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ABSTRACT

La sindrome di Alport rappresenta una condizione clinica ereditaria caratterizzata da alterazioni
polidistrettuali (sordita neuro sensoriale, oculari) associate ad ematuria e proteinuria. In considerazione
della sua variabilita genetica e della molteplice sintomatologia, viene spesso diagnosticata in modo del
tutto casuale e tardivo.

Lo scopo di questo lavoro € quello di focalizzare I'attenzione su questa patologia tramite un caso clinico.
Verranno inoltre accennate le nuove possibilita terapeutiche relative alla patologia.

PAROLE CHIAVE: sindrome di Alport, danno renale, caso clinico, nuove terapie
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Introduzione

La sindrome di Alport (SA) & una patologia caratterizzata da sordita neuro sensoriale, anomalie
oculari e progressiva perdita della funzione renale, che si manifesta prevalentemente con differenti
sintomi come: macroematuria, ematuria microscopica associata a proteinuria, ematuria isolata e
proteinuria, quest’ultima secondaria ad alterazioni costitutive della membrana basale glomerulare
(MBG) [1]. | primi studi che affrontarono la caratterizzazione biochimica della MBG vennero condotti
tra la meta degli anni ’60 e I'inizio degli anni '70 su varie specie animali [2—3]. Attraverso queste
osservazioni si documentd come le costituenti “macroscopiche “della membrana (lamina rara
interna, lamina densa e lamina rara esterna) fossero costituite a livello ultrastrutturale da un
intreccio di catene tra il collagene di tipo IV ed altre proteine come la laminina -521, I'agrina e
proteoglicani solfati. A livello ultrastrutturale i filamenti di collagene IV sono composti da tre catene
proteiche con struttura ad alfa elica che interagiscono tra loro attraverso specifici domini non
collageni C-terminali [4]. Mutazioni nei geni codificanti per queste catene di collagene, in particolare
i geni, COL4A3, COL4A4 e COL4AS, sono alla base delle diverse patologie ereditarie che interessano
la MBG come la sindrome di Alport [5]. Sono noti anche altri geni non codificanti per catene di
collagene implicati nell’ eziopatogenesi della malattia come MYH9 e LAMB2, codificanti
rispettivamente per la catena pesante della miosina llA e per la laminina [6-7].

Le associazioni di filamenti costitute tra i vari sottotipi delle catene di collagene sono essenzialmente
tre ovvero: alala2, a3ada5, a5a5a6 e presentano un’organizzazione in esameri distribuiti in
diverse concertazioni nelle varie membrane dell’organismo. A livello della MBG prevalgono gli
esameri costituiti dalle catene a3a4ab5. Le sei catene di collagene di tipo IV sono codificate da sei
differenti geni distribuiti in coppie su vari cromosomi di cui riportiamo le principali localizzazioni
cromosomiche. Come noto, i geni COL 4A1 e COL 4A2 sono mappati sul cromosoma 13,i COL4A3 e
COL 4A4 sul cromosoma 2 e COL 4A5 e COL 4A6 sul cromosoma X. In generale, le mutazioni che
interessano i geni relativi alla sindrome di Alport presentano molteplice origine; se ne riportano di
seguito le principali suddivise per gene [8-9].

COL4A5

Varianti missenso (~45% delle varianti, 85% delle quali sono sostituzioni di glicina nella sequenza di
ripetizione Gly-Xaa-Yaa del dominio collagenico della catena alfa5 (1V)); varianti del sito di giunzione
(~20%); varianti non senso (~7%); grandi delezioni e inserzioni / duplicazioni (~12%) e altri grandi
riarrangiamenti strutturali (inversioni e traslocazioni). Sono note piu di 1168 varianti singole.

COoL4A4

Varianti missenso (~50% delle varianti, il 75% delle quali sono sostituzioni di glicina nella sequenza
di ripetizione Gly-Xaa-Yaa conservata nel dominio collagenico della catena alfad (IV)); mutazioni
frame shifts (piccole delezioni, piccoli inserimenti / duplicazioni) (~27%); varianti del sito di giunzione
(~13%); varianti non senso (~9%) e delezioni maggiori. Sono note piu di 268 varianti singole.

COL4A3

Varianti missenso (~45% delle varianti, 85% delle quali sono sostituzioni di glicina nella sequenza di
ripetizione Gly-Xaa-Yaa conservata nel dominio collagenico della catena alfa3 (IV)); mutazioni frame
shifts (piccole delezioni, piccoli inserimenti / duplicazioni) (~20%); varianti non senso (~15%); varianti
del sito di giunzione (~15%) e delezioni maggiori. Sono note piu di 266 varianti singole. A questi
meccanismi “classici “di mutazione va aggiunto nel sesso femminile la presenza della “lionizzazione”
ovvero l'inattivazione casuale di uno dei due cromosomi X, il cui effetto € quello di determinare una
distribuzione a mosaico della catena mutante del collagene IV a5 e conseguentemente un’ulteriore
variabilita fenotipica della patologia [10].
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Da un punto di vista eziopatogenetico 'origine della sindrome di Alport & stata chiarita in seguito
all’osservazione che, nei soggetti affetti dalla malattia, gli anticorpi anti MBG non erano in grado di
legarsi ai propri bersagli [11]. In questo modo é stata chiarita I'importanza delle alterazioni congenite
del collagene di membrana nel determinismo della patologia sottolineandone il ruolo sulla corretta
formazione strutturale della MBG.

Sebbene spesso si ritenga che la sindrome di Alport colpisca principalmente gli uomini, numerose
evidenze suggeriscono un discreto interessamento anche nel sesso femminile, sovente sotto
diagnosticato o non completamente indagato, responsabile nel 15-30% dei casi di insufficienza
renale entro i 60 anni e perdita dell’udito entro la mezza eta [12].

L'ereditarieta della patologia riconosce diversi meccanismi di trasmissione: X-linked nell’85% dei
casi, autosomica recessiva nel 15% e molto piu raramente autosomica dominante nel rimanente 5%
dei casi [13].

La forma X -linked & secondaria alla presenza di varianti anomale del gene COL4A5 mappato sul
cromosoma X, che codifica per la catena alfa-5(1V) del collagene IV [14]. Tale forma si associa sovente
ad una storia familiare di ematuria (associata o meno a proteinuria) e insufficienza renale
progressiva. Pur riscontrandosi spesso una forte familiarita, circa il 15% delle forme ereditate con
modalita X-linked originano da mutazioni ex novo [15]. Da un punto di vista sintomatologico la
presenza di ematuria microscopica rappresenta un aspetto quasi costante della malattia,
riscontrandosi in tutti i maschi affetti e nel 98% delle femmine, mentre circa il 73% delle femmine
affette presenta una associazione di proteinuria ed ematuria [16].

Nei soggetti di sesso maschile, I'insorgenza di proteinuria risulta essere assai precoce con comparsa
di sintomi gia a partire dalla prima infanzia che si accompagnano ad un progressivo deterioramento
della funzione renale a partire dai 25 anni cui consegue progressione verso I'ESRD nel 90% dei casi a
40 anni [17]. Nelle donne invece la progressione verso un ESRD in eta precoce (<40 anni) &
relativamente rara osservandosi in circa il 12% dei casi [18]. La sordita neurosensoriale rappresenta
una caratteristica particolarmente frequente di questa patologia e interessa principalmente il sesso
maschile. Nel sesso femminile, si stima che si possa osservare una sordita neuro sensoriale precoce
in circa il 10% dei casi, tuttavia non & ancora chiaro quanto questo aspetto possa essere correlato
con una piu rapida progressione verso I'ESRD. Nelle donne a differenza di quanto si osserva nel sesso
maschile, le anomalie oculari risultano meno frequenti. Nelle forme associate ad una ereditarieta
autosomica recessiva (ARAS), i genitori di bambini affetti sono necessariamente portatori di
mutazioni in eterozigosi e presentano una sintomatologia simile alla forma X-linked. Questa forma
deriva da difetti genetici localizzati a livello dei geni COL4A3 o COL4AA4. | geni COL4A3 e COL4A4
codificano rispettivamente per la catena alfa-3(IV) (che contiene I'antigene Goodpasture) e la catena
alfa-4(1V). Anche nei pazienti in cui si osserva un’ereditarieta autosomica dominante (ADAS), si
osservano mutazioni a carico di COL4A3 e COL4A4 con manifestazioni cliniche, specialmente nei
pazienti piu giovani, apparentemente piu lievi rispetto a quelle evidenziate nei soggetti con XLAS o
con ARAS ma con insorgenza precoce rispetto a questi ultimi [19]. Sono suggestivi di una SA
autosomica recessiva le seguenti caratteristiche:

e coinvolgimento di entrambi i sessi in egual misura nell’ambito della medesima famiglia,
e trasmissione della patologia da un soggetto di sesso maschile,
e consanguineita dei genitori,

e assenza o scarse alterazioni della funzionalita renale nei genitori di un paziente affetto da
nefropatia evidente,

e comparsa in giovane donna di un quadro di IRC avanzata prima dei 20 anni di eta.

G Ital Nefrol 2022 - ISSN 1724-5990 - © 2022 Societa Italiana di Nefrologia — Anno 39 Volume 1 n°5

Ogni riproduzione del presente documento, anche parziale, & vietata senza la preventiva autorizzazione della Societa Italiana di Nefrologia ai sensi della L. n.633/1941


https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000141462.00630.76
https://doi.org/10.2215/CJN.00580116
https://doi.org/10.1681/ASN.V75702
https://doi.org/10.1007/s10157-018-1629-4
https://doi.org/10.1016/j.ekir.2017.04.011
https://doi.org/10.1681/ASN.V114649
https://doi.org/10.1097/01.asn.0000090034.71205.74
https://doi.org/10.2215/CJN.01000116.

Giornale Italiano di Nefrologia

Da un punto di vista epidemiologico la SA & da considerarsi una patologia rara essendo presente in
meno di 1 individuo su 2000 [20]. Dati provenienti degli Stati Uniti documentano un’incidenza di
circa 1 neonato su 50.000 [21] e una prevalenza della patologia nel 3% dei bambini con insufficienza
renale cronica, con una incidenza variabile tra i bambini sottoposti a biopsia renale dall’1 al 12% [22—-
23]. Studi eseguiti nei paesi scandinavi, attribuiscono una prevalenza di 1 su 17.000 nelle aree
meridionali della Svezia [24] e di 1 su 53.000 in Finlandia [25].

Caso clinico

Descriviamo il caso clinico di una donna di 20 anni che, nel settembre 2020, si presentava alla nostra
attenzione per progressivo peggioramento della funzione renale ed ipertensione arteriosa di difficile
controllo farmacologico. Non venivano riferite patologie di rilievo in ambito familiare né anamnesi
positiva per malattie renali.

La paziente, di origine straniera, era seguita abitualmente presso il policlinico Universitario di Tirana
presso cui sono stati avviati i primi accertamenti diagnostici che successivamente sono stati portati
alla nostra attenzione.

Attraverso |'anamnesi remota, si apprendeva della comparsa di ipoacusia sviluppatasi
progressivamente a partire dal 2015 cui si associava, dal 2019, I'insorgenza di ipertensione arteriosa.
Si prendeva visione di una ecografia addominale che documentava reni di volume conservato
(diametro trasverso: rene destro 11,4 cm; rene sinistro 10,4 cm) con parenchima minimamente
iperecogeno e lieve riduzione della componente cortico-midollare in assenza di stenosi delle arterie
renali.

A partire dal giugno 2020, subentrava comparsa di cefalea associata a severi episodi ipertensivi,
anemia (Hb 7,8 g/dl) e peggioramento della funzione renale (Creatinina sierica 2,8 mg/dl; urea: 100
mg/dl); peggioravano ulteriormente il mese successivo (Creatinina 3,5 mg/dl; urea 144 mg/dl;
Uricemia 6,9 mg/dl), associandosi alla comparsa di proteinuria in range nefrosico (3620 mg/24h) non
riscontrata precedentemente.

Veniva quindi avviata terapia antiproteinurica con Ramipril 10 mg. Presso il Policlinico Universitario
di Tirana, sono stati inoltre eseguiti ulteriori accertamenti strumentali che documentavano la
presenza di un danno sistemico, evidenziandosi all’ecocardiogramma un quadro di ipertrofia
ventricolare sinistra e, ad un esame del fundus oculi, una retinopatia di | grado.

Data la difficolta ad accedere ad ulteriori indagini diagnostiche e strumentali ed in considerazione
del fatto che i familiari della paziente risiedevano stabilmente in Italia, si provvedeva ad eseguire un
ricovero presso il nostro reparto di nefrologia di Pinerolo per ulteriori accertamenti.

All'ingresso in reparto, si confermava un quadro di significativo decremento della funzione renale
con Creatinina sierica pari a 4,65 mg/dl, azotemia 129,3 mg/dl e filtrato glomerulare stimato con
CKD-EPI pari a 12 ml/min. Era inoltre presente un quadro di deficit proteico (5,9g/dl), in presenza di
proteinuria (3110 mg/24h) ed iperkaliemia (6 mmol).

L’assetto lipidico appariva alterato con ipertrigliceridemia (220 mg/dl) ed ipercolesterolemia (224
mg/dl). All’elettroforesi delle proteine sieriche si osservava un incremento percentuale nella
frazione alfal (4,6%). Si procedeva ad una valutazione immunologica che risultava nella norma.
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Reuma TEST

(Immuno-turbidimetrico) <14 <14
Complemento C3 96 ma/dl 82180 ma/d|
(Immuno-turbimetrico) 9 g
Complemento C4 32 m/di 10-40 mg/di

(Immuno-turbimetrico)
Assenti: <1/80

Ab Anti Nucleo (ANA) Assenti Bassa positivita: 1/80

IFI su cellule HEp2 Media positivita:1/160-1/320
Alta positivita:>1/640

Ab ANTI Ds-DNA

(IFI su Chritidia Luciliae)

Ab ANTI CITOPLASMA DEI

NEUTROFILI Assenti Assenti

(IFI su neutrofili fissati)

Assenti Assenti

Negativo:<2
?S@':Q,;Efe) 0,01 1U/ml Dubbio:>2 <3
Positivo: >3
Negativo <3,5
i ibi ) m ubbio >3,5<
(AélﬁNsZLZ;g) 0,01 1U/ml Dubbio >3,5<5
Positivo > 5
?Slﬁ)'\' THENA Assenti Assenti

Venivano inoltre valutati gli anticorpi rivolti contro SS-A/RO, SS-B La, SM, U1RNP, JO1, SCL70 e
proteina B centromerica che risultavano tutti negativi. La ricerca dei marcatori virali HbsAG, HCV ab
e HIV ab risultava negativa, la paziente tuttavia non risultava vaccinata per HBV (HBsAb <3 mulL/mlL).
A completamento diagnostico, siindagava I'equilibrio acido base tramite EGA arterioso che risultava
sostanzialmente conservato (PH 7,4 PCO2 40 mmHg; HCO3- 22 mmol).

In considerazione del quadro clinico, della giovane eta e del rapido peggioramento della funzione
renale, appariva giustificata, previo consenso, I'esecuzione di agobiopsia ecoguidata. Si provvedeva
dapprima ad eseguire un nuovo accertamento ecografico che risultava sostanzialmente compatibile
con il precedente. Infatti, si evidenziavano “reni di dimensioni conservate, con parenchima di
aspetto iperecogeno d’ambo i lati e libere le vie urinarie”. Si provvedeva quindi all’accertamento
bioptico, che veniva eseguito al polo inferiore del rene sinistro con il prelievo di due frustoli
parenchimali per studio anatomopatologico. Veniva quindi eseguito un controllo ecografico post
procedurale, che “escludeva la presenza segni di raccolte perirenali e/o di FAV indesiderate”. Il
campione raccolto veniva quindi inviato presso I'UO di Anatomia Patologica della AOU Citta della
Salute e della Scienza di Torino ed il referto isto-patologico, evidenziava un quadro di sclerosi
glomerulare che interessava il 70% dei corpuscoli del Malpighi presenti nel campione (per un 40%
con sclerosi di tipo globale e per un 30% con sclerosi di tipo segmentario) associato ad un discreto
danno tubulo interstiziale cronico come evidenziato nella figura sottostante (Figura 1).

La Biopsia renale dimostrava tre glomeruli (3/10) comprendenti aree segmentarie di sclerosi o
scleroso-ialinosi (Figura 1A; PAS B Tricromica di Masson), tipo forma classica, interessanti circa dal
15 al 30% delle anse capillari ed in rapporto alle quali erano evidenti sinechie flocculo-capsulari. Si
osservava inoltre una discreta atrofia tubulare con associata discreta fibrosi interstiziale (Figura 1C;
PAS D Tricromica di Masson). L'immunofluorescenza eseguita su materiale congelato evidenziava
grossolani ammassi in verosimili aree di sclerosi con una positivita spiccata per C3 (+++), tale reperto
si configurava come un intrappolamento aspecifico con aspetto focale e segmentario compatibile
con quanto evidenziato alla M.O. (Figura 1E). La catena Alfa-5 del COLIV risultava invece assente in
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corrispondenza delle membrane basali glomerulari e conservata a livello della capsula del Bowmann
(Figura 1F) e della membrana basale dei tubuli distali (Figura 1G) compatibile con Sindrome di Alport.

E stata quindi eseguita un’indagine ultrastrutturale su materiale fissato in gluteraldeide, in cui non
si repertavano glomeruli e si procedeva pertanto ad esame ultrastrutturale sul materiale
previamente congelato per l'immunofluorescenza. La microscopia elettronica (ingrandimento
7000x; Figura 1H), con i limiti imposti dalla presenza di artefatti da preservazione del materiale
(congelato per IF), dimostrava tratti di membrane basale glomerulari di aspetto disomogeneo per
slaminamento e vaga reticolazione della lamina densa con profilo esterno talora irregolare. Si
confermava inoltre I'assenza di depositi elettrondensi.

Durante la degenza si osservava un lieve miglioramento degli indici di funzione renale (Creatinina
sierica 3,7 mg/dl; azotemia 118 mg/dl) ma, dopo la rimodulazione della terapia antiproteinurica
resasi necessaria a causa dell’iperkaliemia, si osservava un incremento della proteinuria delle 24 ore
fino a 3,8g/24h. Veniva inoltre documentato un quadro di iperparatiroidismo secondario (PTH 104,5
pg/ml) con fosforemia 4,6 mg/dl; Calcemia 8,6 mg/dI.

Stabilita la diagnosi, la paziente veniva quindi indirizzata ad un follow-up nefrologico stretto,
finalizzato anche all’esecuzione in tempi rapidi degli accertamenti clinico-strumentali necessari per
inserimento in lista trapianto preemptive.

Si provvedeva tuttavia ad eseguire anche uno studio vascolare finalizzato al confezionamento di FAV
e un colloquio con equipe specializzata nel trattamento peritoneale in considerazione della rapida
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progressione della patologia.

Presso L’AOU dell’Universita di Torino & stata inoltre eseguita una consulenza genetica al fine di
individuare con esattezza il genotipo associato, analizzando un pannello di geni associati a sindrome
di Alport (COL4A3, COL4A4, COL4A5, COLAA6, MYH9) tramite metodica NGS (Next Generation
Sequencing) come evidenziato nella figura sottostante.

Struttura richiedente: S.C. Nefrologia — Ospedale Civile E. Agnelli
Medico Richiedente: Dr. L. Sandri
Data prelievo: 04/03/2021 Data accettazione: 04/03/2021 Data analisi DNA: 25/03/2021
Campione: sangue Tipo di test: sequenziamento NGS di esoma clinico.
[ndicazione Clinica: sospetta sindrome di Alport con IRC in stadio avanzato
ANATISIDI SEQUENZIAMENTO NGS DI UN PANNELLO DI GENI RENALI

Geni analizzati in base all’indicazione clinica: ["analisi & stata effettuata su un pannello di geni associati =
sindrome di Alport (COL4A3, COL4A44, COL4A5, COL4A46, MYHY).
Metodi: NGS TruSight One Expanded
Dati tecnici dell’analisi:

« Profondita media di sequenziamento: 345.0 x

« Lunghezza dei frammenti: 233 bp

+ Copertura regioni target ad almeno 20x: 99.49 %

RISULTATI
Gene S?qu?nza di Regione . \ ﬂl‘?.‘ll.lie Genotipo Interpretazione
riferimento = identificata
Delezione di 52 NT

E}?ff f";i 3 NM_000092.5 Esone 20 Chr2: 227958837~ n.a C4

e 227958889
C,OL4A4_ NM_000092.5 Esone 20 P0551P11e delezione Eterozigote C3-VuUs
Chr 2q36.3 - dell'intero esone =

L’analisi ha individuato a livello di COL4A4:

e Una delezione di 52 nucleotidi nell’esone 20 del gene COL4A4 (NM 000092.5) classificata
come patogenica (C5) dal software di analisi. Questa variante alternativa, sebbene piu rara,
€ gia nota in letteratura [26] per essere associata alla sindrome di Alport. Si segnala che Ia
variante riscontrata nella paziente risulta nella perdita del sito di splicing a livello dell’esone
20 con possibile impatto sullo splicing stesso.

e Una possibile delezione in eterozigosi dell’intero esone 20 del gene COL4A4 (NM 000092.5)
classificata come di incerto significato (C3-VUS).

Tali reperti apparivano compatibili con il fenotipo della paziente e si associavano a Sindrome di
Alport autosomica recessiva di tipo 2 (OMIM 203780). Nei mesi successivi al ricovero, per il
progressivo deterioramento della funzione renale, la paziente veniva avviata a trattamento dialitico
tramite posizionamento di catetere peritoneale e si procedeva con |'esecuzione degli accertamenti
clinico-strumentali necessari per un rapido inserimento in lista trapianto.

Metodologia utilizzata per I'analisi genetica

Per I'analisi genetica & stata utilizzata una preparation library e un sequenziamento mediante sintesi
su piattaforma lllumina (kit TruSight One Expanded e lettura su NEXTSEQ550). L’analisi
bioinformatica prevedeva |'uso dei software BWA Aligner 1.1.4 o DRAGEN Enrichment 3.6.3. Le
sequenze sono state allineate al genoma umano di riferimento GRCh37 che permette la chiamata di
varianti a singolo nucleotide e strutturali. Per I"analisi delle varianti e stato utilizzato il software
[llumina Variant Interpreter. Per la selezione dei geni associati all’'indicazione clinica sono stati
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utilizzati i database OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), PanelApp e Orphanet. Sono state
considerate esclusivamente varianti con profondita di lettura >20x e parametri di qualita adeguati
[27]. Le varianti sono annotate secondo la nomenclatura HGVS [28] e classificate secondo le linee
guida dell’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) [29]. Per il processo di
classificazione e d’interpretazione delle varianti sono stati consultati specifici database OMIM, VEP,
ClinVar, Varsome, GnomAD, LOVD, COSMIC, dbSNP, ExAC, EVS e ClinGen.

Discussione

La sindrome di Alport & una patologia ereditaria caratterizzata da una progressiva perdita della
funzionalita renale secondaria ad anomalie della MBG. A causa dell’elevata distribuzione delle
catene di collagene nei vari distretti corporei, ben si comprende come tale sindrome presenti una
sintomatologia particolarmente estesa, associando a sintomi propri di un danno renale (come
ematuria persistente, insufficienza renale), alterazioni sensoriali (perdita dell’udito, lenticono e
macchie retiniche) [30], manifestazioni rare come leiomiomi specie in sede esofagea e bronchiale
[31] ed aneurismi aortici toraco-addominali specie nei soggetti maschili [32—33]. Riportiamo nella
seguente tabella le principali manifestazioni diagnostiche della malattia elaborate dal working Group
on Alport Syndrome della Societa di nefrologia pediatrica giapponese [34].

Manifestazioni Primarie
- Ematuria Persistente (durata superiore ai 3 mesi confermata in almeno due occasioni)
Manifestazioni Secondarie

- Mutazioni genetiche delle catene del collagene tipo IV (mutazioni in omozigosi o eterozigosi di
COL4A3- COL4A34 o emizigosi maschile o eterozigosi femminile per COL5A4)

- Anomala espressione del collagene tipo IV

- Anomalie specifiche della MBG
Manifestazioni Accessorie

- Storia familiare di nefropatia
- Sordita neurosensoriale bilaterale

- Anomalie oculari (lenticono anteriore, cataratta sub capsulare, macchie retiniche, distrofia
polimorfica posteriore)

- Leiomiomatosi diffusa

La patologia si presenta con una progressione “multi-steps”, inizialmente caratterizzata da ematuria
isolata, cui fa seguito dapprima una albuminuria moderata, quindi una proteinuria grave e infine il
declino della GFR. L’intervallo tra varie manifestazioni cliniche & variabile da paziente a paziente ed
e influenzato principalmente dal sesso e dal genotipo COL4A. Anche la progressione ¢ variabile, da
un andamento molto rapido che richiede una terapia sostitutiva renale nell’adolescenza o nella
prima eta adulta, ad uno molto lento caratterizzato dal mantenimento di una funzione renale
pressoché normale per lunghi periodi [35]. Nella popolazione pediatrica, le principali cause di
ematuria glomerulare isolata persistente, con livelli normali di complemento sierico, comprendono
la nefropatia da immunoglobulina A (IgAN) e le condizioni associate alle varianti dei geni COL4A3,
COL4A4 e COL4AS5, che, come descritto, possono essere raggruppati come sindrome di Alport.
Queste diagnosi hanno implicazioni diverse. | bambini affetti da IgAN che si presentano con ematuria
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isolata hanno solitamente una malattia stabile per molto tempo, mentre al contrario quelli affetti
da SA presentano un rischio significativo di progressione verso proteinuria conclamata, CKD e
insufficienza renale terminale. Poiché tale rischio pud essere in parte modificato attraverso con un
intervento precoce, ben si comprende come sia necessaria una diagnosi precisa e precoce anche alla
luce delle notevoli manifestazioni sistemiche della malattia.

Per consentire un inquadramento diagnostico affidabile, I’Alport Syndrome Classification Working
Group ha recentemente proposto un nuovo schema classificativo, fondato principalmente su criteri
genetici, clinici e molecolari invece che soltanto su tratti istologici e clinici, con I'obiettivo di limitare
il piu possibile la dipendenza dal sesso, dall’eta o da varianti genetiche rare [36]. | risultati delle
valutazioni genetiche dei pazienti con CKD consentirebbero, alla luce della nuova classificazione
proposta, di inquadrare come affetti da SA numerosi pazienti per i quali la causa della malattia renale
€ rimasta misconosciuta o ritenuta secondaria ad altre condizioni pil comuni, come ad esempio
diabete di tipo 2 o ipertensione. In tal senso, uno studio del 2019 condotto da Groopman e
collaboratori ha evidenziato che I'analisi del sequenziamento dell’esoma di specifiche regioni
genomiche codificanti eseguita su una coorte di 3315 pazienti affetti da CKD, ha prodotto una
diagnosi genetica in circa il 10% dei casi [37]. Tra questi pazienti, circa il 30% presentava mutazioni
interessanti i geni COL4A3, COL4A4 o COL4AS. Anche Moriniere e coll. [38] attraverso un’analisi di
screening per mutazioni in COL4A3, COL4A4 e COL4AS eseguita su 101 pazienti non imparentati tra
loro con storia positiva per ematuria, ha documentato la presenza in circa il 20% dei casi di una
ereditarieta autosomica dominante, con una frequenza decisamente superiore alla media per
questa modalita di ereditarieta.

L'importanza del nuovo sistema classificativo proposto & particolarmente evidente anche alla luce
delle nuove conoscenze relative all’eziopatogenesi della malattia, in cui appare sempre piu
importante il ruolo del “pathway” inflammatorio sul danno renale e la conseguente progressione
verso I'ESRD. Recenti acquisizioni hanno infatti documentato il ruolo attivo delle cellule renali come
cellule mesangiali, podociti e cellule tubulari, nella risposta inflammatoria cronica [39].

La biopsia (cutanea e /o renale) pur rivestendo un ruolo particolarmente importante nella
diagnostica della malattia, deve essere affiancata da test genetici di conferma in modo anche da
individuare le forme autosomiche dominanti e recessive in cui la trasmissione deriva da mutazione
dei geni per le catene COLa3 e a4 che non vengono espressi in sede cutanea ma unicamente renale
[40]. La biopsia cutanea, quindi, risulta utilizzabile esclusivamente nelle forme X-linked di malattia e
in cui si osserva la perdita dell’espressione lineare continua della catena a5(1V) lungo la giunzione
dermo-epidermica [41].

Al momento non esiste una terapia specifica per la SA e i principali trattamenti effettuati sono
perlopilu sintomatici. Il principale obiettivo terapeutico & spesso rappresentato dal rallentamento
della progressione della CKD e dal contenimento della proteinuria, che viene ottenuto tramite
I"utilizzo di farmaci bloccanti il sistema RAAS.

Le prime prove relativa all’efficacia del blocco del sistema RAAS, sono state fornite da Proesmans e
collaboratori su una piccola coorte pediatrica [42]; successivamente, Webb e collaboratori hanno
dimostrato una buona risposta in termini di riduzione della proteinuria tramite I'utilizzo di sartani
[43]. Sebbene I'uso degli ACE-I e dei sartani sia ampliamente diffuso nel controllo della proteinuria
[44], nessuno studio clinico controllato randomizzato ha mai valutato la sicurezza e I'efficacia degli
ACE-l o di una loro implementazione precoce nei pazienti pediatrici con SA. Un recente studio
multicentrico di fase lll in doppio cieco randomizzato e controllato con placebo, condotto da Gross
e collaboratori potrebbe far luce sull’efficacia dell’'uso precoce del ramipril nei bambini prima che
sviluppino albuminuria [45]. Al momento sebbene esistano prove di sicurezza e relativa efficacia del
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blocco esteso anche all’aldosterone nei pazienti affetti da SA, non tutti gli autori le considerano
abbastanza forti da raccomandare tale condotta terapeutica routinariamente [46—47]. Un approccio
poli-farmacologico volto ad un blocco pressoché completo del RAAS (definito triplo blocco ed
ottenuto tramite I'uso sequenziale di ACE-I, sartani e spironolattone) & stato recentemente proposto
da Mastrangelo e coll. [48], alla luce dei risultati ottenuti tramite un piccolo studio retrospettivo (dal
1995 al 2019) condotto su 26 pazienti con diagnosi certa di Alport, in cui se ne dimostrava la
fattibilita e la relativa sicurezza, pur evidenziandosi la necessita di un costante monitoraggio della
kaliemia. L'idea di introdurre un anti-aldosteronico & stata sviluppata con I'obiettivo di bypassare il
cosiddetto fenomeno di fuga dell’aldosterone [49], fenomeno farmacologico noto della terapia con
ACE-1 o con sartani che alla lunga determina una progressiva riduzione dell’efficacia terapeutica.

Negli ultimi anni la ricerca di una terapia specifica per la SA e diventata oggetto di studio per
molteplici ragioni:

e La patologia rappresenta un buon modello di CKD con proteinuria e fibrosi che puo essere
utilizzato anche per altre malattie;

o | farmaci approvati per questa malattia saranno farmaci “orfani” con conseguenti vantaggi
come tempi di approvazione ridotti ed incentivi economici;

e Il numero di pazienti eleggibili € comunque notevole essendo la SA la seconda malattia
genetica renale che causa ESRD dopo I’ADPKD;

e | pazienti, in considerazione della giovane eta, presentano spesso poche comorbidita
associate;

e Non esiste un trattamento specifico per la malattia con conseguente esclusivita di mercato
[50].

In considerazione delle sempre maggiori evidenze del ruolo dello stato infammatorio sulla genesi
della patologia, il bardoxolone € stato indagato come possibile farmaco in grado di migliorare la
prognosi dellESRD. Il farmaco appartiene alla classe dei anti-ossidanti modulatori
dell’infiammazione (AIM) la cui azione si esplica principalmente a livello del nuclear factor erythroid
2-related factor 2 (Nrf2), con conseguente inibizione del quadro infammatorio e profibrotico. Il
bardoxolone metile € un attivatore sperimentale di NrF2 e si lega selettivamente a Keapl, una
proteina che regola I'attivita dello stesso NrF2 in risposta ad uno stress cellulare. Il legame con Keap
1 favorirebbe la riduzione della produzione dei ROS prevalentemente in sede mitocondriale. Come
conseguenza dell’effetto infliammatorio del bardoxolone, si € osservato un incremento dell’EGFR,
attribuito nei modelli pre-clinici alla soppressione dell'inflammazione in sede glomerulare, alla
riduzione della disfunzione endoteliale e della contrazione delle cellule mesangiali, con aumento
della superficie glomerulare e ripristino della velocita di filtrazione glomerulare per singolo nefrone
[51]. Nel 2011 attraverso lo studio BEACON é stato osservato un miglioramento dell’lEGFR in un
periodo di 52 settimane in pazienti affetti da Diabete Mellito Il e con CKD compresa tra il Il e il Il
stadio [52]; tuttavia nei pazienti con nefropatia pil grave si & osservato lo sviluppo di notevole
sovraccarico idrico secondario alla soppressione del segnale indotto dall’endotelina, con
conseguente interruzione dello studio [53]. Nei pazienti con SA il farmaco potrebbe svolgere un
ruolo interessante, visto che tali pazienti sono affetti da un minor numero di comorbidita e, di
conseguenza, meno esposti ai rischi derivanti dalla farmacocinetica del bardoxolone. Il recente
studio CARDINAL, se da una parte ha effettivamente documentato un miglioramento della
filtrazione glomerulare, dall’altro ha evidenziato I'incremento della proteinuria secondario proprio
all’aumentata filtrazione [54].

Un altro punto di ricerca e rappresentato dallo sviluppo di oligonucleotidi rivolti contro i micro RNA.
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I micro RNA sono piccoli frammenti di RNA non codificante che funzionano principalmente come
regolatori post-trascrizionali dell’espressione genica [55] e che possono silenziare I'espressione di
un numero di geni funzionalmente correlati, funzionando in modo analogo, ma inverso, ai fattori
trascrizionali [56-57]. L'importanza di questi componenti nell’eziopatogenesi del danno renale &
stata chiarita analizzando gli effetti sul rene secondari ad un loro blocco di sintesi [58]. Il Mi-RNA 21
sembra essere, in modelli murini, particolarmente coinvolto nella risposta ad un danno renale (sia
acuto che cronico) e appare over-espresso [59—-60]. Sembra quindi logico individuare come possibili
target terapeutici questi oligonucleotidi ed & stato dimostrato in modelli murini come 'inibizione
farmacologica di tali frammenti determini una riduzione della progressione della malattia renale
cronica. Poiché anche la SA presenta quadri istopatologici compatibili con fibrosi e danno tubulo
interstiziale oltre che glomerulare, secondario ad un processo cronico, ben si comprende l'ipotetico
ruolo di questi oligonucleotidi ingegnerizzati diretti contro i frammenti Mi-RNA. Attraverso uno
studio su modelli murini, Gomez e coll. [61] hanno effettivamente dimostrato un incremento della
sopravvivenza dell’organo, con riduzione della fibrosi secondaria ad un effetto protettivo per
inibizione di TGF-B in sede glomerulare ed interstiziale, verosimilmente dovuto ad una maggiore
attivita PPARa/retinoide X e una migliore attivita mitocondriale con riduzione della produzione di
ROS. Anche le proteine appartenenti alla famiglia delle Chaperonine rappresentano un possibile
bersaglio farmacologico, cosi come gia avviene nella sindrome di Fabry con il Migalastat. Il razionale
all'impiego di Chaperonine nella malattia di Alport trae origine dal fatto che circa il 50% delle
mutazioni presenti sono di tipo missenso con conseguente sviluppo di proteine con struttura
tridimensionale anomala e che pertanto vengono degradate dai sistemi cellulari [62]. L’utilizzo di
una Chaperonina consentirebbe pertanto alle proteine di collagene anomalo di raggiungere
comunque la MBG, funzionando in modo subottimale ma comunque sufficiente ad impedire le
principali manifestazioni della malattia. Una proteina candidata a questo utilizzo sembrerebbe
essere |'acido taurodesossicolico, che facilitando il ripiegamento della laminina IV consentirebbe lo
sviluppo di una MBG comunque funzionante seppur difettosa [63], mentre I'acido 4 fenil butirrato
di sodio (PBA), uno scavenger dell’ammoniaca somministrato per via orale gia in uso clinico per il
trattamento dei disturbi del ciclo dell’urea, sembrerebbe ridurre I'autofagia in colture di fibroblasti
con mutazioni del collagene tipo IV [64]. In merito alla correzione tra stato inflammatorio e sviluppo
della patologia, sottolineiamo anche un recente studio condotto su modelli murini di SA che ha
dimostrato come I’attivazione del Discoidin domain receptor 1 (DDR1) mediata da Col | possa indurre
una lesione lipotossica podocitaria mediata da CD36 sottolineando come I'ezetimibe interferirebbe
con l'interazione CD36/DDR1 prevenendo la lipotossicita e preservando la funzione renale in modo
simile a quanto osservato con I'impiego di ramipril [65]. Anche lo studio sperimentale condotto da
Axelsson e coll. [66] su ratti Wistar, si inserisce nella cornice dell’inibizione dei mediatori dello stato
inflammatorio. Gli autori hanno sottolineato il possibile ruolo dell'inibizione della cascata
inflammatoria tramite I'utilizzo di scavenger dei ROS con conseguente blocco dell’afflusso di calcio
nelle cellule. Le molecole testate sono: la dimethylthiourea (DMTU), il paracalcitolo, inibitori della
RhoA-chianasi Y-27632, tacrolimus e per tutte si € osservato un possibile ruolo nel blocco della
cascata infiammatoria per inibizione nel rilascio di calcio con conseguente riduzione della
permeabilita della MBG. L'utilizzo della Ciclosporina A, che inizialmente pareva ritardare Ia
progressione del danno renale cronico sia nel’'uomo [67] che nel cane [68], e stato attualmente
abbandonato sia a motivo dell’origine genetica della patologia che della nefrotossicita conseguente
all’utilizzo prolungato nel tempo [69]. Risultati contrastanti sono stati prodotti dall'impiego di cellule
staminali pluripotenti indotte (IPSC) poiché alcuni studi hanno effettivamente dimostrato un
ripristino della rete di collagene tipo IV e una ripresa funzionale della MBG [70] mentre altri non
sono arrivati alle medesime conclusioni [71].

| pazienti affetti dalla patologia, non presentano in genere controindicazioni al trapianto renale e
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non si osserva recidiva della malattia primaria, essendo la MBG del donatore esente da alterazioni
strutturali [72]. | tassi complessivi di sopravvivenza del paziente e dell’'organo trapiantato sono
rispettivamente del 95,1% e 90,2% a 1 anno; 80,5% e 86,8% a 5 anni; 66% e 45,3% a 10 anni dal
trapianto, con una disfunzione del Graft secondaria per lo piu ad alterazioni ascrivibili a nefropatia
cronica da farmaci immunosoppressori (70%) che a quadri di rigetto acuti o subacuti [73]. La
comparsa di Ab Anti MBG e si riscontra in circa il 3% dei casi soprattutto nei soggetti di sesso
maschile sebbene in alcune casistiche siano riportate percentuali inferiori [74].

Conclusioni

Attualmente non esistono terapie specifiche per la SA ed e d’obbligo uno stretto monitoraggio delle
manifestazioni cliniche. Nei pazienti probandi con familiarita per SA I'utilizzo di farmaci inibitori del
sistema renina angiotensina deve essere avviato fin dal momento della diagnosi ed eventualmente
associato ad un anti-aldosteronico, mentre non sono presenti prove certe per raccomandare
I'utilizzo di un doppio o triplo blocco del sistema RAAS, sebbene a livello fisiopatologico sia
comungque possibile pur con uno stretto monitoraggio.

La presenza di sintomi “chiave” come sordita, ematuria e proteinuria in individui giovani deve essere
sempre indagata tramite esami di secondo livello come biopsia renale e sequenziamento genico in
considerazione anche dell’evoluzione della malattia indipendentemente dalla familiarita. Inoltre, le
donne dovrebbero essere informate circa i rischi relativi alla trasmissibilita della malattia tramite un
adeguato counselling genetico. Al momento, I'unica opzione terapeutica risolutiva risulta essere il
trapianto; tuttavia, nel prossimo futuro, nuovi e mirati farmaci con una azione inibitoria ad ampio
spettro sullo stato infiammatorio sistemico e locale potrebbero affiancare ed eventualmente
sostituire I'attuale terapia basata sull’inibizione del RAAS, con netto miglioramento della prognosi.
Sono tuttavia necessari ulteriori studi, essendo le conoscenze attuali limitate a modelli animali o
colture cellulari.
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