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Riassunto

Le varianti dei geni CCR5 e CCR2 sono state messe in relazione con una
differente suscettibilita all’infezione da HIV-1. In particolare, gli individui omozigoti
per il CCR5-A32 mostrano una protezione quasi completa all’infezione, mentre gli
individui eterozigoti presentano una progressione ritardata della sindrome. Gli
individui che possiedono la mutazione CCR2-641 presentano invece una ritardata
progressione della sindrome sia nella condizione omozigote che nella condizione
eterozigote. In questo studio sono stati analizzati i due polimorfismi in alcune
popolazioni del Mediterraneo.

I risultati confermano la presenza di queste varianti nelle popolazioni del
Mediterraneo, e sembrano indicare la validita di questi marcatori per 1’analisi
popolazionistica.

Abstract

Variants of CCRS and CCR2 genes are related with different susceptibility to
HIV-1 infection. Particulary, homozygous subjects for CCR5-A32 mutation show an
high protection against infection, while heterozygous subjects show a delayed disease
progression. Both homozygous and heterozygous subjects carrying CCR2-641
mutation show delayed disease progression.

In this study we analyse these polymorphisms in some Mediterranean
populations. Results confirm the presence of these variants in Mediterranean
populations and suggest the validity of these markers for populations genetic analysis.
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Introduzione

Alcune varianti dei geni codificanti per i recettori CCR5 e CCR2 sono stati messi in
relazione con una diversa suscettibilita all’infezione da HIV—1. I due geni sono situati sul
cromosoma 3 in posizione 3p21.3-p24, all’interno di un cluster che include la maggior parte dei
geni codificanti per i recettori delle chemochine (Samson et al., 1996). Il CCRS5 ¢ espresso sulla
superficie della membrana dei monociti, dei macrofagi, delle cellule T della memoria e sulle
cellule dendritiche; oltre a legare le beta chemochine RANTES, MIP-1a e MIP-1 il CCRS5 ¢ un
importante corecettore per ’HIV—1 (Samson et al., 1996; Huang Y et al., 1996).

I soggetti omozigoti per una delezione di 32 bp (A32) nel segmento del gene CCRS5 che
codifica per il secondo dominio extracellulare della proteina sono resistenti all’infezione (Aarons
et al., 1997; Samson et al., 1996; Dean et al., 1996; Liu et al., 1996; Biti et al., 1997; Rana et al.,
1997; Huang et al., 1996) anche se tale protezione non ¢ totalmente completa (Biti et al.,1997;
O’Brien et al., 1997; Theodorou et al., 1997). Gli eterozigoti appaiono parzialmente protetti
dall’infezione (Samson M., et al., 1996; Michael et al., 1997) ¢ mostrano un rallentamento nella
progressione della sindrome (Huang et al., 1996; Rappaport et al., 1997; Eugen-Olsen et al., 1997;
Michael et al.,1997). La distribuzione del CCR5-A32 ¢ limitata prevalentemente all’Europa e al
Nord Africa a parte alcune eccezioni (Martinson et al., 1997; Su et al., 1998; Su et al., 2000;
Smith et al., 1997; Barbouche et al., 2001), mostrando un gradiente Nord - Sud, con le maggiori
frequenze nelle popolazioni Finlandese e Mordoviniana (16%) e minori in Sardegna (4%) (Libert
et al., 1998). Tale distribuzione ¢ stata spiegata con un’origine recente della mutazione nel Nord —
Est Europa, datata circa 700 anni fa (con un range compreso tra 275 — 1870 anni) (Stephens et al.,
1998; Libert et al., 1998). Il vantaggio selettivo che conferiva nei confronti del vaiolo avrebbe
permesso alla mutazione di mantenere elevate frequenze (Galvani et al., 2003), mentre la presenza
nel sud - Europa ¢ il gradiente Nord - Sud sono stati spiegati con 1’ipotesi di una dispersione
dell’allele da parte dei Vichinghi durante i loro spostamenti dal loro luogo d’origine nel nord
Europa alle altre regioni (Lucotte, 2003).

Il CCR2 ¢ il recettore per le chemochine MCP-1,2,3,4 e 5 (D’Souza et al., 1996) e
anch’esso ¢ un corecettore per I’HIV-1. Una sostituzione G — A in posizione 190 determina la
sostituzione di una valina con una isoleucina nel primo dominio transmembrana del recettore. Nei
portatori di questa mutazione ¢ stata osservato una rallentamento nella progressione della
sindrome ma non una protezione dalla trasmissione da HIV-1 (Smith et al., 1997; Michael et al.,
1997). Il CCR2-64I possiede un’origine precedente al CCRS5-A32 (circa 32000 anni) (Kostrikis
and Martinson, 1999), ed ¢ presente in tutti i continenti, raggiungendo le frequenze piu elevate
(sino al 57%) nelle popolazioni asiatiche (Martinson et al., 2000; Struyf et al., 2000; Su et al.,
1999; Su et al., 2000).

In questo lavoro si ¢ studiata la distribuzione di questi due polimorfismi in quattro
popolazioni del bacino del Mediterraneo (Sardegna, Corsica, Isole Baleari e Turchia), data
I’importanza che tali marcatori possiedono nella trasmissione dell’HIV—-1 e considerato che,
soprattutto per il CCR2-64I, non sono presenti molti dati in letteratura relativi a queste
popolazioni. Inoltre, attraverso i confronti con i dati rinvenibili in letteratura, si ¢ analizzata la
validita di tali marcatori per gli studi popolazionistici.

Materiali e Metodi

E stato esaminato un campione di 315 individui sani non imparentati tra loro provenienti da
diverse aree del Mediterraneo (Sardegna, Corsica, Turchia e Baleari). Il DNA genomico ¢ stato
estratto da sangue intero con la metodica del fenolo — cloroformio e successivamente ¢ stato
amplificato mediante PCR secondo le condizioni descritte da altri autori (de Roda Husman et al.,
1997; Struyf et al., 1999). Per il CCRS la determinazione dei genotipi ¢ stata effettuata su gel di
agarosio al 4%. Per 1’allele mutato il frammento ottenuto era di 161 bp mentre per ’allele
selvatico era di 193 bp. Per il CCR2 dopo la PCR ¢ stato necessario eseguire una digestione con
I’enzima di restrizione BstF5 I (4 ore a 65° C) e una elettroforesi su gel di agarosio al 4%. I
frammenti ottenuti dopo la digestione erano: 360 bp, 203 bp e 102 bp per il genotipo wt/wt; 360,
203, 160 e 102 bp per il genotipo wt/641; 203, 160 e 102 bp per il genotipo 641/641.
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Dai dati ottenuti sono state calcolate le frequenze alleliche, genotipiche, il test di Fisher
basato sulle frequenze genotipiche con il programma Genepop 1.2 (Raymond and Rousset 1995);
per valutare se il campione fosse in equilibrio di Hardy Weinberg ¢ stato applicato il test statistico
della catena di Markov (Guo e Thompson 1992), mentre le frequenze aplotipiche sono state
stimate con la procedura Maximum-Likelihood usando I’algoritmo expectation-maximation (EM)
(Excoffier and Slatkin, 1995). E stata testata 1’esistenza di un Linkage Disequilibrium tra i due
loci ed ¢ stato effettuato il Test di Differenziazione di Fisher basato sulle frequenze aplotipiche.
Questi parametri sono stati calcolati con il software Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000). Per
valutare I’eventuale causa del Linkage Disequilibrium ¢ stato effettuato il Test di Otha (Ohta et
al., 1969) con il programma Genetix v 4.03 (Belkhir et al., 2002).

Utilizzando i dati disponibili in letteratura e con 1’ausilio del software R-Matrix
(Harpending and Jenkins 1973) sono stati effettuati dei confronti con le altre popolazioni.

Nel tentativo di spiegare la differenziazione delle popolazioni tenendo conto della loro
localizzazione geografica ¢ stato utilizzato I’indice di autocorrelazione spaziale I di Moran. Il
calcolo del coefficiente viene effettuato raggruppando le popolazioni in classi di distanze
geograficamente arbitrarie. L’Indice di Moran varia tra +1 e -1. Il suo valore atteso in assenza di
autocorrelazione si approssima a zero. Un valore positivo indica similarita genetica nella classe di
distanze analizzate, un valore negativo indica una dissimilarita nelle frequenze dell’allele. 11
correlogramma, che riporta i coefficienti di autocorrelazione rispetto alle distanze, descrive
I’andamento nello spazio della variazione genetica mostrata per ciascun allele. I correlogrammi
sono riconducibili ad alcuni andamenti tipici, ognuno dei quali descrive I’affinita o la diversita
genetica delle popolazioni in funzione della localizzazione geografica. L’analisi ¢ stata effettuata
con il programma SAAP 4.3

Risultati

Le frequenze alleliche, genotipiche ¢ aplotipiche sono mostrate in tabella 1. T risultati
indicano per il CCR5-A32 dei valori compresi tra 8,9% delle Isole Baleari e 1’1,6% della
Sardegna, mentre per il CCR2 641 abbiamo dei valori compresi tra 1’11% della Turchia e il 6,8%
della Sardegna.

Per quanto riguarda le frequenze genotipiche, per il locus CCRS5 si puo evidenziare la
presenza del genotipo A32/A32 solamente nel campione delle Isole Baleari. Per il locus CCR2 si
puo notare I’assenza in tutte le popolazioni del genotipo 641/641. Per tutti e due i loci il genotipo
piu frequente ¢ il genotipo selvatico wt/wt.

Sono stati individuati tutti gli aplotipi possibili e in tutte le popolazioni ’aplotipo piu
frequente ¢ quello costituito dai due alleli selvatici (wt/wt), mentre il meno frequente ¢ quello
costituito dai due alleli mutati A32/641. Questo aplotipo ¢ presente nella Turchia e nelle Isole
Baleari rispettivamente con 1,9% e 0,2%, risultando assente nel campione della Sardegna e della
Corsica.

Frequenze alleliche Frequenze genotipiche

CCRS5 CCR2 CCR5 CCR2

wt/ wt/ A32/ wt/  wt/ 641/ wt/ wt/ A32/ A32/
wt  A32 A32 wt 641 641 wt 641 wt 641

Cor 948 52 928 72 89,6 104 00 872 128 00 87,6 72 52 00
Sar 984 1.6 932 68 968 32 00 863 13,7 00 91,6 68 16 00
Tur 97,0 3,0 89,0 11,0 940 6,0 00 780 220 00 879 91 L1 19
Bal 91,1 89 91,1 89 845 133 0,0 82 178 00 84 87 87 072

Tabella 1. Frequenze alleliche, genotipiche e aplotipiche per le popolazioni studiate.
Table 1. Allele, genotype and haplotype frequencies for the studied populations.

Frequenze aplotipiche

wt  A32  wt 641
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Per valutare la differenziazione tra le popolazioni ¢ stato applicato il Test esatto di Fisher,
sia sulle frequenze genotipiche sia su quelle aplotipiche.

Le popolazioni in base al test esatto di Fisher appaiono differenziate tra di loro a livello
genotipico solamente per il locus CCRS (P = 0,02772 =+ 0,00329) e non per il CCR2 (P = 0,05604
+ 0,01201). Effettuando il confronto a coppie tra popolazioni per ogni locus 1’unico valore
significativo riscontrato ¢ stato quello tra la Sardegna e le Baleari per il locus CCRS5 (P = 0,0054 =
0,00062)

A livello aplotipico le popolazioni non risultano differenziate né a livello complessivo (P =
0,0637 = 0,04357) né nei confronti a coppie.

E stato riscontrato un valore significativo di Linkage Disequilibrium per il campione
proveniente dalla Turchia (P = 0,01173 + 0,00304). Il test di Otha suggerisce la deriva genica
come causa del Linkage.

Per verificare 1’esistenza di una correlazione spaziale per gli alleli analizzati tra le
popolazioni prese in esame e quelle studiate da altri autori per gli stessi loci, ¢ stato calcolato
I’Indice di Moran (I). Tale indice ¢ risultato significativo per il locus CCR2 il cui correlogramma
(figura 1) costruito sui coefficienti di correlazione mostra un andamento assimilabile a un
gradiente.
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Figura 1. Correlogramma per il locus CCR2.
Figure 1. Correlogram for CCR2 locus.

I nostri dati sono stati confrontati con quelli presenti in letteratura (tabella 2; figura 2). Per
quanto riguarda I’Europa e il Mediterraneo dalla figura 2 si puo notare che il range di variazione
degli alleli dei loci esaminati sono: per il CCR5-A32 le frequenze sono comprese tra il 14%
(Polonia) e 1'1,6% (Sardegna); per il CCR2-64I le frequenze variano tra il 18% (Polonia) e il
6,8% (Sardegna). Si € poi operato un confronto con le popolazioni di altri continenti utilizzando le
frequenze alleliche mediante I’analisi dell’R-matrix (Harpending and Jenkins 1973). Dal grafico
costruito utilizzando le prime due componenti (figura 3) si puo notare che la prima componente,
che rappresenta il 68% della variabilita totale, separa le popolazioni europee (che hanno valori
positivi) dalle altre popolazioni. La seconda componente (32% di variabilita) separa invece le
popolazioni nord europee da quelle del sud Europa, e quelle asiatiche da quelle africane, che
clusterizzano entrambe in un quadrante a parte. La popolazione che ha contribuito maggiormente
alla variabilita riscontrata ¢ la Polonia, mentre quella che ha contribuito in minor misura ¢ I’Italia.
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Europa D32 641 Rif. Bibliografici
Corsica 5,2 7,2 Presente studio
Sardegna 1,6 6,8 Presente studio
Turchia 3,0 11,0 Presente studio
Baleari 8,9 8,9 Presente studio
Italia 3,0 13,0 Su et al., 2000
Nord Europa 9,0 16,0 Su et al., 2000
Germania 7,0 13,0 Su et al., 2000
Spagna 2,0 8,0 Su et al., 2000
Polonia 14,0 18,0 Su et al., 2000
Belgio 11,9 7,4 Struyf et al., 2000
Grecia 5,2 14,6 Papa et al., 2000
Africa D32 641
Pigmei Biaka 0,0 11,0 Su et al., 2000
Pigmei Mbuti 0,0 10,0 Su et al., 2000
Lissongo 0,0 14,0 Su et al., 2000
Benin 0,0 11,0 Su et al., 2000
Sudan 0,0 19,0 Su et al., 2000
Nigeria 0,0 12,0 Su et al., 2000
Tunisia 1,0 19,3 Barbouche et al., 2001
America D32 641
Karitiana 0,0 7,0 Su et al., 2000
Surui 0,0 3,0 Su et al., 2000
Mayan 0,0 33,0 Su et al., 2000
Nativi Americani 0,0 31,1 Iyer et al., 2001
Asia - Oceania D32 641
Aborigeni Australiani 0,0 10,0 Su et al., 2000
Nuova Guinea 0,0 14,0 Su et al., 2000
Nord Cina 0,0 20,0 Su et al., 2000
Est Cina 0,0 19,2 Su et al., 2000
Tibet 2,0 28,0 Su et al., 2000
Nord Est Thailandia 0,0 17,0 Su et al., 2000
Malesia 0,0 22,0 Su et al., 2000
Giava 0,0 10,0 Su et al., 2000
Cambogia 1,0 18,5 Su et al., 2000
Corea 0,0 26,0 Su et al., 2000
Giappone 0,0 17,5 Su et al., 2000
Buryat 0,0 57,0 Su et al., 2000
Assam caste 0,0 22,0 Su et al., 2000
Rajasthani 5,0 5,0 Su et al., 2000
Ahom 0,0 19,0 Su et al., 2000
Sud Iran 1,5 12,2 Gharagozloo et al., 2005
Emirati Arabi 0,0 6,0 Su et al., 2000

Tabella 2. Frequenze alleliche dei marcatori analizzati in popolazioni provenienti dai diversi continenti.
Table 2. Allele frequencies for the used genetic markers in populations from different continents.
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Figura 2. Distribuzione del CCR5-A32 e del CCR2 641 in Europa.
Figure 2. CCR5-A32 and CCR2-64I distribution in Europe.
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Figura 3. Analisi dell’r-matrix: plot dei primi due eigenvectors.
Figure 3. R-matrix analysis: plot of the first two eigenvectors.
Discussione

In questo lavoro ¢ stata studiata la distribuzione dei polimorfismi CCR5-A32 e CCR2-641 in
alcune popolazioni provenienti dalle principali isole del Mediterraneo (Isole Baleari, Sardegna e
Corsica) e dalla Turchia. I risultati mostrano che le frequenze alleliche del CCR5-A32 hanno dei
valori che vanno dal 8,9% delle Isole Baleari all’1,6% della Sardegna. Il valore riscontrato per la
Sardegna si ¢ inferiore a quello riportato da Libert et al. (1998), che riportano un 4%, mentre si
discosta poco dalle frequenze indicate da Battiloro et al. (2000) (2,1%). Per la Corsica (Ajaccio)
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Lucotte and Mercier (1998) riportano un 0,9%, contro un 5,2% del nostro campione. Tale
differenza puo essere dovuta al motivo che il campione da noi esaminato proveniva da diverse
aree isolate della Corsica come Corte e Balagna. La Turchia nella nostra analisi mostra un valore
del 3%, simile a quello riportato da Degerli et al. 2005 (2,18%) e inferiore a quello riportato da
Libert et al., 1998 (6,3%). Per quanto riguarda le Isole Baleari ¢ stato osservato un valore del A32
del 8,9%. In generale le frequenze riportate nel nostro lavoro hanno dei valori nell’ordine di quelli
osservati da altri autori per le popolazioni dell’Europa, dove ¢ presente un gradiente Nord — Sud,
con 1 valori inferiori presenti nelle regioni meridionali (Libert et al., 1998). Solo le Isole Baleari
sembrano possedere una frequenza piu elevata, come riportato da Alvarez et al. (1998) per altre
popolazioni iberiche, le quali mostrano frequenze del A32 che arrivano sino al 9,6%.

Per quanto riguarda il CCR2-64I, la Sardegna e la Corsica sono caratterizzate da valori che
si posizionano fra i piu bassi rispetto a quelli sinora riportati per le popolazioni europee. La
frequenza ¢ paragonabile solo a quella del Belgio, con un 7,4% (Struyf et al., 1999).

In generale la distribuzione del CCR5-A32 ¢ limitata all’Europa e al Nord Africa a parte
alcune eccezioni, che riguardano il Tibet con un 2% e il Rajasthan con il 5% (Martinson et al.,
1997; Su et al., 1998; Su et al., 2000; Smith et al., 1997; Barbouche et al., 2001) (tabella 2).

Il CCR2-641 possiede un’origine piu antica del CCR5-A32 risalendo a circa 32000 anni
(Kostrikis and Martinson, 1999), cio ¢ testimoniato dalla sua presenza in tutti i continenti. In
particolare le frequenze piu elevate sono state riscontrate tra i Buriati (popolazione che vive nella
Siberia orientale, al confine con la Mongolia), dove ¢ stata osservata una frequenza del 57% e tra
alcune popolazioni native americane come i Mayan (33%). Tra le altre popolazioni asiatiche la
frequenza del 641 ¢ compresa tra il 28% e il 6%. Nel continente africano i valori sono compresi
tra il 19,3% e il 10% mentre in Europa sono compresi tra il 18% e il 6,8% (Martinson et al., 2000;
Struyf et al., 2000; Su et al., 1999; Su et al., 2000; Barbouche et al., 2001).

L’analisi dell’R-matrix rivela una separazione abbastanza puntuale tra le popolazioni dei tre
continenti Africa, Asia ed Europa. Il grafico ricavato dall’analisi dell R-matrix (figura 3)
raggruppa nel quadrante con i valori positivi dei due eigenvector alcune popolazioni dell’area
mediterranea che hanno avuto relazioni piu o meno strette tra loro. Manca in questo cluster la
Grecia che ha avuto un forte peso sulla composizione genetica dell’Italia e della Corsica (Piazza
et al., 1988).

Sardegna e Spagna appaiono le popolazioni pit affini. E nota la presenza spagnola nell’isola
protrattasi per diversi secoli che sicuramente puo aver determinato tale affinita gia segnalata da
precedenti lavori (Vona et al., 1994). Ma influssi dalla penisola iberica sulla Sardegna erano
presenti gia in epoca preistorica come indicato da lavori sul mtDNA e sugli aplotipi del
cromosoma Y (Torroni et al., 1998; Scozzari et al., 2001; Tofanelli et al., 2004).

I dati provenienti dai marcatori classici e dal DNA mitocondriale suggeriscono un’origine
comune delle popolazioni delle due isole e quindi una certa similaritad genetica (Varesi et al.,
2000; Vona et al., 2002; Vona et al., 2003). I risultati confermano 1’affinita tra corsi e sardi. La
non perfetta identita tra le due isole, sarebbe da attribuire alla loro storia demografica (bassa
densita di popolazione, sottopopolazioni isolate, epidemie), che avrebbe portato a fenomeni di
deriva genetica e all’isolamento (Vona, 1997; Vona et al., 2002).

La presenza dell’Italia continentale nello stesso cluster con la Sardegna e la Corsica sembra
indicare che le due isole hanno avuto apporti continentali. Questo fatto ¢ dimostrato da altre
analisi sui marcatori aploidi del mtDNA e dell’Y (Morelli et al., 2000; Tofanelli et al., 2004).

La particolare posizione delle Isole Baleari all’interno del cluster puod trovare una possibile
spiegazione nella peculiarita genetica della popolazione di Ibiza. Per alcuni marcatori tale isola
sarebbe piu simile alle popolazioni del Nord Africa (Picornell et al., 1996) che alle altre due isole
dell’arcipelago (Maiorca e Minorca) e alle altre popolazioni del Mediterraneo (Moral 1986;
Miguel and PetitPierre 1989; Miguel et al., 1990; Massanet et al., 1997).

Le frequenze relative all’allele CCR2-641 sembrano indicare un gradiente dell’allele dal
centro europa, dove presenta la sua massima frequenza verso due direzioni: il Mediterraneo
occidentale e quello orientale. Lo stesso andamento si puo notare per 1’allele CCR5-A32. Questi
risultati sembrano convalidare le osservazioni riportate da Libert et al. (1998) per il CCR5-A32
sull’esistenza di un gradiente e ’andamento geografico espresso dal correlogramma per il locus
CCR2 (figura 1).
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In generale dai risultati ottenuti si puo affermare che i due marcatori hanno mostrato una
certa validita dell’impiego dei marcatori nelle analisi popolazionistiche sia a livello delle
popolazioni continentali sia a livello delle popolazioni intracontinentali.
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