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L’amaurosi congenita di Leber (LCA) rappresenta un gruppo di distrofie retiniche ereditarie caratterizzate da grave perdita della funzione visiva in età precoce. Gli aspetti clinici includono elettroretinogramma (ERG) scotopico e fotopico fortemente ridotti o assenti, nistagmo, segno oculo-digitale di Franceschetti, e un fondo oculare apparentemente normale o a tipico aspetto “sale e pepe”. La LCA e’ caratterizzata un’espressione altamente variabile, e ciò in parte é dovuto alla sua elevata eterogeneità: infatti, mutazioni in 14 geni sono state dimostrate fino ad oggi essere responsabili di LCA. Tali geni sono AIPL1, CRB1, CRX, GUCY2D, RDH12, RPE65, RPGRIP1, TULP1, IMPDH1, LRAT, C1orf36, CEP290, LCA5 e, più recentemente SPATA7.  Nella stragrande maggioranza dei casi la malattia viene ereditata come tratto autosomico recessivo, ma sono descritti rari casi con ereditarietà autosomica dominante.  Una corretta classificazione molecolare dei pazienti con LCA é fondamentale ai fini di un possibile trattamento basato sulla terapia genica, attualmente in corso di sperimentazione, con risultati promettenti, per le forme dovute a mutazioni nel gene RPE65. In questo lavoro, ci siamo proposti di identificare le basi molecolari di LCA in una casistica pazienti italiani, in modo da poter ricercare eventuali correlazioni genotipo-fenotipo utili per una piu’ appropriata valutazione diagnostica e prognostica.

METODI

95 pazienti con una diagnosi clinica di LCA sono stati selezionati per questo studio in tre diversi centri clinici italiani. L’analisi mutazionale sul DNA genomico di questi pazienti e’ stata effettuata utilizzando un microchip, basato sulla tecnica di estensione di singolo nucleotide (APEX), che permette analizzare simultaneamente piu’ di 400 mutazioni note nei geni responsabili di LCA o di gravi forme di degenerazione retinica. Tutte  le variazioni di sequenza identificate con il microchip sono state successivamente confermate tramite sequenziamento diretto di prodotti di PCR (reazione a catena della polimerasi).

Successivamente i pazienti in cui l’analisi di microchip ha rivelato la presenza di mutazioni in eterozigosi in uno dei geni analizzati, sono stati sottoposti all’analisi completa del gene nel quale la prima mutazione é stata identificata.

Inoltre, poiché il microchip utilizzato é in grado di identificare unicamente mutazioni già note, tutti i pazienti risultati negativi all’analisi di microchip sono stati sottoposti ad uno screening completo dei geni RPE65, CRB1 e AIPL1 alla ricerca di eventuali nuove mutazioni.

Queste ultime due analisi sono state eseguite con l’ausilio della metodica della cromatografia liquida ad alta prestazione (dHPLC), e tutti i prodotti che mostravano un profilo dHPLC differente da un campione di controllo, sono stati sottoposti a sequenziamento diretto.

Infine, abbiamo analizzato il gruppo di pazienti per mutazioni nel gene CEP290, a cui recenti lavori attribuiscono il 20% dei casi di LCA. 

RISULTATI

L’approccio integrato utilizzato in questo studio, ci ha permesso di identificare 48 variazioni di sequenza potenzialmente responsabili del fenotipo LCA in 27 dei 95 pazienti analizzati (28%). Di questi 27 pazienti, 21 si presentano omozigoti o doppi eterozigoti per le mutazioni riscontrate, mentre in sei pazienti non é stato possible identificare la seconda mutazione, anche in seguito allo screening completo del gene per dHPLC e sequenziamento.. In totale, abbiamo identificato 31 diverse mutazioni, di cui 19 gia’ precedentemente descritte e 12 nuove mutazioni: tre in CRB1, due in GUCY2D, due in RPE65, una in AIPL1 e quattro in CEP290. Non abbiamo riscontrato invece alcuna mutazione nei geni RPGRIP1, CRX, MERTK e LRAT.

Qui di seguito, riassumiamo i risultati molecolari ottenuti divisi gene per gene. 

RPE65. Otto dei pazienti analizzati (8,4%) presentano mutazioni in RPE65: tre di essi sono doppi eterozigoti, e i rimanenti cinque sono omozigoti (Tabella 1). Inoltre abbiamo identificato due nuove mutazioni in questo gene:  la prima è una delezione di due basi, che determina uno scivolamento del codice di lettura della proteina  in posizione 146 (p.146fs), seguito dalla terminazione prematura della proteina in posizione 156; la seconda é un mutazione missenso che riguarda l’amminoacido in posizione 313 (p.H313R)  rappresentato da residuo di istidina altamente conservato nei vertebrati.

CRB1. Siamo stati in grado di identificare mutazioni nel gene CRB1 in sette pazienti (7,4% del totale). Solo quattro di essi presentano due mutazioni (due omozigoti e due doppi eterozigoti), mentre nei rimanenti tre casi non é stata trovata la seconda mutazione, anche dopo l’analisi completa del gene. Abbiamo identificato due nuove mutazioni in CRB1: la p.438Y e la p.R1361H. 

AIPL1. In questo gene sono state trovate mutazioni in tre pazienti (3,2%):  uno di questi é omozigote, il secondo doppio eterozigote, mentre l’ultimo presenta solo una mutazione in eterozigosi. Nel paziente doppio eterozigote, siamo riusciti ad identificare una nuova mutazione, la p.R270H, relativa ad un residuo amminoacidico altamente conservato nella scala evolutiva.

GUCY2D. In questo gene abbiamo trovato variazioni di sequenza potenzialmente patogenetiche in cinque pazienti (5,2%). Tre di questi pazienti si presentano omozigoti, mentre negli altri due non é stato possible identificare la seconda mutazione. Abbiamo identificato due nuove mutazioni in questo gene, e cioé p.R795Q (in omozigosi) e p.L325R (in eterozigosi). Tali mutazioni rappresentano varianti alleliche delle mutazioni missenso precedentemente descritte R795L e L325P.

CEP290. Dei 95 pazienti analizzati quattro (4,2%) dei pazienti analizzati hanno presentato la mutazione c.2991+1655A->G (C998X) in eterozigosi. L’analisi completa degli esoni codificanti di questo gene mediante dHPLC e sequenziamento diretto ci ha permesso di identificare in questi pazienti anche la seconda mutazione Queste ultime quattro mutazioni, rappresentate da p.H406fsX420 e p. V1680fsX1683 (mutazioni che causano lo scivolamento del codice di lettura) e dalle mutazioni nonsenso p.S189X e p.E1098X rappresentano tutte nuove mutazioni. 

In sintesi, i geni più frequentemente responsabili di LCA sono risultati essere in Italia RPE65 (8,4%) e CRB1 (7,4%), seguiti da GUCY2D (5,2%), CEP290 (4,2%) e AIPL1 (3,2%). Nel 71,9% dei pazienti analizzati non sono state trovate mutazioni.

CONCLUSIONI
Riteniamo che il presente studio possa apportare maggiori informazioni per una migliore valutazione genetico-clinica dei pazienti con LCA e per una più efficiente identificazione di pazienti che potrebbero potenzialmente beneficiare di  futuri approcci di terapia genica.

