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RIASSUNTO

La Sindrome di Cushing (CS) é associata ad uno stato ipercoagulabile dovuto prevalentemente
al’incremento cortisolo-dipendente dei livelli di fattore von Willebrand (VWF) e fattore VI
(FVII). Questa condizione contribuisce all’aumentato rischio cardiovascolare della CS
predisponendo i pazienti allo sviluppo di eventi tromboembolici. Infatti i soggetti con CS
presentano una mortalita per cause cardiovascolari quattro volte superiore rispetto ala popolazione
generale.

In condizioni normali le concentrazioni plasmatiche di VWF sono altamente variabili poiché
vengono influenzate da numerosissimi fattori sia ambientali che genetici. Il sistema dei gruppi
sanguigni ABO ¢ il principale modulatore genetico dei livelli di VWF, maun ruolo significativo
stato anche attribuito ai polimorfismi -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G e -2527 G/A del promotore
del gene VWF. Tali polimorfismi segregano principa mente come aplotipo 1 (GCAG) o aplotipo 2
(CTGA) el’aplotipo 1 si associaalivelli di VWF mediamente piu elevati rispetto all’ aplotipo 2. Un
atro elemento funzionale recentemente caratterizzato nel promotore del gene VWF, e il
microsatellite -2144 (GT), che modula I’ up-regolazione dei livelli di VWEF in condizioni di shear
stress.

Questo studio & nato dall’ osservazione, mai riportata prima, che acuni pazienti con CS sono
resistenti all’azione del cortisolo quale up-regolatore del livelli di VWF. questi soggetti presentano
tutti i sintomi classici associati al’ipercortisolismo, ma mantengono valori di VWF perfettamente
normali. Lo scopo del lavoro e stato quello di verificare se la presenza di particolari aplotipi nel
promotore del gene VWF influenzi I'aumento del livelli di VWEF indotto da eccesso di
glucocorticoidi. A tal fine sono stati analizzati i polimorfismi -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G, -
2527 G/A e-2144 (GT), in unacoorte di 69 pazienti affetti da CS.

| pazienti sono stati suddivisi, in relazione a livelli di VWF, in gruppo A (VWF aumentato) e
gruppo B (VWF normale). Tae suddivisione e stata effettuata tenendo conto del gruppo sanguigno
di ciascun individuo e utilizzando due diversi range di norma per il VWF. 62-117 U/dL per i
soggetti di gruppo O e 68-171 U/dL per quelli di gruppo non O, calcolati su 160 soggetti normali
omogenei, per sesso ed eta, ai pazienti studiati.

Il gruppo A (VWF aumentato) comprendeva 40 pazienti, il gruppo B (VWF normae) 29. Le
distribuzioni aplotipiche degli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G e -2527 G/A nel due gruppi
di pazienti sono risultate statisticamente diverse, con una prevalenza dell’ aplotipo 1 nel gruppo A e
dell’ aplotipo 2 nel gruppo B (p=0.003). Una differenza statisticamente significativa & emersa anche
tra i singoli gruppi di pazienti e la popolazione normale (p=0.0002 e p=0.006, per A e B
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rispettivamente). L’ analisi degli Odds-ratio (OR) ha rivelato che nel pazienti con CS il rischio di
sviluppare ati livelli di VWF, e quindi una condizione trombofilica, € 4 volte superiore in presenza
dell’aplotipo 1 rispetto a 2 (OR=3.8, p=0.001); tale rischio diventa ben 14 volte piu elevato in
condizioni di omozigosi 1/1 rispetto a 2/2 (OR=14.5, p=0.01).

Per quanto concerne il locus (GT)y, i risultati della genotipizzazione hanno rivelato I’ esistenza, nella
popolazione generale, di alleli di lunghezza variabile tra 15 e 24 ripetizioni GT: (GT)21 (39.4%) e
(GT)19 (34.1%) sono gli alleli piu frequenti. Nei pazienti con CS e stata dimostrata un’ associazione
tradlei (GT)s (short, 15-19 ripetizioni GT) e incremento dei livelli di VWF (gruppo A), etraaleli
(GT)L (long 20-24 GT) e liveli di VWF normali (gruppo B) (p=0.01). Il calcolo degli OR ha
definito che le varianti (GT)s conferiscono a pazienti un rischio circa 3 volte superiore di
sviluppare dti livelli di VWEF, rispetto agli alleli (GT). (OR=2.8, p=0.01) e chetale rischio sale fino
a 13 volte in presenza di una condizione di omozigos (GT)g/(GT)s rispetto a (GT)./(GT)L
(OR=13.1, p=0.01). Sia I’aplotipo 1 che gli adldi (GT)s rappresentano quindi un marcatore di
rischio trombotico per i pazienti affetti da CS. Un’altra interessante osservazione, emersa in questo
studio, € che i loci (GT), e aplotipo -3268/-2709/-2661/-2527 sono parte di un’unica regione di
linkage disequilibrium (LD) del promotore del gene VWEF: |'aplotipo 1 segrega preval entemente
con gli dlei (GT)s, I’aplotipo 2 con gli dlel (GT). (p<0.0001).

Per quanto riguarda la determinazione dei livelli di VWEF in condizioni normali, nella popolazione
sana oggetto di questo studio, non € emerso alcun effetto dei polimorfismi -3268 G/C, -2709 C/T,
2661 A/G, -2527 G/A e -2144 (GT),, (p=0.69).

In conclusione i risultati ottenuti in questo studio dimostrano che un’ampia regione di LD del
promotore del gene VWEF é coinvolta nel modulare I’ up-regolazione dei livelli di VWF indotta da
corticosteroidi. Nei pazienti con CS, la presenza del pattern GCAG (aplotipo 1) e di varianti (GT)s
conferisce un aumentato rischio di sviluppare uno stato di ipercoagulabilita dovuto ad alti livelli di
VWEF, costituendo quindi un nuovo marcatore di rischio trombotico; a contrario il pattern CTGA
(aplotipo 2) e gli aleli (GT). rappresentano, in questo senso, un fattore di protezione. 1l fatto che i
polimorfismi in esame, apparentemente, non influenzino i livelli di VWF in condizioni normali,
suggerisce che potrebbero essere parte di un sistema di up-regolazione trascrizionale che viene

attivato dalla presenzadi particolari stimoli ambientali.



SUMMARY

Cushing's Syndrome (CS) is associated with a hypercoagulable state, mainly due to a cortisol-
induced increase in von Willebrand factor (VWF) and factor VIII (FVIII) levels. The condition
increases the cardiovascular risk in CS patients, predisposing them to thromboembolic
complications. The mortality rate due to cardiovascular events in CS subjects is 4 times the figure
for the general population.

In normal conditions, plasma VWF concentrations are highly variable because they are influenced
by several environmental and genetic factors. The ABO blood group system is the main inherited
modulator of VWF levels, but a role has also been attributed to the VWF gene promoter
polymorphisms -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G and -2527 G/A, which segregate mainly as
haplotype 1 (GCAG) or haplotype 2 (CTGA), the former being associated with higher mean VWF
levels than the latter. Another functional element recently characterized in the VWF gene promoter
is the microsatellite -2144 (GT),, which modulates the up-regulation of VWF levels in shear stress
conditions.

This study originated from the hitherto unreported observation that some patients with CS are not
susceptible to the hemostatic effect of cortisol excess. despite having the classic symptoms of
hypercortisolism, their VWF levels remain normal. The aim of this work was to establish whether
particular polymorphic patterns in the VWF gene promoter influence corticosteroid-induced VWF
modulation. To do so, polymorphisms -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G, -2527G/A and -2144
(GT), of VWF gene promoter were analyzed in a cohort of 69 CS patients.

The CS patients were divided into groups A or B, depending on whether their VWF levels were
high or normal, respectively. For the purposes of this classification, their ABO blood group was
considered and two different normal ranges for VWF were used, i.e. 62-117 U/dL for O blood
group cases and 68-171 U/dL for non-O patients, calculated on 160 normal individuals matched for
gender and age.

There were 40 CS patients in group A (high VWF levels) and 29 in group B (normal VWF levels).
Haplotype distributions for SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, 2661 A/G and -2527G/A differed
statistically between the two groups, haplotype 1 being more represented in group A and haplotype
2in group B (p=0.003). A statistically significant difference was also found between the two patient
groups and the controls (p=0.0002 and p=0.006 for groups A and B, respectively). OR analysis
revealed that CS patients with haplotype 1 have a 4-fold risk of developing high VWF levels and a
consequent thrombophilic condition by comparison with cases with haplotype 2 (OR=3.8, p=0.001).



This risk increases to up to 14-fold for patients with genotype 1/1 respect to genotype 2/2
(OR=14.5, p=0.01).

As for the -2144 (GT), locus, alleles from 15 to 24 GT repeats long were seen in the normal
population, (GT)2, and (GT)19 being the most frequent (39.4% and 34.1%, respectively). In CS
patients, (GT)s variants (Short, 15-19 GT repeats) were found associated with increased VWF
levels (group A), and (GT),_ aleles (Long, 20-24 GT repeats) with normal VWF levels (group B)
(p=0.01). The OR revealed that the risk of high VWF levels was 3 times greater for (GT)s alleles
than for (GT). (OR=2.8, p=0.01), and 13 times greater for genotype (GT)<d/(GT)s than for
(GT)L/(GT)L (OR=13.1, p=0.01). Both haplotype 1 and (GT)s alleles therefore constitute markers of
thrombotic risk for CS patients.

Another interesting finding that emerged in this study was that the loci (GT),, and haplotype -3268/-
2709/-2661/-2527 of the VWF gene promoter are in strong linkage disequilibrium (LD): haplotype
1 mainly segregates with (GT)s, haplotype 2 with (GT)_ (p<0.0001).

As for the VWF levels determination in normal conditions, no effect of polymorphisms -3268 G/C,
-2709 C/T, 2661 A/G, -2527G/A and -2144 (GT), was demonstrated in the heathy population
investigated (p=0.69).

In conclusion, our results showed that alarge LD region of the VWF gene promoter isinvolved in
modulating corticosteroid-induced VWF up-regulation. In CS haplotype 1 (GCAG) and (GT)s
alleles are associated with a greater risk of developing a hypercoagulable state due to an increase in
VWEF levels, so they constitute new markers of thrombotic risk. On the other hand, haplotype 2 and
(GT)L represent a protective factor for CS patients. The finding that the polymorphisms investigated
had no detectable effect on VWF modulation in normal conditions suggests that they may be part of
atranscriptiona regulatory system, which istriggered by particular environmental stimuli.



1. INTRODUZIONE

1.1 La Sindromedi Cushing (CS)

La Sindrome di Cushing (CS) € una complessa patologia endocrina, caratterizzata da un insieme di
manifestazioni cliniche legate all’ eccesso cronico di corticosteroidi (1-3). Si distinguono due forme
di CS: laprima, lapiu frequente, € legata a cause iatrogene (terapie a base di corticosteroidi a scopo
antiinflammatorio €/0 immunosoppressivo), la seconda € dovuta ad iperincrezione endogena di
cortisolo. Le forme di tipo endogeno s distinguono in ACTH-dipendenti (80-85% del casi) e
ACTH-indipendenti (15-20%). Nelle forme ACTH-dipendenti la secrezione cronica di ACTH
stimolala produzione eccessiva di cortisolo da parte del surrene; la causa principale di queste forme
e la presenza di adenomi ipofisari - si parladi Maattiadi Cushing (CD) -, ma si possono riscontare
anche cas di sindrome daipersecrezione ectopicadi ACTH dovuta aneoplasie non ipofisarie, e piu
raramente tumori secernenti CRH (sindrome da CRH ectopico) (4). Nelle forme ACTH-
indipendenti, invece, la CS pud essere dovuta a neoplasie surrenaliche (adenoma o carcinoma) o ad
iperplasia surrenale nodul are.

La CS, escludendo le forme iatrogene, € una patologia rara nella popolazione generale, basti

considerare che la CD haun’incidenza compresatra0.7 e 2.4 casi per milione/anno (5-6).

1.1.2 Caratteristiche cliniche

Le manifestazioni cliniche della CS dipendono dal grado e dalla durata dell’ ipercortisolismo, dalla
presenza o meno di eccesso di androgeni e dalla concomitanza di effetti tumore-correlati, nei casi di
carcinoma surrenalico o di sindrome da ACTH ectopico. Il sintomo piu comune € lo sviluppo
progressivo di obesita, generalmente centrale, che coinvolge il collo, il tronco e I’addome,
risparmiando invece gli arti che spesso presentano addirittura ipotrofia muscolare.

L’ accumulo di grasso alivello delle fosse temporali pud produrre la caratteristica “facies lunaris’ o
“faccia a luna piena”, spesso accompagnata da pletora a livello delle guance, degli zigomi, della
superficie anteriore del collo e della parte del torace esposta a sole. Spesso i pazienti presentano un
cuscinetto di grasso in sede dorso-cervicale che determina il cosiddetto “gibbo di bufalo”; in
relazione a grado di obesital’ adipe pud accumularsi anche alivello della fossetta sovraclaveare (7).
Le manifestazioni dermatologiche sono frequenti e varie: la cute diventa fragile e pud desquamarsi
(segno di Liddle), le ferite lievi guariscono lentamente, mentre quelle chirurgiche vanno incontro a
deiscenza. Lo stiramento della cute comporta |la comparsa di strie che possono apparire rosse o
color porpora (strie rubrae) a causa della sottigliezza della cute che comporta |’ esposizione del vasi

sottostanti.



L’ipercortisolismo stimola la gluconeogenesi epatica e lo sviluppo di insulino resistenza
predisponendo i pazienti allo sviluppo di intolleranza ai carboidrati e, nel 15-20% dei casl, di un
diabete mellito franco. L’ Acantosis Nigricans, segno di resistenza all’insulina, & spesso riscontrabile
alivello ascellare e attorno al collo.

L’ ipertensione arteriosa € molto comune nei pazienti con CS (70-80% dei casi) e rappresenta Spesso
il primo segno della patologia. In genere si tratta di una forma lieve-moderata, tuttavia nelle forme
caratterizzate da livelli di cortisolo molto elevati, S pud osservare un’ipertensione severa,
scarsamente responsiva allaterapia medica (8).

La densitometria ossea mostra nella maggior parte dei pazienti un quadro di osteoporosi
responsabile, nei casi piu gravi, di crolli vertebrali, fratture costali multiple anche spontanee e,
meno frequentemente, di fratture delle ossa lunghe (9).

Le donne sono piu colpite dalla patologia rispetto agli uomini e possono presentare aterazioni
mestruali e sintomi, quali irsutismo, acne e virilizzazione, dovuti al’iperandrogenismo (10).
Alterazioni psichiche sono presenti in piu del 50% dei pazienti e generalmente sono rappresentate
da labilita emotiva, depressione, astenia, perdita della libido, irritabilita, ansia, attacchi di panico e
paranoia lieve (11). L’insonnia e spesso presente come sintomo iniziale e sembra essere correlata
alla perditadel ritmo circadiano del cortisolo (12).

Alla CS é infine associato uno stato di ipercoagulabilita (13), condizione che predispone i pazienti
allo sviluppo di eventi tromboembolici e che contribuisce, nel quadro clinico generae, ad
aumentare il rischio di aterosclerosi e quindi di danni a sistema cardiovascolare dei pazienti (vedi

paragrafo 1.1.4).

Figura 1. Paziente affetta da CS.

Facieslunaris, irsutismo e adipe nelle fossette sovraclaveari in una paziente con CS.



1.1.3 Diagnosi eterapia

La presenza di CS e da sospettare ogni qualvolta si presentino nel paziente obesita centrale, facies
lunaris e rubeosi, irsutismo, strie rubrae, ipotrofia muscolare, ipertensione arteriosa, diabete o
intolleranza glucidica. La clinica, tuttavia, puo risultare ingannevole poiché i sintomi della CS
Spesso s presentano in maniera sftumata e possono inoltre essere segno anche di atre condizioni
patologiche quali I’ obesita grave, I’acolismo cronico o la depressione maggiore (pseudo-Cushing)
(14). La diagnosi di CS pertanto s articola lungo un percorso di esami che prevede due fas
successive (15):

1) Dimostrazione laboratoristica del sospetto clinico di ipercortisolismo

2) ldentificazione eziologica della sindrome.

La prima fase prevede |'esecuzione di numeros test bio-umorali i cui risultati, sommati
al’osservazione delle caratteristiche cliniche del paziente, determinano la conferma
dell’ipercortisolismo. Il primo esame da eseguire € il dosaggio del Cortisolo Libero Urinario
(CLU), che risulta I’indagine piu sensibile per la diagnosi di CS. Tuttavia ha una bassa specificita
poiché livelli di CLU sopra la norma (>75ug/dL) s riscontrano anche in pazienti con pseudo-
Cushing. Il test di soppressione con desametazone a basse dosi (1mg) permette di escludere da
ulteriori approfondimenti la maggior parte dei falsi positivi: una cortisolemia inferiore a 1.8ug/dL
esclude la diagnosi di CS, vaori tra 1.8ug/dL e 3ug/dL vengono considerati dubbi mentre valori
superiori a 3ug/dL sono considerati diagnostici (16-17). Tuttavia, anche se raramente, la mancata
inibizione del cortisolo dopo trattamento con desametazone puod presentarsi anche in alcuni casi di
pseudo-cushing. Il dosaggio della cortisolemia basale delle ore 8 non ha alcuna rilevanza nella
diagnosi, per via della sua elevata variabilitd, mentre un cortisolo plasmatico delle ore 23 superiore
a 1.8ug/dL (o 3ug/dL secondo acuni autori) e da considerarsi patologico alla stregua di un CLU
elevato o di una mancata inibizione con desametazone (16, 18). Il dosaggio del cortisolo salivare
notturno, pit comodo e meno invasivo, e un test diagnostico molto sensibile. 1l cut-off di 2ng/mL
(5.2nmol/L) sembra avere una sensibilita del 100% e una specificita del 96% (19).

La seconda fase dell’iter diagnostico prevede la determinazione dell’ eziologia della sindrome. |l
primo passo e quello di distinguere le forme ACTH-dipendenti dalle ACTH-indipendenti. Valori di
ACTH plasmatici indosabili o ridotti (<10pg/mL) sono indicativi di forme ACTH-indipendenti,
mentre valori di ACTH tra 10 e 20 pg/mL non permettono di escludere forme ACTH-dipendenti
lievi o cicliche. Per conferma in questi casi € fondamentale eseguire un test a CRH. Valori di
ACTH superiori a20 pg/mL sono indicativi di CS ACTH-dipendente.

Il test di soppressione con desametazone ad alte dosi (8mg) permette di distinguere le forme dovute

ad adenoma ipofisario da quelle con sede ectopica/surrenalica, poiché nel primo caso ate
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concentrazioni di glucocorticoidi (GC) hanno un effetto inibitorio sulla secrezione di ACTH e
cortisolo, mentre le forme ectopiche sono in genere insensibili a feedback negativo. Il test ha una
sensibilita variabile tra 60% e 80%. E’ possibile aumentare I’ attendibilita diagnostica dell’ indagine
se ad essaviene affiancato il test di stimolo al CRH o quello alla desmopressina.

Dopo I’ esecuzione e la valutazione di tutti i test ormonali si ricorre ad RMN ipofisaria, nel sospetto
di CS ACTH-dipendente. Nei pazienti con CS ACTH-dipendente che presentino un quadro clinico,
esami bio-umorali e radiologici non concordi nel definire I’ origine ectopica o ipofisaria della
sindrome, s ricorre al cateterismo dei seni petrosi, una metodica diagnostica molto attendibile ma
invasiva che valutail gradiente di ACTH trai seni petrosi destro e sinistro e una vena perifericain
condizioni basali e dopo stimolo con CRH. In presenza di una forma ectopica della patologia i
metodi utilizzati per identificare la localizzazione del tumore sono TAC o RMN collo-torace-

addome seguite, eventual mente, da Scintigrafia (Octreoscan), PET-TAC o Colonscopiae EGDS.

Il trattamento della CS, ad oggi, € essenziamente di tipo chirurgico. Le forme ACTH-indipendenti
guariscono soltanto dopo asportazione del surrene malato; anche nei casi di malattia ipofisaria la
prima scelta € quella chirurgica (resezione transfenoidale dell’ adenoma) tuttavia la percentuale di
insuccesso raggiunge il 30-40%, con recidive alungo termine nel 25% dei casi (20).

Nel caso in cui I'ipercortisolismo s ripresenti dopo un primo ed un eventuale secondo intervento
chirurgico, oppure nel pazienti in cui e difficile individuare I’adenoma ipofisario durante la
chirurgia endoscopica, il trattamento di seconda scelta € la radioterapia (RT) che puo avvaers di
diverse tecniche: RT convenzionale, stereotassica e radiochirurgia (Gamma-Knife e Cyber-Knife).
Il limite dell” approccio radioterapeutico consiste preval entemente nel tempo necessario per ottenere
unarisposta, infatti per assistere ad una adeguata riduzione dei livelli di ACTH e quindi di cortisolo,
bisogna attendere mesi, a volte addirittura anni. Inoltre la RT puo portare ad ipopituitarismo (50-
60%) ed esisteil rischio di sviluppare un secondo tumore (1-2%).

La RT convenzionale e ormai quasi completamente abbandonata, in quanto gravata da importanti
effetti collaterali. La tecnica RT stereotassica permette di trattare in maniera molto selettiva
I’ adenoma ipofisario, frazionando la dose terapeutica in diverse sedute: questo comporta un tempo
piu lungo di trattamento e anche un maggior tempo di attesa per la risposta, ma ha il grande
vantaggio di ridurre il rischio di danni ale strutture vicine (in particolare alle vie ottiche). Le
tecniche radiochirurgiche si realizzano invece in un’unica seduta in cui I’adenoma ipofisario o il
suo residuo post-chirurgico, vengono irradiati con estrema precisione con una dose leggermente
inferiore a quella somministrata complessivamente da un trattamento con RT stereotassica. |l

vantaggio di questa tecnica sta senz'atro nella rapidita del trattamento, tuttavia resta ancora da
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dimostrare se essa sia maggiormente efficace o a piu rapida risposta, senzaincremento del rischio di
danni a sistema nervoso centrale, visto il mancato frazionamento della dose terapeutica.

In attesa dell’ intervento chirurgico, in preparazione ad €sso, 0 nei casi non guariti in attesa di altri
trattamenti, ai pazienti viene somministrata una terapia medica per cercare di ridurre il loro elevato
rischio cardiovascolare. Trai farmaci inibitori della steroidogenesi il ketoconazolo € quello meglio
tollerato dai pazienti e quindi il piu utilizzato. Tuttavia le ate posologie richieste per ridurre i
sintomi dell’ipercortisolismo (non meno di 600mg/die) causano problemi a livello epatico
permettendo quindi solo terapie brevi, in attesa di altri trattamenti. Farmaci come il rosiglitazone,
gli analoghi della somatostatina e la cabergolina sono risultati meno efficaci di quanto ci si
aspettasse sulla base degli studi preliminari (21). La SOM230, nuovo analogo della somatostatina,
cosi come il mifepristone (RU 486) sono in corso di sperimentazione (22, 23).

Esistono casi di CD che non rispondono a nessuno dei trattamenti sopra descritti; dal momento che
I"ipercortisolismo €& una patologia potenzidmente letale, in acuni pazienti s ricorre ala
surrenectomia bilaterale. Questo intervento pur riducendo il rischio di morte espone il paziente al
rischio di sviluppare la sindrome di Nelson (crescita incontrollata dell’adenoma ipofisario) o a
guello di lasciare in sede il tumore ectopico responsabile della patologia, inoltre costringe il

paziente ad una terapia sostitutiva con corticosteroidi e mineralcorticoidi per tuttalavita.

Per quanto riguarda la terapia per le complicanze associate alla CS, pud comprendere, a
seconda del casi, una profilassi antitrombotica (eparina a basso peso molecolare), una terapia

antiipertensiva con farmaci tradizionali e una terapia antiosteoporotica (difosfonati).

1.1.4 11 rischio cardiovascolarenella CS

Come descritto in precedenza, |'ipersecrezione cronica di cortisolo provoca obesita centrale,
ipertensione, resistenza insulinica e dislipidemia, condizioni che determinano nel pazienti con CS
un fenotipo simile a quello della sindrome metabolica e che costituiscono assodati fattori di rischio
per lo sviluppo di aterosclerosi, causa primaria di ogni accidente cardiovascolare (24). Di fatto nei
pazienti con CS le complicanze cardiovascolari (aterosclerosi precoce, coronaropatie, infarto e
ictus) causano una mortalita 4 volte superiore rispetto alla popolazione generale (6) e tale
incremento del rischio & stato dimostrato anche in soggetti con CS subclinica da adenoma
surrenalico (25).

Dati recenti hanno dimostrato che I’ipercortisolismo e responsabile, indipendentemente dalla

presenza degli atri fattori di rischio, di danni diretti a livello cardiaco: si osserva in particolare un
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incremento dello spessore della parete ventricolare sinistra che e correlato non tanto all’entita
dell’ipercortisolismo, quanto alla sua durata. | meccanismi attraverso cui il cortisolo determina
guesta ipertrofia cardiaca non sono chiari, malapresenzadi recettori per i GC, nel cuore animale ed
umano, suggerisce che possa svolgere un’ azione diretta sul miocardio (26).

| GC inoltre inducono il rilascio di endotelina (ET) da parte delle cellule muscolari lisce vascolari
ed inibiscono I’ attivita del sistema dell’ ossido nitrico (NO). L’ET e il peptide con maggior potenza
vasocostrittrice e con marcati effetti ipertensivi, mitogenici e aterogenici. | livelli plasmatici di ET
nei pazienti con CS risultano significativamente aterati, rispetto ai controlli sani, e sembrano
decrescere in acuni pazienti trattati con successo (27). 1l sistema dell’ NO, potente vasodilatatore, €
invece un importante fattore di protezione vascolare che risulta depresso nel pazienti con CS (28).
Tutti questi fattori contribuiscono a determinare, nella CS, un rischio cardiovascolare molto elevato
che é presente in fase attiva di maattia, ma che permane anche dopo remissione
dell’ipercortisolismo (29). Alcuni studi hanno infatti dimostrato che, a distanza di 5 anni dalla
guarigione, nonostante il miglioramento parziale di alcuni parametri, il danno vascolare dovuto ala
presenza di placche aterosclerotiche persiste e i pazienti rimangono comungue soggetti a rischio
(30). Cio suggerisce che I’ipercortisolismo dopo aver innescato il processo aterogenico, non sia piu
indispensabile per il suo mantenimento, ed evidenzia I’importanza di un trattamento il quanto piu
possibile precoce della patologia.

| per coagulabilita nella CS

La CS s associa ad alterazioni importanti del sistema coagulativo che comportano uno stato di
ipercoagulabilita e contribuiscono in maniera determinante ad aumentare il rischio cardiovascolare
del pazienti. E' stato dimostrato che elevate concentrazioni di GC stimolano la sintes di fattore von
Willebrand (VWF) che, a sua volta, determina |I’aumento dei livelli circolanti di fattore VIl
(FVIII). Tde aumento correla con la gravita dell’ipercortisolismo e i livelli di VWF e FVIII
ritornano normali dopo remissione della patologia (31) (vedi paragrafo 1.2.6). La CS é associata
inoltre ad una ridotta capacita fibrinolitica dovuta all’aumento cortisolo-dipendente dell’inibitore
dell’ attivatore del plasminogeno tissutale (PAl-1), a cui consegue una ridotta fibrinolisi del coagulo
e quindi uno stato protrombotico (32).

| livelli dei fattori della coagulazione I1, V, VII, X e XII risultano aumentati nella CS, mentre
appare deficitaria I’ attivita dell’ Antitrombina 111: anche questo contribuisce alla determinazione
dello stato trombogenico dei pazienti (33). Infine un contributo alla condizione trombofilica della
CS e dato anche dalla presenza di iperomocisteinemia che costituisce un fattore di rischio per

cardiopatiaischemica e trombosi venosa profonda (34).
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| pazienti con CS, in definitiva, sono portatori di una condizione protrombotica importante e questo
s riflette sulla frequenza degli eventi tromboembolici che, come accennato precedentemente, e
molto piu elevata nella CS rispetto alla popolazione generale. Pertanto € importante che questi
pazienti siano sottoposti a profilassi antitrombotica soprattutto nelle situazioni di rischio come la

degenza pre e post-chirurgica, o in caso di cateterismo dei seni petrosi (32).

1.2 1l Fattore von Willebrand (VWF)

Il fattore Von Willebrand (VWF) e una glicoproteina multimerica ad elevato peso molecolare che
svolge un ruolo fondamentale nelle prime fas dell’emostasi, mediando |a formazione del trombo
piastrinico nel siti di danno vascolare. Funge inoltre da carrier del fattore VIII (FVII1) (35-37).

Il VWF e presente nel plasma, nelle cellule endoteliali, nelle piastrine e nella matrice sub-
endoteliale (38).

1.2.111 gene

Il gene che codifica il VWF é localizzato sul cromosoma 12, all’estremita del braccio corto
(12p13.31). E’ costituito da 52 esoni e copre un totale di 178 kb. Viene trascritto in un mRNA di
8.5 kb (39). Sul cromosoma 22 esiste uno pseudogene parziale del VWF, una copia non funzionale
della porzione del gene che va dall’ esone 23 al 34: il grado di omologia tra le due sequenze e del

97%, tuttavia lo pseudogene non da origine ad alcun trascritto funzionale (40, 41).

1.2.1 Struttura e biosintes
Il VWF viene sintetizzato dalle cellule endoteliali e da megacariociti e la proteina, nella sua forma
matura, € il risultato di numerose modifiche post-traduzionali (42, 43).
Il primo prodotto dellatraduzione (pre-pro-VWF) e costituito da 2813 aminoacidi e include

- Peptidedi segnale: 22 residui

- Pro-peptide: 741 residui

- Subunita matura: 2050 residui
Il peptide di segnale indirizzail pre-pro-VWF a Reticolo Endoplasmatico (RE) dove lamolecolava
incontro ad una prima N-glicosilazione e alla dimerizzazione mediante formazione di ponti
disolfuro che uniscono due monomeri a livello delle estremita carbossi-terminali (44). | dimeri di
VWEF correttamente glicosilati lasciano il RE e vengono trasportati nell’ apparato di Golgi: in questo

compartimento cellulare ha luogo la multimerizzazione della molecola, inoltre viene completata la
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glicosilazione (N ed O-linked) e vengono solfatati alcuni oligosaccaridi N-linked. 1l processo di
multimerizzazione prevede laformazione di ponti disolfuro trale porzioni N-terminali delle diverse
molecole e, successivamente la rimozione del pro-peptide (45, 46). Si ottiene cosi la proteina
matura, costituita da un insieme di strutture multimeriche di peso molecolare (PM) variabile tra i
500 ei 20.000 KDa (47). Le forme a piu alto PM sono quelle emostaticamente piu efficaci (46).

Nelle cellule endoteliali il VWF maturo viene per la maggior parte secreto (95%), ma una piccola
quantita viene storata in granuli citoplasmatici detti corpi di Weibel-Palade (49); nelle piastrine
invece il VWF viene immagazzinato in strutture dette a-granuli (50). Il VWF storato e costituito da
forme a peso molecolare molto elevato che vengono secrete in maniera regolata per azione di
numerose sostanze quali istamina, trombina, fibrina, desmopressina (analogo sintetico della
vasopressing) agonisti 3-adrenergici e molti altre (51). Nel plasmail VWF haun’emivitadi circal2

ore e una concentrazione mediadi 10 ug/mL.

Figura 2. Struttura e domini funzionali del VWF
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1.2.2 Funzione

Il VWF ha due ruoli fondamentali nel processo emostatico: media |'adesione e |I'aggregazione delle
piastrine a sub-endotelio nei siti di lesione vascolare, e trasporta il FVIII in circolo, proteggendolo
dalla degradazione (1).

In condizioni normali VWF e piastrine circolanti non interagiscono tra loro; in seguito a lesione
della parete vasale il VWF, tramite il dominio A3, si lega a collagene del tessuto sottoendoteliale
esposto e, in questa conformazione, la sua affinita di legame per |e piastrine diventa sufficiente per
legarle e trattenerle nel sito danneggiato, dando quindi inizio alla formazione del trombo. In questa
primafase il legame con le piastrine coinvolge il dominio A1 del VWF e il recettore piastrinico di

superficie GPIb (52). Successivamente, quando le piastrine sono state attivate, entra in gioco un
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secondo recettore, GPIIb-111a, che € in grado di legare fibrinogeno, fibronectina e VWF con alta
affinita (53, 54), consentendo la rapida crescita e stabilizzazione del coagulo. Il legame tra GPI1b-
Illae VWF e mediato dal dominio C1.

La seconda funzione del VWF consiste nel trasportare il FVI11 in circolo attraverso |a formazione di
un complesso non covalente FVIII-VWF. |l legame avviene tra la porzione amino-terminae del
VWF maturo (domini D’ e D3), ei residui 1669-1689 della catena leggeradel FVI11 (55). In questa
conformazione il FVIII é stabilizzato e protetto dall’azione delle proteasi plasmatiche (56, 57).
Quando il FVIII viene attivato, durante la cascata coagulativa, subisce proteolis a livello
dell’aminoacido Arg1689: questo taglio provoca il disassemblamento del complesso FVII-VWF e

il rilascio del FVI111 nellaforma attiva.

1.2.3 LaMalattiadi von Willebrand (MVW)

L’ efficacia emostatica de! VWF dipende dalla sua concentrazione, da un corretto grado di
multimerizzazione della molecola, e dall’integrita di tutti i suoi domini funzionali. Alterazioni di
tipo quantitativo o quditativo del VWF causano la malattia di von Willebrand (MVW) il piu
frequente difetto emorragico ereditario (58, 59). | sintomi piu comuni di questa patologia sono
epistassi, ematomi, prolungato sanguinamento dopo ferite ed estrazione dentaria, metrorragia e piu
raramente sanguinamento gastro-intestinale. Tuttavia le forme quantitative piu severe, oppure i
difetti che danneggiano I’interazione VWF-FVIII, provocano riduzioni importanti del FVIII
causando sintomi simili a quelli osservati nell’emofilia A (sanguinamento a livello delle
articolazioni, o del tessuti molli inclusi muscoli e cervello) .

LaMVW comprende tre forme principali: Tipo 1, Tipo 2 e Tipo 3 (60, 61). NellaMVW di tipol, la
forma piu frequente, la molecola € presente in quantita ridotta, ma la sua struttura e funzionalita
sono normali. Anche la MVW di tipo 3 e un difetto quantitativo, ma in questo caso il fenotipo e
molto piu severo essendo caratterizzato da assenza completa di VWF. La MVW di tipo 2
comprende invece alterazioni di tipo qualitativo e si suddivide in vari sottotipi (2A, 2B, 2M, 2N) a

seconda di quale dominio funzionale della molecola é coinvolto.

1.2.4 Fattore von Willebrand e rischio trombotico

Come riportato precedentemente una adeguata concentrazione plasmatica di VWF e indispensabile
per assicurare un’emostasi corretta e proteggere quindi I’ organismo dalle emorragie in seguito a
lesioni vascolari. Il processo emostatico tuttavia, se attivo in maniera eccessiva, puo diventare causa
di trombosi, provocando uno stato di ipercoagulabilita e portando ad aterosclerosi. In particolare il

VWEF, per il suo ruolo di mediatore nella formazione del trombo piastrinico e per la sua funzione di
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stabilizzatore del FVIII, diventa un importante fattore predisponente alla trombosi, se presente in
concentrazioni troppo elevate (62). Numerosi studi hanno dimostrato che I’aumento dei livelli
circolanti di VWF s associa ad una maggiore incidenza di coronaropatie ed eventi trombotici, nella
popolazione generale ma soprattutto nei soggetti ad alto rischio, quelli cioe che hanno gia
sviluppato un accidente cardiovascolare o che sono affetti da diabete o aterosclerosi (63, 64). In
questi pazienti concentrazioni elevate di VWF costituiscono un fattore di rischio assodato per lo
sviluppo di infarto del miocardio ed ictus ischemico, eventi cardiovascolari che possono risultare
anche mortali. Sebbene la comprensione dei meccanismi tramite cui il VWF influenza la patogenesi
della malattia trombotica necessiti ancora di molti approfondimenti, € indubbio che la misurazione
dei livelli di VWF debba essere considerata uno strumento importante per una accurata
determinazione del rischio trombotico, soprattutto ala luce del fatto che le condizioni fisio-

patol ogiche che up-regolano questa molecola sono numerosissime (vedi 1.2.5).

1.2.5Modulatori dei livelli circolanti di VWF

La concentrazione media di VWF plasmatico in condizioni fisiologiche e di ca.10 pg/mL, ma i
valori osservati nella popolazione normale si collocano in un range molto ampio che vada5 ug/mL
a 20 ug/mL del valore medio. Questo € dovuto all’ esistenza di numerosi fattori, Sia genetici che
ambientali, in grado di modulare la sintesi e il rilascio della molecola (65). || VWF fa parte delle
molecole dellafase acutai cui livelli aumentano, in maniera transitoria, in risposta a numerosissime
condizioni fisio-patologiche tra cui la gravidanza, |’esercizio fisico, traumi, stati infiammatori,
assunzione di farmaci (estroprogestinici, ormoni tiroidei, cortisone), diabete, disfunzione renale,
ipertiroidismo e cancro. | meccanismi alabase di queste variazioni sembrano coinvolgere laviadei
recettori (3-adrenergici, tuttaviai pathways molecolari non sono stati ancora definiti (66-69).

Effetto dei glucocorticoidi (GC)

| GC vengono ampiamente utilizzati come farmaci per il trattamento di patologie di tipo
infiammatorio: per il loro effetto pleiotropico sul sistemaimmunitario offrono infatti benefici clinici
importanti. Tuttavia, soprattutto se somministrati per lunghi periodi, i GC hanno un effetto di
attivatori dell’emostasi e per questo possono contribuire a causare aterosclerosi, trombosi e quindi
danni di tipo cardiovascolare (70). E’ noto in particolare che I’ eccesso di GC, sia endogeno
come nel caso della CS o farmacologico, provoca |I’aumento dei livelli plasmatici di VWF
contribuendo all’instaurarsi di una condizione di ipercoagulabilita del sangue (31). Alcuni dati
recenti sembrano indicare che tale aumento avvenga attraverso |’ up-regolazione trascrizionale del
MRNA VWEF, tuttavia gli effetti specifici dei GC sulle cellule endoteliali e sulle piastrine non sono
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ancora stati chiariti in modo approfondito e, considerata la complessita biologica dei sistemi di
regolazione dell’ espressione genica, questo meccanismo necessiteradi future conferme (71).

Ruolo del sistema ABO

Sebbene i fattori ambientali che influenzano i livelli di VWF siano numerosissimi, la variabilita
osservata nella popolazione e principamente fondata su base genetica. Il principale modulatore
genetico dei livelli di VWF e costituito dal sistema del gruppi sanguigni ABO: i soggetti con
gruppo sanguigno O presentano livelli medi di VWF 25-30% piu bassi rispetto ai soggetti con
gruppo sanguigno non-O (A, B ed AB), come conseguenza di una minore sopravvivenza della
molecolain circolo (72).

Contributo del polimorfismi del promotore del gene VWF

Un altro modulatore genetico dei livelli di VWF, é rappresentato da un gruppo di polimorfismi di
singoli nucleotidi (SNPs) presenti nel promotore del gene VWF: -3268 G/C, -2709C/T, 2661A/G e
-2527G/A (7-8). Tai SNPs sono in linkage disequilibrium (LD) e segregano prevaentemente
secondo due aplotipi: GCAG (aplotipo 1) e CTGA (aplotipo 2). Nella popolazione normale la
condizione di omozigosi per I'aplotipo 1 si associa alivelli di VWF piu elevati, rispetto a quella di
omozigosi per I’aplotipo 2; valori intermedi di VWF si osservano in condizioni di eterozigosi. Il
contributo di questi aplotipi ala determinazione dei livelli di VWF e comungue di entita molto
minore rispetto a quello dato dal sistema ABO, con vaori della molecola che differiscono di circail
10% traletre classi di genotipi (73, 74).

Recentemente e stato dimostrato il ruolo di modulatore trascrizionale anche per un altro el emento
genetico del promotore VWF: |a regione -2144 (GT),, caratterizzata da un numero variabile di
ripetizioni del dinucleotide GT (75). Una diversa lunghezza della GT-repeat sembra modulare
I’aumento di VWF in risposta a condizioni di shear stress: in particolare GT-repeat lunghe - (GT)23
- SONo associate ad una maggiore attivita promotoriale rispetto a quelle corte - (GT)17 - (76). Non e
noto se in condizioni normali il locus (GT), contribuisca a determinare la variabilita dei livelli di
VWEF, d'dtra parte le informazioni su questa regione del promotore sono molto scarse poiché essa,
prima di questo studio funzionale, veniva utilizzata soltanto come marcatore polimorfico nelle
andisi di linkage in famiglie affette daMVW (77, 78).

1.2.6 1| fattore von Willebrand nei pazienti con Sindrome di Cushing

Uno studio condotto nel 1999 su un gruppo di 20 soggetti con CS harivelato che le alterazioni del
VWEF dovute all’ipercortisolismo, riguardano sia i livelli circolanti che la struttura della molecola
(31): nei pazienti le concentrazioni plasmatiche di VWF risultano notevolmente aumentate e il

pattern multimerico della molecola é caratterizzato dalla presenza di forme con PM particolarmente
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elevato (ULM, Unusally Large Multimers), strutture che in genere s trovano solo nei
compartimenti di storaggio del VWF. Inoltre anche i livelli di FVIII sono aumentati e i pazienti
mostrano, in vitro, aggregazione spontanea delle piastrine. 1l follow-up del soggetti sottoposti ad
intervento chirurgico ha dimostrato un miglioramento del quadro coagulativo con la remissione
della patologia. Inizialmente, nel periodo immediatamente successivo all’intervento, i parametri
coagulativi tendono a peggiorare ulteriormente, tuttavia dal terzo mese in poi nei cas in cui la
chirurgia ha eliminato la causa dell’ ipercortisolismo, si osserva un decremento dei livelli di VWF e
una parallela diminuzione delle forme ULM. Nell’arco di tempo di circal anno i livelli di VWF e
FVIII sono del tutto normalizzati. E' interessante sottolineare che, durante I'intero corso della
patologia, il contenuto intrapiastrinico di VWF del pazienti risulta sempre normale, il che
suggerisce che |’ eccesso di cortisolo non influenzi lasintesi di VWF operata dai megacariociti.
Nuova osservazione

Contrariamente a quanto finora riportato in letteratura, non sempre la Sindrome di Cushing
comporta aumento del livelli di VWF. Sono giunti infatti alla nostra osservazione numerosi pazienti
con CSin fase attiva che, pur avendo valori di cortisolo molto elevati, mantengono livelli di VWF
assolutamente nella norma. Questi pazienti, alcuni con CS di origine ipofisaria, atri con CS
surrenalica presentano tutti i sintomi classici associati al’ipercortisolismo (obesita, ipertensione,
insulino rsistenza...) ma non sono suscettibili al’azione del cortisolo quale up-regolatore dei livelli
di VWF. Questa e una osservazione importante, considerato il ruolo del VWF nella patogenesi della
malattia trombotica, e genera quindi interessanti spunti di ricerca: quali caratteristiche rendono la
molecola del VWF resistente ad up-regolazione da parte dei glucocorticoidi? Meccanismi similari

possono modularei livelli di VWF anchein risposta ad altri stimoli?
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2.OBIETTIVI DELLO STUDIO

Questo studio si prefigge di indagare il contributo dei polimorfismi -3268 G/C, -2709 C/T, -2661
A/G e -2527 G/A de promotore del gene VWF, nellaregolazione dei livelli plasmatici di VWF in
pazienti affetti da CS, per verificare se esiste un aplotipo/genotipo critico nella up-regolazione
trascrizionale del VWF indotta da glucocorticoidi. Si propone inoltre di caratterizzare il locus (GT),
del promotore VWF nella popolazione normale e nei pazienti con CS, per verificare se un diverso
numero di ripetizioni GT nella regione 5-UTR del gene s associ a differenti livelli di VWF

circolante, in condizioni normali e patologiche.
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3. MATERIALI EMETODI

3.1. Soggetti

Tutti gli individui oggetto di questo studio sono stati analizzati dopo aver ottenuto il loro consenso
scritto, in accordo con la dichiarazione di Helsinki.

Sono stati studiati 69 soggetti affetti da CS, 15 maschi e 54 femmine, giunti ad osservazione presso
laDivisione di Endocrinologia dell’ Universita di Padova. L’ eta media dei pazienti eradi 44.2+14.2
anni. 51 risultavano affetti da CS di natura ipofisaria, 14 da CS di origine surrenalica e 4 da forme
ectopiche della patologia. Al momento dello studio tutti i pazienti erano in fase attiva di malattia, e
non sottoposti a terapia farmacologica. 160 individui sani, provenienti dalla stessa area geografica
ed omogenei ai pazienti per sesso ed etd, sono stati analizzati come gruppo di controllo.

Inoltre e stata studiata una popolazione normale piu ampia (394 individui) a fine di valutare il
contributo dei polimorfismi del promotore del gene VWF ala determinazione dei livelli di VWF in
condizioni normali.

3.1.1 Criteri per ladiagnos di CS

La diagnosi di Sindrome di Cushing é stata formulata sulla base delle caratteristiche cliniche, dei
dati bichimici e neuroradiologici del soggetti. | criteri ormonali utilizzati per identificare
I’ipercortisolismo sono: livelli di cortisolo libero urinario (CLU) sopra la norma (>75ug/24h),
perdita del ritmo circadiano del cortisolo plasmatico (cortisolo alle ore 24.00 >4.5ug/dL) e mancata
soppressione del cortisolo dopo somministrazione di 1mg di desametazone (cortisolemia>3 pg/dL).
La diagnos eziologica delle diverse forme di CS si e basata sulla misurazione dei livelli di ACTH
basali 0 dopo test con desmopressina e CRH (15). | pazienti sono stati inoltre sottoposti a TAC
addominale/toracica 0 RMN ipofisaria ed eventuale ostreoscan o cateterismo dei seni petrosi a
secondadei risultati dei dati ormonali.

3.2. Valutazione quantitativa del VWF

| campioni di sangue raccolti per I’analisi emostatica sono stati anticoagulati con sodio citrato al
3.8% (1:10 vol/vol). Il sangue intero € stato centrifugato 15 minuti a 800 x g per ottenere il plasma
povero di piastrine (PPP) e, successivamente, sottoposto ad ultracentrifugazione (4 minuti a 12.000
rpm) per eliminare i frammenti cellulari presenti.

Il dosaggio quantitativo dell’antigene VWF (VWF.AQ) €& stato eseguito con metodo
immunoenzimatico di tipo diretto, non competitivo (ELISA) (79). | campioni in esame ed un pool
standard opportunamente diluiti vengono incubati con un primo anticorpo policlonale anti-VWF
adeso alla plastica di una piastra da microtitolazione. Dopo incubazione e lavaggio con tampone
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PBS/tween per alontanare la molecola non legata, viene aggiunto il secondo anticorpo anti-VWF
coniugato con perossidasi (HRP-anti-VWF) (Dako,Amsterdam, Netherland). L’ attivita dell’ enzima
perossidasi, valutata mediante aggiunta del suo substrato (OPD), € direttamente proporzionale alla
guantita di VWF presente. La determinazione precisa della quantita di molecola presente in ciascun
campione avviene mediante la comparazione con una curva standard di riferimento. | valori di

VWF:Ag vengono espressi in U/dL.

3.3. Analis genetica

Il DNA di tutti i soggetti e stato estratto da sangue intero utilizzando il kit per estrazione QIAamp®
DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Tutte le reazioni di amplificazione sono state eseguite a partire da
50 ng di DNA genomico, utilizzando la DNA polimerast AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) in
un volume finale di 25 pl, e un termociclatore GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems).

3.3.1 SNPs-2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A

Gli SNPs -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A sono stati analizzati tramite sequenziamento diretto.
La regione contenente i 3 polimorfismi €& stata amplificata utilizzando i primer PROL(F)
5’ ataagagctggaagtggaaa3’ e PRO2(R) 5 gggagtgatggtttgagtct3’ e un programma di amplificazione
che prevede: 95°C per 10 min, 35 cicli a 94°C per 45 sec, 59°C per 45 sec, 72°C per 45 sec, e uno
step di estensione finale a 72°C per 12 min. | prodotti di amplificazione sono stati successivamente
purificati con il metodo EXO-SAP per rimuovere primers e dNTPs in eccesso e sequenziati con il
metodo dei dideoss utilizzando il kit Big Dye Terminator Sequencing v.2.5 (Perkin Elmer) e un
sequenziatore automatico ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) (vedi Figura 2).

Figura 2. Analisi di sequenziamento per il polimorfismo -2709 C/T.
a) b) c)

AT T T TeooeoT e ¢ T AT T C T ¢ T & C CT AT T ¥ T C CT GC CT
110 120 130 130

* * *

* indica la posizione nucleotidica -2709 C/T.
a): Condizione di omozigosi T/T;

b): Omozigos C/C;

c): Eterozigosi C/T.
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3.3.2 SNP -3268 G/C

La caratterizzazione dello SNP in posizione -3268 e stata effettuata tramite digestione enzimatica
utilizzando I’enzima di restrizione Faul, poiché la presenza di numerose ripetizioni rendeva questa
zona de promotore difficile da sequenziare. La regione é stata amplificata mediante PCR
utilizzando i primer PRO3(F) 5'ttcatcgtcaagagagctts’ e PRO4(R) 5 actggaggecgceacattaca3d’ e le
seguenti condizioni di amplificazione: 95°C per 10 min, seguiti da 35 cicli a 94°C per 30 sec, 58°C
per 30 sec e 72°C per 45 sec, e uno step di estensione finale a 72°C per 12 min. | frammenti
amplificati sono stati successivamente precipitati - con Etanolo assoluto (2 Vol) e Sodio Acetato
3M (1/10 Val) - erisospesi in HLO. Infine le reazioni di digestione sono state allestite in un volume

finale di 15 pl eincubate over-night a55°C. Lamix di reazione era composta da:

DNA (10ng/ul) 10l

Buffer 11 10X 1.5 pl
Faul (2U/l) 0.5l
H,0 milliQ 3.0l

| risultati della digestione enzimatica e I’ assegnazione dei genotipi sono descritti in Figura 3.

Figura 3. Analisi di restrizione per il polimorfismo -3268 G/C.

Omozgoti G/G: Faul riconosce la sequenza 5'...CCCGC... 3' etaglia I’amplificato in
2 frammenti di 390bp e 193bp. Omozigoti C/C: manca la sequenza bersaglio per cui
I’enzima non agisce e s ottiene un’unica banda corrispondente all’amplificato non
digerito (583bp). Eterozigoti G/C: un allele (G) viene digerito mentrel’altro (C) no.
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3.3.3Locus(GT),

Il locus polimorfico (GT),, del promotore del gene VWF é stato amplificato tramite PCR utilizzando
la coppiadi primer PROgt(F) 5'tgcccattgcatcagttactt3’ e PROgt(R) 5'tggggagtgatggtttgagt 3' in cui
I’oligo forward e stato marcato al’esterminta 5 con il fluoroforo 6-FAM. Le condizioni di
amplificazione utilizzate sono: 95°C per 10 min, seguiti da 35 cicli a 94°C per 45 sec, 63°C per 45
sec, 72°C per 45 sec, e uno step di estensione finale a 72°C per 12 min. 10 ng di amplificato sono
stati quindi denaturati (95°C per 2 minuti in presenza di formammide) e andizzati in un
sequenziatore automatico ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem). L’output dello
strumento € stato analizzato mediante il progranma GenescanView 1.2, che ha permesso di
determinare la precisa lunghezza, in paia di pasi, di ogni frammento amplificato (Figura 4). Per
stabilire il numero corrispondente di ripetizioni GT, due campioni omozigoti sono stati sequenziati
e poi utilizzati come standard per attribuire il numero esatto di ripetizioni a tutte le varianti
aleliche: i campioni scelti erano gli aldi di lughezza 233bp e 239bp corrispondenti ad un numero
di ripetizioni GT pari a19 e 22, rispettivamente.

Figura 4. Analisi in fluorescenza del microsatellite -2144 (GT),

a) b)
Allele (GT)19 Allele (GT)19 Allele (GT),,
A A
T e N N\

2330p 240bp

2330p
239%0p

240bp

AN A

a): Profilo di un campione omozigote (GT)1o/(GT)19g

b): Profilo di un campione eterozigote (GT)19/(GT)2

Oltre al picco corrispondente alla lunghezza n del frammento sono visibili i picchi n+A (dovuti
all’aggiunta di una A per azione della polimerasi) ei picchi (n-2) e (n-4) coni rispettivi +A.

| picchi di colore rosso corrispondono alla banda 240bp del marcatore Rox 400 (AB).

3.4. Analis statistica

Il test t di Student per gruppi indipendenti & stato utilizzato per confrontare i valori medi di
VWF:Ag dei soggetti normali di gruppo O rispetto ai non-O, e dei soggetti con eta <40 rispetto a
quelli con eta >40 anni. Tale test inoltre e stato utilizzato per confrontare eta, livelli medi di
VWF:Ag e di CLU trai gruppi A e B di pazienti con CS. Per quanto riguarda la distribuzione
maschi/femmine, la frequenza delle forme ipofisarie/surrenaliche/ectopiche della patologia e la

distribuzione dei gruppi sanguigni O/non-O, trai due gruppi di pazienti, esse sono state confrontate
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applicando il Test del chi-quadrato (o il test di Fisher, quando appropriato). Una volta eseguita la
caratterizzazione genetica di tutti gli individui, I’analisi del Chi-quadrato e stata utilizzata per
confrontare le frequenze genotipiche e aplotipiche del gruppi A e B di pazienti traloro e rispetto ai
normali. Per confrontare le distribuzioni aleliche (GT), trai gruppi A, B e normali e per analizzare
le differenze nel valori medi di VWF:Ag tralediverse classi di genotipi, nella popolazione normale,
e stato utilizzato il test ANOVA ad una via |l test ANOVA a due vie é stato invece usato per
valutare I’ effetto del locus (GT),, e degli SNPs -3268 G/C -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A sulla
determinazione dei livelli di VWF nella popolazione normale, tenendo conto contemporaneamente
anche del contributo del sistema ABO e dell’eta. L’Analis delle Corrispondenze (80) e stata
utilizzata per mettere in relazione |’ appartenenza ad un determinato gruppo (A, B o sani) e il
numero di GT-repeat del promotore del gene VWF, e per andizzare la co-segregazione dei loci
(GT), e aplotipo -3268/-2709/-2661/-2527. 1l LD tra (GT), e -3268/-2709/-2661/-2527 & stato
dimostrato utilizzando il test del Chi-quadrato e calcolando i coefficienti D' ed R? tramite il
software R (http://www.r-project.org/).
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4. RISULTATI

4.1 Effetto del sistema ABO e dédll’eta sui liveli di VWF, nella popolazione

normale

| gruppi sanguigni del sistema ABO costituiscono, in condizioni normali, il principale modulatore
genetico dei livelli di VWEF: i soggetti di gruppo O presentano valori plasmatici di VWF circa il
25% piu bassi rispetto ai soggetti con gruppo sanguigno non-O (A, B ed AB) (72). Anche |’ et3,
seppure con un contributo piu modesto, influenzai livelli di VWF, con valori della molecola che
tendono ad aumentare a partire dai 40 anni in su (66). La popolazione normale oggetto di questo
studio presentava un’eta mediadi 39.1+11.3 e un vaore di VWF pari a 105.6+45.1. Suddividendo i
soggetti in base a gruppo sanguigno, i livelli medi di VWF osservati erano 89.2+27.3 U/dL per gli
individui di gruppo O e 119.0+51.7 U/dL per quelli non-O (T-test, p=0.0002) (Figura 1a). Sono
stati quindi definiti due diversi range di norma per il VWF: 62-117 U/dL per il gruppo sanguigno O
e 68-171 U/dL per i gruppi non-O. Per quanto riguarda I’ eta e stato osservato un suo lieve effetto
modulatore, infatti i soggetti fino ai 40 anni presentavano livelli medi di VWF piu bassi rispetto a
quelli di eta maggiore. La differenza, tuttavia, non é risultata statisticamente significativa (T-test,
p=0.219) (Figura 1b).

4.2 Suddivisione dei pazienti con CS in base ai liveli di VWF e al gruppo
sanguigno
L’ eccesso di corticosteroidi, sia esso endogeno o dovuto a terapia farmacologica, esercita un’ azione
up-regolante sui livelli plasmatici di VWF (vedi 1.2.5). Tutti i pazienti con CS oggetto di questo
studio erano in fase attiva di malattia e caratterizzati, pertanto, da livelli molto elevati di cortisolo
libero urinario (CLU). Non tutti pero presentavano anche I’ up-regolazione dei livelli di VWF attesa
come conseguenza coagulativa dell’ eccesso di cortisolo. In base a questa osservazione si € deciso
quindi di raggruppare i soggetti con CSin due catergorie

- Gruppo A: pazienti con valori aumentati di VWF

- Gruppo B: pazienti con valori normali di VWF
Per questa operazione s € tenuto conto ddl’influenza esercitata dal sistema ABO sulla
determinazione del livelli di VWF, considerando quindi il gruppo sanguigno di ciascun soggetto e i
due range di norma (62-117 U/dL per il gruppo O e 68-171 U/dL per il gruppo non-O)

precedentemente cal colati. Quaranta pazienti sono risultati appartenere a gruppo A, 29 al gruppo B.
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4.3 Caratteristichedel gruppi A eB di pazienti

Il gruppo A comprendeva soggetti con CS e livelli aumentati di VWF (40 soggetti), il gruppo B
pazienti con CS e livelli di VWF nella norma (29 individui). | due gruppi di pazienti sono risultati
omogenel per quanto riguarda eta (p=0.17), distribuzione maschi/femmine (p=0.24), frequenza
delle forme ipofisarie/surrenaliche/ectopiche della patologia, (p=0.21) e distribuzione dei gruppi
sanguigni O/non-O (p=0.34) (Tabella 1). Essi avevano inoltre valori simili di CLU (1788.5+459.5
nmol/24h per il gruppo A e 1024.9+154.4 nmol/24h per il gruppo B, p=0.17) ad indicare un
andamento analogo della patologia nel due gruppi. | livelli medi di VWF sono risultati |’unica
differenza statisticamente significativa tra i due gruppi di pazienti: i valori osservati erano
232.1+15.6U/dL per il gruppo A e 125.1+4.7 U/dL per il gruppo B (p<0.0001) (Figura 2).

Nel gruppo A e stata dimostrata una correlazione diretta tra i livelli di CLU e i livelli di VWF
(r=0.66, p<0.0001), suggerendo che |I’aumento del VWF fosse correlato a grado di aumento di
cortisolo. Nessuna correlazione € emersa invece per i soggetti di gruppo B (r=0.052, p=0.79)
(Figura 3).

4.4 Analis degli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A del

promotor e del gene VWF

Studi precedenti hanno dimostrato che, nella popolazione normale, i polimorfismi -3268 G/C, -2709
CIT, -2661 A/G e -2527 G/A del promotore del gene VWEF costituiscono un modulatore genetico
dei livelli di VWF, con I’aplotipo 1 (GCAG) associato a livelli di VWF mediamente piu elevati
rispetto all’ aplotipo 2 (CTGA) (73, 74). Considerato il loro contributo in condizioni normali, si €
deciso di verificare se gli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A avessero un ruolo
anche nella modulazione dei livelli di VWEF in condizioni di eccesso cronico di cortisolo. Tutti gli
individui oggetto di questo studio sono stati quindi genotipizzati per le quattro posizioni
polimorfiche in esame e le frequenze dei genotipi 1/1, 1/2 e 2/2 sono state calcolate nei due gruppi
di pazienti con CS e nei sani. | risultati hanno confermato la co-segregazione degli SNPs secondo i
due pattern principali GCAG (aplotipo 1) e CTGA (aplotipo 2). Nella popolazione normale, in
analogia con i dati della letteratura, il 13.1% degli individui e risultato omozigote 1/1, il 41.9%
eterozigote 1/2, il 43.1% omozigote 2/2, mentre 1.9% degli individui aveva un genotipo diverso,
dovuto a eventi di ricombinazione al’interno dei singoli aplotipi di SNPs. Per quanto riguarda i
pazienti con CSil gruppo A comprendeva 25% di soggetti con genotipo 1/1, 35% con genotipo 1/2
e 27.5% di tipo 2/2; il 12.5% degli individui aveva genotipi non conformi alla co-segregazione dei
guattro SNPs. Nel gruppo B, invece, un solo paziente portava genotipo 1/1 (3.4%), mentre il 31.6%
era 1/2, il 57.9% 2/2 e il 10.5% aveva genotipi differenti. La differenza nelle distribuzioni
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genotipiche trai due gruppi di pazienti e risultata statisticamente significativa (chi-quadro, p=0.04),
come sono risultate diverse anche le distribuzioni genotipiche trai singoli gruppi A e B e i soggetti
sani (chi-quadro, p=0.003 e p=0.025, per A e B rispettivamente) (Tabella 2). Considerando le
frequenze aplotipiche & emersa una prevalenza dell’ aplotipo 1 nel gruppo A rispetto al B e ai sani
(45%, 19% e 34.7%, rispettivamente), e dell’ aplotipo 2 nel gruppo B rispetto ad A e ai soggetti sani
(75.9%, 47.5% e 64.4%, rispettivamente). Anche in questo caso I'analisi del chi-quadro harivelato
una differenza significativa, sia tra A e B (p=0.002), sia tra i singoli gruppi di pazienti e i sani
(p=0.0002 e p=0.006, per A e B rispettivamente) (Tabella 3). | dati raccolti indicavano quindi
un’ associazione preferenziale tra presenza dell’aplotipo 1 e up-regolazione del livelli di VWF
(pazienti di gruppo A), e tra aplotipo 2 e mantenimento di valori normali di VWF (pazienti di
gruppo B). Per quantificare il rischio associato ai diversi genotipi € stata eseguita I’analisi degli
odds-ratio (OR) da cui € emerso che, nei pazienti con CS, il rischio di sviluppare ati livelli di VWF
e 4 volte superiore in presenza dell’ aplotipo 1 rispetto a 2 (OR=3.8, p=0.001) e che tale rischio
diventa 14 volte piu elevato in condizioni di omozigosi 1/1 rispetto a 2/2 (OR=14.5, p=0.01) (81).
Per quanto riguarda il contributo degli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A dla
modulazione del livelli di VWF nella popolazione sana, a sorpresa, sono stati ottenuti risultati
differenti da quanto riportato in letteratura: nel 160 individui sani oggetto di questo studio, infatti,
non e stata riscontrata alcuna associazione tra livelli di VWF e presenza degli aplotipi 1 0 2. |
valori medi di VWF osservati erano: 111.9+45.6 per i soggetti omozigoti 1/1, 104.9+33.3 per gli
eterozigoti 1/2 e 109.5+45.4 per gli omozigoti 2/2; il test ANOVA non harilevato, trale tre class,
alcuna differenza statisticamente significativa (p=0.71).

In definitiva gli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A, seppur apparentemente non
coinvolti nella modulazione dei livelli di VWF in condizioni normali, sembrano costituire un
importante fattore di rischio/protezione verso I'incremento dei livelli circolanti di VWF, in

condizioni patologiche di eccesso di glucocorticoidi.

4.5. Analis dellaregione -2144 (GT), del promotore del gene VWF

E’ stato recentemente descritto, per laregione microsatellite (GT),, del promotore del gene VWF, un
ruolo di modulatore trascrizionale dei livelli di VWEF, in risposta a condizioni di shear stress (76).
Questo studio s prefigge di caratterizzare il numero e la frequenza, finora ma descritti, delle
varianti (GT), presenti nella popolazione normale, e di indagare se un diverso numero di ripetizioni
GT nellaregione 5 -UTR del gene VWF s associ a differenti livelli di VWEF circolante anche in
condizioni patologiche di eccesso di glucocorticoidi.
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4.5.1 Caratterizzazione delle varianti alleliche (GT), nei sani e nel pazienti con CS

La genotipizzazione dei 160 soggetti sani oggetto dello studio ha rivelato I’ esistenza di alleli di
lunghezza variabile da 15 a 24 GT-repeats, diffusi nella popolazione secondo una distribuzione
bimodale con un picco a 21 e I'altro a 19 repeats. (GT)2; e risultato |’ allele piu frequente (39.4%),
seguito da (GT)1g (34.1%) e (GT)o (10.6%). | restanti aleli presentavano frequenze al di sotto del
10%, (GT),2, 0 del 5%, (GT)1s.17-18-23-24 (Figura 4a). Nei soggetti con CS la distribuzione delle
varianti (GT), € risultata del tutto paragonabile a quella osservata nella popolazione normale
(Figura 4b). Alcune differenze sono emerse, tuttavia, analizzando in maniera separata i due gruppi
di pazienti: nel gruppo A (VWF dto) I’alele (GT)1g € risultato piu frequente del (GT)21 (42.5% vs
30.0%) (Figura 4c); a contrario nei soggetti di gruppo B la frequenza di (GT)1 calava a 22.4%,
risultando drasticamente abbattuta sia rispetto a gruppo A sia rispetto ai sani, mentre quella
dell’alele (GT)21 aumentava fino al 48.3% (Figura4d). L’ analisi eseguita mediante il test ANOVA
ad unavia, ha dimostrato una diversa distribuzione allelicatrai gruppi A, B e sani (p=0.043), anche
se il successivo test di Tukey ha evidenziato che la differenza statisticamente significativa era
esclusivamente quella esistente tra i due gruppi di pazienti (p<0.05), mentre non sono risultate
rilevanti le differenze trai singoli gruppi A e B, e i sani. In particolare il gruppo A presentava un
numero di ripetizioni GT mediamente piu basso rispetto a gruppo B (19.96+1.24 vs 20.50+1.05).
L’analisi delle Corrispondenze ha confermato |’ associazione preferenziale tra pazienti di gruppo A
e aldi con 17, 18, 19 ripetizioni GT, e tra pazienti di gruppo B e dleli con 20, 21, 22 GT-repeats
(Figura 5). Tenendo conto di questa associazione e ricordando la distribuzione bimodale delle
varianti (GT),, S € deciso di suddividere gli alei in due gruppi: S (short), se il numero di
ripetizioni variada 15 a 19, L (long) seil numero di ripetizioni & pari a20 o piu.

4.5.2 Associazione tra lunghezza della GT-repeat e up-regolazione del livelli di VWF, nel
pazienti con CS

In base dla suddivisione degli aleli (GT), in varianti S ed L (vedi paragrafo precedente) le
frequenze genotipiche osservate sono state le seguenti: nella popolazione normale il 18.8% dei
soggetti portava genotipo S/S, il 40% era eterozigote S/L e il 41.3% omozigote L/L. Per quanto
riguarda i due gruppi di pazienti con CS, il genotipo S/S e risultato molto frequente nel gruppo A
(22.5%), mentre era presente in uno solo del pazienti di gruppo B (3.4%), a contrario il genotipo
L/L era maggiormente rappresentato nel gruppo B (55.2%) rispetto a gruppo A (27.5%): le
distribuzioni genctipiche del due gruppi sono risultate statisticamente diverse (Chi-quadro,
p=0.021) (Tabella 4). Considerando le frequenze alleliche € emersa una prevalenza degli aldi
(GT)s nel gruppo A rispetto a B e, viceversa, degli alleli (GT). nel gruppo B rispetto ad A (Test di
Fisher, p=0.01) (Tabella 5). Questi dati suggerivano una correlazione tra incremento di VWF
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indotto da corticosteroidi e presenza di alleli (GT)s nel promotore del gene VWF. L’ analisi degli
OR ha confermato questa osservazione, rivelando che, nel pazienti con CS, gli aldi (GT)s
conferiscono un rischio circa 3 volte superiore di sviluppare ati livelli di VWF, rispetto agli aleli
(GT)L (OR=2.8, p=0.01) e che talerischio sale fino a 13 volte nel soggetti omozigoti /S rispetto a
quelli L/L (OR=13.1, p=0.01).

In definitiva quindi, nella Sindrome di Cushing, gli alei (GT)s costituiscono un fattore di rischio
verso lo sviluppo di una condizione ipercoagulabile dovuta all’aumento di VWF, mentre gli al€li
(GT)L sono, in questo senso, un fattore di protezione.

4.5.3 Co-segregazione dei loci (GT), e aplotipo 3268/-2709/-2661/-2527.

| dati finora raccolti hanno dimostrato che, nel pazienti con CS, I’aplotipo 1 (GCAG) e gli dldli
(GT)s sono preferenzialmente associati ad una condizione di up-regolazione dei livelli di VWF,
mentre I'aplotipo 2 (CTGA) e le varianti (GT). s associano a valori normai di VWF.
Considerando la contiguita dei loci in esame - i quattro SNPs, gia dimostrati in linkage, e la zona
GT-repeat sono compresi in unaregione di poco piu di 1000 basi — si e deciso di verificare se
appartengano ad un unico blocco di linkage disequilibrium (LD). Nella popolazione normae le
combinazioni L/L-2/2 , S/L-1/2 e S/S-1/1 erano quelle predominanti con frequenze, rispettivamente,
di 30.6%, 28.7% e 10%: ci0 suggeriva |’ esistenza di una associazione preferenziale tra (GT)s e
aplotipol e tra (GT),. ed aplotipo 2. L’andlis del chi-quadrato ha rivelato che le distribuzioni
genotipiche osservate erano effettivamente diverse da quelle attese secondo [I'ipotesi
dell’indipendenza dei loci, confermando dunque |'esistenza del LD (p<0.0001): (GT)s segrega
preferenzialmente con | aplotipo 1, (GT). con I’ aplotipo 2.

4.6 Contributo dei polimorfismi del promotore del gene VWF alla
determinazione de livdli di VWF, nella popolazione normale

Nella prima parte di questo studio era emerso un dato contrastante rispetto a quanto pubblicato in
letteratura: nella popolazione sana in esame non era stata osservata alcuna differenza, per quanto
riguarda i livelli medi di VWF, tra soggetti con genotipo /1, 1/2 e 2/2 (vedi paragrafo 4.4).
L’ ultima parte di questo lavoro si € occupata quindi di indagare in maniera piu approfonditail ruolo
dei polimorfismi in esame nella determinazione dei livelli di VWEF in condizioni non patol ogiche.
Grazie alla raccolta di una coorte molto piu numerosa di soggetti sani (394 individui) € stato
possibile valutare il contributo dei quattro SNPs e della regione microsatellite del promotore del
gene VWEF, tenendo in considerazione anche |’ effetto degli atri due importanti determinanti dei
livelli di VWF: il sistema dei gruppi sanguigni ABO e I’ eta. La popolazione aveva un eta media di
39.4+11 anni e un valore di VWF pari a 97.9+30.7 U/dL. In accordo con i dati precedenti e con
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guanto riportato in letteratura, i livelli di VWF erano piu bassi nei soggetti di gruppo O, rispetto ai
non-O (85.3£24.0 U/dL vs 108.3+31.8 U/dL, rispettivamente, p<0.0001) e un lieve contributo era
dato anche dall’ eta con valori di VWF mediamente piu elevati nel soggetti dai 40 anni in su, rispetto
a piu giovani (101.3+33.2 U/dL vs 95.4+28.8 U/dL, rispettivamente, p=0.06). Tutti i soggetti sani
oggetto dello studio sono stati genotipizzati per i loci -3268/-2709/-2661/-2527 e (GT),. Il LD
esistente tra e stato confermato dall’analisi del chi-quadrato (p<0.0001) e da calcolo dei
parametri D’'=0.70 ed R°=0.66. La co-segregazione dei due loci in esame & stata valutata anche
mediante I’ Analisi delle Corrispondenze che ha evidenziato come il genotipo S/S sia fortemente
associato a genotipo 1/1, S/L a 1/2 ed L/L a 2/2 (Figura6).

4.6.1 Effetto degli SNPs -3268 G/C, -2709 C/T, -2661 A/G e -2527 G/A

In analogia con quanto trovato precedentemente (vedi paragrafo 4.4) i valori medi di VWF nélle
classi genotipche 1/1, 1/2 e 2/2 sono risultati simili (95.4+27.9 U/dL, 97.4+31.1 U/dL e 99.1+31.3
u/dL, rispettivamente, ANOVA/Kruskal Wallis, p=0.70/0.87), suggerendo il non coinvolgimento
degli SNPsin esame nella determinazione dei livelli di VWEF, in condizioni normali. A questo punto
i soggetti sani sono stati suddivisi, oltre che in base a genotipo, anche in relazione al’ eta (<40/ >40
anni) e a gruppo sanguigno (O/non-0), per verificare che un eventuale contributo degli aplotipi 1 e
2 non fosse stato mascherato dall’ effetto del due principali modulatori del VWF: di nuovo I’ andlisi
statistica non ha rivelato alcun contributo degli SNPs in esame alla determinazione dei livelli di
VWEF (Tabella6).

4.6.2 Effetto del locus (GT),

Nella popolazione sana oggetto di studio le classi di genotipi S/S, S/L e L/L presentavano valori
medi di VWF molto simili: erano, rispettivamente, 98.4+29.3 U/dL, 97.2+32.5 U/dL e
98.7+29.5 U/dL (ANOVA/Kruska Wallis, p=0.91/0.65). Questa prima analisi sembrava escludere,
anche per la regione (GT),, un ruolo di modulatore trascrizionale dei livelli di VWF, in condizioni
normali. E’ stato tuttavia eseguito un successivo test ANOVA adue vie per valutare in maniera piu
approfonditail ruolo regolativo del locus in esame, abbattendo la variabilita indotta da eta e gruppo
sanguigno: I’analisi non ha rivelato acun contributo del locus (GT), ala determinazione dei livelli
di VWF (p=0.98), nemmeno considerando I’ effetto del sistema ABO e dall’ eta (p=0.39) (Figura 7).

Allaluce del LD precedentemente dimostrato, € stato infine analizzato |’ effetto “cooperativo” del
loci -3268/-2709/-2661/-2527 e (GT),: I'analisi, eseguita sempre mediante test ANOV A adue vie,
ha confermato che entrambe le regioni non hanno alcun ruolo di modulatori trascrizionali dei livelli
circolanti di VWF in condizioni normali (p=0.69), nemmeno normalizzando i valori di VWF in

relazione ad eta e gruppo sanguigno (p=0.94) (81).
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Figura 1. Effetto del sistema ABO (a) e dell’ eta (b) sui livelli di VWF, nella popolazione normale.
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Figura 2. Livelli medi di VWF nei gruppi A e B di pazienti.
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Figura 4. Distribuzione degli alléli (GT), nel pazienti con CSe nei sani.
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Tabella 1. Caratteristiche principali dei gruppi A e B di pazienti.

Gruppo A Gruppo B Analig statistica

Numero di pazienti 40 31

M/F 11/29 4/25 p=0.24°
Ipo/Surr/Ecto 28/8/4 23/6/0 p=0.21*
Gruppo O/non-O 20/20 11/18 p =0.34°

Eta (anni) 46.3+15.6 409+ 10.6 p=0.17
CLU (nmol/24h) 1788.5+459.5 | 10249 + 154.4 p =0.17"
VWF (U/dL) 232.1+ 156 1251+ 4.7 p <0.0001"

* Tegt Chi-quadrato

° Test esatto di Fisher

A T-test di Student

I valori di CLU e VWF sono espress come media £ SEM

Tabella 2. Frequenze genotipiche per gli SNPs-3268, -2709, -2661 e -2527 nel pazienti e nei soggetti sani.

Genotipo Analis statistica

11 1/2 22 Altro Test chi-quadro

GruppoA | 25%(10) | 35%(14) | 27.5% (11) | 12.5% (5) AvsB p=0.040

GruppoB | 34%(1) | 31%(9) | 55.3%(16) | 10.3% (3)|| A vsSani p=0.003

Sani 13.1% (21) | 43.1% (69) | 41.9% (67) | 1.9%(3) || B vsSani p=0.025

Aplotipo 1: -3268G, -2709C, -2661A, -2527G
Aplotipo 2: -3268C, -2709T, -2661G, -2527A
Tra parentes ériportato il numero di individui

Tabella 3. Frequenze aplotipiche per gli SNPs-3268, -2709, -2661 e -2527 nel pazienti e nei soggetti sani.

Aplotipo Analis statistica

1 2 Altro Test chi-quadro

GruppoA |45%(36) | 47.5%(38) |7.5% (6) AvsB p=0.003

GruppoB [19%(11) |75.9%(44) |52%(3) || A vsSani p=0.0002

Sani 34.7% (111) | 64.4% (206) | 0.9% (3) || B vsSani p=0.006

Aplotipo 1: -3268G, -2709C, -2661A, -2527G
Aplotipo 2: -3268C, -2709T, -2661G, -2527A
Tra parentes ériportato il numero di individui
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Tabella 4. Freguenze genotipiche per il locus (GT),, nei pazienti con CSe nel sani.

Genaotipo Analis statistica
SIS SIL L/L Test Chi-quadro

Gruppo A | 22.5% (9) | 50.0% (20) | 27.5% (11) || A vsB p=0.02
GruppoB | 34% (1) | 41.4% (12) | 55.2% (16) || A vs Sani p=0.28
Sani 18.8% (30) | 40.0% (64) | 41.3% (66) || B vs Sani p=0.10

S numero di GT<19
L: numero di GT>20
Tra parentes ériportato il numero di individui

Tabella 5. Frequenze all€eliche per il locus (GT),, nei pazienti con CSe nei sani.

Allele Analis statistica
S L Test esatto di Fisher
Gruppo A | 47.5% (38) | 52.5% (42) || A vsB p=0.01
Gruppo B | 24.1% (14) | 75.9% (44) || A vsSani p=0.16
Sani 38.7% (124) | 61.3% (196) || B vs Sani p=0.04

S numero di GT<19
L: numero di GT>20
Tra parentes e riportato il numero di individui

Tabella 6. Contributo degli SNPs del promotore VWF ai livelli di VWF, in relazione ad eta e gruppo sanguigno.

>40 anni (n=165) <40 anni (n=214)

Genotipo VWF (U/dL) | p value* Genotipo VWEF (U/dL) | p value*
Gruppo non-O Gruppo non-O

11 (n=15) 86.2+24.9 1/1 (n=16) 96.1+31.8

1/2 (n=38) 80.2+19.7 | 0.41/0.52 1/2 (n=53) 102.2+24.9 | 0.40/0.62

2/2 (n=36) 89.8+23.0 2/2 (n=48) 107.0+31.4
Gruppo O Gruppo O

1/1 (n=10) 105.0+32.1 1/1 (n=20) 92.5+23.6

1/2 (n=35) 119.1+37.8 | 0.21/0.28 1/2 (n=40) 85.7426.1 | 0.41/0.22

2/2 (n=31) 113.5£33.0 2/2 (n=37) 82.8+27.1

1:Aplotipo -3268G, -2709C, -2661A, -2527G.
2:Aplotipo -3268C, -2709T, -2661G, -2527A.

| valori di VWF sono espressi come media + d.s.
Tra parentes € indicato il numero di soggetti.
*Test ANOVA ad una via/Kruskal-Wallis.
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5. DISCUSSIONE

| risultati ottenuti in questo studio dimostrano che un’ampiaregione di LD del promotore del gene
VWEF e coinvolta nel modulare I’ up-regolazione, indotta da eccesso di corticosteroidi, dei livelli di
VWEF. In particolare, nei pazienti con CS, il pattern polimorfico GCAG (aplotipo 1) e le varianti
(GT)s (15-19 ripetizioni) si associano ad un aumentato rischio di sviluppare alti livelli di VWF e
quindi uno stato protrombotico, mentre il pattern CTGA (aplotipo 2) e gli aldi (GT). (20 o piu
ripetizioni) costituiscono, in questo senso, un fattore di protezione.

| pazienti affetti da CS sono soggetti a rischio cardiovascolare elevato, infatti I'ipertensione,
I’ obesita e laresistenza insulinica dovute all’ ipercortisolismo causano aterosclerosi e danni cardiaci,
che spesso permangono anche dopo remissione della patologia e che comportano un tasso di
mortalita per cause cardiovascolari 4 volte superiore in questi pazienti rispetto alla popolazione
normale (30, 81). Uno stato di ipercoagulabilita € inoltre & associato alla CS: e dovuto
prevalentemente all’aumento di sintess ddd VWF in risposta all’eccesso di cortisolo ed € una
condizione che costituisce un ulteriore fattore di rischio trombotico per questi pazienti (31, 83).

Lo studio di un’ampia coorte di soggetti con CS, harivelato tuttavia che non sempre la Sindrome di
Cushing causa up-regolazione del VWF, infatti il 42% dei pazienti oggetto di questo studio, pur
avendo livelli molto elevati di cortisolo, manteneva valori di VWF perfettamente nella norma. Tale
osservazione suggeriva che anche altri fattori, oltre all’eccesso di corticosteroidi, potessero essere
coinvolti nell’ up-regolazione del VWF nella Sindrome di Cushing, ed é stato questo il punto di
partenza di questo lavoro. Sono stati quindi oggetto di studio due gruppi di pazienti con CS,
caratterizzati rispettivamente dalivelli elevati (gruppo A) elivelli normali (gruppo B) di VWF.

Il VWF & una molecola altamente variabile, le sue concentrazioni infatti sono influenzate da
numerosi fattori, sia ambientali che genetici (65). In condizioni normali il principale modulatore dei
livelli di VWF éil sistemade gruppi sanguigni ABO, che comportavalori di VWF mediamente piu
bass per i soggetti di gruppo O rispetto a quelli di gruppo non O, contribuendo al 25-30% della
variabilita osservata nella popolazione normale (72). Tenuto conto di cio, I’ attribuzione di ciascun
paziente a gruppo A o B, punto chiave di questo lavoro, € stata effettuata considerando il gruppo
sanguigno di ciascun soggetto e utilizzando per il VWF due range di norma diversi, calcolati sulla
popolazione sana: 62-117 U/dL per il gruppo O e 68-171 U/dL per il gruppo non-O.

| polimorfismi di singoli nucleotidi -3268 G/C, -2709 C/T -2661 A/G e -2527 G/A del promotore
del gene VWF sono stati recentemente caratterizzati come nuovi modulatori genetici del livelli di
VWEF nella popolazione normale: sono in linkage disequilibrium (LD) e la condizione

genotipica GCAG/GCAG (1/1) s associa a concentrazioni di VWF mediamente piu elevate,
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rispetto alla CTGA/CTGA (2/2) mentre la condizione di eterozigos 1/2 risulta associata a livelli
intermedi di VWF (73, 74). Tenuto conto del loro contributo in condizioni normali e del fatto che i
glucocorticoidi agiscono attraverso un recettore nucleare, si € deciso di verificare se gli SNPs -3268
GIC, -2709 CIT -2661 A/G e -2527 G/A fossero coinvolti nel meccanismo di modulazione
trascrizionale del livelli di VWEF, anche in condizioni di eccesso cronico di cortisolo. | risultati
ottenuti dall’analisi di genotipizzazione hanno dimostrato che, nella Sindrome di Cushing, esiste
un’ associazione tra aplotipo 1 (GCAG) e pazienti con eevati liveli di VWF (Gruppo A), e tra
aplotipo 2 e pazienti con VWF normae (Gruppo B). Il rischio di sviluppare up-regolazione del
VWEF, e quindi una condizione protrombotica, risulta4 volte piu elevato in presenza dell’ aplotipo 1,
rispetto a 2, e aumenta fino a 14 voltein condizioni di omozigos 1/1 rispetto a 2/2.

L’ipotesi di un ruolo di modulatore trascrizionale per I aplotipo -3268/-2709/-2661/-2527 ha trovato
un ulteriore supporto nel risultati dell’analisi bioinformatica condotta sul locus VWF (TRANSFAC
database), che ha predetto la posizione nucleotidica -3268 come core di una sequenza consensus per
il fattore di trascrizione Spl. Quando in posizione -3268 € presente una G (aplotipol), tale sequenza
€ un consensus perfetto per Spl, mentre la presenza di una C (aplotipo 2) larende un consensus non
ideale. Spl fa parte della cascata di fattori di trascrizione coinvolti nel meccanismo di trasduzione
del segnale, attivato dall’azione dei glucocorticoidi (84, 85). Dati recentemente pubblicati hanno
dimostrato che i glucocorticoidi aumentano I’ espressione del gene Monoamine-oxidasi A (MAO-
A), indirettamente, mediante I’ azione di Spl sul gene: la sostituzione del dinucleotide GC nel core
della sequenza di riconoscimento per Spl inibisce la capacita del dasametasone di up-regolare la
trascrizione genicai MAO-A (86). In analogia con questo meccanismo, € lecito ipotizzare che, nei
pazienti con CS, I'up-regolazione dei livelli di VWEF in risposta all’eccesso di cortisolo, sia piu
elevata in presenza dell’aplotipo 1 perché questa € la condizione che comporta una maggiore

affinitadi legame del fattore Spl a proprio sito di riconoscimento.

L’azione diretta dei glucocorticoidi (GC) sulla trascrizione genica € mediata da un recettore
citoplasmatico (GR, Glucocorticoid Receptor) che, attivato dal ligando, permea la membrana
nucleare, e vaalegarsi sul promotore dei geni responsivi riconoscendo una sequenza bersaglio GRE
(Glucocorticoid Response Element) (84). Gli elementi GRE sono dei palindromi composti da due
esameri intervalati da un numero variabile di nucleotidi la cui sequenza consenso e
TGTACANNNTGTYCY. L’andis bioinformatica del locus VWF predice, nel promotore del gene,
due esameri half-GRE localizzati uno a monte e I’atro a valle di una regione costituita da un
numero variabile di ripetizioni GT. Si e scelto quindi di estendere lo studio dei polimorfismi del

promotore del gene VWF anche a locus (GT),, per verificare se tale elemento fosse in grado di

-40 -



modulare I’aumento dei livelli di VWF in risposta ai corticosteroidi, fungendo da spaziatore tra i
due esameri GRE: a seconda del numero di GT, infatti, i due esameri risultano pit 0 meno
distanziati tra loro e questo potrebbe determinare una maggiore o minore affinita di legame tra
I’'elemento GRE e la molecola di GC. Tale scelta e stata supportata anche dalla recente
dimostrazione che il locus -2144 (GT), del promotore VWF ha un ruolo di modulatore
trascrizionale in condizioni di shear stress (76). Lo scopo di questa seconda parte dello studio é
stato anche quello di caratterizzare il numero e la frequenza, finoramai descritti, degli dleli (GT),
nella popolazione normale.

| risultati ottenuti hanno rivelato I'esistenza di 9 alleli (GT),, con un numero di ripetizioni GT
variabile da 15 a 24 e hanno inoltre dimostrato che il locus fa parte, insieme agli SNPs -3268 G/C, -
2709 C/T -2661 A/G e -2527 G/A, di un'unica regione di linkage disequilibrium (LD) del
promotore del gene VWF. Per comodita, e sulla base della distribuzione bimodale delle frequenze
alleliche osservata nella popolazione normale, le varianti (GT), sono state suddivise in due gruppi:
S (Short, se il numero di ripetizioni GT variavada 15 a 19) ed L (Long, se leripetizioni GT erano
20 o piu). Sulla base di questa classificazione € stata dimostrata |’ esistenza di un’ associazione
preferenziale tra i loci  -3268/-2709/-2661/-2527 e (GT),: I'aplotipo 1 (GCAG) segrega
prevalentemente con le varianti (GT)s, I'aplotipo 2 (CTGA) con le (GT).. La co-segregazione €
giustificata dal fatto chei cinque polimorfismi sono tutti compresi in un range di poco pit di 1 Kb.
Per gquanto concerne i pazienti con CS la presenza di aldi (GT)sé risultata associata ad incremento
del VWF (gruppo A) conferendo ai pazienti un rischio 3 volte piu elevato di sviluppare uno stato di
ipercoagulabilita, rispetto ala presenza delle varianti (GT).. Tale rischio diventava addirittura 13
volte superiore in condizioni di omozigos (GT)s/(GT)s, rispetto a (GT), /(GT).. Quindi, come gli
aplotipi 1 e 2, alo stesso modo gli alei (GT)s e (GT)_ costituiscono, per i pazienti con CS,
rispettivamente un fattore di rischio e di protezione verso |’up-regolazione dei liveli di VWF e
quindi verso I'instaurarsi di uno stato protrombotico. Questi risultati appaiono in contraddizione con
I dati della letteratura che riportano, seppur in condizioni diverse (shear stress), un maggior effetto
up-regolatore sui livelli di VWF per la variante lunga (GT),s, rispetto alla piu corta (GT)17 (18).
Tale discrepanza potrebbe essere dovuta all’ esistenza di diversi meccanismi che up-regolano il
VWEF in risposta a shear stress e ad eccesso di glucocorticoidi: se cosi fosse il locus (GT),
fungerebbe da elemento up- o down-regolatore della trascrizione di VWEF, a seconda dello stimolo
presente. Oppure i nostri risultati potrebbero essere semplicemente il risultato del LD esistente tra i
loci (GT), e aplotipo -3268/-2709/-2661/-2527: in questo caso la GT-repeat potrebbe non avere
alcun ruolo funzionale nella modulazione dei livelli di VWEF, e il rischio associato alla presenza

delle (GT)s, alora, sarebbe dovuto esclusivamente alla co-segregazione con |’ aplotipo 1. Viceversa,
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potrebbe essere la regione (GT), I'élemento funzionale, e |'effetto dei quattro SNPs solo la
conseguenza del LD. L’analisi di pazienti con genotipo 11/LL o 22/SS avrebbe potuto suggerire il
ruolo funzionale di un elemento piuttosto che dell’atro, ma questi due genotipi, attess come
combinazioni molto rare a causa del LD che caratterizza la regione, non sono stati trovati in
nessuno del pazienti oggetto dello studio. Ad ogni modo, indipendentemente da quali siano i
meccanismi molecolari ala base dell’ attivita promotoriale del gene VWF, entrambi i loci -3268/-
2709/-2661/-2527 e (GT), s sono dimostrati dei nuovi validi marcatori in grado di predireil rischio
di incremento del VWF associato alla Sindrome di Cushing. Questo ha implicazioni cliniche
importanti perché potrebbe permette, mediante una semplice analis genetica, di predire I’ instaurarsi
di una condizione di ipercoagulabilita dando la possibilita di definire un ulteriore fattore di rischio
tromboembolico in pazienti gia sottoposti a forte rischio cardiovascolare per I’'obesita, la

dislipidemia e I ipertensione che caratterizzano la patologia.

Per quanto riguarda il contributo dei polimorfismi in esame ala determinazione dei livelli di VWF
nella popolazione normale, cio che &€ emerso in questo studio indica che né gli SNPs né il locus
(GT)n hanno acun ruolo di modulatori. Questi risultati erano del tutto inattesi poiché, essendo noto
dalla letteratura |’ effetto up-regolatore dell’ aplotipo 1 sui livelli di VWF nella popolazione normale
Canadese (74, 75), ed essendo stato dimostrato in questo lavoro il LD trai loci -3268/-2709/-2661/-
2527 e (GT),, ci s aspettava un contributo rilevante dell’ aplotipo 1 e degli aleli (GT)s anche in
condizioni non patologiche. La discrepanza rispetto ai dati della letteratura potrebbe essere dovuta
al fatto che il contributo del polimorfismi in esame € molto piccolo per cui € necessaria una coorte
piu numerosa di soggetti per rilevarne I’ effetto. In ogni caso, i dati ottenuti suggeriscono che i
polimorfismi del promotore del gene VWF siano parte di un sistema di regolazione trascrizionale
che s attiva in risposta a stimoli esterni quali |’eccesso cronico di cortisolo e lo shear stress.
Considerato il numero elevato di condizioni che up-regolano i livelli di VWF e considerato il ruolo
che questa molecola ha nella determinazione di una condizione ipercoagulabile e quindi nella
patogenes della malattia trombotica, sarebbe interessante valutare se i polimorfismi del promotore
del gene VWF costituiscano un sistema di regolazione trascrizionale comune anche ad altre
condizioni (gravidanza, terapia con estroprogestinici, ipertensione ecc.) e verificare quindi se

I’ aplotipol (GCAG) elevarianti (GT)s siano dei marcatori di rischo trombotico piu generali.
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