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Background

I1 lupus eritematoso sistemico (LES) pediatrico, rispetto al LES dell’adulto, ¢ caratterizzato da
un fenotipo piu severo, con piu marcate alterazioni ematologiche, neuropsichiatriche e renali.
La nefrite lupica ¢ una manifestazione cardine del LES pediatrico ed un importante fattore
prognostico. I LES pediatrico comprende forme monogeniche, alcune delle quali
coinvolgono il pathway dell’interferone di tipo I (IFN-I). L’IFN-I pathway ¢ attivo a livello
renale nel LES dell’adulto e correla con I’entita del danno renale. Nel LES pediatrico, ed in
particolare nella nefrite lupica, 1’attivazione dell’IFN-I pathway non ¢ mai stata studiata, né ¢
noto se le forme monogeniche sottendano un’attivazione interferonica piu spiccata. Questo
dato puo essere rilevante anche alla luce della disponibilita di nuovi farmaci che colpiscono
selettivamente 1I’IFN-I pathway.

Obiettivi

Verranno caratterizzati il fenotipo clinico, gli aspetti istologici renali e I’attivazione sistemica
e renale dell’IFN-I pathway nei pazienti con forme monogeniche e non di LES ad esordio
pediatrico.

Metodi

Valuteremo la presenza di alterazioni genetiche coinvolte nell’IFN-I pathway con whole
exome sequencing, I’amplificazione di tale via a livello del sangue periferico con la firma
interferonica, e 1’espressione di marcatori specifici di attivazione interferonica (MXA) sulle
biopsie renali mediante microscopia confocale.

Risultati attesi

Si ipotizza che I’attivazione della via interferonica sia pit marcata nelle forme monogeniche,
nelle quali la risposta all’IFN-I rappresenta I’alterazione primaria e verosimilmente il
meccanismo patogenico principale. Nelle forme non monogeniche si potra evidenziare come
la risposta interferonica correli con la severita del danno renale.

La dimostrazione dell’attivazione dell’IFN-I pathway potrebbe essere utilizzata come
algoritmo diagnostico nelle forme pediatriche aggressive e resistenti alla terapia
Immunosoppressiva e rappresentare un bersaglio terapeutico.
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terapeutica dei pazienti pediatrici con nefrite lupica.
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Ogni unita collaborera al progetto come segue:

1) L’unita di Nefrologia e Dialisi dell’AOU Meyer sara impegnata nello screening e nel
reclutamento dei pazienti pediatrici con nefrite lupica. La stessa unita provvedera
inoltre al prelievo ematico per test genetico e per la firma interferonica, che verra
inviata al laboratorio di immunologia. Quest’unita inoltre coordinera gli altri centri
nella valutazione dell’eleggibilita dei pazienti per lo studio e nello smistamento dei
vari campioni (prelievo genetico, firma interferonica e biopsia renale ai laboratori
dedicati). Coordinatori: Dott.ssa Carmela Errichiello, Prof. Augusto Vaglio

2) L’Unita di Nefrologia dell’IRCCS Humanitas provvedera a reclutare i pazienti per lo
studio, a effettuare i prelievi per il test genetico e la firma interferonica. Provvedera
inoltre a inviare tali campioni, insieme a quello della biopsia renale, presso il centro
coordinatore. Dott.ssa Gabriella Moroni

3) L’Unita di Immunologia del’AOU Meyer si occupera della gestione e della
refertazione dei prelievi relativi alla firma interferonica. Dott. Lorenzo Lodi
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renali, presso il centro coordinatore. Dott. Andrea Angeletti

5) Il laboratorio di Nefrologia dell’Universita di Firenze si occupera della processazione
dei campioni bioptici renali e dell’esecuzione dell’immunofluorescenza per la
valutazione dell’espressione di MXA su biopsia renale. Dott.ssa Maria Lucia
Angelotti

Costo orientativo del Progetto/Provisional cost of the Project

I budget richiesto per il progetto ¢ di 30000 euro e verra impiegato per le spese relative alla
gestione/trasporto dei campioni, all’analisi della firma interferonica e allo studio delle biopsie
renali.

I1 Budget inoltre coprira spese di pubblicazione.
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Premesse

Il lupus eritematoso sistemico (LES) si configura come una malattia autoimmune estremamente
eterogenea che coinvolge diversi organi o apparati. La sua prevalenza ¢ stimata tra i 20 e 1 150 casi
su 100,000 persone, arrivando fino a 500,000 pazienti in Europa e 250,000 negli USA!, con una
netta predominanza del sesso femminile. L’incidenza e la prevalenza risultano inoltre maggiori nei
pazienti asiatici, africani e ispanici; I’esordio precoce della malattia si caratterizza per una spiccata
attivita e maggiore serverita®. Il tasso di sopravvivenza a 10 anni e di circa il 70%!. Le
manifestazioni cliniche includono sintomi costituzionali, rash e artrite fino ad arrivare a quadri piu
severi caratterizzati da marcata citopenia, interessamento renale e coinvolgimento del sistema
nervoso>.

Il lupus eritematoso sistemico a insorgenza pediatrica (Childhood-onset systemic lupus
erythematosus, ¢cSLE) coinvolge circa il 15-20% dei pazienti con LES®. L’incidenza ¢ riportata tra
0.36-2.5 per 100,000 soggetti <18 anni, con una prevalenza di 1.89-34.1 per 100,000 in questa
popolazione®. La maggior parte degli studi riportano un’etd media di insorgenza del cSLE intorno
agli 11-12 anni mentre & molto raro I’esordio sotto i 5 anni di eta*. In quest’ultimo caso i pazienti
hanno una presentazione molto spesso atipica, una malattia dal decorso piu grave e una prognosi
peggiore’.

I ¢SLE presenta un pattern piu severo di malattia con aumentata frequenza di alterazioni
ematologiche, neuropsichiatriche, cutanee, chilblain, anemia emolitica e interessamento renale®.
Queste forme sono spesso aggressive € mostrano una scarsa risposta alla terapia
immunosoppressiva, con conseguente piu elevata morbilita e mortalita’.

Nell’ambito del ¢SLE esistono forme monogeniche, causate cio¢ da mutazioni di singoli geni, che
sono in genere coinvolti nel pathway del complemento, nella clearance delle cellule apoptotiche,
degli acidi nucleici e degli immunocomplessi. Queste alterazioni sfociano nella produzione di
autoanticorpi che attivano il processo inflammatorio, nel quale gioca un ruolo dominante la
produzione di interferone di tipo I (IFN-I)*°.

Studi di associazione genome-wide (Genome-Wide Association Studies, GWAS) hanno identificato
piu di 90 loci associati a LES che conferiscono una certa suscettibilita alla malattia e piu di 30
genotipi che coinvolgono rare varianti che codificano per proteine correlate al metabolismo del
DNA’. Nel contesto delle forme monogeniche si distinguono quelle caratterizzate da mutazioni
definite come “convenzionali”, che comprendono cio¢ alterazioni in geni del complemento come
quelle che portano a deficit di Clq (es C1Q4, CI10B, CIQC), C2, C4°, mutazioni in geni che
influenzano la riparazione, la degradazione e il sensing degli acidi nucleici (TREX1, DNASEIL3),
quelle che interferiscono con i checkpoint delle cellule B (PRKCD; RAG2)® e forme che sono
strettamente collegate alla via dell'IFN-1 (SAMHD 1, RNASEH2ABC, ADARI, IFIHI, ISG15, ACPS,
TMEM173)%%8. Queste ultime determinano un’upregolazione dell’IFN-I pathway, che si traduce in
una up-regolazione dei geni indotti dall’IFN-I (cosiddetta “firma interferonica”), con conseguente
importante infiammazione sistemica e in fenotipi clinici lupus-like®. Circa il 50%-75% dei pazienti
adulti e fino al 90% dei pazienti pediatrici con LES mostra un’aumentata espressione dei geni
regolati dall’IFN-I°. Alti livelli di interferone sono associati ad un’incrementata attivita della
malattia, a rischio di recidive e specifiche manifestazioni del LES quali I’interessamento renale®.
Solo una piccola parte di pazienti con LES (circa 1-4%) risulta portatrice di mutazioni monogeniche



causative di malattia®. Attualmente non & nota la frequenza di queste forme nella popolazione
pediatrica.

Una delle manifestazioni piu severe del LES ¢ rappresentata dal coinvolgimento renale, che risulta
anche un importante fattore prognostico. La nefrite lupica istologicamente accertata ¢ presente nel
50-82% dei casi pediatrici, rispetto al 20-40% degli adulti'®. Pit del 90% dei pazienti pediatrici
sviluppa nefrite lupica entro due anni dalla diagnosi'l. Inoltre, il tasso di mortalita dei pazienti
pediatrici con nefrite lupica, confrontato con quello di bambini sani, ¢ 19 volte maggiore'!. I “flare
renali” sono presenti in 1/3 dei casi con un 15% di pazienti che progredisce verso una CKD
(chronic kidney disease) avanzata (stadio 5). Le forme proliferative risultano avere una prognosi
peggiore e una maggiore progressione verso la CKD?. Da un punto di vista clinico i pazienti
possono presentarsi con ematuria sintomatica, proteinuria da lieve a marcata fino alla sindrome
nefrosica, glomerulonefrite rapidamente progressiva, insufficienza renale acuta e/o cronica.'! Nel
contesto delle ¢cSLE monogenico diversi sono i casi di nefrite lupica descritti associati a sintomi
sistemici ad insorgenza molto precoce (<5 anni)*!>!3, Nelle forme monogeniche 1’interessamento
renale pud estrinsecarsi con forme di tipo proliferativo, mediate da immmunocomplessi®, che
rientrano nello spettro “classico” della nefrite lupica oppure con forme atipiche tipo
glomerulonefriti pauci-immuni ANCA associate®. Diversi studi sulla nefrite lupica hanno mostrato
una forte associazione tra la firma interferonica e la presenza e il grado di attivita
dell’interessamento renale. Nei glomeruli e nel tubulo renale di pazienti con LES naive (non ancora
sottoposti a terapia immunosoppressiva) con malattia attiva, si osserva un’espressione di proteine
indotte dall’TFN-I quali MXA piu forte rispetto a quella di pazienti trattatti.®!®

Nel tessuto renale 1'lFN-B (una delle isoforme di IFN-I insieme all’IFN-a)) puo indurre la morte dei
podociti e aumentare la permeabilita cellulare, mentre sia I'l[FN-a che I'lFN-3 possono sopprimere la
differenziazione delle cellule progenitrici renali in podociti maturi, con conseguente perdita
podocitaria, proteinuria e ridotta riparazione glomerulare. Nel loro insieme, queste osservazioni
suggeriscono che I'I[FN-I ¢ importante sia nel processo infiammatorio che nello sviluppo del danno
nella nefrite del LES.*®

La nefrite lupica rappresenta, per quanto detto finora, un modello ottimale per lo studio e
approfondimento dell’IFN-I pathway nel cSLE.

Obiettivi dello studio

Lo studio ha come obiettivo quello di caratterizzare il fenotipo clinico e gli aspetti istopatologici
renali del ¢SLE distinguendo tra forme monogeniche e non. In particolare valuteremo 1’eventuale
presenza di alterazioni genetiche alla base dell’attivazione dell’lFN-I pathway mediante whole
exome sequencing (WES), ’amplificazione di tale via a livello del sangue periferico mediante
I’analisi della firma interferonica, e a livello renale mediante 1’utilizzo di marcatori specifici di
attivazione dell’IFN-I pathway (MXA) su biopsia.

Il budget richiesto verra utilizzato per I’analisi della firma interferonica e per lo staining delle
biopsie renali. La caratterizzazione genetica mediante WES sara invece coperta dalla diagnostica
routinaria del paziente con LES pediatrico come recentemente suggerito in algoritmi diagnostici®.



Ricadute cliniche, in termini di benefici per i pazienti affetti da LES

L’acquisizione dei dati riguardanti la risposta interferonica e la caratterizzazione del danno
glomerulare, tubulare e interstiziale mediante 1’ausilio di specifici marcatori, ¢ volto a definire un
algoritmo diagnostico che miri a caratterizzare, distinguere e classificare le forme monogeniche
dalle non monogeniche. Tali informazioni permetteranno di diversificare 1 percorsi terapeutici
partendo dal meccanismo eziopatogenico, che ha alla base la via di segnalazione dell’interferone, e
agendo a monte del danno cellulare mediante 1’ausilio di target therapy sulla via interferonica.

Definizione del profilo clinico dei pazienti pediatrici vs pazienti adulti

Verranno reclutati pazienti pediatrici con LES e nefrite lupica, indipendentemente dalla terapia
immunosoppressiva pregressa o in atto. I dati acquisiti verranno confrontati con quelli di pazienti
adulti reclutati da coorti gia caratterizzate nell’ambito di studi condotti da alcune unita partecipanti
al progetto.

Criteri_di_sospetto e _iter diagnostico necessario _per la_definizione delle forme di Lupus
monogeniche

Nell’ambito dei criteri di sospetto per le forme monogeniche saranno considerati I’eta di esordio,
I’eventuale presenza di aggregazione familiare, la presenza di un fenotipo atipico (con particolare
riferimento alla presenza di manifestazioni quali calcificazioni cerebrali, chilblains, interstiziopatia
polmonare, tipiche di molte interferonopatie primarie), la resistenza alla terapia immunosoppressiva
convenzionale, 1’insorgenza precoce, la presenza di pattern renali atipici (e.g., podocitopatie, forme
pauci-immuni).

Nello studio verranno inclusi tutti i pazienti con lupus a esordio pediatrico e interessamento renale
al fine di caratterizzarne il fenotipo clinico e fornire degli ulteriori criteri di selezione e di sospetto
per LES monogenico.

Materiali e metodi

Arruolamento

11 progetto verrd coordinato dall’unita operativa di Nefrologia e Dialisi dell’Azienda Ospedaliera e
Universitaria Meyer di Firenze in quanto ospedale pediatrico e centro di riferimento per le malattie
rare.

11 periodo previsto per I’arruolamento dei pazienti ¢ di un anno.

Verranno valutati per il reclutamento nello studio, tutti i pazienti che afferiscono alla nostra
struttura e ai centri partecipanti con diagnosi di LES a insorgenza pediatrica (<18 anni).



Criteri di inclusione:

- Diagnosi di LES insorto prima dei 18 anni
- Evidenza clinica, laboratoristica e/o istologica di interessamento renale manifestatasi prima
dei 18 anni

Criteri di esclusione

- Esordio della malattia renale dopo i 18 anni
- LES secondario a farmaci o associato ad altre malattie quali sclerosi sistemica, artrite
reumatoide, sindrome di Sjogren e altre connettiviti

Verranno inclusi nello studio 60 pazienti con LES ad esordio pediatrico, che verranno sottoposti a
prelievo ematico per test genetico mediante WES, al fine di ricercare eventuali mutazioni causative
di malattia, permettendo quindi I’identificazione delle forme monogeniche. Dei 60 pazienti che
costituiscono la popolazione target in studio, 50 sono gia in follow-up presso i centri di Firenze,
Milano e Genova e 10 verranno reclutati nel corso della prima parte del progetto. Si procedera
contemporaneamente all’acquisizione della firma interferonica e alla valutazione della biopsia
renale con caratterizzazione del pattern istologico e dimostrazione dell’attivazione renale dell’IFN-I
pathway mediante marcatura su tessuto renale paraffinato per MXA, proteina di resistenza anti-
virale selettivamente indotta dall’IFN-I.

Lo schema dello studio (selezione dei pazienti, raccolta dei campioni e analisi previste) ¢
rappresentato nella figura 1.
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Mesi 0-12

Mesi 12-24

»  Biopsie renali disponibilin=15

12 pazienti con cSLE renale identificati

*  Prelievo DMA da eseguire (n=12)

*  Prelievo per firma interferonica da .

eseguire (n=12)

+  Biopsie renali disponibili n=10

20 pazienti con cSLE renale identificati

»  Campione DNA gia disponibile (n=18)
»  Prelievo DNA da eseguire (n=2)

»  Firmainterferonica da eseguire (n=20)

18 pazienti con cSLE renale identificati

+  Prelievo DMA da eseguire (n=18)
Prelievo per firma interferonica da
eseguire (n=18)

+  Biopsie renali disponibili n=8

5 pazienti con cSLE renale da reclutare
«  Biopsie renali previste n=4

5 pazienti con ¢SLE renale da reclutare

+  Biopsie renali previste n=4

60 pazienti con ¢SLE renale

Biopsie renali previste n=41

WHOLE EXOME SEQUENCING
ANALISI FENOTIPO CLINICO

| IFNISIGNATURE | |

ANALISI BIOPSIA RENALE

cSLE

- EEEEE—
monogenico

monogenico

+ Fenotipo clinico, attivita di malattia e
correlazione con IFMN-1 signature
+ Fenotipo renale, correlazione con IFN-I
c5LE non signature e outcome renale a lungo

Analisi comparafiva

termine

Analisi comparafiva
+ |stopatologia renale (severita, patterns
istologici principali)
« Espressione di M¥A (livello
espressione, fopografia, associazione
con patterns istologici)

Figura 1. Flow Chart del progetto di ricerca
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WES (Whole exome sequencing)

I1 DNA genomico verra isolato da linfociti provenienti da sangue periferico e sequenziato con la
piattaforma NextSeq500 (Illumina Inc., San Diego, CA). Le letture saranno allineate con il genoma
umano di riferimento hgl9 (Burrows—Wheeler Allineator), poi mappate e analizzate con Software
Genome Viewer (2013 Broad Institute). Mediante GATK (Genome Analysis Toolkit Unified
Genotyper Module) verra ottenuto un pool di varianti nucleotidiche che verranno sottoposte a un
rigido filtering. Le varianti verranno annotate e ad esse verra assegnata una priorita bioinformatica,
in conformita con le linee guida dell'American College of Medical Genetics and Genomics. Il
probabile effetto sulla funzione della proteina codificata verra valutato utilizzando Polyphen-2,
SIFT, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM e FATHMM MKL'®.

Firma interferonica

La firma interferonica ¢ una metodica che permette la quantificazione dell’espressione di specifici
geni indotti dall’IFN-I. Nel nostro campione di pazienti verra effettuato un prelievo ematico e
raccolto in PAXgene BloodRNA Tubes, mantenuto a temperatura ambiente per 24 ore e congelato a
-20°C fino all'estrazione. L'RNA totale verra estratto con un kit di dedicato (PAXgene Blood RNA
Kit IVD). Verra eseguita una RT-Real Time PCR quantitativa con Tagman Gene Expression Array
(ThermoFisher scientific Foster City, USA) di target specifici stimolati da IFN-I (IFI27, IFI44L,
IFIT1, ISG15, RSAD2, SIGLEC1) e quantificazione relativa (RQ) dell’espressione di ciascun target
rispetto a un controllo sano mediante AACt, normalizzata su gene housekeeping HPRT1!7.

Valutazione dell ’espressione di MXA su biopsia renale

Per determinare 1’attivazione dell’IFN-I pathway a livello renale verra valutata 1’espressione della
Myxovirus resistance protein 1 (MXA), una proteina con intrinseca attivita antivirale, indotta in
maniera selettiva da IFN-I. Nella nefrite lupica questa proteina ¢ fortemente espressa nelle cellule
endoteliali glomerulari e nelle cellule dell’infiltrato infiammatorio. La sua espressione ¢ massima
nei soggetti che non sono stati ancora sottoposti alla terapia immunosoppressiva mentre si riduce
nelle biopsie dei pazienti trattati)'>.

Nelle biopsie renali dei nostri pazienti, i tessuti verranno fissati e inclusi in paraffina e sezionati
utilizzando un microtomo in modo da ottenere sezioni di circa Sum. Mediante immunofluorescenza
verra marcata la proteina MXA di cui studieremo 1’espressione, la localizzazione (mediante co-
staining con marcatori di cellule podocitarie, endoteliali, parietali epiteliali o infiammatorie definite
dall’espressione di sinaptopodina, CD31, CD133, CD44, e CD3/CD20/CD68 rispettivamente) ¢ le
eventuali variazioni in pazienti sottoposti piu volte a biopsia renale nel corso della loro storia
clinica. I campioni cosi allestiti verranno analizzati mediante microscopia confocale. Anche in
questo caso ’espressione della proteina verra confrontata tra le forme monogeniche e non.

Si provvedera inoltre alla descrizione del pattern istologico renale al fine di valutare eventuali
elementi distintivi della nefrite lupica in LES monogenico a esordio pediatrico.
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Dati preliminari

Dei 18 pazienti reclutati presso la Nefrologia dell’AOU Meyer, 12 sono stati sottoposti ad analisi
genetica mediante WES. Di questi, 3 sono risultati portatori di forme monogeniche legate a
mutazioni di geni responsabili di ¢SLE quali RNASEH2B o DNASEIL3. L’analisi clinica guidata
dal risultato genetico (reverse phenotyping) ha rivelato la presenza della sindrome di Aicardi-
Gouticres nella paziente portatrice della mutazione di RNASEH2B, accompagnata da firma
interferonica positiva ed intensa espressione di MXA a livello glomerulare (in particolare nelle
cellule epiteliali parietali). La paziente ¢ stata trattata con I’inibitore JAK baricitinib, con parziale
risposta clinica'®. Anche nei due casi secondari a mutazione di DNASEIL3 ¢ stata riscontrata una
firma interferonica positiva ed un pattern istologico renale caratterizzato da forme proliferative
endo- o extra-capillari, con intensa espressione di MXA a livello prevalentemente endoteliale®.Uno
dei due pazienti con mutazione di DNASEIL3 ¢ stato trattato con JAK inibitore ed ha mostrato un
significativo miglioramento clinico (Vaglio A, manoscritto in preparazione).

Durata dello studio

Lo studio avra una durata di 24 mesi (Settembre 2022 — Agosto 2024).

Mesi 0-2: approvazione del protocollo di ricerca da parte del comitato etico del centro coordinatore
e dei centri partecipanti.

Mesi 3-12: arruolamento dei 10 pazienti prospettici; prelievo campioni per analisi genetica e firma
interferonica; recupero biopsie renali. Intermediate study report (fine mese 12)

Mesi 13-20: analisi genetica mediante WES, analisi della firma interferonica, studio delle biopsie
renali

Mesi 21-24: analisi complessiva dei dati, correlazione con dati clinici, draft del manoscritto.

Final study report (fine mese 24)

Stima dettagliata del budget complessivo

Materiali per marcatura biopsia renale 10000 euro
Costo pax gene blood RNA tubes 2000 euro
Costo pax gene blood RNA kit IVD 4000 euro
Materiali per firma interferonica 5000 euro
Spedizione di campioni biologici da altri 1000 euro
ospedali al centro sede dello Studio

Eventuali spese di viaggio per recupero 1000 euro
campioni e documentazione clinica
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Spese di pubblicazione e partecipazioni a 4000 euro
congressi e corsi di aggiornamento inerenti

OVERHEAD (10%) 3000 euro

TOTALE 30000 euro
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