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ABSTRACT

Le mutazioni del gene MYH9 che codifica per la catena pesante IIA della miosina non musco-
lare (NMMHC-IIA) correlano con un gruppo di rare patologie autosomico-dominanti, identificate
in passato con i diversi nomi di Malattia di May-Hegglin, Sindrome di Sebastian, Sindrome di
Fechtner e Sindrome di Epstein. Le caratteristiche cliniche comuni di queste patologie sono
rappresentate dalla macrotrombocitopenia congenita e da tipiche inclusioni citoplasmatiche nei
polimorfonucleati, cui si possono associare, nel corso della vita, proteinuria, malattia renale cro-
nica (CKD), uremia terminale, sordita neurosensoriale, cataratta giovanile ed epatopatia.

Il termine malattia MYH9-correlata (MYH9-RD) descrive oggi I'espressione variabile di un’unica
entita patologica comprendente tutti i disordini ereditari precedentemente menzionati. Alcune
casistiche riportano che, nei pazienti con mutazione del gene MYHS9, il coinvolgimento rena-
le & osservabile nel 30% dei casi. LNMMHC-IIA alterata, espressa nei podociti, nelle cellule
mesangiali e nelle cellule tubulari renali, sembra svolgere un ruolo di primo piano nel danno
glomerulare e tubulare.

Un dato estremamente interessante che emerge da recenti acquisizioni della ricerca di base € il
possibile contributo dei polimorfismi del gene MYH9 ad altre glomerulopatie non ereditarie, quali
la glomerulosclerosi globale (nefropatia ipertensiva), la forma idiopatica della glomerulosclerosi
focale segmentale e le forme secondarie da deposizione di immunocomplessi C1q e da HIV.

La presente review ha lo scopo di riassumere in un unico quadro le attuali evidenze sul ruolo
del gene MYH9 nella patologia renale, partendo dalla sindrome ereditaria per arrivare sino alle
pit recenti scoperte della genetica che assegnano al’lMYH9 il ruolo di “gene di suscettibilita”
per la CKD.

Parole Chiave: malattia MYH9-correlata, macrotrombociti, malattia renale cronica, polimorfismi
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ABSTRACT

Mutations in MYH9 gene encoding the nonmuscle myosin heavy chain IIA (NMMHC-IIA) are
related to a number of rare autosomal-dominant disorders which has been known as May-Heg-
glin disease, Sebastian syndrome, Fechtner syndrome and Epstein syndrome. Their common
clinical features are congenital macrothrombocytopaenia and polymorphonuclear inclusion bod-
ies, in addition to a variable risk of developing proteinuria, chronic kidney disease progressing
toward end stage, sensorineural deafness and presenile cataracts.

The term MYH9 related disease (MYH9-RD) describes the variable expression of a single ill-
ness encompassing all previously mentioned hereditary disorders. Renal involvement in MYH9-
RD has been observed in 30% of patients. Mutant MYH9 protein, expressed in podocytes,
mesangial and tubular cells, plays a main role in foot process effacement and in development
of nephropathy. Interestingly, the MYH9 gene is currently under investigation also for his possi-
ble contribution to many other non-hereditary glomerulopathies such as focal global glomeru-
losclerosis (hypertensive nephrosclerosis), idiopathic focal segmental glomerulosclerosis, C1q
nephropathy and HIV-associated nephropathy.

In this review we are aimed to describe renal diseases related to MYH9 disorders, from the
hereditary disease to the acquired disorders, in which MYH9-gene acts as a “renal failure sus-
ceptibility gene”.

Keywords: MYH9 related disorder, giant platelets, chronic kidney disease, polymorphisms

INTRODUZIONE

Nel 2000 & stato dimostrato che mutazioni missenso del gene MYH9, codificante per lisoforma A
della catena pesante della miosina Il non muscolare (NMMHC-II), provocano un gruppo piuttosto
omogeneo di disordini ereditari autosomico-dominanti, un tempo classificati separatamente, acco-
munati da megatrombocitopenia congenita [1, 2]. In questo gruppo di disordini ereditari rientrano, da
un lato, l'anomalia di May Hegglin € la sindrome di Sebastian, caratterizzate entrambe dal riscontro
di inclusioni granulocitarie simili ai corpi di Dohle e distinguibili 'una dall'altra solo per la morfologia
ultrastrutturale di tali inclusi, dall’altro la sindrome di Fechtner e la sindrome di Epstein, caratteriz-
zate dalla presenza di sintomi extraematologici variamente combinati tra loro quali la proteinuria, il
danno renale cronico, la sordita neurosensoriale, la cataratta giovanile e, talvolta, I'epatopatia.

Si deve al Gruppo Italiano di Studio delle Piastrine l'aver dimostrato che tali disordini sono in real-
ta le espressioni diverse di un’unica patologia ereditaria, conosciuta oggi con il nome di malattia
MYH9-correlata (MYH9-RD) [3]. Il gene da cui origina la malattia, localizzato sul braccio lungo
del cromosoma 22 in posizione 13.1, & espresso in numerose cellule e tessuti (piastrine, leucociti,
cellule renali, cellule del Corti, epatociti), il ché spiega il coinvolgimento di organi tanto diversi nella
MYH9-RD. Il danno renale, che inizia con perdita dell'integrita strutturale dei podociti e comparsa
di proteinuria lieve-moderata, prosegue poi con la glomerulosclerosi fino a dar luogo, in alcuni casi,
alluremia terminale (ESRD) [4]. Negli ultimi dieci anni sono stati compiuti ulteriori passi in avanti
nella comprensione dell'importanza del gene MYH9 per la comparsa di nefropatia non ereditaria [5].

La presente review, partendo da una sintetica descrizione della struttura e delle funzioni biologiche
della miosina Il non muscolare (NM-II) di cui fa parte la catena pesante codificata da MYH9 (NM-
MHC-IIA), ha l'obiettivo di descrivere le diverse patologie renali oggi correlabili al gene MYH9, dalla
malattia ereditaria alle forme di nefropatia acquisita, mettendo in luce il suo ruolo nella suscettibilita
della malattia renale cronica (CKD).
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MATERIALI E METODI

E stata condotta una ricerca sistematica su PubMed (ultimo accesso il 30 ottobre 2016) avente come
oggetto i termini “MYH9 related disorder” e “MYH9 nephropathy” che ha dato come risultato, rispetti-
vamente, 80 e 147 articoli in inglese pubblicati negli ultimi dieci anni. Tra questi sono stati selezionati gl
articoli full text di maggiore interesse nefrologico. Sono stati inclusi nella presente review anche lavori
di grande rilevanza scientifica individuati a partire dalle voci bibliografiche degli articoli selezionati con
la ricerca su PubMed. Nel complesso sono state censite 70 pubblicazioni, pit 0 meno recenti, che
spaziano dalla genetica alla sperimentazione e alla clinica, dalle prime ricerche sul coinvolgimento del
gene MYH9 nella malattia ereditaria alle attuali scoperte sul suo ruolo quale fattore di rischio per CKD.

LA PROTEINA NM II-A

La miosina Il non muscolare (NM-Il) & una proteina contrattile, presente ubiquitariamente nelle cellule
dei mammiferi, che svolge funzioni importanti dal concepimento alla morte dellorganismo. La mo-
lecola ¢ costituita da un omodimero di catene pesanti da 230 KDa e da due paia di catene leggere,
rispettivamente di 17 e 20 KDa, con funzioni di stabilizzazione della struttura e regolazione dell'attivita
enzimatica. Le catene pesanti di NM-II presentano tre differenti isoforme: NMMHC |I-A codificata dal
gene MYH9, NMMHC II-B dal gene MYH10, e NMMHC II-C dal gene MYH14 [6].

LE FUNZIONI FISIOLOGICHE DELLA NM II-A

Studi hanno dimostrato che le varie isoforme della miosina non muscolare risultano coinvolte in di-
versi aspetti dello sviluppo dei vertebrati. In alcuni casi la NM-Il, mediante il crosslinking con l'actina,
esercita un ruolo prevalentemente strutturale di mantenimento della geometria delle cellule epiteliali
e dell'adesione intercellulare, funzioni entrambe essenziali sia per l'integrita del’lendoderma viscerale
[7] e del neuroepitelio [8] durante 'embriogenesi sia per la citocinesi dei cardiomiociti [9]. In altri casi
la NM-II svolge un’azione motoria isoforma-specifica, mediante la traslocazione dei filamenti di actina
(crossbridge cycling), essenziale per i processi di migrazione cellulare. | fenomeni di angiogenesi du-
rante la placentazione [10], di migrazione neuronale durante lo sviluppo del SNC [11] e di formazione
del cono di efflusso del ventricolo sinistro [12] rappresentano alcuni esempi di questa funzione motoria
della miosina non sarcomerica. Le funzioni strutturali e motorie dellisoforma IIA codificata dal gene
MYHS9, rimangono importanti per tutta la vita dell'organismo, contribuendo anche ai processi di divi-
sione e differenziazione delle cellule staminali ematopoietiche [13, 14]. Altre importanti funzioni sono
riportate in Tabella 1.

LA MALATTIA EREDITARIA: LA MYH9-RD

Mutazioni di tipo missenso, nonsenso, delezioni e duplicazioni a carico della catena pesante della
miosina non muscolare IIA (NMMHC-IIA) sono responsabili del complesso fenotipo della malattia
MYH9-correlata, caratterizzata essenzialmente da trombocitopenia congenita, megapiastrine e in-
clusi leucocitari simili ai corpi di Dohle [15]. La malattia pud assumere carattere sindromico, con
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comparsa di manifestazioni extraematologiche quali sorditd neurosensoriale, cataratta giovanile,
rialzo degli enzimi epatici e nefropatia progressiva fino al’lESRD (Tabella 2). La prevalenza riportata
in Italia & di 1 caso ogni 300000-400000, ma le stime potrebbero essere fuorvianti perché in genere
la trombocitopenia viene considerata significativa e indagata solo se associata a diatesi emorragi-
ca. Daltra parte sono pochii Centri in grado di condurre una diagnosi differenziale sufficientemente
approfondita: spesso i pazienti vengono erroneamente considerati affetti da trombocitopenia au-
toimmune e come tali trattati.

Funzioni delle diverse isoforme della NM

Strutturali (cross-linking)

.

.

Mantenimento forma e integrita del’endoderma viscerale
Mantenimento forma e integrita del neuroepitelio

Citocinesi dei cardiomiociti

Divisione e differenziazione delle cellule staminali ematopoietiche

Inibizione della formazione di pro-piastrine e loro differenziazione

Stabilizzazione di p53
Mantenimento forma e integrita dei podociti
Stereociglia dell’organo del Corti

Motrici (cross-bridge cycling)

.

.

.

.

.

Angiogenesi durante il processo di placentazione
Migrazione neuronale

Formazione del cono di efflusso del ventricolo sinistro
Contrazione del canalicolo biliare

Poliploidizzazione epatica

Chemiotassi

Tab 1. Principali funzioni della miosina non muscolare (NM)

Manifestazioni cliniche

MacroTrombocitopenia

Distribuzione anomala della proteina myh9 leucocitaria *

Inclusi leucitari (corpi di D6hle-simili) **

Diatesi emorragica

Sordita neurosensoriale

Nefropatia

Enzimi epatici elevati

Cataratta

Tab 2. Manifestazioni cliniche della patologia ereditaria MYH9-correlata.

Riferimenti bibliografici

Conti MA et al. 2004 (7)
Ma X et al. 2007 (8)

Ma X et al. 2010 (9)

Shin JW et al. 2014 (14)
Matsushida T et al 2004 (21)
Schramek D et al. 2014 (13)
Ghiggeri GM et al. 2003 (35)
Lalwani AK et al. 2008 (30)

Crish J et al. 2013 (10)

Ma X et al. 2004 (11)

Ma X et al. 2012 (12)

Tsukada N et al. 1995 (32)
Margall-Ducos G et al. 2007 (33)
Schramek D et al. 2014 (13)

%

100
93-100
42-84
28-45
35-60
21-28
51
5-16

Le percentuali sono tratte dalle due coorti di pazienti pit numerose finora studiate [16, 31] e sono arrotondate per eccesso.
* Evidenziabile tramite immunofluorescenza per myh9
** Riscontrabili tramite colorazione di May-Grunwald
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Genetica

Il gene MYH9 (22g 13.1) & composto da 41 esoni e codifica per la NMMHC-IIA, l'unica miosina
presente nelle piastrine, che svolge un ruolo cruciale nelle loro funzioni contrattili e di secrezione.
Sono stati individuati finora circa 300 pedigree associati alla malattia ereditaria MYH9-correlata. Le
mutazioni si concentrano principalmente in sei esoni (2, 17, 27, 31, 39, 41) e sono per lo piu di tipo
missense, anche se recentemente sono state individuate anche piccole delezioni nellesone 25 e
alterazioni nonsense e frameshift dellesone 41. Pur essendo la trasmissione autosomico dominan-
te, circa il 30% dei casi riportati deriva da mutazioni de novo [16]. Le due serie piu numerose finora
pubblicate in letteratura riportano la significativa correlazione tra il sito della mutazione e il fenotipo
mostrato dal paziente. Gli Autori [16, 17] hanno dimostrato che alterazioni del dominio motore della
NMMHC-IIA determinano, oltre a una trombocitopenia piu severa, prognosi peggiore € manifesta-
zioni extraematologiche piu gravi e precoci, tra cui danno renale e sordita neurosensoriale.

Particolarmente studiate sono state le mutazioni a carico del residuo 702 sul dominio motore della
molecola, dove la sostituzione dell’arginina con altri aminoacidi determina una destabilizzazione
della conformazione globulare e la drammatica riduzione dellattivita ATPasica [18]. Il fenotipo risulta
precoce e comprende manifestazioni extraematologiche. Viceversa, mutazioni in posizione 1424,
1841 e 1933 del dominio retto si associano a fenotipi meno severi, con la tendenza a provocare
tardivamente cataratta, sordita, danno renale meno severo o assente [17]. La ragione di cio risiede
probabilmente nel fatto che I'alterazione della coda retta della molecola, ostacolando la sua dimeriz-
zazione con la proteina wild type, mitiga gli effetti dannosi della proteina mutata.

IL MODELLO MURINO DELLA MYH9-RD

La patogenesi della malattia ereditaria & confermata da studi effettuati su modello murino, nel quale
l'introduzione di mutazioni genetiche in MYH9 porta all’'espressione di un fenotipo che mima la for-
ma umana. Zhang et al segnalano gli effetti di tre differenti mutazioni: due nella regione della coda
C-terminale della molecola, D1424N e E1841K, e una nella regione della testa N-terminale, R702C,
quest’ultima in grado di riprodurre il fenotipo umano della malattia piu severo con grave macrotrom-
bocitopenia e nefrosclerosi [19]. Suzuki et al confermano che la mutazione R702C in eterozigosi
provoca macrotrombocitopenia per alterata formazione delle propiastrine, inclusioni leucocitarie evi-
denziabili nel citoplasma dei neutrofili allimmunofluorescenza, glomerulosclerosi renale associata
ad albuminuria, e ridotte risposte agli stimoli uditivi [20]. Osservazioni precedenti riportano che
I'ablazione del gene MYH9 in omozigosi determina la morte del topo allo stadio embrionale, mentre
in eterozigosi determina un fenotipo normale, escludendo, pertanto, che la malattia possa essere
provocata da fenomeni di semplice aploinsufficienza [21].

LE MANIFESTAZIONI DELLA MYH9-RD

MacroTrombocitopenia

La conta piastrinica dei soggetti affetti da MYH9-RD é caratterizzata da trombocitopenia congenita
di grado moderato-severo (10 — 100 x 10 9 /L), manifestazione di malattia spesso confusa con pato-
logie pit comuni, come la porpora trombotica trombocitopenica. Solo in rari casi sono state riportate
conte piastriniche nel range di normalita (>150 x 109 /L) [17]. Molti analizzatori automatizzati posso-
no fornire determinazioni sbagliate sia sul numero che sulle dimensioni medie (MPV) delle piastrine,
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pertanto,in caso di sospetto, i valori restituiti dall'analizzatore ad impedenza andrebbero controllati
al microscopio ottico [22] (Figura 1A). E opinione unanime che piu & elevato il grado di megacario-
citi, piu & severa la piastrinopenia [16, 22, 23]. Uno studio condotto in Francia su 161 pazienti ha
proposto come cut-off la presenza di una percentuale combinata di piastrine giganti e di dimensioni
intermedie superiore al 30% o, in alternativa, una percentuale di piastrine giganti superiore al 3%
del totale [16]. Il dato andrebbe, tuttavia, confermato con uno studio pit ampio, possibilmente multi-
centrico. Studi su colture di megacariociti e su topi knockout per MYH9 hanno chiarito che la perdita
di funzione della NMMHC-IIA promuove la formazione di pro-piastrine e il loro precoce rilascio in
circolo [24, 25]. Dal punto di vista sintomatologico le suddette alterazioni nhon comportano solita-
mente una severa diatesi emorragica: il primo riscontro di macrotrombocitopenia avviene in un terzo
dei casi in occasione di accertamenti diagnostici effettuati in previsione di interventi chirurgici o in
seguito a infezioni intercorrenti [17]. Tuttavia, qualora sia severa (<50 x 109 /L), la trombocitopenia
pud porre seriamente a rischio la vita del paziente durante le procedure chirurgiche e necessita di
un attento monitoraggio.

Corpi di Dohle leucocitari

La presenza nei granulociti neutrofili di inclusioni basofile simili ai corpi di Doéhle delle infezioni
rappresenta l'altro segno caratteristico della MYH9-RD (Figura 1A). Tali formazioni citoplasmatiche
derivano dalla precipitazione di aggregati di proteina NMMHC-IIA nativa con la forma mutante e
sono in certi casi visibili al microscopio con una semplice colorazione di May-Grunwald-Giemsa su
striscio di sangue periferico, in altri, invece, possono essere individuate tramite immunofluorescenza
€ microscopia elettronica (Figura 1B) [26, 27]. La mutazione R702 del’lMYH9, pur non associata ai
caratteristici corpi di Dohle, comporta I'evidenza di una localizzazione anomala della NMMHC-IIA
allimmunofluorescenza e manca, invece, del poli(A)RNA da cui dipende la colorabilita degli aggre-
gati [28].

.
o
| B _‘ L - 4 o i

Fig 1. Il laboratorio della malattia ereditaria MYH9-correlata.

L'esame al microscopio dello striscio di sangue periferico € molto utile nel sospetto di MYH9-RD, grazie alla possibilita di
identificare (A) sia i macrotrombociti, che si avvicinano alle dimensioni degli eritrociti, che i corpi di D6hle leucocitari mediante
la colorazione di May Grunwald. (B) L'immunofluorescenza evidenzia 'anomala distribuzione della proteina myh9 all’interno
dei leucociti.
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Sordita neurosensoriale

La sordita neurosensoriale & la piu frequente manifestazione non congenita della MYH9-RD: in uno
studio recente su 255 pazienti circa la meta presentava disturbi dell'udito a un’eta media di 35 anni
[15]. In alcuni soggetti il danno appare lieve o moderato anche in eta avanzata, in altri la perdita dell'u-
dito iniziata durante l'infanzia progredisce entro le prime decadi fino a sordita completa. Le capacita
di parola, tuttavia, sono solitamente ben sviluppate. Al momento della diagnosi sono affetti in genere
i toni alti, successivamente, pero, il danno progredisce fino a coinvolgere tutte le frequenze [29].
La patogenesi della sordita non & ancora del tutto chiarita ma & certamente correlabile all'espressio-
ne della NMMHC-II nelle stereociglia delle cellule del Corti [30].

Elevati enzimi epatici

| dati del Registro Italiano per la MYH9-RD evidenziano l'elevata prevalenza di alterazioni degli enzimi
epatici (ALT, AST, GGT) nei soggetti affetti dalla malattia ereditaria. Queste alterazionivengonoriscontrate
isolatamente o insieme nella meta dei casi, con un coinvolgimento piu frequente dellALT, senza tuttavia
determinare alcuna progressione verso l'insufficienza epatica o la cirrosi. Spesso il quadro enzimatico
risulta stabilmente alterato, altre volte presenta un andamento fluttuante, mentre in alcuni casi si norma-
lizza col tempo [31]. La NMMHC-II interagisce nell’epatocita con i filamenti di actina attorno al canalico-
lo biliare ed & essenziale per la contrazione canalicolare [32]. La NMMHC-IIA, in particolare, & implicata
nella polarizzazione e organizzazione spaziale degli epatociti sia durante lo sviluppo sia durante la rige-
nerazione epatica e svolge una funzione preminente nella poliploidizzazione degli epatociti e nella pro-
gressione del ciclo cellulare [33]. Queste ultime sembrano le funzioni principalmente alterate nellaMYH9-
RD e danno ragione della prevalenza del pattern di danno cellulare rispetto all'alterata secrezione biliare.

Nefropatia progressiva

La correlazione tra genotipo e fenotipo sembra particolarmente importante per quanto riguarda le ma-
nifestazioni nefrologiche della MYH9-RD. | pazienti con mutazione del dominio motore della proteina
MYH9 presentano un rischio di sviluppare complicanze renali piu elevato rispetto ai portatori di muta-
zioni nel dominio della coda: il tasso per 100 persone anno &, rispettivamente, di 4.00 (95% CI 2.89-
5.47) versus 0.47 (95% CI 0.25-0.94) [17]. La gravita del danno varia dalla proteinuria, con o senza
la presenza di microematuria nel sedimento, allESRD con la necessita di dialisi. Landamento risulta
piu 0 meno rapidamente progressivo, con un’evoluzione verso il peggioramento della funzione renale
nel 73% dei casi. Un altro dato interessante che emerge dalla coorte italiana ¢ la precocita del danno
renale: tutti i pazienti con mutazioni del dominio motore presentano prima dei 40 anni proteinuria e, tra
i soggetti con insufficienza renale cronica, il rialzo della creatininemia avviene in media gia a 26 anni
[17]. Han et al., in uno studio genetico su 7 pazienti koreani, hanno riportato come le mutazioni del
dominio motore e la storia familiare negativa siano due fattori di rischio per il severo coinvolgimento
renale in corso di MYH9-RD [34]. Una delle poche descrizioni della patologia glomerulare MYH9-RD
presenti in letteratura e quella di Ghiggeri et al. a partire dalla biopsia renale di un soggetto con danno
precoce: la microscopia ottica era ancora normale mentre al microscopio elettronico si evidenziavano
alterazioni strutturali dei pedicelli podocitari con perdita dello slit diaphragm [35] (Figura 2).

La NMMHC-IIA é particolarmente espressa nel rene a livello dei podociti, delle cellule mesangiali,
tubulari e endoteliali. Le ipotesi per spiegare il coinvolgimento renale nella MYH9-RD sono diverse:
attualmente gli studi di Johnstone et al. sembrano escludere il fenomeno dell'aploinsufficienza quale
unica causa della glomerulopatia [36]. E possibile che, per quanto riguarda le mutazioni del dominio
motore, la disfunzione del co-polimero proteina nativa/proteina mutata, unita allazione di stress am-
bientali, provochi l'alterazione dei pedicelli podocitari e delle capacita di filtro del glomerulo, determi-
nando l'insorgenza di glomeruloslerosi. Nella mutazione del dominio della coda, invece, la difficolta
della molecola mutata di co-polimerizzare con la forma wild type potrebbe ostacolarne I'effetto nega-
tivo e mitigare il fenotipo renale della malattia.
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Fig 2. Manifestazioni istopatologiche renali associate al gene MYH9.

A livello renale la malattia ereditaria MYH9-RD si manifesta con un danno mesangiale e podocitario. La biopsia renale al
microscopio ottico pud mostrare caratteristiche del tutto aspecifiche, quali la proliferazione mesangiale (A, x20, PAS), o pre-
sentarsi come una podocitopatia. In questo secondo caso, a livello ultrastrutturale, & possibile apprezzare estesi aspetti di fu-
sione pedicellare a carico dei podociti (E) e variazioni di spessore della GBM con assottigliamenti (frecce nere) e ispessimenti
(frecce bianche) evidenziabili solo alla ME (F). | polimorfismi del gene MYH9 sono coinvolti inoltre nellinsorgenza e nella
progressione di alcune nefropatie di pit comune riscontro, classificabili anch’esse come podocitopatie, che si caratterizzano
per la presenza di modificazioni tipiche della variante collapsing della FSGS, proprie della HIVAN e C1q nephropathy (B, x20,
Jones) e, alternativamente, di pattern tipo FGGS (C, x20, PAS) o FSGS (D, x20, PAS)

Cataratta giovanile

La cataratta bilaterale € un’ulteriore manifestazione tipica della MYH9-RD, con presentazione in me-
dia verso i 37 anni, sebbene siano riportati in letteratura anche rari casi di cataratta congenita [37].

Diagnosi della MYH9-RD

La diagnosi della malattia ereditaria correlata al gene MYH9 non & semplice, sia perché si tratta di
una patologia rara che difficilmente viene presa in considerazione nella diagnosi differenziale, sia
perché richiede un test genetico non alla portata di tutti i Centri. E tuttavia importante notare che, di
fronte a un paziente con le tipiche alterazioni ematologiche e con manifestazioni extraematologiche,
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il clinico pud avvalersi di test e strumenti facilmente reperibili: l'osservazione dei macrotrombociti al
microscopio ottico, la colorazione dello striscio di sangue periferico con metodica di May Grunwald
per identificare i corpi di Déhle, I'immunofluorescenza sui leucociti, la proteinuria delle 24 ore, I'esa-
me audiometrico, 'esame oftalmologico e 'esame patologico della biopsia renale.

In Italia il Gruppo di Studio delle Piastrine ha proposto un algoritmo diagnostico (Figura 3) che, a
partire dalle alterazioni ematologiche riscontrate, consente di indirizzare verso la corretta diagnosi
delle trombocitopenie ereditarie, compresa la MYH9-RD [23, 38]. E stato riportato che la MYH9-RD
€ spesso erroneamente diagnosticata come porpora trombocitopenica idiopatica: un’attenta lettura
dello striscio periferico con il riscontro della triade trombocitopenia, megacariociti e inclusi leuco-
citari Dohle-like aiuta nel porre il sospetto di malattia [39]. La diagnosi definitiva, tuttavia, resta
appannaggio dei Centri di riferimento presso i quali viene effettuato lo studio genetico per la ricerca
delle mutazioni di MYH9 [40]. Per un elenco dei Centri di riferimento presso cui & disponibile il test
genetico si veda Tabella 3.

Piastrinopenia
ereditaria

no _s-'__
| 1

Dimensioni

piastrine .

si] s
En == —

Fig 3. Algoritmo diagnostico del Gruppo Italiano di Studio delle Piastrine per la diagnosi differenziale delle trombocitopenie
ereditarie dell'adulto (modificato da: Balduini CL, Cattaneo M, Fabris F, et al: Inherited thrombocytopenias: a proposed dia-
gnostic algorithm from the Italian Gruppo di Studio delle Piastrine, Haematologica 2003, 88(5):582-592).

La malattia MYH9 correlata (MYH9-RD) pud configurarsi come una piastrinopenia ereditaria sindromica o non sindromica e
deve essere differenziata da numerose altre piastrinopenie ereditarie. Lanamnesi e 'esame fisico sono indispensabili per la
diagnosi delle forme sindromiche, mentre nelle forme non sindromiche il processo diagnostico & guidato inizialmente dalla
morfologia dei trombociti al microscopio (megatrombociti). La presenza di corpi di Déhle nei leucociti dello striscio di sangue
periferico indirizza senz’altro verso la diagnosi di MYH9-RD. In assenza di tale riscontro, tuttavia, la patologia non puo essere
definitivamente esclusa: occorre valutare la distribuzione della proteina myh9 allinterno dei neutrofili mediante immunofluore-
scenza, esame che presenta un’elevata sensibilita e specificita per MYH9-RD. La conferma definitiva dell'ipotesi diagnostica
richiede infine lo studio genetico.

Legenda: MYH9-RD, malattia MYH9-correlata; ANKRD26-RT, trombocitopenia ANKRD26-correlata; CYCS-RT, trombocitope-
nia CYCS-correlata; FPD/AML, disordine familiare delle piastrine con predisposizione alla leucemia mielogena acuta; MDS,
sindrome mielodisplastica; STSL, sitosterolemia.
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Nazione

Italia

Francia

Germania

Regno Unito

Centro di riferimento

U.O.C. di Genetica ed Epidemiologia Clinica
Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino
A.O. di Padova

Via Giustiniani 2 — 35128 Padova

Direttore: M. Clementi

Tel. 049 8213513 — Fax 049 8217619

U.O. di Genetica Medica

Laboratorio di Genetica Medica

Policlinico S. Orsola — Malpighi

Via Massarenti 9 — 40138 Bologna

Direttore: M. Seri

Tel. 051 2088410 — Fax 051 2088416

Service d’Hématologie Biologique

CHU Paris Est — Hopital d’Enfants Armand Trousseau
26 avenue du Docteur Arnold Netter — 75571 Paris Cedex 12
Direttore: H. Lapillonne

Tel. 33(0)1 44736222 — Fax 33(0)1 44736333

Service d’Hématologie Biologique

CHU Paris — Hopital Robert Debré

48 Boulevard Sérurier — 75019 Paris

Direttore: L. M. Da Costa

Tel. 33(0)1 40034194 — Fax 33(0)1 40034795
Pranatal Medizin Miinchen

Pranatalmedizin Miinchen

Lachnerstr. 20 — 80639 Miinchen

Direttore: C. Bagowski

Tel. 49(0)89 1307440 — Fax 49(0)89 13074499

Molekulargenetisches Labor

Zentrum fir Nephrologie und Stoffwechsel
Praxis Dr. Mato Nagel

Albert Schweitzer Ring 32 — 02943 WeiBwasser
Direttore: S. Nagorka

Tel. 49(0)3576 287922 — Fax 49(0)3576 287944
Molecular Haemostasis & Thrombosis

Viapath

St Thomas’ Hospital

Westminster Bridge Road —London SE1 7EH
Direttore: S. Rangarajan

Tel. 44(0)207 1886817 — Fax 44(0)207 1889797

Molecular Diagnostics Clinical Pathology
Department of Clinical Pathology

Queen’s Medical Centre

Derby Road — Nottingham NG7 2UH

Direttore: M. Hill

Tel. 44(0)115 8754593 — Fax 44(0)115 9709302

Tab 3. Alcuni laboratori europei accreditati per il test genetico su MYH9

Management della MYH9-RD

Malattie renali correlate al gene MYH9

La tendenza al sanguinamento del soggetto affetto da MYH9-RD non ¢ tale da richiedere cautele
speciali nella vita di tutti i giorni. In caso di gravidanza, traumi o interventi chirurgici maggiori si pos-
sono, tuttavia, verificare emorragie severe [37]. La trasfusione di piastrine e i farmaci anti-emorragi-
ci, come l'acido tranexamico, sono stati finora i presidi terapeutici piu utilizzati in queste occasioni.
Recentemente si sono resi disponibili due agenti stimolanti la trombocitopoiesi, I'Eltrombopag e |l
Romiplostin, che appaiono promettenti. Il primo rappresenta un agonista non peptidico del recettore
della trombopoietina (TPO), disponibile in formulazione orale ed efficace nel migliorare la conta
piastrinica dei pazienti con piastrinopenia autoimmune [41, 42]. Un recente studio di Pecci et al. ha
dimostrato l'efficacia dell’Eltrombopag nellaumentare la conta piastrinica e ridurre la tendenza al
sanguinamento in 12 pazienti affetti da MYH9-RD [43]. Anche la Desmopressina & in grado di ridurre
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il tempo di sanguinamento medio di questi pazienti [37] e in letteratura sono riportati interventi chi-
rurgici effettuati con successo utilizzando questo presidio [29, 44]. Limpianto cocleare, bypassando
le cellule capellute dellorgano del Corti e stimolando direttamente il ganglio spirale consente un
eccellente recupero della capacita uditiva nel 90% dei pazienti affetti da sordita neurosensoriale
secondaria a MYH9-RD [29]. Anche il trattamento chirurgico della cataratta consente di ottenere
buoni risultati. Meno efficaci sono i trattamenti attualmente disponibili per il danno renale legato alla
MYH9-RD. Se da un lato la proteinuria pud essere controllata con farmaci di comune uso come gl
Ace inibitori e/o i Sartani, probabilmente in grado di rallentare anche la progressione verso 'lESRD
[45], dall’altro in caso di uremia terminale non rimane che ricorrere al trattamento sostitutivo median-
te dialisi. Recentemente ¢é stato riportato il successo del trapianto di rene in alcuni soggetti affetti da
grave macrotrombocitopenia secondaria a MYH9-RD [46, 47], a dimostrazione che la trombocitope-
nia in questa sindrome non & controindicazione assoluta ad un management aggressivo dellESRD.
Nel complesso, I'aspettativa di vita dei soggetti affetti da MYH9-RD non & molto differente rispetto
alla popolazione generale; significativamente alterata risulta, invece, la loro qualita di vita. Una dia-
gnosi precoce pud certamente contribuire a migliorare questo aspetto.

LA PATOLOGIA RENALE NON EREDITARIA LEGATA AL GENE MYH9

Linteresse per il gene MYH9 non si esaurisce con l'individuazione della malattia ereditaria: negli
ultimi anni numerosi studi hanno messo in luce il contributo di certe varianti alleliche ad alcune ne-
fropatie di comune riscontro. Il quadro che deriva mettendo insieme le varie tessere del mosaico &
quello di un vero e proprio “gene di suscettibilita” per l'insufficienza renale cronica. A tale proposito
si ipotizza attualmente un modello two hits in cui i polimorfismi del gene MYH9 rappresentano pro-
babilmente il primo step (Figura 4).

FIRST HIT SECOND HIT »

MYHS - SNP

Suscettibilita
Genetica

Fig 4. Patogenesi two hits della CKD associata ai polimorfismi del gene MYH9.

(modificata da: Bostrom MA, Freedman BIl: The spectrum of MYH9-associated nephropathy. Clinical Journal of the American
Society of Nephrology, cJASN 2010, 5(6):1107-1113). Nel modello two hits i polimorfismi (SNP) del gene MYH9 conferiscono una
suscettibilita genetica per la malattia renale cronica (CKD). In presenza di ulteriori fattori di rischio, quali i polimorfismi di altri geni
coinvolti nella struttura primaria del glomerulo o di alcuni fattori ambientali, quali HIV, Parvovirus e BK virus, si possono determinare
le condizioni che favoriscono l'insorgenza di CKD e ipertensione (HT) con la progressione verso quadri di glomerulopatia severa
(FSGS, FSGS collapsing e FGGS)
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Nefropatia non diabetica

| dati del’lUSRDS dimostrano una maggiore incidenza di ESRD nella popolazione Afroamericana
rispetto alla popolazione di origine Europea. Particolarmente sbilanciata risulta la percentuale di in-
cidenti in dialisi per nefrosclerosi ipertensiva (HN): >34% versus 25% [48]. Lesame patologico delle
biopsie renali dei pazienti Afroamericani non supporta il paradigma di un danno sclero-arteriolare
quale primum movens della nefrosclerosi ipertensiva. Mentre nei Caucasici con questa diagnosi
si evidenzianoispessimento sclerotico della parete delle arteriole intra-renali e collasso ischemico
glomerulare, negli Afroamericani &€ presente glomerulosclerosi focale globale (FGGS) con marcata
fibrosi interstiziale [49]. Diversa & anche la risposta alle terapie: se negli Europei si osserva una sta-
bilizzazione della funzione renale con il trattamento dell'ipertensione, dell’iperlipemia e con l'asten-
sione dal fumo, negli Afroamericani queste misure non riescono a fermare la progressione verso
'ESRD [50]. Un ulteriore dato noto da tempo ¢ la forte aggregazione familiare nella popolazione
Afroamericana di alcune comuni forme di malattia renale cronica, tra cui non solo la nefrosclerosi
ipertensiva, ma anche la glomerulosclerosi focale segmentale (FSGS) e la nefropatia HIV-correlata
(HIVAN) [51].

La conferma dell'esistenza di una base genetica di suscettibilita per nefropatia si & avuta tramite il
mapping genomico con admixture linkage disequilibrium, una metodica efficace nell'individuare i
geni ancestrali correlabili a malattia in popolazioni miste. Sono state confrontate le frequenze relati-
ve di circa 1500 marcatori genetici localizzati nel genoma di Afroamericani affetti da nefropatia non
diabetica (FSGS e HIVAN) con quelle di Afroamericani con funzione renale normale. La mappatura
ha dimostrato un picco di frequenza in corrispondenza del cromosoma 22q 13.1 [52]. Ulteriori studi
di genotipizzazione hanno individuato 4 polimorfismi del singolo nucleotide (SNP), ereditati insieme
in un singolo aplotipo definito E1, fortemente associati non solo con la cosiddetta nefropatia iperten-
siva, ma anche con FSGS e HIVAN. | polimorfismi di MYH9 individuati sono localizzati in sequenze
introniche [53]. Laplotipo E1 presenta una frequenza di circa il 60% negli Afroamericani e del 4%
negli Euroamericani con Odds Ratio, rispettivamente, di 5.0 e 7.7 per 'associazione con la FSGS.
Approssimativamente il 35% degli Afroamericani e 1% degli Euroamericani eredita l'aplotipo E1
in omozigosi. Tuttavia, solo il 4% degli omozigoti Afroamericani sviluppa effettivamente la FSGS
idiopatica, mentre fino al 20% sviluppa HIVAN [5]. Per determinare la nefropatia non basta dunque
'omozigosi per E1, ma sono necessari fattori aggiuntivi di danno, rappresentati nel caso della HIVAN
dall'infezione da HIV. In altri casi si puo ipotizzare il contributo di virus diversi (BK virus, Parvovirus
B19) o di interazioni con i polimorfismi di altri geni predisponenti, quali la podocina, 'a-actinina-4 e
il TRPCS6.

Ulteriori polimorfismi associati con 'ESRD sono stati recentemente identificati in una regione ge-
netica piu ampia del cromosoma 22q mediante l'analisi del genotipo di 696 Afroamericani. Oltre
alla conferma dell’'aplotipo E1 quale fattore di rischio significativo con Odds ratio di 2.4, sono stati
individuati, in una regione fiancheggiante 'MYH9, gli aplotipi G1 e G2 di APOL1 e il SNP rs5756152,
con Odds Ratio, rispettivamente, di 1.9 e di 2.3 [54-55-56]. Altri Autori hanno rafforzato I'ipotesi
di un'associazione tra il gene MYH9 e il rischio di nefropatia non diabetica dimostrando evidenze
simili anche tra gli Euroamericani [57], gli Indioamericani [58] e gli Ispanoamericani [59].In sintesi,
il gene MYH9 e certamente coinvolto in almeno tre forme istologicamente distinte di FSGS: la glo-
merulosclerosi globale (ex nefropatia ipertensiva), caratterizzata da sclerosi globale del glomerulo
e fibrosi interstiziale, la forma idiopatica, caratterizzata da deplezione dei podociti glomerulari, e la
forma HIV-associata (variante collapsing) caratterizzata da proliferazione podocitaria. Gli alleli che
conferiscono il rischio di nefropatia sono piu frequenti presso gli Afroamericani, mentre gli alleli che
conferiscono protezione (aplotipo E-2) sono piu frequenti tra gli Euroamericani.
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Collapsing C1g-nephropathy

Un report ipotizza che nello spettro delle nefropatie MYH9-correlate rientri anche la collapsing C1q
nephropathy, una forma di glomerulopatia con l'aspetto di una FSGS particolarmente aggressiva,
caratterizzata da una rapida progressione verso 'ESRD, derivante dalla deposizione mesangiale di
immunocomplessi-C1q. Reeves-Daniel et al. segnalano, infatti, i casi di due pazienti di etnia Afro-
americana, con fenotipo istologico di FSGS variante collapsing e immunofluorescenza positiva per
depositi di C1qg. In entrambi i pazienti gli Autori dimostrano 'omozigosi per l'aplotipo E1 del gene
MYH?9 [60].

Nefropatia diabetica

Recenti studi hanno dimostrato la presenza di una correlazione tra la nefropatia diabetica clinica-
mente diagnosticata e i SNP del MYH9. Cooke et al., analizzando un'ampia popolazione di 1963
Europei-Americani, di cui 536 affetti da nefropatia diabetica in ESRD, 467 diabetici di tipo Il non ne-
fropatici e 960 non diabetici non nefropatici, trovano evidenza di un'associazione tra la suscettibilita
allESRD nei diabetici e l'aplotipo E1 del MYH9 [61]. Altri Autori hanno riportato come fino al 16%
degli Afroamericani affetti da diabete mellito di tipo Il con nefropatia presentino una forte associazio-
ne con i polimorfismi del gene MYH9 [62, 63]. | suddetti dati andrebbero tuttavia rivisti in funzione
delle biopsie renali dei soggetti studiati, poiché & noto che non sempre I'esame istologico conferma
la nefropatia clinicamente attribuita al diabete

Nefrite lupica

La frequente evoluzione verso 'ESRD di soggetti Afroamericani affetti da nefrite lupica evidenziata
dalla coorte LUMINA nel 1999 [64] rappresenta un ulteriore interessante campo di ricerca per lo
studio dei geni di suscettibilita per la CKD. In questo caso le evidenze sono contrastanti. In un primo
studio Freeman et al. non hanno riscontrato nessuna associazione tra i polimorfismi del’lMYH9 e
la nefrite lupica [65]. Successivamente, tuttavia, Lin et al., estendendo I'analisi ad una regione ge-
netica piu ampia, comprendente anche il gene APOL1, hanno evidenziato un’associazione tra i po-
limorfismi della regione MYH9/APOL1 e la nefrite lupica negli Europei-Americani, mentre nessuna
associazione & dimostrabile per altri gruppi etnici, compresi gli Afroamericani [66]. Un ultimo e piu
recente studio, condotto in Brasile per testare I'associazione tra la malattia renale cronica (CKD) e
i polimorfismi di MYH9 e di APOL1 nei pazienti affetti da nefrite lupica, ha messo in evidenza che il
raddoppio della creatininemia e 'ESRD si manifestano in maniera significativamente piu elevata nei
portatori delle varianti del gene MYH9, compreso I'aplotipo E1, ma non APOL1[67]. Alcuna associa-
zione ¢ invece dimostrabile se si effettua I'analisi per i marker clinico laboratoristici di Lupus, segno
che il gene in questione contribuisce alloutcome negativo in quanto fattore di rischio per CKD e non
attraverso meccanismi immunologici.
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CONCLUSIONI

La NMMHC-IIA, codificata dal gene MYH9 (229 13.1), € una proteina con funzioni strutturali espres-
sa nelle cellule del rene, in particolare nei podociti glomerulari. Alterazioni della sua struttura terzia-
ria e/o della sua attivita ATPasica possono predisporre, in presenza di determinati stress ambientali
o di associazione con altri fattori genetici favorenti, allinsorgenza dell’insufficienza renale cronica e
alla sua progressione fino allESRD.

Lipotesi di un'associazione tra il gene MYH9 e la malattia renale cronica (CKD) deriva dalle os-
servazioni sui pazienti affetti da MYH9-RD. In questa sindrome autosomico-dominante mutazioni
missense provocano, oltre alla macrotrombocitopenia congenita, I'insorgenza di nefropatia cronica
caratterizzata da proteinuria e danno funzionale renale progressivo fino al’ESRD.

Il ruolo del gene MYH9 nella suscettibilita alla CKD risulta confermato dal riscontro di un’associazio-
ne tra alcune sue varianti alleliche e certe forme comuni di nefropatia: la glomerulosclerosi globale
(nefropatia ipertensiva), la FSGS idiopatica e la variante collapsing secondaria all'infezione da HIV.
Il dato dellMYH9 quale fattore di rischio di CKD & confermato da studi sulla popolazione Afro-a-
mericana affetta da nefropatia non diabetica e nefropatia diabetica. Si pensa che i polimorfismi
del’lMYH9 possano influire, presso questo gruppo etnico, nel 40-45% dei casi di ESRD da tutte le
cause e nel 70% dei casi di ESRD non diabetica. Studi piu recenti hanno permesso di individuare,
seppur in percentuali piu basse, gli stessi polimorfismi anche in individui di etnia differente, tra cui
Europei-americani, Ispano-americani e Indio-americani. Le varianti del gene MYH9 si associano
ad una maggiore predisposizione per la complicanza renale cronica persino nell’ambito di patologie
con patogenesi prettamente immunologica, quali la nefrite lupica e la nefropatia C1q.

Le evidenze attualmente disponibili indicano 'esistenza di un modello two-hits per I'insorgenza e la
progressione di nefropatia cronica, di cui i polimorfismi del gene MYH9 rappresentano probabilmen-
te il primo step.

Lo studio dei meccanismi fisiopatologici alla base del coinvolgimento renale nella sindrome eredi-
taria MYH9-RD e lindividuazione del ruolo della proteina NMMHC-IIA nella patologia renale non
ereditaria consentiranno nel prossimo futuro di delineare meglio la funzione svolta dal gene MYH9
nella suscettibilita per CKD.
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