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Abstract

Le anomalie congenite dei reni e delle vie urinarie (CAKUT,
dallinglese Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract)
hanno un’incidenza di circa 1'1% e sono tra I piu’ comuni difetti
congeniti. Il CAKUT ¢ la principale causa di insufficenza renale
terminale in eta’ pediatrica con un impatto significativo sulla
mortalita’ e morbilita’. Studi condotti recentemente dimostrano
come il CAKUT sia un tratto con una forte determinazione genetica.
L’architettura genetica di questi fenotipi coinvolge sia mutazioni
puntiformi sia varianti genomiche strutturali. L’enorme progresso
tecnologico in campo di sequenziamento di seconda generazione ha
portato ad una accelerazione nell’identificazione di nuovi geni di
suscettibilita. Infine, la recente applicazione delle tecniche di
microarray ha dimostrato che varianti strutturali rare costituiscono
un’importante fonte di variazione genetica in pazienti con CAKUT.
Le varianti identificate nel CAKUT sono risultate associate ad
aumentato rischio di sviluppo di altre patologie ad esordio tardivo o
in eta’ adulta, ed in particolare malattie neuropsichiatriche come
I’autismo, il ritardo mentale, la schizofrenia ed altre. La facile
diagnosi pre-natale del CAKUT tramite ultrasonografia, e la
successiva possibile diagnosi molecolare, fanno assumere al rene ed
alle vie urinarie il nuovo ruolo di sentinella per patologie che si
manifestano piu’ avanti nel corso della vita, con forti implicazioni in

Genetic Basis of Congenital Anomalies of the Kidney and
Urinary Tract

Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT) occur have
an incidence of about 1% and they are one of the most common birth
defects. CAKUT is the most common cause of end stage renal disease in
children, leading to high morbidity and mortality in these patients. Recent
studies indicate a strong genetic component in the determination of CAKUT.
The genetic architecture of these malformations involves both point
mutations and structural variants. The recent improvement in next-
generation sequencing technologies resulted in a boost on discovery of new
genes involved in CAKUT. Results from micro-array study have
demonstrated that rare structural variants are an important source of
genetic variation in patients with CAKUT. Moreover, these structural
variants have been proven to be associated with developmental disorders
that develop later in life, especially neurodevelopment diseases, such as
autism, schizophrenia, epilepsy, intellectual disability, and others. The easy
pre-natal diagnosis of CAKUT by ultrasound and the possibility of a rapid
molecular diagnosis in a significant fraction of patients, implicate the
kidney and urinary tract as new possible sentinels for other diseases that
develop later in life, bearing strong implications for personalized medicine.
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campo di medicina personalizzata.

Definizioni e Descrizione del Fenotipo

Le anomalie congenite dei reni e delle vie urinarie
rappresentato uno spettro di malformazioni spesso
raggruppate sotto I'acronimo di CAKUT (dall'inglese
Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary
Tract). Queste malformazioni possono interessare
una o piu strutture dell'apparato urinario (rene,
uretere, vescica) e possono presentarsi in modo
isolato o in varie combinazioni nella stessa famiglia
o anche nello stesso individuo, e possono essere sim-
metriche o asimmetriche [1] (full text) [2] [3] (full text) [4].
Il CAKUT include alterazioni del parenchima renale,
come 'agenesia renale o I'ipodisplasia (RHD), e ano-
malie ureteriche, come la stenosi ostruttiva del
giunto pieloureterale (UPJO), le duplicazioni del si-
stema escretore (DCS), il megauretere congenito, la
stenosi del giunto uretero-vescicale (UVJO) e il re-
flusso vescicoureterale (VUR) [1] (full text), [2], [5] [6].
Questa classificazione anatomica & spesso non infor-
mativa riguardo all’eziologia molecolare o genetica
primitiva. Infatti, & ben riconosciuto che individui
portatori di mutazioni del gene PAX2 (associate alla

sindrome rene-coloboma) possono avere fenotipi che
spaziano dalla RHD isolata alla ostruzione ureterale
0 VUR, e anche combinazioni di questi difetti [7] (full
text) [8] (Full text) [9] (full text) [10]. Questa variabilita fe-
notipica ¢ riconducibile al fatto che tutte le compo-
nenti delle vie urinarie derivano da due tessuti em-
briologici, il mesenchima metanefrico e la gemma
ureterale, che condividono diversi pathways di tra-
sduzione e che richiedono induzione reciproca per il
loro differenziamento nelle strutture finali [11][12] (full
text) [13] [14] [15]. Di consequenza, singoli difetti in cia-
scuno di questi due compartimenti possono avere un
effetto pleiotropico sullo sviluppo dell’intero tratto
urinario.

Epidemiologia del CAKUT

Malformazioni del tratto urogenitale sono presenti in
pit del 20% dei difetti di nascita [16] e si possono os-
servare in pill dell’1% dei nati vivi [17] [18] [19] (full text).
L’applicazione di routine dell’ultrasonografia du-
rante la gravidanza ha portato ad un aumento di dia-
gnosi di CAKUT in epoca pre-natale. Tra queste,
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I'idronefrosi congenita & 'anomalia pit frequente-
mente diagnosticata con ecografia prenatale, e si pre-
senta in circa il 2% delle gravidanze normali [20]
[21] (full text). Il 17% circa di queste si risolve spon-
taneamente ed una frazione significativa migliora o
si stabilizza con la crescita [22]. La risoluzione spon-
tanea e il miglioramento indicano una significativa
plasticita delle vie urinarie nei primi anni di vita e
suggeriscono che la scoperta dei difetti molecolari
alla base del CAKUT possa indicare potenziali target
terapeutici, quantomeno per l'uropatia ostruttiva e il
reflusso vescicoureterale.

Il CAKUT ¢ alla base del 40-50% dell'insufficenza
renale terminale (ESRD) in eta pediatrica e del 7%
negli adulti, con un impatto significativo sulla mor-
talita e morbilita, soprattutto cardiovascolari [23] (full
text) [24] [25] [26] (full text) [27] (full text). Bambini con ESRD
hanno una mortalita globale del ~41% , che raggiunge
un impressionante 93% quando I'ESRD si presenta
alla nascita o entro il primo anno di vita [28].  bambini
che sopravvivono hanno una mortalita 30 volte su-
periore rispetto a bambini della stessa eta ma senza
ESRD, e I'aspettativa di vita si reduce di pit di 30 anni
per gli individui trattati con la dialisi [29] (full text).

Patogenesi

Lo sviluppo normale dei reni e delle vie urinarie &
il risultato della precisa interazione, spazialmente e
temporalmente coordinata, tra due strutture, il me-
senchima metanefrico (MM, che origina dalla corda
nefrogenica) e la gemma ureterale (UB, che origina
dal dotto nefrico o di Wolff). Al giorno embrionale
10.5 nel topo e alla quinta settimana di gestazione
nell'uomo, il MM induce 'UB a gemmare dal dotto
nefrico e una serie di interazioni reciproche porta
alla crescita e differenziazione del MM e alla rami-
ficazione dell’'UB dentro il MM fino alla formazione
finale dei reni e delle vie urinarie [13][15]). Qualunque
alterazione, che sia genetica, ambientale, o stoca-
stica, che influenza questo processo puo risultare in
malformazioni renali e delle vie urinarie. Sono nu-
merose le molecole, espresse in ciascuno o in en-
trambi questi compartimenti, che orchestrano gli
eventi di induzione e ramificazione dell’'UB, e la con-
versione mesenchimo-epiteliale. L'inattivazione di
ognuno di questi fattori in modelli murini risulta in
diverse malformazioni del rene e delle vie urinarie
che ricapitolano i fenotipi del CAKUT nell'uomo. La
descrizione dettagliata degli eventi e delle pathways
regolatrici dello sviluppo renale e delle vie urinarie
va al di 1a degli scopi di questa review e sono discussi
altrove [2][6] [12] (full text) [13] [14] [15], [30] (full text) [31] [32]
[33] (full text) [34] (full text) [35] [36] [37] [38].

In questo manoscritto ci focalizzeremo sulle pil re-
centi scoperte in campo di genetica umana del
CAKUT col tentativo di spiegare I'architettura ge-
netica di questa malattia, e tratteremo le implica-
zioni cliniche delle scoperte genetiche.
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L’architettura genetica del CAKUT

Per qualunque malattia umana o fenotipo pud essere
ipotizzato un modello di architettura genetica sot-
tostante basandosi sulle caratteristiche del fenotipo
e della sua epidemiologia. Il CAKUT rappresenta un
gruppo molto eterogeneo di malattie con diversa se-
verita, diverse modalita di trasmissione, e diverso
grado di aggregazione con malformazioni e malattie
extra-renali. Possiamo identificare, in maniera molto
semplice, tre categorie principali di CAKUT: forme
severe di malattia con alta letalita pre- o peri-natale
e famigliarita generalmente negativa; CAKUT fami-
gliare; forme sporadiche e comuni di CAKUT. Ognuna
di  queste categorie avra  verosimilmente
un’architettura genetica differente e, quindi, ri-
chiedera approcci diversi per la diagnosi molecolare
e I'identificazione di geni di suscettibilita.

Nelle forme sporadiche di malattia, che rappre-
sentano la maggior parte delle forme di CAKUT, le
malformazioni congenite sono frequentemente asso-
ciate ad alta morbilita e mortalita, riducendo la pos-
sibilita che le mutazioni responsabili vengano tra-
smesse alla generazione successiva. Di conseguenza,
i genitori dei soggetti affetti da queste condizioni
hanno frequentemente (80-90% dei casi) un fenotipo
normale suggerendo un tipo di ereditarieta recessiva
o0 una mutazione de novo. Questi dati seguono la teoria
genetica classica secondo la quale la maggior parte
delle varianti deleterie sono eliminate dalla selezione
naturale, e non raggiungono cosi un’alta frequenza
nella popolazione generale [39] [40]. In questo scenario
le varianti strutturali (copy number variations, o
CNVs) costituiscono una fonte di variabilita genetica
che sembra essere largamente coinvolta nello svi-
luppo della patologia soprattutto nei casi a presenta-
zione sindromica. Infatti il diverso meccanismo che
sottosta alla predisposizione genetica umana alle
mutazioni puntiformi e alle CNVs rende le varianti
strutturali tre volte piu frequenti delle mutazioni
puntiformi [41] (full text).

Nelle forme famigliari di CAKUT, che rappresentano
circa il 20-30% dei casi, la malattia segrega in forma
autosomica dominante con penetranza incompleta
nella maggior parte dei pedigree [6] [42] (full text)
[43] (full text). In questo caso il modello genetico che
concorda di pitt con I'epidemiologia ¢ attribuibile a
mutazioni che danno loss-of-function o ad alleli ipo-
morfici che producono malformazioni moderate
senza un’impatto significativo sulla fitness ripro-
duttiva.

Infine due forme di CAKUT mostrano una inusuale
alta prevalenza nella popolazione generale e fre-
quentemente una ereditarietd complessa non men-
deliana: il reflusso vescico ureterale (VUR) e il doppio
sistema collettore (DCS). Il VUR isolato & presente nel
1% dei bambini normali alla nascita [44] [45] e, nono-
stante la forte aggregazione famigliare e I'alta ricor-
renza in parenti di primo grado, finora non & stato
identificato nessun gene di suscettibilita che segua le
regole della genetica mendeliana classica [43] (full text)
[45] [46] (full text). Il DCS & uno dei piti comuni difetti del
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tratto genito-urinario con una prevalenza di almeno
0.8% [47], probabile sottostima essendo gran parte dei
DCS spesso asintomatici [48]. In questi fenotipi pil
comuni e meno aggressivi, l'ereditabilita del tratto
potrebbe essere spiegata dalla presenza di varianti
comuni con effetto lieve o0 moderato o una complessa
interazione tra varianti funzionali in geni rilevanti
per lo sviluppo.

Forme monogeniche di CAKUT causate da
mutazioni puntiformi

L’evidenza per un ruolo importante delle mutazioni
puntiformi nella patogenesi del CAKUT deriva princi-
palmente dallo studio di rare ma ben definite forme
sindromiche di malformazioni dei reni e delle vie
urianarie secondarie a mutazioni in PAX2, TCF2,
SALL1, WT1, SIX1, EYAI e altri geni [6]. Queste malattie
sono frequentemente diagnosticate mediante mani-
festazioni extra-renali specifiche, come il coloboma
oculare, fistole auriculari, malformazioni ano-rettali,
ed altre. L’aggregazione famigliare del CAKUT & da
tempo riconosciuta ed & presente in circa il 20-30%
dei casi, con differenti modelli di trasmissione [6]
[42] (full text) [46] (full text), il pitt frequente dei quali & la
forma autosomica dominante con penetranza incom-
pleta. Questo modello suggerisce la presenza di mu-
tazioni puntiformi eterozigoti con largo effetto sul
fenotipo ma non severe a sufficienza da avere effetti
maggiori sulla fitness riproduttiva. Studi di clonaggio
posizionale condotti dal nostro gruppo hanno identi-
ficato diversi loci maggiori di sucettibilita per forme
dominanti e recessive di CAKUT a carico dei cro-
mosomi 1p32-33, 10q24-26 e 12p11-q13 [42] (full text)
[46] (full text). Questi loci rendono ragione di meno del
5% delle famiglie, evidenziando l'alta eterogeneita
genetica di queste malattie. Questa estrema varia-
bilitd genetica associata ad un ampio spettro feno-
tipico, a difficolta diagnostiche e classificative, e a
pedigree di piccole o medie dimensioni, hanno reso
difficile I'identificazione di geni coinvolti nelle forme
non sindromiche di CAKUT mediante approcci di clo-
naggio posizionale classico. I recenti sviluppi teno-
logici di sequenziamento di seconda generazione
hanno significativamente accelerato la scoperta di
nuovi geni di suscettibilita per il CAKUT.

A seguito discuteremo le pill importanti e recenti
scoperte nelle forme monogeniche di CAKUT causate
da mutazioni in geni che hanno un effetto esclusivo o
predominante sullo sviluppo dei reni e delle vie uri-
narie nell'uomo.

La prima convincente evidenza che mutazioni in geni
associati a forme sindromiche di CAKUT possano
essere identificate in bambini affetti da difetti isolati
del rene e delle vie urinarie deriva dallo studio di
Weber, et al, che hanno testato per mutazioni i geni
TCF2, PAX2, EYAL, SIX1, and SALLI in pazienti affetti
da ipodisplasia renale [9] (full text). Mentre mutazioni
nella maggior parte dei geni erano rare, varianti rare
e deleterie nei geni TCF2 and PAX2 erano frequenti,
suggerendo un ruolo importante per questi due geni
nella patogenesi di forme isolate di malformazioni
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renali umane, E importante sottolineare che la sco-
perta di mutazioni in geni che sono usualmente as-
sociati a sindromi complesse, ha portato alla rivalu-
tazione per patologie extra-renali dei pazienti por-
tatori di tali mutazioni, risultando in un migliora-
mento del trattamento clinico. Da allora, numerosi
gruppi, incluso il nostro, hanno riportato mutazioni
dominanti nei geni PAX2 e TCF2 come la causa ge-
netica piu frequente di CAKUT tra i difetti mono-
genici. In ogni caso, la frazione totale di malattia at-
tribuibile a mutazioni in questi due geni ¢ inferiore
al 10% [49]. Infatti, mentre mutazioni in TCF2 sono fre-
quentemente identificate in pazienti affetti da reni
multicistici displasici o iperecogenici, e da ipodi-
splasia renale [50] (full text), [51] (full text), tali mutazioni
sono rare in pazienti con altre malformazioni delle
vie urinarie inferiori [9] (full text) [49] [51] (full text) [52] (full
text) [53] (full text) [54] (full text). Un altro gene coinvolto
in una frazione non trascurabile di CAKUT é stato re-
centemente identificato dal nostro gruppo mediante
clonaggio posizionale associato a exome sequencing
applicato ad una famiglia con 7 pazienti affetti da
malformazioni urinarie che segregavano secondo
una modalita autosomica dominante con penetranza
incompleta [55] (full text). Queste analisi hanno portato
ad identificare mutazioni (incluse varianti che
portano a alterato splicing o terminazione prematura
della traduzione dell’mRNA) nel gene DSTYK. DSTYK
codifica per una chinasi a doppia specificita per
serina/treonina e tirosina mai implicata precenden-
temente nello sviluppo dei reni e vie urinarie. Ano-
malie a carico di questo gene sono risultate presenti
nel 2.3% di pazienti portatori di malformazioni dei
reni e delle vie urinarie. L'inattivazione dell’ortologo
di DSTYK nello zebrafish ha evidenziato una malfor-
mazione della cloaca e un complesso fenotipo che
ricapitola I'inattivazione globale della pathway del fi-
broblast growth factor (FGF) [56] (full text) [57] (full text)
[58] (full text). Infine, studi di silenziamento delRNA
hanno identificato DSTYK come un nuovo regolatore
positivo del segnale dell'FGF durante lo sviluppo
delle vie urinarie.

Mutazioni in geni associati a forme autosomiche do-
minanti di malattia rappresentano le forme monoge-
niche piti frequenti di malattia, anche se studi recenti
suggeriscono che, in aggregato, rendono ragione di
circa il 6% dei casi di CAKUT [59].

Forme monogeniche di CAKUT causate da varianti a
trasmissione autosomica recessiva sono rare e, col-
lettivamente, la frazione di patologia attribuibile a
tali mutazioni & verosmilmente inferiore al 2% . No-
nostante questo, malattie a trasmissione recessiva
spesso mostrano correlazioni gene-fenotipo meglio
definite. Mutazioni recessive nei geni che codificano
per mediatori del sistema renina-angiotensina (RAS)
sono state indentificate nel 2005 in soggetti affetti
da una forma estremamente severa di displasia tu-
bulare renale associata a oligoidramnios e mortalita
perinatale secondaria a ipoplasia polmonare [60]. Le
anomalie di sviluppo renale in questi pazienti rica-
pitolano precisamente leffetto degli inibitori
dell’enzima di conversione dell’angiotensina nei feti
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esposti a questi farmaci, confermando il ruolo cen-
trale del RAS nello sviluppo renale normale. Recen-
temente, una mutazione frame-shift omozigote nel re-
cettore muscarinico M3 per l'acetilcolina e stata in-
dentificata in una famiglia consanguinea con indi-
vidui affetti da malformazioni vescicali che risul-
tavano in VUR, idronefrosi, e in un fenotipo Prune-
Belly-like [61] (full text). 11 fenotipo ricapitola quello di
topi con inattivazione del gene ortologo chrm3[e2] (full
text). In modo simile, una mutazione frame-shift nel
gene FGF20 & stata identificata mediante mappaggio
per omozigosita e whole-exome sequencing in famiglie
consanguinee con diversi feti affetti da agenesia
renale bilaterale [63] (full text). Topi con doppia inat-
tivazione di fgf9 e fgf20, ricapitolavano il fenotipo
umano. Infine, mutazioni omozigoti o eterozigoti
composte del gene TRAPI sono state recentemente
identificate in pazienti con CAKUT e CAKUT associato
a sindrome di VACTERL in circa lo 0.5% dei pazienti
[64] [65]. 11 ruolo di TRAP1 nello sviluppo dei reni e
delle vie urinarie & al momento sconosciuto.

In conclusione, forme monogeniche di CAKUT
causate da mutazioni puntiformi rendono attual-
mente ragione di meno del 10% dei casi, a conferma
dell'estrema eterogeneita genetica di questo fe-
notipo. Mentre mutazioni dominanti sono piu fre-
quenti, i geni che portano queste varianti sono pitt
difficili da identificare e spesso non vi & una chiara
correlazione tra la lesione genetica ed il fenotipo.
All'opposto, i rari geni recessivi identificati sinora
permettono una migliore correlazione gene-
fenotipo. Col continuo sviluppo delle tecniche di se-
quenziamento e 'abbassamento dei costi, & vero-
simile che decine di nuovi geni di suscettibilita per il
CAKUT verranno identificati nel prossimo futuro.

Ereditarieta complessa

L'estrema eterogeneitd genetica del CAKUT,
I'espressione variabile del fenotipo, e I'associazione
pleiotropica di anomalie di sviluppo extra-renali, ri-
sultano in una bassa correlazione tra genotipo e fe-
notipo quando si analizza un singolo locus ed il
quadro clinico del paziente portatore della variante
genetica. E percid verosimile che modelli di eredita-
rietd complessi, che coinvolgono varianti genetiche
multiple in loci differenti, giochino un ruolo signi-
ficativo nella determinazione ed espressione del fe-
notipo. Lo studio dei meccanismi di epistasi e ere-
ditarieta oligogenica sono estremamente difficili in
patologia umana. In nefrologia, probabilmente il mi-
glior esempio ¢ la sindrome di Bardet-Biedl (BBS),
un tratto autosomico recessivo geneticamente ete-
rogeneo caratterizzato da un’ampia variabilita feno-
tipica tra le famiglie ed addirittura tra individui
all'interno della stessa famiglia [66] [67]. In BBS
possono essere interessati diversi organi e sistemi,
con lo sviluppo di malformazioni cistiche renali,
obesita, polidattilia, degenerazione retinica, e altre
manifestazioni [68] (full text). Nel BBS oligogenico, geni
differenti che quando mutati causano la malattia,
possono agire come modificatori in cis o in trans per
altri loci e condizionare il fenotipo primario o le ma-
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nifestazioni secondarie [67] [69] (full text) [70] (full text)
[71] (full text). 11 grado di variabilita clinica puo infatti
essere parzialmente spiegato dall'interazione a
carico di tre o piu dei loci di BBS. In uno studio re-
cente, & stato identificato un nuovo gene MGC1203 che
codifica per una proteina in grado di interagire fisica-
mente con almeno otto proteine BBS note. Gli autori
hanno trovato un’alta frequenza della variante C430T
in pazienti BSS, e i pazienti portatori erano affetti
da una forma di BBS pil severa rispetto a parenti di
primo grado non portatori (ex. esordio precoce di re-
tinite pigmentosa) [67].

Un esempio di interazione genetica rilevante per il
CAKUT é stato riportato recentemente per mutazioni
del gene HNF1B (TCF2) e di geni correlati al rene poli-
cistico in famiglie con malattie cistiche renali [72] (full
text). In questo report, pazienti affetti da forme severe
di malattia cistica renale che risultavano in elevata
mortalita fetale o perinatale, o con lesioni cistiche
severe ad esordio particolarmente precoce, sono stati
dimostrati portatori di piti varianti germinali in uno
dei geni PKD e HNF1B (TCF2), dando spiegazione della
drammatica variabilita fenotipica intra-familiare.

Un altro esempio di ereditarietd complessa deriva
dagli studi di CNVs. Lavori recenti sul ritardo di svi-
luppo neurocognitivo e con malformazioni dei reni e
delle vie urinarie hanno mostrato che circa il 10% dei
pazienti con malattia associata a una variante pato-
gentica nota & anche portatore di un secondo grosso
sbilanciamento genetico [73](full text) [74] (full text).
Questi pazienti, coerentemnte con I'alto carico mu-
tazionale, hanno mostrato avere fenotipi pit gravi
quali gravi disturbi del sistema neurocognitivo e un
coinvolgimento multi-organo.

Ruolo delle varianti di copy number nelle
forme sporadiche di CAKUT

Le copy number variations (CNVs) -generalmente de-
finite come qualsiasi aumento o perdita di DNA ger-
minativo di dimensioni comprese tra 1 kilobase (Kb)
fino a diverse megabasi (Mb) e che non sono rilevabili
dalle tecniche di citogentica convenzionale- sono
una fonte di variabiita genetica che si ¢ iniziato ad
apprezzare negli ultimi 5-10 anni [75] [76] (full text) [77]
[78]. Le CNVs in genere interessano diversi gene e
sono state dimostrate alla base di molteplici fenotipi
nell'uvomo, comprese malattie del sistema nervoso
centrale (ritardo mentale, autismo, schizofrenia, epi-
lessia), difetti cardiaci, patologie polmonari, malfor-
mazioni cranio-facciali, e altre [79] [80] [81] [82] (full text)
[83] [84] (full text) [85] (full text) [86].

Le CNVs possono essere ricorrenti, quando vengono
generate tramite un meccanismo di ricombinazione
omologa non allelica (non-allelic homologous recom-
bination, NAHR) guidata da elementi altamente ripe-
titivi (come ad esempio le duplicazioni segmentali,
o low-copy repeats, LCRs) presenti in contiguita alle
CNVs stesse; oppure possono essere non-ricorrenti,
ossia in cui i punti di rottura sono diversi in ogni
singolo individuo, quando guidate da altri tipi di
meccanismi come il legame a terminazioni non omo-
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loghe (non-homologous end-joining, NHEJ) o al fork
stalling template and switching [87] [88] (full text).

Ci sono molte evidenze che uno squilibrio genomico
giochi un ruolo principale nella predisposizione al
CAKUT. Primo, il CAKUT & presente nel 23% delle
sindromi malformative a riscontro prenatale (16) e
esistono molti difetti citogenetici che si associano al
CAKUT (10q26, 6p21 e 19q13) [89] [90] (full text) [91] (full
text). Secondo, esistono specifici riarrangiamenti cro-
mosomici diagnostici per difetti congeniti sindromici
che si associano con alta prevalenza a malformazoni
dei reni e delle vie urinarie, Tra questi & noto che le
delezioni a carico di della regione 22q11.2, causative
per la sindrome DiGeorge/Velocardiofaciale, sono as-
sociate con alta prevalenza a malformazioni dei reni
e delle vie urinarie [92] (full text) [93]. Un'importante
scoperta & stata I'identificzone di una delezione ri-
corrente di ~1.5 Mb sul cromosoma 17q12 in pazienti
con malattia renale, soprattutto in casi di reni con di-
splasia multicistica e diabete [94] (full text). Questa de-
lezione coinvolge il gene TCF2, codificante per il he-
patocyte nuclear factor 1 beta (HNF1B), un gene il cui
ruolo & gia noto nel diabete giovanile ad insorgenza
tardiva di tipo 5 (MODY5) e a malformazioni renali
[50] (full text) [52] (full text) [95] (full text), rendendo questa
sindrome da microdelezione la prima sindrome ri-
corrente specifica per lo sviluppo dei reni e delle vie
urinarie. Pili recentemente uno studio compren-
dente 30 bambini con forme sindromiche di CAKUT
ha identificato CNVs de novo in tre (10% ) pazienti
[96] (full text), confermando 1'osservazione che lo svi-
lupppo dei reni & sensibile al dosaggio genico. 1l
nostro gruppo ha recentemente condotto un largo
studio caso-controllo che ha analizzato il contributo
patogenetico delle CNVs rare nel CAKUT confron-
tando 522 bambini con agenesia renale o ipodisplasia
verso circa 14000 controlli [74] (full text). I bambini di
questo studio sono stati reclutati in diversi centri eu-
ropei e dal Children Hospital di Philadelphia, USA.
L’analisi di CNV & stata condotta mediante ['utilizzo
di DNA micro-arrays per la genotipizzazione ad alta
densita di polimorfismi del singolo nucleotide (SNPs).
L’analisi ha mostrato un carico mutazionale signifi-
cativamente piu elevato nei casi rispetto ai controlli
e, tra queste varianti strutturali, molte erano soprat-
tutto delezioni contenenti uno o piti elementi codifi-
canti. In particolare, I‘analisi genomica ha suggerito
che le malformazioni renali possono essere attribuite
a CNV di dimensioni uguali o superiori a 250 Kb in
circa il 17% dei casi, suggerendo che varianti strut-
turali submicroscopiche rare siano una fonte impor-
tante di variazione genetica nella predisposizione
all'agenesia renale e all'ipodisplasia [79]. L’analisi in-
dividuale di CNVs rare non ha rivelato un elevato
numero di CNVs ricorrenti “rene-specifiche” ma so-
predentemente ha identificato 34 diversi disturbi ge-
nomici noti in 55 individui, andando a costituire il
10.5% dell’intera coorte di CAKUT. La pitt frequente
variante patogenetica strutturale identificata & la de-
lezione di ~1.5 Mb in 17q12 associata alla sindrome
cisti renali e diabete (RCAD), trovata in 11 pazienti
(2.1% ). Gli altri 33 disordini genomici riscontrati
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erano presenti ognuno in pochi individui (ad es. la
delezione in1q21, la sindrome di Wolf-Hirschhorn, la
sindrome Potocki-Lupski, la sindrome di DiGeorge/
VCF, la sindrome di Phelan-McDermid) o in un solo
soggetto. Questi dati indicano che i disordini noti
legati a CNVs, generalmente non diagnosticabili con
i soli strumenti clinici, sono in realta una causa fre-
quente di  malformazioni renali. In piu,
I'identificazione di 34 regioni discrete del genoma
associate al CAKUT evidenzia I'estrema eterogeneita
genetica di questi tratti. L’analisi di casi senza CNVs
patogeniche note ha portato all'identificazione di 38
ulteriori varianti genetiche strutturali rare in 32 in-
dividui (6.1% ). Queste rappresentano nuovi regioni
candidate per disordini genomici associati al CAKUT.
Nell'insieme, questi dati mostrano che uno su sei
bambini con malformazioni renali & portatore di una
variante strutturale rara di grossa dimensione dia-
gnostica per una sindrome nota. Molto interessante
e l'osservazione che quasi tutte queste varianti sono
state precedentemente associate a fenotipi di svi-
luppo neurocognitivi che tendono solitamente a ma-
nifestarsi piti tardivamente nel corso della vita, con
grandissimo potenziale di impatto sulla stratifica-
zione del rischio e nella individualizzazione della
cura. Un’altra importante osservazione in questo
studio & che 14 soggetti (2.7% della coorte; 16.1% dei
casi affetti da malattie associate a anomalie di copy
number) sono portatori di piti di un disordine noto
o di nuovo di copy number. Sempre il nostro gruppo
ha recentemente esteso 'analisi di micro-array per
ricerca di CNV ad una coorte pediatrica di oltre 400
pazienti appartenenti al CKiD Study (Chronic Kidney
Disease in Children prospective cohort study), uno
studio epidemiologico longitudinale, prospettico e
multietnico mirato ad identificare i fattori di rischio
per la progressione dell'insufficienza renale nei
bambini. Questo studio ha dimostrato che delezioni
e duplicazioni rare che sono associate a disordini ge-
nomici noti sono frequenti in questa popolazione,
permettendo un’accurata diagnosi genetica in pit del
7% dei casi [97]. Nuovamente, bambini affetti da ipodi-
splasia renale avevano il pili alto carico (burden) mu-
tazionale, confermando il CAKUT come un fenotipo
estremamente sensibile al dosaggio genico.

Implicazione clinica dei test genetici

Oltre alla importante implicazione nella scoperta dei
geni per comprendere la patofisiologia del CAKUT
nell'uomo, i test genetici offrono un’opportunita
unica per portare ad una diagnsi molecolare, per mi-
gliorare il counseling genetico e il planning fami-
gliare, e per individuare terapie specifiche per di-
sturbi legati allo sviluppo neurocognitivo che si ma-
nifestano solo pill tardivamente nel corso della vita.
Questo aspetto & particolarmente rilevante nelle mal-
formazioni dei reni e delle vie urinarie. Infatti, con
I'introduzione in routine dell’ultrasonografia nello
screening pre-natale, molti fenotipi CAKUT possono
essere diagnosticati prima della nascita, fungendo da
sentinella per eventuali anomalie genetiche che
possano predisporre a malattie con esordio clinico
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pit tardivo, e offrendo cosi la possibilita di migliorare
le cure offerte al paziente. L'identificazione di mu-
tazioni in geni generalmente coinvolti nelle forme
sindromiche di CAKUT in pazienti affetti da ipodi-
splasia renale isolata puo indirizzare il pediatra a ri-
valutare globalmente il paziente e, in una percen-
tuale significativa di casi, a identificare cosi difetti
extra-renali potenzialmente trattabili o prevenibili,
come ad esempio il diabete mellito associato a muta-
zioni in HNFIB o il coloboma oculare nelle mutazioni
di PAX2 [9] (full text). Molto importante & inoltre I'alto
rischio di 'associazione tra le copy number varia-
tions riscontrate nel 20% dei soggetti con anomalie
congenite dei reni e delle vie urinarie e le malattie
dello sviluppo neurocognitivo, quali la schizofrenia,
l'autismo, il ritardo mentale, I'epilessia [74] (full text).
Queste diagnosi, se effettuate in epoca pre-natale,
possono potenzialmente influenzare il planning dei
genitori e sicuramente offrire strategie di tratta-
mento preventive e personalizzate.

Ad esempio, la delezione in 17q12 causativa per la
sindrome cisti renali e diabete, & stata associata a un
rischio aumentato di circa 14 volte per lo sviluppo di
autismo o schizofrenia [98] (full text). La diagnosi mo-
lecolare precoce pud quindi guidare verso una valu-
tazione neuropsichiatrica per il riconoscimento dei
primi segni e sintomi di autismo, con possibilita si-
gnificative di modificarne I'outcome clinico. Infatti
¢ stato dimostrato come un approccio terapeutico
precoce e intensive possa miglorare significativa-
mente la prognosi di questi bambini [99].
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Conclusioni

Riassumendo, le anomalie congenite e delle vie uri-
narie sono una condizione relativamente frequente
con alto impatto sulla sopravvivenza complessiva e
sulla funzione renale nei bambini affetti.
L’architettura genetica di queste condizioni coin-
volge sia mutazioni puntiformi che varianti strut-
turali, con un ruolo potenzialmente significativo
dell'interazione multi-locus nello spiegare I'altissima
variabilita fenotipica inter-individuale. La frequente
associazione di anomalie genetiche causative per
CAKUT con un alto rischio di malattie dello sviluppo
neurocognitivo che si presentano solo tardivamente
nella vita e il riconoscimento in utero delle malfor-
mazioni congenite dei reni e delle vie urinarie, confe-
riscono al rene e alle vie urinarie il ruolo di sentinella
per una diagnostica precoce in grado di ottimizzare e
personalizzare le strategie terapeutiche nei bambini
con rischio di sviluppo di altri disturbi anche a carico
del sistema nervoso centrale.
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