Progetto di Ricerca Finalizzata del Ministero della Salute 2003-2005: 

Compromissione neurologica e sistemica nelle Distrofie Retiniche ereditarie: nuovi orientamenti diagnostici  e genetici. 

Responsabile Scientifico Prof. E. Fazzi (IRCCS- C. Mondino, Pavia)
Le distrofie retiniche ereditarie sono un gruppo eterogeneo di malattie rare, ad esordio in età evolutiva, e andamento in genere progressivo. L’incidenza di queste malattie, soprattutto nella popolazione italiana, è ancora poco nota. 

Nei quadri clinici ad esclusivo coinvolgimento retinico, si osservano varie forme in relazione al pattern di interessamento dei fotorecettori ed alle anomalie strutturali o funzionali delle proteine del ciclo visivo, cui corrispondono numerosi difetti genici, solo in parte noti. Fra i quadri clinici in cui l’interessamento retinico si associa a quello di altri organi o apparati alcuni meritano particolare attenzione per l’età di insorgenza, per l’overlapping fra gli aspetti oftalmologici, neurologici e sistemici, per l’incerto inquadramento nosografico, soprattutto in relazione agli sviluppi della ricerca genetica. 

Le  Ceroidolipofuscinosi neuronali sono patologie da tempo note clinicamente caratterizzate da distrofia retinica e degenerazione cerebrale. I recenti progressi compiuti nella caratterizzazione genetica e biochimica hanno portato ad una nuova classificazione sulla base del locus genico coinvolto. Tuttavia molto lavoro resta ancora da fare, sia perché i geni  coinvolti sono ancora in parte sconosciuti, sia perché la correlazione fra il genotipo ed il fenotipo clinico-neurofisiologico, ultrastrutturale e biochimico non è ancora del tutto definita.

Obiettivi del programma generale di ricerca

1) Raccolta di un numero consistente di distrofie retiniche ereditarie al fine di fare una stima dell’incidenza di queste malattie rare sul territorio nazionale;

2) coordinamento di gruppi policentrici nazionali per la diagnosi e la presa in carico di pazienti con diverse forme di distrofie retiniche (es. amaurosi congenita di Leber, sindromi oculo-cerebello-renali e nefronoftisi, ceroidolipofuscinosi neuronali, ecc);

3) messa a punto di un protocollo multidisciplinare per la diagnosi delle varie forme di distrofia retinica che comprenda gli aspetti oftalmologici, neurologici, neuroradiologici, sistemici, biochimici, genetici che consenta una più precisa caratterizzazione clinica dei pazienti e l’individuazione di soggetti a rischio di sviluppare patologie sistemiche; 

4) caratterizzazione genetica delle differenti forme di distrofie retiniche;

5) studio di correlazione genotipo-fenotipo almeno per alcune delle distrofie retiniche oggetto dello studio.

Risultati attesi

1. stima dell’incidenza delle principali distrofie retiniche  sul territorio nazionale 

2. messa a punto di protocolli diagnostici (clinici e genetici) e di schede di segnalazione di casi

3. ricerca ed identificazione di nuovi loci genici e/o mutazioni patogenetiche

4. identificazione di possibili strategie di neuroprotezione in modelli di neurodegenerazione della via visiva

5. pubblicazioni scientifiche, presentazioni e organizzazione di convegni specifici

Trasferibilità

Fornire al SSN dati epidemiologici, nuovi dati genetici e trasmettere protocolli diagnostici e di individuazione e segnalazione di nuovi casi utili per registro malattie rare. Sensibilizzare medici di base sulle nuove frontiere aperte da queste patologie rare e ancora poco conosciute nel SSN. 

Sottoprogetto di Ricerca dell’Unità di Medicina Molecolare, Ospedale Bambino Gesù, Roma: 

LE CEROIDOLIPOFUSCINOSI NEURONALI

Le Ceroidolipofuscinosi neuronali (NCL, neuronal ceroidolipofuscinosis) sono un gruppo eterogeneo di malattie neurodegenerative autosomiche recessive caratterizzate da progressiva perdita della capacità visiva in età pediatrica, distrofia retinica, crisi epilettiche farmaco-resistenti, e deterioramento psicomotorio. Le NCL si differenziano per l’accumulo di materiale autofluorescente in tessuti nervosi e non, tra cui leucociti e fibroblasti cutanei. L’analisi ultrastrutturale di tali inclusioni, insieme alla presentazione clinica ed all’età d’esordio, ha permesso di differenziare le NCL in forma infantile (INCL), tardo infantile (LINCL) e giovanile (JNCL). Per quanto da tempo note clinicamente, solo di recente sono stati fatti progressi nella caratterizzazione genetica e biochimica di queste malattie e ciò ha portato ad una nuova classificazione sulla base del locus genico coinvolto. Ad oggi sono stati clonati 6 geni - su 8 forme note (CLN1-CLN8) - di cui due codificano per enzimi solubili lisosomiali: CLN1 (1p32) per la palmitoil tioesterasi 1 (PPT) e CLN2 (11p15.5) per la tripeptidil-peptidasi 1 (TPP1). Gli altri quattro geni CLN3 (16p12.1), CLN5 (13p22), CLN6 (15q22) e CLN8 (8p23) codificano per proteine a funzione ignota. 

L’incidenza di NCL è particolarmente alta nel Nord Europa e negli Stati Uniti (6:100.000 nati vivi) mentre in Italia l’incidenza cumulativa nel periodo 1974-1984, è risultata 0.56:100.000 nati vivi. Tale valore appare una sottostima poichè numerose segnalazioni sono giunte successivamente a questa indagine. E’ quindi evidente che la frequenza delle alterazioni genetiche nelle NCL italiane è ignota. Attualmente il nostro laboratorio è l’unico centro in Italia dove vengano effettuate analisi molecolari di NCL consentendo l’identificazione di diversi casi associati con mutazioni in CLN1-3. 

Gli obiettivi del sottoprogetto intendono rispondere alle seguenti domande: 

(i) portata epidemiologica delle NCL in Italia; 

(ii) frequenza relativa delle diverse forme NCL; 

(iii) presenza di mutazioni comuni; 

(iv) identificare correlazioni genotipo-fenotipo.  

Il progetto seguirà i seguenti step logici: 

1) identificazione dei pazienti candidati per NCL, creazione di una scheda clinica con raccolta delle informazioni riguardanti le manifestazioni cliniche, l’età d’esordio, il risultato dell’esame morfologico ultrastrutturale, e albero genealogico; creazione di un database informatico per valutare la frequenza delle varie forme CLN in Italia. Studi epidemiologici condotti dalla European Concerted Action - NCL sembrano, infatti, indicare una diversa espressione dello spettro delle NCL nei differenti Paesi. Le forme LINCL sembrano prevalere in Polonia ed essere invece rare in Svezia e Olanda; le forme JNCL rappresentano la maggioranza dei casi in Belgio, Svezia, Olanda e Gran Bretagna mentre le INCL prevalgono in Finlandia. Negli Stati Uniti, dove c’è un’alta incidenza di queste malattie, la JNCL sembra essere la forma più frequente.

2) caratterizzazione biochimica dei pazienti NCL mediante la determinazione routinaria dell’attività enzimatica della PPT (codificata dal gene CLN1) e della proteasi pepstatina-insensibile, TPP-I (codificata dal gene CLN2) in quei pazienti nei quali l’inquadramento clinico-morfologico, svolto presso i centri consociati, indirizzi verso INCL e LINCL, rispettivamente. 

3) caratterizzazione genetica dei pazienti INCL e LINCL, e forme varianti, mediante analisi molecolare dei geni CLN1, CLN2, CLN5, CLN6 e CLN8 utilizzando metodiche rapide ed affidabili (SSCP e/o DHPLC) nonchè sequenza nucleotidica diretta (sistema ABI377, Applied Biosystems). Le indagini molecolari saranno indirizzate su un gene piuttosto che sull’altro sulla base dei risultati biochimici: ad esempio analisi molecolare del gene CLN1 nei pazienti con ridotta attività enzimatica di PPT; analisi molecolare del gene CLN2 nei pazienti con deficit enzimatico di TPP-1; analisi molecolare del gene CLN5 e CLN6 nei casi tardo infantili negativi per alterazioni del CLN2. 
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