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Analisi di sequenza e di espressione del gene
della beta-2 microglobulina in pazienti dializzati

8. Canaider”?, G. La Manna?, P. Strippoli” 2, D. Rondelli*, G. Cianciolo?, G. Donati®,
R. Casadei!, M. Arpinati®, S. Stefoni?, P. Carinci"?

1) Centro di Ricerca Genetica Molecolare Fondazione Carisbo

2) Istituto di Istologia ed Embriologia Generale

3) Dipartimento di Medicina Clinica e Biotecnologia Applicata “D.Campanacci”
4} Istituto di Ematologia e Oncologia Medica “L. e A. Seragnoli”

Universita degli Studi di Bologna

L a sostituzione renale aritficiale (Dialisi) consente una sopravvivenza spettacolare (anche
oltre 30 anni di vita): ma la qualita della vita dei pazienti senza rene non &, a distanza, al-
trettanto soddisfacente. Una serie complessa di complicanze si instaura, la cui natura risulta og-
gi meglio dimostrabile e quantizzabile. Si tratta di complicanze in parte dovute alla pre-esisten-
te uremia, in parte dovute alla dialisi stessa. Fra queste un ruolo particolare spetta alla biocom-
patibilitd dei materiali-dialisi; che, entro certi limits, viene monitorizzata dal dosaggio della b2
Microglobulina nel sangue. La b2M sarebbe correlabile (o responsabile?) alla entitd della ami-
loidosi in corso di dialisi. Trattasi anche di predisposizione genetica? Questo problema, mai in
precedenza prospettato, viene analizzato e discusso nel presente ottimo studio. Viene in modo
preciso dimostrato che i fattori intrinseci correlati alla sequenza nucleotidica o quella ammi-
noacidica della b2M non sono da ritenersi causa comune di predisposizione alla amiloidosi da
b2 Microglobulina. E una precisazione mai dimostrata in precedenza. (V.B.)

Introduzione

La amiloidosi da beta-2-microglobulina (B2M) &
una forma di amiloidosi correlata alla emodialisi
(Hemodialysis-Related Amyloidosis o HRA), e rap-
presenta una delle principali patologie correlate alla
dialisi. Le caratteristiche cliniche della HRA com-
prendono la sindrome del tunnel carpale (CTS), 1a
artropatia erosiva, la spondilartrosi, lesioni litiche
dell’osso, e fratture patologiche, La HRA pud essere
clinicamente manifesta o silente. La diagnosi pud es-
sere fatta mediante radiografia, tomografia compu-

terizzata, risonanza magnetica, e pili recentemente
scintigrafial,

L'epoca di esordio della HRA pud variare conside-
revolmente. Mentre questa condizione pud essere
diagnosticata anche a due anni di distanza dall'inizio
del trattamento dialitico regolare (RDT), pid del
90% dei pazienti sviluppa la HRA entro 7 anni®.

Sebbene la amiloidosi da B2ZM sembri quasi inva-
riabilmente associata con la dialisi cronica, nel 1990
Zingraf e coll.? hanno descritto un paziente con in-
sufficienza renale grave che ha sviluppato la sindro-
me senza essere mai stato sottoposto a dialisi, -
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La suscettibilita individuale dei pazienti allo sviluppo
di HRA varia considerevolmente, Si pensa che P'esordio
e/o la gravitd della malattia possano essere influenzati
da una ampia gamma di fattori correlati al paziente (etd,
tipo di nefropatia, funzione renale residua, etc) e di fat-
tori dipendenti dal trattamento (dose dialitica, tecnica,
biocompatibiliti dei materiali etc)?, ma non si pud
escludere il coinvolgimento di una predisposizione ge-
netica, Per migliorare la percentuale di sopravvivenza e
la qualita della vita, & importante capire P'influenza di
questi fattori in relazione a morbidita/comorbidita.

1 coinvolgimento della B2M nella HIRA & noto sin
dal 1985, quando Gejyo e coll.* hanno descritto per la
prima volta la identita tra la proteina depositata in un
paziente con CTS e la B2M, una catena polipeptidica
singola del peso molecolare di 11,600 kD, La sequenza
amminoacidica della subunita defla proteina della HRA
fu in seguito identificata con quella della B2MS, Sebbe-
ne la funzione delfa B2M non sia conosciuta con preci-
sione, la stretta somiglianza nella sequenza con le im-
munoglobuline suggerisce una comune origine evoluti-
va’. La B2M presenta relazioni strutturali con il com-
plesso maggiore di istocompatibilita (HLA), in quanto
& la componente a basso peso molecolare degli antigeni
HLA, Lo studio mediante ibridi di cellule somatiche ha
tivelato che il gene strutturale per questa proteina si
trova sul cromosoma 1582,

E stata suggerita la possibilita che possano esistere
alcune varianti della B2M pig amiloidogeniche di al-
tre'®. Diversi studi sulla dinamica di precipitazione
della proteina B2M in vari tessuti hanno considerato
il ruolo degli “advanced glycation end products”
(prodotti proteici modificati da aggiunta di glucidi,
AGEs)", ma lipotesi che soggetti con una alterazio-
ne genetica potrebbero essere a rischio di HRA deve
ancora essere verificata. Una modificazione genetica
potrebbe essere collegata alla aumentata formazione
di amiloide a causa di sostituzioni amminoacidiche
che modifichino la proteina, o attraverso alterazioni
quantitative della espressione dell'mRNA di B2M e
della relativa proteina,

Per saggiare questa ipotesi, abbiamo selezionato un
gruppo di pazienti sottoposti a trattamento dialitico
cronico, e abbiamo clonato e sequenziato il cDNA
della B2M in 19 di loro, analizzando in dettaglio la se-
quenza nucleotidica nella regione corrispondente alla

porzione codificante del'mRNA. Inoltre, allo scopo di
stabilire se le cellule monocitarie, fa cui presenza & sta-
ta descritta in prossimita dei depositi di amiloide con
un eventuale ruolo nella patogenesi della HRA 1213,
possano in effetti contribuire alla formazione dei de-
positi, abbiamo anche confrontato le quantita di
mRNA in monociti ottenuti dal sangue periferico di 7
pazienti e 7 soggetti normali. Lindagine & stata esegui-
ta mediante reazione a catena della polimerasi dopo
retrotrascrizione (RT-PCR) in modalita “Real-time”,
un metodo che analizza ogni ciclo di amplificazione
del cDNA per una quantificazione accurata,

Per studiare se il trattamento dialitico cronico in-
fluenza la capacita delle cellule monocitarie di espri-
mere 'mRNA della B2M, i campioni sono stati otte-
nuti dai pazienti sia immediatamente prima che dopo
la dialisi, allo scopo di studiare anche cellule attivate
dal contatto con la membrana dialitica. Questo stu-
dio rappresenta la prima analisi effettuata sul gene
della B2M in pazienti dializzati.

Metodi

Pazienti

Sono stati selezionati per il presente studio venti
pazienti sottoposti a trattamento dialitico cronico nel-
la Unita di Dialisi dell’ospedale S.Orsola-Malpighi,
Universita di Bologna, dopo ottenimento del consen-
so informato scritto. Alcune caratteristiche cliniche
dei pazienti sono mostrate nella Tab. 1. Tutti i pazien-
ti erano sopra i 60 anni di etd e in buone condizioni
cliniche. Inoltre, tutti avevano un valore Kt/V >1,5
(una settimana prima dello studio), assenza di epatite
virale (negativita per il virus dell’epatite C e per
HBsAg), accesso vascolare ben funzionante (ricircola-
zione <10%), storia clinica negativa per neoplasie
maligne, diabete o insufficienza cardiaca (escluso un
valore NIYA >2), anemia trattata con eritropoietina
umana ricombinante (emoglobina tra 10,5 e 12,5
g/dL), assenza di segni radiologici di ipertiroidismo e
ormone paratiroideo (PTH) inferiore a 400 pg/ml..
Per quanto riguarda la modalita del tratramento diali-
tico cronico, tutti i pazienti hanno ricevuto trattamen-
ti di 4 ore effettuati con QB di 300 mL/min e QD di
500 mL/min, Come anticoagulante si & somministrata
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Tabelia 1. Dati clinici dei pazienti

Pz.ns Sesso Era Tempo BaM PTH Membrana  CTS CTS  B2M-
(anni} di diafisi (meg/dL) {pg/ml.) di chir*  clind MR
{mesi) dialisi®
#1 M 73 2} 25.00 72 CU -
#2 M 73 9 9.75 44 CU -
#3 F 76 6 3517 97 Cu -
#4 F 76 12 222 157 Cu -
# I3 86 7 217 32 cu -
#6 F 69 11 24,1 273 CU ~
#1 M 79 19 26,1 47 Ccu -
#8 M 77 18 11,78 156 PS -
#9 M 71 8 21,16 139 PS -
#10 F & 11 54,01 313 Ps -
#11 F 79 20 29,7 %0 PS +
#12 M 61 9 25,1 203 PS -
#13 M 62 21 224 234 3] -
#14 M 73 59 14 89 Cu + -
#13 M 177 63 364 191 CuU +
#16 F 71 B0 306 113 cu 1 + +
#17 E 71 35 26,8 165 Ps -
#18 F 70 216 19,9 10 PS 2 + +
#19 F 62 122 20,7 375 PS + +
#20 F 79 108 43,03 124 Ps i +
20 M9/F11 73.546.8 43.7433.3 26.3£10.3 146+%6.8  CULK/PSIO 4 4 6

 Numero attribuito al paziente. — b Membraye di dialisi: C U, Cuprophan; PS, Polysulpbon. ~ CTS chir: numero di operazioni eseguite

per la sindrome del tannel carpale (CTS). —

CIS clin.. pazienti con CTS clinicamente documentata ( eletiromsografia). — € BAM-MRI:

osservazione mediante risonanza magnetica di lesions ossee riferibili ad amiloidosi da B2M,

eparina a basso peso molecolare all'inizio della dialisi.
Il materiale della membrana di dialisi era il cupro-
phan per 10 pazienti e il polisulfone per ghi aleri 10,
Tutti i pazienti inclusi nello studio sono stati valutati
per la presenza di sintomi clinici della CTS € per Ief-
fettuazione di precedenti interventi chirurgici per il
trattamento della CTS. Sei dei 20 pazienti presentava-
no depositi ossei di amiloide da B2M come valutato
mediante risonanza magnetica (MRI):
tutte queste lesioni mostravano un se-

sublussazione, invaginazione odontoide o compres-
sione del midollo spinale. 1l protocollo di studio era
stato precedentemente approvato dal comitato etico
locale. T dati relativi ai soggetti normali di controllo
sono mostrati nella Tab, 2.

Separazione cellulare
I campioni di sangue periferico sono stati ottenuti da

Tabella 2, Dati dei soggetts normali

gnale di bassa intensita, La diagnosi

. o A Soggettinormali  Sesso Eta B2M (mcg/dL} PTH (pg/ml.)
per immagini di amiloidosi da B2M & Nt F 84 0.94 38
stata effettuata in base alla osservazione N2 M 75 1,02 29
di aree litiche, lesioni sub-condrali, geoi- N#3 F 62 0,85 47
di intraspongiosi e sclerosi reattivain as-  N#4 F 77 1,04 52
senza di concentrazioni eXtraosseo-para- N#5 M 74 0,67 47
spinali, lesioni odontoidi con depositi N#6 F 79 0,95 54
extraossei ed extradurali di masse di tes- ~ N#7 M 69 0,71 42
743+ 7.1 09+0,1 4.1+86

suto molle (pseudotumori amiloidi),
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20 pazienti e da 7 soggetti normali di controllo, Le cel-
lule mononucleate del sangue periferico (peripheral
blood mononuciear cells, PBMC) sono state isolate me-
diante centrifugazione su Ficoll- Hypaque (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Svezia) 2 800 g per 25 minuti, quindi
lavate due volte in soluzione salina con tampone fosfato
{PBS), I monocit CD14+ sono stati purificati a partire
dai PBMC mediante separazione immunomagnetica,
usando un anticorpo monoclonale anti-CD14 coniuga-
to a bilie magnetiche (Miltenyi Biotech, Bergisch Glad-
bach, Germania), seguendo le istruzioni del fabbrican-
te. In breve, i PBMC sono stati prima marcati con anti-
corpt anti-CD14 coniugati con microbilie, quindi i mo-
nociti CD14+ sono stati selezionati positivamente su
una colonna di separazione (tipo MS/RS+, Miltenyi
Biotech) posta in un campo magnetico (Mini
MACSTM, Miltenyi Biotech). Dopo la purificazione,
aliquote della popolazione ottenuta sono state utilizzate
per saggiare la purezza dei monociti, mediante doppia
colorazione con anticorpi anti-CD3 coniugato a FITC e
anti-CD14 coniugato a ficoeritrina (Becton Dickinson,
San Jose, California, USA). Lanalisi & stata effetruata su
un citometro a flusso FACSCalibur - (Becton Dickin-
son), usando il programma Cell Quest

Amplificazione mediante RT-PCR

Per ottenere i dat di sequenza nucleotidica neces-
sari per il confronto delle sequenze, si & progettata la
amplificazione mediante retrotrascrizione e reazione
a catena della polimerasi (RT-PCR) di prodotti che
comprendessero la sequenza codificante completa
del’'mRNA del gene della B2M umana. ERNA uma-
no totale & stato estratto dalle cellule ottenute come
sopra descritto mediante il metodo di Chomczynski
e Sacchi®,

Tutti i campioni di RNA sono stati analizzati me-
diante elettroforesi standard su gel' per saggiare la
loro integrita.

Per Ia RT-PCR, 1 pg di RNA totale & stato retrotra-
scritto 4 42°C per 60 minuti in un volume finale di
25 uL. mediante 200 U di trascrittasi inversa del virus
della leucemia murina di Moloney (Promega, madi-
son, WI; usata con il tampone fornito), oligo dT-15 5
UM e i 4 desossinucleotidi, ciascuno a 500 puM. T pri-
mers per la amplificazione sono stati progettati usan-
do il programma AmplifyV, seguendo i criteri stan-

dard descritti’®, Le sequenze dei primers erano, in
direzione 5°-3"; #1-GCGGGCATTCCTGAAGCT-
GACAGCA (senso), usato con #2-TACATCAAA-
CATGGAGACAGCACTC (antisenso). La dimen-
sione del prodotto atteso era di 586 bp, compren-
dente la intera sequenza codificante di B2M, ¢ parte
delle adiacenti sequenze non tradotte in 5" ¢ 3"

Gli esperimenti di PCR sono stati eseguiti in un
volume finale di 50 uL, contenente 5 pL della misce-
la di retrotrascrizione, 1,25 U di Tag Polimerasj (Ta-
KaRa, Shiga, Japan) con i relativi reagenti {0,2 mM
per ciascun dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1x tampone di
PCR}, e 0,3 uM per ciascun primer. A un ciclo di de-
naturazione iniziale di 2 min a 94°C sono seguiti 40
cicli di amplificazione (30 secondi a 94°C, 30 secondi
a 61°C, 30 secondi a 72°C) e un ciclo di estensione
finale protratio per 7 minuti 2 72°C.

Sequenziamento del cDNA

Tutti i prodotti di RT-PCR ottenuti come sopra so-
no stati analizzati su gel secondo metodi standard ¢,
purificati usando il kit QIAquick (QIAGEN, Hil-
den, Germany), e quindi sottoposti ad analisi con se-
quenziamento automatico di entrambi i filamenti di
DNA per ciascun frammento, usando gli stessi pri-
mers impiegati nelle rispettive reazioni di PCR. 1I
metodo di terminazione della catena con nucleotidi
BigDye & stato usato per ottenere prodotti della rea-
zione di sequenziamento poi analizzati su sequenzia-
tore automatico di DNA ABI 310 (Perkin-Elmer, Fo-
ster City, California, USA). I files con i dati degh
elettroforetogrammi originali sono stati analizzati
con il programma Navigator (Perkin-Elmer). Inoltre,
tutti gli elettroforetogrammi sono stati ispezionati vi-
sivamente per rilevare polimorfismi eventualmente
presenti in eterozigosi, in entrambi i filamenti senso
e antisenso.

RIPCR “Real-time”

Per valutare quantitativamente I'espressione del-
I'mRNA di B2M in pazienti sottoposti a RDT, abbia-
mo usato la RT-PCR “Real time” a partire da cellule
monocitarie di 7 pazienti i cui campioni avevano la
pits alta percentuale di cellule CD 14+ (pazient nn.
4,11, 12, 13, 14, 15, 18). I risultati sono stati parago-
nati con quelli ottenuti da un gruppo di controllo di
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7 soggetti normali confrontabili. Si sono anche con-
frontati i livelli di espressione dellmRNA di B2M
prima e dopo una sessione di dialisi (valori basali e
post-trattamento, rispettivamente}. Questi valori so-
no stati anche confrontati con i livelli registrati nei
soggetti normali. La RT-PCR “real time” & stata ese-
guita con il sistema ABI-PRISM 5700, come prece-
dentemente descritto™®. Il gene espresso costitutiva-
mente (“housekeeping”) Gliceraldeide-3-Fosfato-
Deidrogenasi (GA3PDH) ¢ stato usato come RNA
di riferimento. I kit “GAPDH Control Reagents” e
“PCR Master Mix” (Perkin-Elmer, Foster City, CA}
sono stati usati seguendo le istruzioni del fabbrican-
te. I risultati sono stati normalizzati usando 'mRNA
del gene GA3PDH come riferimento.

Risultat:

Separazione cellulare

Le cellule CD14+ , arrichite mediante selezione
con bilie immunomagnetiche, sono state otzenute da
tutti i pazienti studiati. 1l recupero effertivo & stato
misurato mediante analisi citofluorimetrica. Nei
campioni nei quali & stato misurato il livello di
espressione del’mRNA di B2M mediante RT-PCR
“Real-time”, la percentuale dei monociti (cellule
CD14+ CD3-) dopo la separazione era di 79 £ 13%
(media * deviazione standard).

Amplificazione RT-PCR

I prodotti dell’amplificazione RT-PCR, ¢ o m -
prendenti la sequenza codificante completa dell’'mR-
NA di B2M, sono stati ottenuti con successo da 19
dei 20 pazienti, In tutti i casi, I'analisi mediante elet-
troforesi su gel ha rivelato la presenza di bande sin-
gole delle dimensioni attese (Fig. 1). Questo risultato
implica che pessuna alterazione grossolana nella
struttura e nella capacita di espressione det geni per
B2M era presente in tutti i 19 pazienti studiati.

Sequenziamento del cDNA
La sequenza nucleotidica del cDNA della regione
codificante di B2M & stata accuratamente studiata

Figura 1. Risultati della RT-PCR.

Escmpi rappresentativi della espressione dellmRNA del gene di
B2M. 1 prodetti di cDNA sono stati attenuti mediante RT-PCR da
campions di RNA di cellule mononucleate del sangue periferico e
separati su gel df agarosio all'1,5% eolorato con bromuro di etidio.
Corste 1.8: pazicnti daf n. 1al n. & rispettivamente; corsia :
controllo negative della reazione di amplificazione (acgua). Corsie
M e m, standard di rifermento per le dimensioni del DNA a doppio
[filamento: GeneRuler (Genenco), 1 uL e MBI 5 - pBR322
DNA/BsuRI (Geneneo), 1 UL, rispettivamente.

Mm123456789

586 bp —

mediante sequenziamento automatico nei 19 pazient
dai quali sono stati ottenuti prodotti di amplificazio-
ne di RT-PCR.

1l protocollo impiegato ha fornito files di dati degli
clettroforetogrammi di alta qualitd per ciascuno dei
pazienti, sia per il filamento senso del cDNA sia per
queilo antisenso (Fig. 2).

La sequenza di riferimento era la sequenza Gen-
Bank #AB021288, contenente I'unica sequenza nor-
male descritta per 'mRNA della B2M umana. L'ana-
lisi degli elettroforetogrammi, condotta sia con meto-
do semi-automatico mediante il programma Naviga-
tor, sia mediante ispezione visiva, ha permesso di
escludere la presenza di qualsiasi cambiamento nu-
cleotidico, sia in omozogosi sia in eterozigosi, nelle
sequenze codificanti del’'mRNA della B2M in tutti i
19 pazienti studiati.

RT-PCR “Real-time”

In 7 dei 20 pazienti sottoposti a RDT e in 7 sogget-
ti in salute, Pespressione dell'mRNA per B2M ¢ stata
quantificata mediante RT-PCR “Real-time” nei mo-
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Figura 2. Analisi di se-
quenza.

Elettroforetogramma
rappreseniativo dells

sequenza di una regione
del eDNA di B2M del
paziente n. 1. I gruppo di

TTGTC.TTTCA

piechi superiore e
inferiore, attenuti
rispettivamente del
filamento senso e
antisenso, corrispondono
entrambi alle posivons da
365 a 392 della seqenza
Genbank #4AB021288.
‘analisi parallela dei due
filaments & stata effettuata

gl

mediante 1l programma

Navigator.

nociti del sangue periferico prelevato immediata-
mente prima e dopo una sessione di tratramento. 1
risultati sono mostrati nella Fig. 3.

I gene della B2M era espresso in tutti i campioni
saggiati. Livelli di espressione ampiamente variabili
SONO stati osservati sia tra i pazient siz all'interno del
gruppo di controllo. L'analisi della varianza e il t-test
per misure ripetute non hanno permesso di rilevare
differenze significative sia tra i campioni pre- ¢ post-
dialisi, sia tra i campioni dei pazienti e quelli dei sog-
getti sani.

Discussione

La HRA & una delle piti comuni complicanze insor-
genti nei pazienti sottoposti a trattamento dialitico
cronico. Studi eseguiti negli ultimi anni per identifica-
re i possibili meccanismi della formazione di amiloide
hanno postulato una alterazione nella elaborazione
della proteina B2M, con conseguente deposizione
anomala della proteina nei tessuti connettivi.

Gli AGEs, proteine modificate da un legame alte-

rato di glucidi, si accumulano nella insufficienza re-
nale in seguito alla diminuita escrezione e alla au-
mentata generazione causata dallo stress ossidativo
e carbonilico dell'uremia. La B2M modificata dagli
zuccheri & considerata uno dei principali compo-
nenti patogenetici della amiloidosi correlata alla
dialisi. Gli AGE:s si formano quando un carbonile
di uno zucchero riducente si condensa con un ami-
no gruppo reaitivo nella proteina bersaglio (per una
rassegna, si veda i! riferimento 11). Le azioni speci-
fiche di mediatori infiammatori, rilasciati dai fibro-
blasti sinoviali sulla cartilagine articolare in seguito
alla azione inducente da parte della B2M, possono
ulteriormente contribuire alla deposizione di fibril-
le di B2M2,

Sebbene 'mRNA della B2M e il suo gene siano
ben conosciuti sin dal 1985, nessuno studio sinora ha
saggiato I'ipotesi che una alterazione genetica possa
eventualmente essere associata con un aumentato ri-
schio di HRA. Una modificazione genetica potrebbe
essere legata alla aumentata formazione di amiloide
in differenti modi. Ad esempio, sostituzioni atnmi-
noacidiche nella proteina B2ZM potrebbero generare
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una isoforma polipeptidica con maggiore tendenza
alla precipitazione, intrinseca oppure mediata da una
modificazione della modalita di glicosilazione, in
quanto un cambiamento di residui amminoacidici
critici per la glicosilazione potrebbe modificare le
proprietd biochimiche della B2ZM. Una alterazione
genetica che causi alterazioni nella regolazione della
espressione del gene potrebbe anche portare a una
anomala elaborazione della BZM.

A nostra conoscenza, il presente studio & il primo
ad analizzare i} gene B2M nei pazienti con HRA. In
una prima fase sono stati selezionati 19 pazienti con
HRA con differenti gradi di gravita clinica, e in cia-
scun caso & stata clonata mediante RT-PCR la regio-
ne del cDNA per B2ZM comprendente la sequenza
codificante completa per la proteina B2M, a partire
da RNA estratto da cellule mononucleate isolate da
un campione di sangue periferico di ciascun pazien-
te. Hl sequenziamento automatico accurato di tale re-
gione ha permesso una dettagliata analisi della se-
quenza nucleotidica. I risultati consentono di esclu-
dere la presenza di qualsiasi alterazione nella sequen-
za del’'mRNA che possa avere come conseguenza la

sintesi di una proteina B2M anomala, in tutti i pa-
zienti studiati.

Dal momento che la B2M & associata con gli anti-
geni HLA di classe I altamente polimorfici, sembra
necessaria per il corretto funzionamento del sistema
HLA. Nel contesto della alta frequenza di polimorfi-
smi del singolo nucleotide descritta nel genoma uma-
no?t, la sequenza codificante di B2M appare partico-
larmente stabile. A tutt’oggi non & stato descritto
nessun polimorfismo del gene B2M nella popolazio-
ne umana normale. I soli tre tipi di mutazione ripor-
tati si sono verificati in cellule neoplastiche, con un
possibile ruolo nel causare la alterazione della rispo-
sta immune diretta contro le cellule stesse?2. T no-
stri dati confermano I'alto livello di conservazione
della sequenza codificante per il gene B2M all’inter-
no del genoma umano, che pud essere necessaria per
Ia funzione della proteina. Inoltre, gli stessi dati per-
mettono di escludere I'ipotesi che una alterata se-
quenza amminoacidica sia un fattore predisponente
comune per la amiloidosi da B2M, e per la HRA in
particolare.

Il secondo aspetto indagato nella presente ricerca
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Rizassunto

Analisi di sequenza e di espressione del gene della
beta-2 microgloblina in pazienti dializzati

Basi razionali. Sebbene la amiloidosi da B-2-micro-
globulina (B2M)} sia una delle principali patologie
correlate alla dialisi (EHemodyalisis-Related Amyloido-
sts, o HRA), il gene della B2M non & stato sin qui
studiato nei pazienti in dialisi. Per verificare Iipotesi
che Ia suscettibilita individuale di singoli pazienti alla
HRA possa essere legata ad alterazioni del gene della
B2M, abbiamo clonato il ¢DNA per 1a B2M di 19
pazienti sottoposti a trattamento dialitico cronico
(RDT), e abbiamo eseguito uno studio dettagliato
della sequenza codificante del gene. Inoltre, allo sco-
po di studiare se le cellule monocitarie, spesso ab-
bondanti in prossimita dei depositi amiloidi, possano
contribuire alla formazione dei depositi di sostanza
amiloide, abbiamo confrontato le quantiti di mRNA
di B2M presenti nei monociti del sangue periferico
di 7 pazienti sottoposti a RDT {ottenuti sia subito
prima sia subito dopo la dialisi, per saggiare |'efferto
della attivazione cellulare dovuta al contatto con la
membrana di dialisi), e di 7 soggetti normali.

Metodi. Separazione cellulare, amplificazione del-
'mRNA mediante retrotrascrizione e reazione a cate-
na della polimerasi (RT-PCR), sequenziamento del
¢DNA, RT-PCR quantitativa in modalitd “Real-ti-
me”.

Risuleati. 1 sequenziamento del cDNA ha escluso
la presenza di qualsiasi variazione della sequenza nu-
cleotidica, sia in omozigosi sia in eterozigosi, nella re-
gione codificante del'mRNA di B2M, in tuei i 19
pazienti studiati. analisi statistica dei risultati della
RT.PCR “Real time” non ha evidenziato differenze
significative sia tra i campioni pre- € quelli post-diali-
si, né tra i campioni dei pazienti e quelli dei soggetti
in salute.

Conclusioni. Questi dati indicano che la predispo-
sizione alla HRA non dipende da fattori correlabili
alla sequenza del gene BZM. Inoltre, variazioni fun-
sionali nella espressione dell’mRNA di BZM nei mo-

nociti sembrano esistere indipendentemente dalla
emodialisi.

Summary

Sequence and expression analysis of the B-2-mi-
croglobulin gene in dialysis patients

Background. Although B-2-microglobulin (B2M)
amyloidosis is one of the main dialysis-related patholo-
gies (Hemodyalisis-Related Amyloidosi, HRA), the
B2M gene has not hitherto been studied in dialysis pa-
tients. To test the bypothesis that individual patient
sensitivity to HRA might be linked to modification of
the B2M gene, we cloned the B2M cDNA of 19 select-
ed regular dialysis treatment (RDT) patients, and per-
formed a detailed investigation of the gene nucleotide
sequence in the open reading frame. Moreover, to in-
vestigate whether monocytic cells, which are usually
abundant in proximity of amyloid deposits, may con-
tribute to deposit formation, we compared the
amounts of B2M mRNA in peripheral blood mono-
cytes of 7 RDT patients (taken immediately before and
after dialysis, to test also cells activated by dyalisis
membrane contact) and 7 normal subjects.

Methods. Cell separation, RT-PCR Amplification,
¢DNA Sequencing and quantitative “Real-time” RT-
PCR.

Results. Sequencing of cDNA excluded the presence
of any homozygotic/beterazygotic nucleotidic change
in any of the B2M mRNA coding sequences of any of
the 19 patients. Statistical analysis for repeated meas-
urements of “Real-time” RT-PCR results revealed no
significant differences either between pre- and post-
dialysis samples, or between the samples of patients
and healthy subjects.

Conclusions. These data indicate that predisposttion
10 HRA does not depend on factors related to the B2M
gene sequence. Furthermare, functional variations in
B2M mRNA expression in monocyles seem Lo exist in-
dependently of bemodialysis.



