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Polimorfismo -374 T/A nel promotore del gene RAGHoegevita: confronto tra popolazioni con differeateta

Il recettore per prodotti finali della glicaziongamzata (RAGE) € una molecola di superficie celylanembro
della superfamiglia delle immunoglobuline, che iatgsce con differenti ligandi. Un crescente nunuirevidenze
suggerisce che RAGE possa promuovere l'infiammaziascolare attraverso meccanismi diversi. L’obietti
guesto studio € identificare la possibile relazitaél polimorfismo -374 T/A del gene RAGE, I'infa miocardico
(IM) e la sua eta di insorgenza. Sono stati retilutatotale di 691 pazienti con infarto miocardie@34 controlli
sani. In questo studio, la frequenza dell’allele Alel genotipo AA del polimorfismo -374 T/A del protore &
significativamente piu bassa nei pazienti con tofaniocardico rispetto al gruppo di controllo (p&0. | nostri
risultati hanno mostrato un ruolo significativo deinotipo AA nel determinare I'eta di insorgenzandrto mio-
cardico. In particolare, I'eta media del primo ibdamiocardico era piu alta nei pazienti con ggp#A rispetto a
quelli portatori del genotipo AT o TT (p=0.002).rélpporto tra il polimorfismo -374 T/A del promo¢odel gene
RAGE e I'eta della comparsa di infarto miocardicos@iltato indipendentemente correlato ai comutiofadi ri-
schio di malattia (p<0.01). Le curve di Kaplan-Méianno confermato che i soggetti con genotipo Bikugpano
infarto miocardico piu tardivamente (p=0.0022). Questudio € il primo a valutare il ruolo dei pairfismi di
RAGE sulla suscettibilita a sviluppare gli evertranarici acuti nella popolazione italiana e acdtiieare questo
polimorfismo come un fattore legato all’eta deNdwgppo di infarto miocardico. Il genotipo omozigofA potreb-
be dunque esercitare un ruolo protettivo nellaugyib precoce di infarto miocardico.

Age of Onset of Myocardial Infarction: Is PromotgPolymorphism of the RAGE Gene Implicated?

Receptor for advanced Glycation end products (RAGE) cell-surface molecule member of the immuniogjio
superfamily and engages differing ligands relevamtistinct processes. A growing body of evidenas suggested
that RAGE may promote vascular inflammation throggkieral mechanisms. The objective of this study tea
identify the possible relationship between the 374 polymorphism of the RAGE gene, myocardial icfaon
(M), and its age of onset. A total of 691 Ml patie and 234 matched controls were. In this studyfrequency of
the A allele and AA genotype of the 374 T/A promatelymorphism is significantly lower in patientstvMI
respect to the control group (p<0.01). Our reshtswed a significant role of the AA genotype on afjenset of
MI. In particular, the mean age of the first Ml waigher in patients with the AA genotype as comgdcethose
that were AT or TT genotype carriers (p=0.002). Talationship between 374 T/A RAGE polymorphism age
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for the appearance of MI was independently relédedommon risk factors of disease (p<0.01). Kapazier
curves confirmed that subjects with the AA genotlipee a later development of Ml (p=0.0022). Thiglgtis the
first to investigate the role of RAGE polymorphisons the susceptibility to develop the acute corpreaents in
the Italian population and identified this polymbigm as an age-related factor for Ml developmehe flomozy-
gous AA genotype may exert a protective role agdesearly development of MI.

Introduzione

L'aterosclerosi svolge un ruolo chiave nella patese di malattia coronarica e dell’ictus, che rappr
sentano la principale causa di morte e di invalidiéi paesi sviluppati. Tra le manifestazioni clir@
della malattia coronarica riconosciamo condiziawneche come 'angina stabile, e le sindromi coro-
nariche acute (angina instabile e infarto del midicalM), derivanti dalle interazioni tra genetiea
fattori ambientali [1]. Prove da studi clinici, épimiologici e sperimentali suggeriscono che i fatto
genetici contribuiscono in modo significativo aieiluppo di IM [2-4]. In particolare, le variantieg
netiche che sono in grado di modificare la coagatez e la fibrinolisi, I'attivita delle piastrinda
funzione vascolare, il metabolismo lipidico e limmhmazione sono operative attraverso l'intera dita
un individuo, e quindi possono essere indipendeatdenassociati ad una piu precoce eta di insorgen-
za della malattia [5]. Abbiamo focalizzato la nasattenzione su polimorfismi del gene del recettore
per i prodotti finali di glicazione avanzata (RAGtELettore di superficie appartenente alla supeérfam
glia delle immunoglobuline e in grado di interagi@n ligandi diversi, coinvolti in numerose patolo-
gie [6-8]. Tra i ligandi di RAGE riconosciamo i giotti finali della glicazione (AGE), la cui presenz

in elevate concentrazioni e stata dimostrata irdizooni come il diabete e in siti tissutali di stseos-
sidativo [9]. Un crescente numero di evidenze stigge che RAGE possa promuovere 0 accelerare
l'inflammazione vascolare attraverso diversi digstmeccanismi [10-12]. In primo luogo, I'attivazien
cellulare dipendente dall'interazione RAGE-ligartum dimostrato di promuovere e migliorare la ri-
sposta inflammatoria dei leucociti attraverso stammne della loro migrazione e proliferazione [13]
Inoltre, l'interazione ligando-RAGE porta all'atizione del fattore nucleare NFkB e di conseguenaa u
maggiore espressione di citochine, chemochine,lecole di adesione con l'induzione di stress osisinla
che puo contribuire in modo significativo all'ingenza e progressione dell'aterosclerosi [14-17].

Il gene che codifica per il recettore RAGE € lazzdito sul cromosoma 6p21.3 nel locus HLA (Human
Leukocyte Antigen), all’interno di tale gene sortatisidentificati diversi polimorfismi [18-20], la
maggior parte dei quali sono situati in regionialegprie e non codificanti. In particolare, dueipol
morfismi funzionali (-374 T/A, -429 T/C) nella regie promotore del gene RAGE sembrano esercita-
re effetti significativi sull'attivita trascrizioa [20-21]. E stato suggerito che 'omozigosi pefidle
minore A possa rappresentare un marcatore gergitjpmtezione nei confronti dell’aterosclerosi nei
pazienti con diabete mellito di tipo 1 e di tip¢22-23]. Inoltre, studi condotti in soggetti noradeti-

ci hanno recentemente dimostrato che il genotipozigote AA é collegato a una riduzione del grado
di aterosclerosi coronarica, un miglioramento dsipravvivenza nei pazienti con malattia coronarica
e un minor tasso di restenosi in quelli sottopastvascolarizzazione miocardica percutanea [2}, 26
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Scopo del lavoro

Lo scopo dello studio e stato quello di identificana possibile relazione tra il polimorfismo -37A del
gene RAGE e l'infarto miocardico e la sua eta sibigenza in una coorte consecutiva di pazientiasitic

Metodi

Sono stati reclutati un totale di 691 pazienti italiani con pregresso infarto miocardico357
maschi, 116 femmine, etd media 59+10 anni). Lartiagdi infarto miocardico & stata confermata
secondo i criteri della Societa Europea di CardjisloTali criteri comprendono un aumento e una di-
minuzione secondo un’andatura tipica della creettinasi MB (CK MB) con almeno uno dei seguenti
criteri: sintomi di ischemia, lo sviluppo di onde gatologiche sull’elettrocardiogramma (ECG) ed
ECG indicativo di ischemia (sopraslivellamento wiatto ST o depressione) [27]. Il gruppo di control
lo includeva 234 pazienti (174 maschi e 60 femmeéia, media di 62+13 anni), selezionati per eta e
sesso, senza storia di angina pectoris o infartzandico. Questo studio é stato approvato dal mostr
Comitato Etico ed i pazienti hanno firmato un corsseinformato. Dati sui fattori di rischio sonotsta
ottenuti da ciascun paziente, inclusi eta, sesstice di massa corporea (BMI), ipertensione, iplerco
sterolemia, diabete mellito, abitudine al fumoaiatfamiliare di malattia coronarica.

Determinazione del polimorfismo -374T/A nel gene &

I DNA genomico e stato estratto da sangue inteilizzando il kit di purificazione GFXdi Amer-
sham Biosciences (Piscataway, NJ). Il polimorfistied promotore di RAGE e stato analizzato me-
diante PCR- RFLP. Il frammento di interesse € statoplificato utilizzando i primers 5'-
CCTGGGTTTAGTTGAGATTTTTT-3' e 5-GAAGGCACTTCCTCGGGTCT-3' e con le seguen-

ti condizioni di amplificazione: 94 °C per 2 mir() 8icli a 94 °C per 30 sec, 58 °C per 30 sec, 72 °C
per 1 min e infine 10 min a 72 °C. Il prodotto diR (671 bp) & stato poi sottoposto a digestione
enzimatica con I'enzima di restrizione Tsp509 |'\{NEngland Biolabs, Beverly, MA) per 16 ore a
65 °C, e i risultati della digestione sono staindlizzati mediante elettroforesi su gel di agaradi
3%. Genotipi sono stati valutati secondo i moddilbande di DNA. In presenza dell’ allele T si
ottengono cinque frammenti di 284 bp, 217 bp, 14044 bp e 16 bp. Nel caso l'allele A, la dige-
stione ha portato in quattro frammenti di 327 4 Bp, 44 bp e 16 bp.

Analisi dei dati

Per ogni polimorfismo preso in esame e stata catdila presenza di equilibrio di Hardy-Weinbegg tr
mite il testx2 per i marker biallelici. Il test Kolmogorov-Smaw di normalita é stato eseguito per veri-
ficare la distribuzione delle variabili continuee frequenze genotipiche ed alleliche, dei paziemtei
controlli sani, sono confrontate con il tg& e con la distribuzione g2, con adeguati gradi di liberta; le
differenze si considerano statisticamente sigrtifieaquando il valore di p<0.05. Il valore di Odlatio
(OR) indica il fattore di rischio di sviluppare pe@tologia; quando il valore OR & <1 esiste un basso
schio di sviluppare la malattia. L'analisi dellaia@za (ANOVA) é stata eseguita per confrontari la
insorgenza dell'infarto del miocardio ed i genotiel gene RAGE. E stata inoltre condotta un’andiisi
covarianza (ANCOVA) in modo da aggiustare I'anadisila base dei principali fattori confondenti eta,
sesso, BMI, ipertensione, ipercolesterolemia, debeellito, fumo, e familiarita. Curve di Kaplan-ie
sono state utilizzate per comparare I'eta all'esodella malattia dei pazienti con IM rispetto ahgtipo
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RAGE (Prisma GraphPad 4.0, GraphPad Inc., San D@&gp Il linkage disequilibrum & stato calcolato
utilizzando il software JLIN 1.6.0 (www.genepi.ag/jlin/). La potenza di studio & stato calcolatia u
lizzando il software StatMate, versione 2.0 (GragghFSan Diego, CA, USA).

Risultati

Le caratteristiche cliniche dei pazienti con preced IM e del gruppo di controllo sono riportatilae
tabella 1. Ci sono state differenze significatielanfrequenza di diabete, ipercolesterolemia (PX).
storia familiare di coronaropatia (p<0.01), e fudigigaretta (p<0.01) tra il gruppo con IM e il gru
po di controllo. | livelli di colesterolo totale @ei trigliceridi erano significativamente piu adile
HDL-C erano significativamente piu basse nel grupyaispetto al gruppo di controllo (p<0.01). Le
distribuzioni alleliche e genotipiche del polimarfio -374 T/A sono riportate in Tabella 2. Le distri
buzioni delle frequenze di ciascun genotipo di @antyi i polimorfismi sono in accordo con quelle
previste dall’equilibrio di Hardy-Weinberg. Nel rios studio, la frequenza del genotipo AA del poli-
morfismo -374 T/A é risultato significativamentelfiasso nei pazienti con infarto miocardico rispett
al gruppo di controllo (13% vs 21%, p=0.0031). Utierenza significativa tra i due gruppi & stata
osservata anche in merito alla frequenza dell@alfeldel polimorfismo -374 T/A (37% nel gruppo di
IM contro il 44% nel gruppo di controllo, p=0.0031Bopo la correzione per altri fattori di rischib,
genotipo AA del polimorfismo -374 T/A é rimasto sificativamente correlato con infarto miocardico
(p<0.01). Per analizzare ogni possibile influenea gblimorfismo -374 T/A nell’eta di insorgenza
dell'infarto miocardico, sono stati effettuate leaisi ANOVA, t-test, e Kaplan-Meier. In particotgr
I'etd media del primo infarto miocardico era pitaaiei pazienti con genotipo AA rispetto a quedinc
genotipo TT e AT (63+13 anni vs 58+11 anni, rispathente, p=0.002) (Figura 1). Per valutare
I'influenza indipendente del genotipo AA sulla ingenza di infarto miocardico, e stata eseguita
un’analisi ANCOVA in cui il genotipo del gene RAGEStato inserito come un fattore ed eta, sesso,
BMI, ipertensione, ipercolesterolemia, diabete itellabitudine al fumo, e una storia familiare di
malattia coronarica malattie delle arterie comeati@nti. | nostri risultati mostrano che il rappmrt
tra il polimorfismo -374 T/A del gene RAGE e I'ed&lla comparsa di infarto miocardico era indi-
pendentemente legato ai fattori di rischio comunimdlattia (p<0.01). Le curve di Kaplan-Meier
(Figura 2) hanno confermato che soggetti con gpoodA sviluppano piu tardivamente IM rispetto
a quelli con genotipo AT o TT con una differenzatisticamente differenza significativa
(p=0.0022). Infine abbiamo preso in considerazitmepotenziale influenza di diversi fenotipi
TT+AT e AA del polimorfismo -374 T/A di RAGE nellta di insorgenza IM. Non abbiamo trovato
differenze statisticamente significative nell’etdimsorgenza della malattia, infatti, per quanto ri
guarda il fenotipo -374 T/A e abbiamo osservato ©be vi erano differenze tra le frequenze del
fenotipo TT+AT e AA ed eta di insorgenza dell'infamiocardico (p=0.16) (Figura 3).

Discussione

Il presente studio rappresenta un’'indagine castratmche esamina le associazioni possibili trgpan
limorfismo della regione del promotore del gene RAG& il rischio di infarto miocardico. Per quanto
noto, questo studio € il primo a indagare il ruddéb polimorfismo 374 T/A del gene RAGE sulla suscet
tibilita allo sviluppo degli eventi coronarici acubella popolazione italiana. Abbiamo trovato
un’associazione tra il genotipo AA e un allele pelimorfismo 374 T/A con un diminuito rischio di-in
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farto miocardico, e, in una popolazione di graridighsioni con precedente IM, la presenza del genoti
po AA correlata con una piu tardiva eta di insomgedi questa condizione. | nostri risultati hannm m
strato un ruolo significativo del genotipo AA seli di insorgenza dell'infarto miocardico nella tnas
popolazione. Infatti la prevalenza del genotipo AAtata del 13% nei pazienti con precedente infarto
miocardico. Questa scoperta pud essere considen@taa con i nostri precedenti risultati che gadio

un ruolo protettivo del genotipo omozigote AA neflaluppo di lesioni aterosclerotiche avanzate. In
precedenza, abbiamo infatti riportato che il ggr@#A € indipendentemente associato ad una minore
gravita della malattia coronarica in soggetti dieb§24]. Anche in uno studio finlandese su 99@ipa-

ti con diabete mellito di tipo 1, Petterson-Fernheit al. [22] hanno riscontrato che le malattielicava-
scolari, coronaropatie ed infarto miocardico acatsi come le malattie vascolari periferiche, enaee

no comuni nel sottoinsieme di pazienti con genofigorispetto a quelli con genotipo TT e TA del po-
limorfismo -374 T/A. Allo stesso modo Zee et all[Banno dimostrato che specifiche varianti delegen
RAGE sono associate con un rischio ridotto di befaniocardico e di ictus ischemico in una popolazio
ne di soggetti di sesso maschile prevalentementezda bianca all'interno del Physicians Healtrd$tu

Al contrario, Poon et al. [28] nel loro studio affano che entrambe le varianti del polimorfismo4-37
T/A non sono associate ad eventi cardiovascolageRtemente, Peng et al. [29] hanno dimostrate che
polimorfismi del promotore non sono associati calattia coronarica angiograficamente documentata
nei soggetti cinesi con diabete mellito di tipoQeste discrepanze possono essere correlate esidive
profili clinici e biologici della popolazione incéa nei diversi studi. In realta gli studi che nonariu-
sciti a mostrare una ruolo del polimorfismo -374 Tiella patologia cardiovascolare sono stati candot
principalmente su popolazioni di etnia orientalen@ presente studio, abbiamo ulteriormente esjdor

il ruolo dei polimorfismi di RAGE nelle manifestani cliniche dell’aterosclerosi analizzando il loro
ruolo nell’eta di insorgenza dell'infarto miocardid nostri dati sembrano indicare una correlazioad
genotipo AA del polimorfismo -374 T/A del gene RA@H'eta di insorgenza di infarto miocardico. In
particolare, i pazienti con genotipo AA hanno ulnmidia di insorgenza di infarto miocardico di gbas
anni superiore rispetto ai pazienti con almenollaheal, indicando che omozigosi per I'allele A ky®

un ruolo protettivo nella patogenesi dell'lM, inflozando I'eta di insorgenza della malattia. Seblbene
meccanismi alla base di questa associazione n@apo®ssere direttamente desunti da questo séudio,
possibile che questo risultato sia attribuibilea aldotta attivita trascrizionale del promotore dehe
RAGE contenenti la variante allelica A [30] genetaruna riduzione dell’espressione cellulare di
RAGE, con una conseguente riduzione dell'effetto-ipfiammatorio esercitato dalla trasduzione del
segnale mediata dal legame di RAGE con i suoi dig@hGE, amphoterin, S100 calgranulin, peptide b-
amiloide). L'attivazione dell'asse RAGE-ligandatisiduce quindi in un fenotipo cellulare disfunziena
caratterizzato da un aumento nella produzione sldosnitrico, I'attivazione di NF-kB, un miglioresa
sorbimento di LDL ossidate, e sovra-regolaziondedelolecole di adesione proinfiammatorie e pro-
trombotiche [31]. In conclusione, questo studidritividuato una correlazione tra il polimorfismor43
T/A nella regione promotore del gene RAGE e I'détingorgenza di IM. Nell'interpretare i nostri risu
tati, importanti limitazioni devono essere consider In primo luogo, si tratta di uno studio caso-
controllo di un singolo centro e indagini suppletagincon un numero maggiore di pazienti sarebbero
utile per confermare I'importanza di questo polifisono nellinfluenzare il rischio di infarto mioodir

co. Tuttavia, le dimensioni del nostro campione os@tate opportunamente valutate sulla base
dell'osservato genotipo AA nella popolazione ditrolto. In secondo luogo, il collegamento tra ilipo
morfismo di RAGE e IM e stata osservata in un gougpsoggetti caucasici bianchi italiani. Pertanto,
sono necessari ulteriori studi per chiarire la associazione con infarto miocardico in popolazidini
origine diversa. E anche importante riconosceregtitetudi di associazione come quello attuale poss
no solamente esaminare la possibile associaziariertotipo e i polimorfismi effettivamente testati.
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Tabelle e figure

Tabella 1. Caratteristiche generali della popolazioe oggetto dello studio.

Fattori di rischio Pazienti (n=691) Controlli (n=234) P

Eta, anni 59+10 62+12 N.S.
Sesso maschile 83% 64% N.S.
BMI 26.1+3.2 25.6+4.4 N.S.
Ipertensione arteriosa 58% 19% <0.01
Ipercolesterolemia 76.6% 15% <0.01
Tabagismo 40% 22% <0.01
Familiarita per CAD 56% 15% <0.01
Diabete mellito tipo Il 27% 12% <0.01

Tabella 2. Frequenze alleliche e genotipiche del jimorfismo -374T/A in pazienti e controlli.

| Pazienti (n=695) | Controlli (n=213) | P value
Genotipo -374 T/A, %
TT 274 (40%) 67 (31%) Ns
AT 328 (47%) 97 (45%) Ns
AA 93 (13%) 49 (23%) p<0.001
Allele
A 514 (37%) 195 (46%) p<0.001
T 876 (63%) 231 (54%) p<0.001
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Genotipo RAGE -374T/A

Figura 1. L'eta di insorgenza di infarto del miocardio in relazione ai genotipi del polimorfismo
RAGE -374T/A: gli omozigoti AA mostrano un’eta di insorgenza superiore di 5 anni rispetto ai pa-
zienti che presentano almeno un allele T.
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Figura 2. Le curve di Kaplan-Meier che mostrano I'éa di insorgenza di infarto del miocardio in rela-
zione ai al polimorfismo -374T/A del gene RAGE. Glomozigoti AA mostrano un’eta di insorgenza su-
periore a 5 anni rispetto ai pazienti che hanno aleno un allele T.
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Figura 3. Curva di Kaplan-Meier che mostra I'eta diinsorgenza di infarto del miocardio in relazione
a fenotipi del polimorfismo -374 T/A del gene RAGE.
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