Giornale Italiano di Nefrologia

Il percorso diagnostico della sindrome di Alport e della malattia a membrane basali sottili.

Il percorso diagnostico della sindrome di Alport e della malattia a
membrane basali sottili

66

(1) Nefrologia, Dialisi e Trapianto di rene - Ancona
(2) Anatomia Patologica - Ospedali Riuniti - Ancona

Giovanni Maria Frasca', Domenica Taruscia', Valentina Nastasi', Emilio Balestra', Stefania Pugliese!, Roberta Mazzucchelli2

Corrispondenza a: Giovanni Maria Frasca; Nefrologia, Dialisi e Trapianto di rene Ospedali Riuniti V. Conca 71, 60020 Ancona; Tel:+39 071

5964101 Fax:+39 071 5963379 Mail: gm.frasca@ospedaliriuniti. marche.it

Abstract

La diagnosi di sindrome di Alport o di Malattia a membrane sottili si
basa innanzitutto sul quadro clinico, sull'eventuale presenza di
alterazioni uditive e/o oculari e sull'analisi della famiglia per
definire le modalitd di trasmissione. La biopsia renale é un'indagine
utile per porre la diagnosi e deve essere completata dallo studio al
microscopio elettronico e dall'analisi delle catene alfa del collagene
IV. La biopsia cutanea pud sostituirla nei casi in cui si sospetti unas.
di Alport legata al cromosoma X e pu sostituire la biopsia renale
nei soggetti pediatrici o in presenza di controindicazioni. L'uso del
microscopio confocale pud ridurre I'incidenza di falsi negativi.
L'analisi genetica é attualmente riservata allo studio di soggetti a
rischio per programmazione familiare o per donazione di rene ma le
nuove tecniche di sequenziamento (Next Generation Sequencing)
potrebbero ampliarne I'utilizzo nella pratica clinica.

Parole chiave: biopsia cutanea, biopsia renale, collagene IV, Malattia a
membrane sottili, sindrome di Alport

Diagnosis of Alport syndrome

Diagnosis of Alport syndrome or Thin basement membrane disease is
suggested first of all by the clinical picture, the presence of neurisensorial
hypoacusia and/or ocular abnormalities, and the family history which
should be as accurate as possible involving the largest number possible of
family members to recognize the transmission modalities, i.e. X-linked or
autosomal. Renal biopsy remains the main tool to confirm the diagnosis and
requires electron microscopy observation and collagen IV alpha chains
investigation on renal tissue by means of specific antibodies. Skin biopsy is
a useful and less invasive tool in families with X-linked Alport syndrome
and can substitute renal biopsy in childood as well as in patients with
contraindication to renal biopsy. Confocal microscopy is mandatory to
reduce the risk of false negative results in patients with segmental
expression of alpha chains. Genetic analysis is at present indicated for
studing subjects at risk for family planning or possible kidney donation but
new techniques (Next Generation Sequencing) might increase their use in
clinical practice.

Key words: Alport syndrome, renal biopsy, skin biopsy, Thin basement
membrane disease, type IV collagen

Patogenesi della sindrome di Alport e della
Malattia a membrane basali sottili

La sindrome di Alport (SA) e la Malattia a membrane
basali sottili (TBMD) rientrano nell'ambito delle pa-
tologie del collagene 1V, che rappresenta la prin-
cipale componente collagenica delle membrane
basali glomerulari. La struttura del collagene IV ri-
sulta dalla aggregazione di due trimeri costituiti a
partire da specifiche combinazioni di 6 catene alfa
legate insieme attraverso legami dei terminali car-
bossilici e ripiegamento della parte collagenosica
delle catene a formare una struttura a tripla elica
[1]. Nonostante esistano varie possibili combinazioni
teoriche fra le catene alfa, quelle che si ritrovano
nelle membrane basali sono essenzialmente tre:
alala2, a3adas, a5a5a6 che si organizzano a loro
volta in tre set di esameri, variamente distribuiti
nelle membrane basali dell’organismo (Tabella 1). Le
catene al1(IV) e a2(IV) si ritrovano normalmente in
tutte le membrane basali; le catene a3(IV) e a4(IV)
sono presenti nelle membrane basali glomerulari,
nella capsula di Bowman, e nel tubulo distale, ma
sono assenti sulle membrane basali dei dotti col-
lettori e su quella dell'epidermide, dove invece si ri-
scontra la catena a5(IV). La catena a6(IV) ha una di-
stribuzione analoga a quella della catena a5(IV), ma

¢ assente sulle membrane basali glomerulari (Tabella
1). Le singole catene sono codificate da altrettanti
geni, localizzati rispettivamente: sul cromosoma 13 i
geni COL4A1 e COL4A2 che codificano per le catene
al(lv) e a2(IV); sul cromosoma 2 il COL4A3 e il
COL4A4 che codificano per le catene a3(IV) e a4(1V);
sul cromosoma X il COL4A5 e il COL4A6 responsabili
della sintesi delle catene a5(IV) e a6(IV). Le muta-
zioni dei geni che codificano per le catene a3(1V),
a4(IV) e a5(IV) si associano a varie alterazioni delle
membrane basali glomerulari con manifestazioni cli-
niche variabili a seconda del tipo e dell’entita della
mutazione.

Tabella 1. La tabella riporta i 3 set di esameri che rappresentano
le unita di base del col’l)agene 1V e la loro distribuzione
nell’organismo.

Gli esameri sono formati dall’aggregazione di due trimeri a loro
volta costituiti da specifiche aggregazioni delle catene alfa.

Set di esameri Localizzazione

atl.atl.a2(lV) - Tutte le membrane basali

al.atl.a2 (IV)

a3.a4.a5(1V) - Rene (MBG) - polmone - orecchio -
a3.a4.a5 (IV) occhio - testicoli

al.al.a2 (V) - Rene (capsula di Bowman) - esofago -
a5.a5.a6(1V) cute - muscolo liscio
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Mutazioni del gene COL4A5 sono responsabili della
sindrome di Alport legata al cromosoma X, mentre
mutazioni dei geni COL4A3 e/o COL4A4 causano la
forma recessiva o la forma dominante di sindrome di
Alport e, nei soggetti eterozigoti, la malattia a mem-
brane basali sottili [2] [3] (full text). Fino a qualche anno
fa mutazioni del gene COL4AS5 erano ritenuti respon-
sabili del 85% dei casi di SA, mentre il restante 15%
dei casi erano ritenuti portatori di una mutazione au-
tosomica, trasmessa generalmente con modalita re-
cessiva, raramente dominante [4] (full text). La disponi-
bilita delle nuove tecniche di sequenziamento (Next
Generation Sequencing) che consentono di studiare
contemporaneamente i 3 geni responsabili della SA e
della TBMD, ha consentito di dimostrare che le muta-
zioni dei geni COL4A3 e/0 COL4A4 sono in realta pitt
frequenti di quanto non fosse ritenuto fino a pochi
anni fa e che la forma dominante di SA rappresenta il
20-30% dei casi [5][6].

Quadro clinico della Sindrome di Alport e
della Malattia a membrane basali sottili

La sindrome di Alport & caratterizzata da ematuria e

progressivo peggioramento della funzione renale, as-
sociata, con il progredire della nefropatia, alla com-
parsa di proteinuria dosabile, che pud essere ne-
frosica in un terzo dei pazienti omozigoti, e iperten-
sione arteriosa. I pazienti possono presentare ipoa-
cusia neurosensoriale bilaterale per le alte frequenze,
che precede generalmente la comparsa di insuffi-
cienza renale, e alterzioni oculari caratterizzate da
lenticono anteriore, piccole macchie retiniche, ed
erosioni corneali recidivanti.

La malattia & caratterizzata da una notevole varia-
bilita fenotipica, legata ai diversi geni che ne possono
essere causa e al tipo e all’estensione della mutazione
[7] (full text) [8] (full text) [9], per cui i vari sintomi possono
presentarsi con frequenza diversa a seconda dei casi
(Figura 3).

[N ETatT oo VY- 3l mutazioni COL4A3/COL4AS

XL XL AR AR

emizigoti | eterozigoti igoti | eterozigoti 2o
microH 100% 90% 100% 60% ?
macroH 60-70% 30% 50-60% 10% 20%
Proteinuria 100% 70% 100% 50% 10%
S. nefrosica 30% 5% 30% <5% ?
Ipoacusia 90% 10% 60-70% 5% 20%
ESRD (fg?a) ;g//: :Zg ::; (Zg O:a) rara (gg ?a)

Figura 3.

Frequenza delle manifestazioni cliniche nei pazienti affetti da sindrome di
Alport a seconda che la mutazione coinvolga il gene COL4A5 sul cro-
mosoma X o i geni COL4A3 e/o COL4A4 sul cromosoma 2. XL = X-linked;
AR = autosomico recessivo; AD = autosomico dominante microH = microe-
maturia; macroH = macroematuria; ESRD = end-stage renal disease

Le lesioni istologiche sono caratterizzate da altera-
zioni della membrana basale che, al microscopio elet-
tronico presenta tipicamente zone di assottiglia-
mento alternate a zone di spessore aumentato, con
aree di lamellazione e slaminamento della lamina
densa e aree translucide. Con il progredire della ne-
fropatia, al microscopio ottico le lesioni glomerulari
si  associano a lesioni tubulo-interstiziali.
L'immunofluorescenza & di norma negativa [10] (full
text).

I soggetti affetti da Malattia a membrane sottili, pre-
sentano ematuria microscopica persistente e asinto-
matica con modesta proteinuria, generalmente infe-
riore a 0,5 g/die in circa la meta dei casi, in assenza
di ipoacusia neurosensoriale, difetti oculari, iperten-
sione arteriosa o tendenza al peggioramento della
funzione renale. Nel 20% dei casi si possono verificare
episodi di ematuria macroscopica. Il 60-70% dei sog-
getti presenta familiarita per ematuria, senza casi di
insufficienza renale. Alla biopsia renale I'unica le-
sione che si osserva in questi pazienti e rappre-
sentata da una diffusa e uniforme riduzione dello
spessore delle membrane basali glomerulari, costan-
temente inferiori a 200 nm [11].

Il percorso diagnostico

Gli elementi diagnostici per porre diagnosi di SA o di
TBMD sono riassunti nelle Tabella 2 e Tabella 3.

1l quadro clinico puo essere gia di per sé suggestivo di
una o l'altra diagnosi, in quanto episodi di ematuria
macroscopica, la presenza di proteinuria dosabile e/o
di ipertensione arteriosa sono indicativi di sindrome

Tabella 2. Percorso diagnostico nella diagnosi di sindrome di Alport o Malattia a membrane basali sottili

Indagini Note

Quadro + esame audiometrico per la ricerca di ipoacusia neurosensoriale
clinico « visita oculistica per la ricerca di lenticono anteriore, erosioni corneali, chiazze retiniche

Genetica estesa al maggior numero possibile di componenti della famiglia; necessarie almeno 3 generazioni

formale
Biopsia + osservazione al microscopio elettronico

renale + immunoistochimica per lo studio delle catene a del collagene IV

Biopsia cu» utilizzabile solo nei casi X-linked

tanea + indicata nei pazienti pediatrici e in presenza di controindicazioni alla biopsia renale
» da completare con I'osservazione al microscopio confocale

Studio ge- indicato per pianificazione familiare o per lo studio di soggetti a rischio possibili donatori di rene; possibilita di ampliarne 'uso con le nuove tecniche di

netico sequenziamento (Next Generation Sequencing)
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di Alport, soprattutto in presenza di un’evidente fa-
miliarita per insufficienza renale. La presenza di
ipoacusia neurosensoriale e/o di difetti oculari con-
fermano la diagnosi. Al contrario, I'assenza di questi
elementi orienta verso la diagnosi di Malattia a mem-
brane sottili [12].

Un elemento fondamentale ¢é rappresentato
dall'analisi di genetica formale, che deve essere
quanto pid accurata possibile e coinvolgere il
maggior numero di soggetti della famiglia di almeno
3 generazioni. La sindrome di Alport legata al cro-
mosoma X é di solito facilmente riconoscibile, in
quanto i soggetti affetti sono prevalentemente di
sesso maschile e presentano una nefropatia pit
severa che va incontro a insufficienza renale piut-
tosto precocemente (Figura 1); la trasmissione della
malattia avviene attraverso i soggetti di sesso fem-
minile che, per il fenomeno dell'inattivazione casuale
di un cromosoma X, presentano spesso un quadro
clinico pitt modesto, carattizzato da ematuria micro-
scopica e, quando progrediscono verso l'insufficienza
renale, lo fanno dopo i 40 anni.
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Figura 1.

Al contrario, sono elementi suggestivi di una Sin-
drome di Alport autosomica recessiva: a) il coinvolgi-
mento di soggetti di entrambi i sessi in egual misura
nell'ambito della famiglia; b) la trasmissione della
malattia da un soggetto di sesso maschile; ¢) la con-
sanguineitd dei genitori; d) assenza di interessa-
mento renale, o presenza di alterazioni modeste nei
genitori di un paziente con nefropatia evidente; e) in-

Il percorso diagnostico della sindrome di Alport e della malattia a membrane basali sottili.

sufficienza renale in una donna di et4 inferiore a 20
anni [13] (full text).

Nei casi in cui il quadro clinico & pil sfumato e la
familiarita non evidente, la biopsia renale é un ele-
mento fondamentale nel porre la diagnosi. I pazienti
con sindrome di Alport presentano al microscopio
elettronico evidenti alterazioni delle membrane
basali glomerulari, mentre i pazienti con Malattia a
membrane sottili mostrano membrane basali di
spessore uniformemente ridotto, inferiore ai 200 nm,
senza aspetti di slaminamento o altre irregolarita [14].
E necessario sottolineare che 1'uniformit4 della ridu-
zione dello spessore é un elemento importante nel
porre la diagnosi, in quanto in molte altre circostanza
é possibile osservare delle riduzioni segmantarie
dello spessore delle mambrane basali glomerulari
che non configurano una malattia a membrane
sottili. Un punto critico dell’esame ultrastrutturale é
rappresentato dalla misura dello spessore delle mem-
brane basali che pué essere influenzata da una serie
di fattori tecnici che rendono opportuna la deter-
minazione di un intervallo di riferimento in ogni
singolo laboratorio. Infine, & necessario considerare
che lo spessore delle membrane basali é ridotto
nell'infanzia e nei soggetti di sesso femminile.

Possibili problemi diagnostici

La diagnosi differenziale fra SA e TBMD pué essere
difficile nella pratica clinica [10] (full text), per una serie
di motivi che comprendono:

1. La familiarita. Pud essere difficile da ricostruire
per scarsitd di componenti o per la difficoltd di
rintracciarli e complicati, ad esempio, da casi di
adozione. Inoltre, nel 10% dei casi la malattia
pué essere determinata da una nuova muta-
zione, e si associa pertanto ad una familiaritd
realmente negativa.

2. Ipoacusia. Pué essere assente nel 30-40% dei casi
di sindrome di Alport autosomica recessiva e nel
90% delle donne affette da sindrome di Alport
legata al cromosoma X

3. Lesioni oculari. Sono assenti nel 50% dei casi

Tabella 3. Diagnosi differenziale fra sindrome di Alport e Malattia a membrane basali sottili MBG = membrane basali glomerulari

Parametro Sindrome di Alport Malattia a membrane sottili
Ematuria macroscopica in > 50% dei soggetti emizigoti o0 omozigoti macroscopica in < 20%
Proteinuria 100% degli emizigoti o omozigoti (nefrosica nel 30%) < 0,5 g/die in < 40%; mai nefrosica

Ipertensione arteriosa
Ipoacusia

Difetti oculari
Insufficienza renale

Familiarita
Biopsia renale )
(microscopio elettronico)

Biopsia renale (immunoi-
stochimica)

Biopsia cutanea immu-
noistochimica

frequente
neurosensoriale bilaterale per le alte frequenze
lenticono anteriore, erosioni corneali, macchie retiniche

presente nei casi X-linked nei maschi e nel 12% delle donne di 40 aa e

nel 30% delle donne > 60 aa
nei casi con trasmissione autosomica si riscontra nei soggetti di en-
trambi i sessi

positiva per insufficienza renale con distribuzione diversa a seconda
delle modalita di trasmissione

ispessimento delle MBG alternato a tratti assottigliati; slaminamento e
reticolazione

assenza delle catene a3-a5 sulle MBG

assenza della catena a5 (la catena a3 € normalmente assente)

rara

assente
assente
assente

negativa per insufficienza renale; il 60% dei casi presenta fa-
miliarita per microematuria
assottigliamento diffuso e uniforme delle MBG (< 200 nm)

normale espressione delle catene a del collagene IV

normale

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15880323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16338941
http://ndt.oxfordjournals.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=16338941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16683888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10432421
http://dx.doi.org/10.1046/j.1523-1755.1999.00601.x

Il percorso diagnostico della sindrome di Alport e della malattia a membrane basali sottili.

4. Aspetto delle membrane basali glomerulari alla

microscopia elettronica. Dal 10 al 40% dei casi di
sindrome di Alport presenta una riduzione dello
spessore delle membrane basali glomerulari
analogo a quello che caratterizza la malattia da
membrane sottili, senza altre alterazioni ultra-
strutturali.

Valutazione dell'espressione della catene alfa del
collagene IV su tessuto

L’accuratezza della diagnosi pud essere migliorata
con la valutazione dell'espressione delle catene alfa
del collagene IV sulla biopsia renale, che puo essere
effettuata con la tecnica dell'immunofluorescenza
utilizzando anticorpi specifici su sezioni al criostato
(Tabella 3). Nei pazienti con SA infatti le catene a3
e a5 sono assenti sulle membrane basali glomerulari
sia nella forma legata al cromosoma X che in quella
autosomica recessiva, poiché una mutazione che in-
teressi una delle catene impedisce l'espressione
anche delle altre che costituiscono il trimero. I casi
con SA autosomica recessiva omozigote possono tut-
tavia essere distinti da quella legata al cromosoma
X per l'espressione della catena o5 sulla capsula di
Bowman e sui dotti collettori [15]. Tale indagine per-
tanto dovrebbe essere effettuata di routine in tutti i
casi in cui si sospetti una sindrome di Alport.

L'espressione delle catene alfa del collagene IV pud
essere valutata anche su biopsia cutanea [15]. Questa
indagine, poco traumatica e di facile esecuzione, pre-
senta indubbi vantaggi nel caso di sospetto diagno-
stico in bambini o in soggetti con nefropatia avanzata
nei quali la riduzione del parenchima renale po-
trebbe rendere la biopsia renale rischiosa o di scarso
valore diagnostico, ovvero in presenza di altri fattori
di rischio.

I limiti della biopsia cutanea sono rappresentati dal
fatto che é diagnostica solo nei casi di sindrome di
Alport legata a mutazione del gene COL4A5 sul cro-
mosoma X, in quanto le catene a3 e a4 non sono co-
stituzionalmente espresse a livello della membrana
basale epidermica. Un altro limite da tener presente
¢ legato alla possibilita che la visione bidimensionale
dei microscopi tradizionali dia risultati falsamente
negativi nel 15-20% dei casi di emizigoti e negli etero-
zigoti (cioé nelle donne). In questi casi 'accuratezza
diagnostica pud essere ulteriormente migliorata uti-
lizzando un microscopio confocale che, consentendo
una ricostruzione tridimensionale della membrana
basale é in grado di evidenziare anche un'espressione
segmentaria della catena a5 [16] (full text).

Iter diagnostico proposto

Sulla base delle conoscenze attualil'iter diagnostico
proposto per un paziente che risulti affetto da una
nefropatia ematurica ad evidente andamento fami-
liare é quello illustrato nella Figura 2.
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Figura 2.

Biopsia renale

Nel caso in cui si sospetti una sindrome di Alport
per la presenza, oltre che di ematuria, di proteinuria
e/o ipertensione arteriosa e ci siano casi di insuffi-
cienza renale in altri componenti della famiglia, é ra-
zionale effettuare una biopsia cutanea con lo studio
delle catene alfa del collagene 1V, se la trasmissione
é legata al cromosoma X o se si tratti di soggetti in
etd pediatrica o che presentino controindicazioni alla
biopsia renale. Quest'ultima sard effettuata nel caso
di negativitd della biopsia cutanea, o di trasmissione
della malattia di tipo autosomico recessivo.

Infine, se il quadro clinico e la storia familiare
orientano verso una malattia a membrane sottili, la
biopsia renale é indicata nei casi che nel corso del
tempo mostrino segni di nefropatia progressiva,
quali proteinuria o ipertensione o tendenza al peg-
gioramento funzionale.

Indicazioni all'analisi genetica

L’analisi genetica rimane ovviamente I'indagine piu
accurata per porre la diagnosi con certezza nei casi
dubbi e per definire le modalita di trasmissione, es-
senziali per fornire una consulenza attendibile alle
famiglie affette.

Per effettuare lo studio genetico & stato sinora uti-
lizata I'analisi di linkage, nel caso in cui fosse dispo-
nibile un numero di membri della famiglia sufficien-
temente ampio da poter studiare la segregazione
della nefropatia all'interno del nucleo, oppure me-
diante ricerca diretta della mutazione. Quest'ultimo
tipo di indagine, oltre che costoso, é tuttavia com-
plesso e lungo da effettuare, per le dimensioni dei
geni coinvolti che comprendono da 48 a 53 esoni cia-
scuno, e per 'eterogeneita del locus e degli alleli.

Sino ad oggi & stato quindi necessario indirizzare
|'analisi genetica alla ricerca di mutazioni in un par-
ticolare gene, sulla base del quadro clinico, delle in-
dagini di genetica formale e dello studio delle catene
alfa del collagene 1V su tessuto, con le seguenti indi-
cazioni:

1. l'identificazione di soggetti a rischio per pianifi-
cazione familiare o a scopo di donazione di rene
qualora il candidato sia un soggetto asinto-
matico appartenente ad una famiglia con Alport
legato al cromosoma X, oppure di un paziente
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asintomatico appartenente ad una famiglia con
Alport autosomico recessivo, che avrebbe il 50%
di probabilitd di essere portatore di una muta-
zione eterozigote.

2. Diagnosi prenatale.

L'introduzione delle nuove tecniche di sequenzia-
mento (“next generation sequencing”) che per-
mettono di analizzare contemporaneamente piti geni
riducendo i tempi e i costi necessari per questo tipo
di indagine consentira di ampliare [lutilizzo
dell’analisi genetica e di migliorare I'accuratezza dia-
gnostica.

In conclusione, la diagnosi di sindrome di Alport o
di malattia a membrane sottili, richiede innanzitutto

Il percorso diagnostico della sindrome di Alport e della malattia a membrane basali sottili.

una particolare attenzione al quadro clinico e alla
ricerca di alterazioni uditive e/o oculari, che ri-
chiedono una visita effettuata da specialisti a cono-
scenza del quesito diagnostico, e un'attenta ricostru-
zione della famiglia che pué fornire elementi fonda-
mentali per la corretta diagnosi. In secondo luogo,
una biopsia cutanea o renale sono importanti per la
diagnosi, ma devono necessariamente essere com-
pletate dallo studio delle catene alfa del collagene
IV e, se necessario, dall'osservazione al microscopio
confocale. Lo studio genetico, al momento attuale
confinato allo studio di casi particolari, potra essere
in breve tempo utilizzato in un maggior numero di
casi permettendo di definire pili accuratamente la
diagnosi.
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