazioni non strutturali del gene TNFRSF1A (82,
86, 88, 89, 91). In particolare, mutazioni genetiche non strutturali del gene
TNFRSF1A possono essere riscontrate in circa il 6% dei casi non selezionati di
Pericardite Acuta Ricorrente Idiopatica e spesso accreditate come sua possibile
causa, correlando con refrattarieta alla colchicina (86, 88, 91).

Per quanto riguarda I'allele R92Q, questo € molto comune nei pazienti di origine
mediterranea, e la sua frequenza in individui sani italiani e stata riportata intorno a
valori del 2,2% (176). Nonostante l'alta frequenza dell' allele R92Q nella
popolazione sana, la maggiore frequenza tra i pazienti con febbri periodiche
suggerisce che l'allele potrebbe rappresentare una variante a bassa penetranza
piuttosto che un polimorfismo benigno (177). In alcuni pazienti portatori di questo
allele, una malattia infiammatoria ricorrente associata ad un decorso piu mite ed
oligosintomatico era gia stata riportata e descritta (76, 83). Recentemente, € stato
suggerito di considerare l'allele R92Q come una variante a significato sconosciuto

il cui effettivo contributo patogenetico necessita di essere interpretato nell' ambito
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di un contesto clinico appropriato (69, 70). Cido nonostante & ancora aperto e
dibattuto il ruolo di questa variante e la capacita di agire come possibile fattore
genetico in grado di influenzare la comparsa di un fenotipo infiammatorio (178,
179).

La variante P46L & stata riportata in pazienti con fenotipo simil TRAPS a
frequenza variabile dal 2% (177) al 15 % (83) rispettivamente in due piccole
casistiche. In diverse popolazioni di controllo, la variante P46L e presente ad una
frequenza di circa I'1% (83). Tuttavia, in alcune popolazioni africane, la variante
P46L sembra essere considerevolmente piu frequente (10%), suggerendo in tali
popolazioni il suo ruolo di polimorfismo piuttosto che di vera mutazione (76, 83).
Nel complesso, l'alta frequenza di R92Q e P46L riportate in letteratura in alcune
popolazioni non consente una loro certa definizione di varianti patogenetiche
nello sviluppo di inflammazione (83).

La mutazione D12E e caratterizzata da un transizione della T in G nell'esone 2 che
sostituisce un acido aspartico per un acido glutammico in posizione 12; le sue
implicazioni funzionali sono attualmente in studio e questa mutazione
sembrerebbe in primo luogo determinare un fenotipo meno grave di malattia con
una durata piu breve degli episodi ricorrenti febbrili (176). Questa variante é stata
tuttavia descritta solo a carico di un paziente portatore di una mutazione
addizionale M6801 in omozigosi del gene MEFV (180), e in un paziente
caucasico, con un fenotipo TRAPS (181).

La mutazione V95M, risulta essere caratterizzata dalla sostituzione di una G in A
a livello dell'esone 4, che si traduce nella sostituzione del residuo aminoacidico
valina in metionina a livello della posizione aminoacidica 95. Fino ad ora, una
mutazione in eterozigosi per le variante V95M ¢ stata riportata solo in tre casi,
uno dei quali caucasico con episodi ricorrenti di pericardite come unica
manifestazione clinica (182-184).

La variante R104Q é caratterizzata da transizione di G ad A a livello dell'esone 4,
con la conseguente sostituzione di un‘arginina a glutammina in posizione
aminoacidica 104. Recentemente, in uno studio su 100 pazienti giapponesi con
lupus eritematoso sistemico, il riscontro in due di questi, ha suggerito il potenziale

e possibile ruolo di R104Q di mutazione a bassa penetranza piuttosto che di
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polimorfismo (185). Tuttavia, anche per la variante R104Q le implicazioni
funzionali rimangono attualmente sconosciute.

In conclusione, i dati rilevanti di questo studio confermano che le varianti non
strutturali del gene TNFRSF1A possano coincidere con un fenotipo infiammatorio
ricorrente a decorso oligosintomatico e con esordio tardivo. Queste varianti
possono presentarsi in pazienti adulti con un quadro clinico caratterizzato da
decorso oligosintomatico relativamente meno severo ed episodi di febbre
mancando tuttavia delle manifestazioni tipiche del fenotipo TRAPS, legato alle
varianti ad alta penetranza. Queste mutazioni sembrano essere associate ad un
fenotipo TRAPS, le cui caratteristiche distintive sono rappresentate da una
frequenza piu alta di pericardite recidivante, ricorrenza di episodi febbrili di lunga
durata, ed un quadro infiammatorio severo, con ridotto rischio di amiloidosi, che
necessita di una terapia mirata con agenti biologici. Per questo motivo, in
particolare la presenza di pericardite e fenomeni febbrili protratti nel tempo
dovrebbe indirizzare verso il sospetto diagnostico di TRAPS anche in assenza di
una storia familiare positiva.

| dati riguardanti che i livelli circolanti dei miRNA dimostrano I' up-regolazione
dei due due miRNA, miR-92a-3p and miR-150-3p, nei pazienti con fenotipo in
pazienti eterozigoti per mutazioni del gene TNFRSF1A rispetto ai controlli sani e
pazienti TRAPS geneticamente negativi.

Recenti osservazioni di letteratura hanno evidenziato il ruolo chiave dei miRNA
nella regolazione dell’immunita innata ed adattiva, nello sviluppo e
differenziazione delle cellule immunitarie (172, 173). Alterazioni del profilo di
diversi miRNA sono state evidenziate anche in patologie inflammatorie, e in corso
di TRAPS correlando in modo variabile con attivita e decorso dei processi
patologici (166, 173, 186, 187).

I miRNA sono oggi considerati potenziali biomarkers, e il loro utilizzo nel
monitoraggio dell’attivita di malattia e della risposta al trattamento farmacologico
e stato recentemente ipotizzato anche in ambito reumatologico (187). Ad oggi,
inoltre, non e stata esclusa l'ipotesi di un possibile ruolo dei miRNA come
potenziali target per nuove strategie terapeutiche, mirate alla loro attivazione o

inibizione specifica (172).
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Quindi, ad oggi le alterazioni dei profili di espressione sierici e plasmatici dei
miRNA sono stati riscontrati in diverse patologie (143, 188, 189) e le alterazioni
dei livelli circolanti di queste molecole sono state correlate con un potenziale e
prognostico in diverse condizioni patologiche (190). Tuttavia, [’esatto
meccanismo con cui i miRNA entrano nel siero € ancora sconosciuto e non é
ancora chiaro se queste molecole posseggano una precisa funzione biologica o se
rappresentino solo dei marcatori di laboratorio; un recente studio mette in
evidenza lo stoccaggio dei miRNA allinterno di micro vescicole e la loro
secrezione con meccanismo attivo (138).

Un numero sempre maggiore di studi ha identificato nel profilo di espressione dei
miRNA circolanti uno strumento diagnostico e prognostico di grande interesse
anche in fenotipi autoinfiammatori. In pazienti con patologie TRAPS-like,
caratterizzate da sintomi compatibili con Sindrome TRAPS ma senza mutazioni a
carico del gene TNFRSF1A (191), il profilo di espressione dei miRNA circolanti
e risultato utile come indicatore diagnostico, aprendo peraltro la strada ad una
migliore comprensione dei meccanismi molecolari che sottostanno a questo
fenotipo cosi complesso.

Recentemente Lucherini et al. hanno dimostrato alterati livelli di espressione dei
miRNA in pazienti affetti da TRAPS e portatori di mutazioni ad alta penetranza
(173). Inoltre, alcuni di questi correlavano con l'attivita di malattia ed in
particolare i livelli sierici di miR-150-3p e miR-92a-3p risultavano ridotti nei
pazienti TRAPS non trattati rispetto ai controlli, e il trattamento con anakinra
ristabiliva i livelli di miRNA dei pazienti TRAPS su quelli dei donatori sani (173).
Rispetto al dato osservato da Lucherini et al. nelle alte penetranze, i dati ottenuti
dall'analisi dei miRNA in questo studio hanno evidenziato un trend opposto, up-
regolato, dei miR-150-3p e miR-92a-3p nei pazienti portatori di basse penetranze.
Il diverso profilo dei miR-150-3p e miR-92a-3p potrebbe rappresentare
I'espressione di vie patogenetiche intermedie diverse e correlabili al genotipo.
Tuttavia, I’esiguita della popolazione arruolata ci induce a considerare I'estensione
dello studio in una coorte piu ampia di pazienti.

I nostri dati mostrano inoltre che i valori sierici dei miR-150-3p e miR-92a-3p

potrebbero essere impiegati in futuro nel monitoraggio della risposta al
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trattamento nei pazienti con sindrome TRAPS portatori di mutazioni a bassa
penetranza; questo, tuttavia, necessita la migliore comprensione delle differenze
di espressione tra i pazienti portatori di mutazioni a bassa e alta penetranza e
geneticamente negativi. Una migliore conoscenza sia dell’ espressione che del
ruolo dei miR-150-3p e miR-92a-3p in corso di TRAPS potrebbe essere utile nell’
indirizzare lo studio di nuovi approcci terapeutici (138, 192-196).

Sebbene sia necessario condurre ulteriori studi, i livelli sierici dei miRNA
sembrano rappresentare un modello di riferimento nella TRAPS e ulteriori studi
potrebbero essere utili al fine di comprendere un loro potenziale ruolo di
biomarkers di malattia e di indici di risposta al trattamento farmacologico.
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