Anomalie Urinarie Isolate ed evoluzione

verso IRC in padre e figlia :

discussione di un caso clinico.

Sintomi renali comuni come possibili indicatori di malattie rare
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Anomalie Urinarie Isolate

Presenza anomala , _ _
Ji Microscopic hematuria
sostanze nelle urine,
potenzialmente indicative
di
un danno renale acuto o cronico
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Spezio urinario
Con

Capillari loops e e AKEERS =N LTI EN . RT . A “4 | .
Il corpo dei pododciti & & - e ART T X AN S a4 5 A - - Endotelio

Processi pedicellari
Che abbracciano
| capillari

Bartlett S C; Annu Rev Physiol , 78; 437- 461; 2016




Aderenza fra i
processi pedicellari

Luminal view

Koichiro Ichimura Scientific Reports 2015



Slit diaphragm

giunzione intercellulare
copre | pori di filtrazione

|

Grahammer F, Nature Reviews Nephrology 2016
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Cellula mesangiale

In diretto contatto con
le cell.Endoteliali

separate dai Podociti
dalla Membrana Basale

cui Ssono connesse
negli angoli paramesangiali




Situate fra i capillari
immerse nella loro matrice

(Collegene IV - V, laminina, proteoglicani, fibronectina)

Cellula mesangiale
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Tubulo prossimale

Cellule

Mesangiali

Arteriola Slit Diaphragm : nefrina ed altre proteine

efferente Podocita

Processi
pedicellari

Andres HJ, Nat Rev Immunol 2023
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Caso Clinico: Padre

Nei frustoli processati per la microscopia ottica erano present
11 glomeruli di cui uno scleroialinosico; 1 rimanenti
mostravano
Cul si associavano iniziali
e quadri di
. Erano inoltre evidenti cospiqui ispessimenti fibrosi
circonferenziali capsulari e periglomerulari. L’
parvicellulari con associati
quadri d ed
Alcune arteriole
preglomerulari mostravano infine ispessimenti ialinosici
parietali. Le Indagini di immunofluorescenza (4 glomeruli
valutabili) sono risultate negative, escludendo cosi una

lesione di tipo immunologico.



Caso Clinico: Padre

Nell’ insieme | dati clinici, istologici e di imaging radiologico orientano

verso un danno prevalentemente

che non alterano la forma e la dimensione dei reni;
potrebbe trattarsi di una forma di malattia cistica della midollare
ad estrinsecazione nell’ adulto.
Purtroppo la assenza di informazioni sugli ascendenti limita molto la
precisazione diagnostica che resta a livello di sospetto;

| dati istologici nella loro aspecificita se presi singolarmente sono

infatti nel loro insieme solamente suggestivi.

2001

Un ulteriore sforzo diagnostico dovrebbe essere effettuato studiando i

del paziente (esame urine ed ecotomografia renale).
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Caso Clinico: Figlia

Creatinina 0.8 —> 1.2 mg/dl




Caso Clinico: Figlia

Frustoli agobioptici di tessuto renale nei quali si contano
complessivamente, a seconda dei livelli e delle sezioni
esaminate, 19 glomeruli, di cui 3 sclerotici globalmente.

| rimanenti mostrano

Un solo
glomerulo mostra una segmentale minima area di
sclerosi del flocculo. L'interstizio € sede di focali minime
aree di fibrosi con qualche isolata atrofia tubulare. Nulla
di rilevante a carico del compartimento vascolare.

Le indagini di immunofluorescenza diretta, condotte su
frustolo criopreservato contenente 4 glomeruli, sono
risultate negative.

2020 Conclusioni: nel complesso il quadro morfologico e di
immunofluorescenza mostrano
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Caso Clinico




Anomalie Urinarie

Caso Clinico Assottigliamento della GBM

Area di sclerosi segmentaria

Figlia

Irregolarita della membrana
basale tubulare
con focale slaminamento

E presenza di bread crumbs
Tra le laminazioni

2020
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Caso Clinico: Padre e Figlia

Test genetico

ISTITUTO
GIANNINA GASLINI

per fa cura, difesa ed assistenza
dell” infanzia ¢ della fanciullezza

UOSD Laboratorio di
Nefrologia Molecolare
Corridoi Edificio 12
Largo G. Gaslini, 5
16148 - Genova

Tel.: (+39)-010-5636 3521
Fax: (+39)-010-395214
E-mail:
labnefro@gaslini.org

A chi di competenza

Premessa.

Nell'ambito dello studio di ricerca sulla genetica della malattia renale cronica ab-
biamo ricevuto dal Dr. Giuliano Boscutti di Udine un nucleo familiare da sottoporre
ad analisi di Next Generation Sequencig tramite pannello di geni associati a
proteinuria/ematuria.

Metodologia:

Analisi tramite Next Generation Sequencing

Amplificazione dei campioni tramite PCR (lonAmpliseq Design)
Analisi su piattaforma Ion-Torrent PGM

Analisi Bioinformatica tramite software lonReporter e VarAft.
Conferma delle varianti filtrate con sequenza Sanger

Risultati
Campione analizzato:

Data arrivo campione:

DNA estratto da: sangue periferico

N° DNA #2517

Geni analizzati: ACTN4, COL4A3, COL4A4, COL4A5, INF2, MYO1E, NPHS1, NPHS2,
PLCE1, TRPC6, WT1,

Coverage ottenuto superiore al 98.0% a profondita minima 50X

Il filtraggio delle varianti ottenute con i database di controllo (gnomAD con fre-
quenza <o = allo 0.001) ha evidenziato una singola variante presente sul gene
COL4A5 (NM_000095): c.22 : .

L'analisi bioinformatica della variante ha permesso la classificazione ACMG quale:
probabilmente patogenetica.

L'analisi di segregazione tramite sequenza Sanger ha evidenziato come la variante
sia stata ereditata, allo stato eterozigote, dalla figlia
dob30.06.1984) affetta da microematuria e IRC di grado lieve.

Si conferma che la presenza della variante p.Gly740Arg sul gene COL4A5 é confacen-
te con il sospetto clinico di sindrome di Alport di tipo 1 (X-linked) (OMIM
#301050).

¥/ Gian Marco Ghiggeri

'I P Gian Marco
. Aln—=esnanssbile
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Biopsia renale
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Perché ci sono diverse forme di malattie renali genetiche ad esordio nell’adulto

Alessandra Marega
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La Sindrome di Alport
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Eason
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Severita Malattia
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C’era una volta ...

HEREDITARY FAMILIAL CONGENITAL
HAEMORRHAGIC NEPHRITIS.,

BY
A. CECIL ALPORT, M.D.Ep., M.R.C.P.Loxp.,

MEDICAL UNIT, §T. MARY’S HOSPITAL, PADDINGTON.

Tue question of heredity as an etiological factor in
nephritis has been studied and reported upon from time
to time. Fortunately the condition is rare, and the litera-
ture shows only half a dozen families affected in this way.
As far back as 1875 Dickinson® published a family tree
showing eleven cases of albuminuria in a total of sixteen
persons in three generations. Attlee,® Guthrie,® and later
Hurst,* Pel,® and Kidd,® and Eason, Malcolm Smith, and
Buchanan’ have also described the disease and noted its
familial and hereditary tendency. .

The cases which have come to my notice belong to a later
generation of the series studied by Leonard Guthrie and
Hurst, and it is with this family I propose to deal.
Guthrie designated the condition * idiopathic or congenital
hereditary family haematuria,” and used the word ‘‘ hae-
maturia '’ rather than nephritis. He gave as his reasons
for this that it is ‘ persistent for many years, but may
vary in extent; liable to paroxysmal exacerbations with
influenzal-like symptoms; not marked by oedema, ascites,
or cardio-vascular disturbances; not due to uric acid or
oxalates, and is not accompanied by urine of low specific
gravity.”

The part of the same family described by Hurst showed
definite nephritis with low specific gravity of urine and the
presence of albumin, some blood, and granular and hyaline
casts; the blood pressure was increased, and towards the
end anaemia, cardio-vascular changes, and oedema were
marked features; these cases terminated in death from
uraemia, Hurst thus named the condition ‘° hereditary
familial congenital haemorrhagic nephritis,” and this
terminology is accurate for most of the affected members
of the later generations of the family.

Genealogical Tree (Hurst).

| | | | | 1 !
(DM, (2)M. (MF., F., F., F M.
aged 64, aed 54. died died as
aged 9. child.

A

| I I |
| AL (9 F., (10)M., QDM
aged 35, died died -
aged 19. aged 16.

| | | | | | |

@) F., (5) F., ¥., ©®F., (MF., M. (8M,
aged 42. aged 39. aged 37. aged 36. died died

| | | ' aged 24.  aged 4.

T | | | | | |
(2™, (Q3)F., (Q49F, (15 F. F., (16) M., M.,
aged 13,  aged 10. aged 17. aged 15. aged 12.

The genealogical tree is taken from Hurst’s study of the family
records, with the addition of the children of the third generation,

[ T Barrse = MAROH 19, 1927]
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Suggerisce I'eponimo
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1978
Nielsen

Famiglie
Alport
Con

Lenticono
Distrofie retiniche

L’istologia renale
in MO e IF
non era specifica

1972
Spear

Esalta il ruolo
della ME
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HEREDITARY FAMILIAL CONGENITAL
HAEMORRHAGIC NEPHRITIS.,

BY
A, CECIL ALPORT, M.D.Ep.,, M.R.C.P.Loxp,,

MEDICAL UNIT, ET. MARY'S HOSPITAL, PADDINGTON.

Tue question of heredity as an etiological factor in
nephritis has been studied and reported upon from time
to time. Fortunately the condition is rare, and the litera-
ture shows only half a dozen families affected in this way.
As far back as 1875 Dickinson® published a family tree
showing eleven cases of albuminuria in a total of sixteen
persons in three generations. Attlee,® Guthrie,” and later
Hurst,* Pel,* and Kidd,* and Eason, Maleolm Smith, and
Buchanan® have also described the disease and noted its
familial and hereditary tendency. _ . _

The cases which have come to my notice belong to a later
generation of the serics studied by Leonard Guthrie and
Hurst, and it iz with this fammly I propose to deal.
Guthrie designated the condition * idiopathic or congenital
hereditary family haematuria,’”” and used the word ** hae-
maturia '’ rather than nephritis. He gave as his reasons
for this that it is ‘' permstent for many years, but may
vary in extent; liable to paroxysmal exacerbations with
influenzal-like symptoms; not marked by oedema, ascites,
or cardio-vascular disturbances; not due to uric acid or
oxalates, and is not accompanied by urine of low specifie
gravity.”

The part of the same family deseribed by Hurst showed
definite nephritis with low specific gravity of urine and the
presence of albumin, some blood, and granular and hyaline
casts; the blood pressure was increased, and towards the
end anaemia, cardio-vascular changes, and ocedema were
marked features: thess eases terminated in death from
uraemia. Hurst thus named the condition ‘' hereditary
familial congenital haemorrhagic nephritis,” and this
terminology is accurate for most of the affected members
of the later generations of the family,

Genealogical Tree (Hurst ).

1 | I ] | T 1
1] :.Il (BHAM, (BF, F. F.. F, F. M.
agad 64, nized 54, died | died
_| il 9. child,
F.
I ] I | 1
M, (F., OO, (1M,
pged 35, died died F.
aged 19. aged 16,
| | 1 | (R ]
(4} F.. (5 F., F.. EBIF, (MF., M (8M,
aged 42, aged 39, aged 37. aged 36. died died
l I I 1 ngod 24, aged 14.
! | i | | | |
M, OUBF, (MF (05 F. F.. (M., M.,
aged 13, aged 10, mged 17, aged 15, aged 12
The genealogical tree is taken from Hurst's study of the family
records, with the addition of the children of the third generation,

Molti Autori

Definiscono
Sindrome di Alport
un
Gruppo clinicamente
eterogeneo

1961 1978
Williamson Nielsen /ﬂ
1989 ... Cosi Facilitato

Suggerisce leponimo Famiglie i Flinter et all

Sindrome di Alport  Alport - Studi genetici di linkage
Con Definiscono
@ Sindrome di Alport Scoperto 1° Locus
un Nel braccio lungo
Gruppo clinicamente Cromosoma X
omogeneo 1088

Lenticono
Distrofie retiniche

[ quattro Criteri diagnostici per identificare la Sindrome di Alport:
1 Familiarita per ematuria, IRC o entrambe

2 Alterazioni GMB alla ME

3 Segni oftalmici: lenticono, macchie maculari

4 Sordita neurosensoriale toni alti

Tue Burrsm  MARCH 10, 1027] Almeno 3 dei 4 criteri

MEDICAL JOURNAL
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HEREDITARY FAMILIAL CONGENITAL
HAEMORRHAGIC NEPHRITIS.,

BY
A, CECIL ALPORT, M.D.Ep., M.R.C.P.Loxp,,

MEDICAL UNIT, BT. MARY'S HOSFITAL, PADDINGTON.

Ture question of heredity as an etiological factor in
nephritis has been studied and reported upon from time
to time. Fortunately the condition is rare, and the litera-
ture shows only half a dozen families affected in this way.
As far back as 1875 Dickinson® published a family tree
showing eleven cases of albuminuria in a total of sixteen
persons in three generations. Attlee,® Guthrie,® and later
Hurst,* Pel,* and Kidd,* and Eason, Maleolm Smith, and
Buchanan® have also described the disease and noted its
familial and hereditary tendency. . . )

The cases which have come to my notice belong to a later
generation of the series studied by Leonard Guthrie and
Hurst, and it is with this fammly I propose to deal.
Guthrie designated the condition * idiopathic or congenital
hereditary family haematuria,’”” and used the word *‘ hae-
maturia ** rather than nephritis. He gave as his reasons
for this that it is ‘' persistent for many years, but may
vary in extent; liable to paroxysmal exacerbations with
influenzal-like symptoms; not marked by oedema, ascites,
or cardio-vascular disturbances; not due to uric acid or
oxalates, and is not accompanied by urine of low specific
gravity."

The part of the same family described by Hurst showed
definite nephritis with low specific gravity of urine and the
presence of albumin, some blood, and granular and hyaline
casts; the blood pressure was increased, and towards the
end anaemins, cardio-vascular changes, and oedema were
marked features; these cases terminated in death from
nraemia. Hurst thus named the condition *° hereditary
familial congenital haemorrhagic nephritis,”! and this
terminology is accurate for most of the affected members
of the later generations of the family.

tencalogical Froe { Hurst ),

| 1 | | | | |
M., (@M (F., F., F. F, M.
agad &4, mited 54, died died a
i | aged 9. child,

| ] |
M, @ P, (0 M., (1M,

aged 15, died died
aged 19. aged 16,

I |
4) F., 5 F., F.. & F.,
aged 42, aged 39,

! | I | | | |
naM, ABF, (Q40F 05F F., (16 M., M
B

aged 15, aged 10, nged 17. aged 15, aged 12.
The genealogical tree is taken from Hurst's study of the family
records, with the addition of the children of the third generation,
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Proposto il termine di “Alport Spectrum”
Per definire i pazienti con Varianti Col 4 A
(Daga EuropeanJHGenet, 2022)

1960-1988
Molti Autori

Definiscono
Sindrome di Alport
un
Gruppo clinicamente
eterogeneo

Suggerisce I'eponimo Famiglie A

Sindrome di Alport Alport
Con

D

Lenticono
Distrofie retiniche

MARCH 19, 1027]

E questo € un paradigma
delle malattie genetiche:
quando il locus e sconosciuto:
I primi studi usano dei fenotipi
Ben definiti (4 Criteri Alport)
Per rendere minima la
I'eterogeneita genetica;

E poi
Quando un gene ¢ implicato,
I'eterogeneita del fenotipo
Associato alle varianti del gene
Si rivela
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COL4A5 pathogenic variant pathogenic variant Two COL4A3/4 pathogenic variants




Glomerular endothelial celll GBM disorders Maesangial Podocytary slit diaphragm Subendothelial/subepithelial = Others

layer deposits disorders deposit
ANCA Primary IgAN MYHD9 disease Primary GN WRN
Endocapillary Alport HSP Fabry disease MBP SCD
TBMD Endocapillary
HANAC Crescentic
? LPHS
Secondary GN
Secondary SLE
Anti-GBM disease Cryoglobulinemia
C3 glomerulopathy
CFHRb5 nephropathy Fibrillar deposit
Fibronectin
Fibrillary

Yuste C World J Nephrol 2015 May 6; 4(2): 185-195 Immunotactoid




microscopica prevede un'anamnesi accurata e un
esame obilettivo per escludere diverse cause comuni,
tra cui infezioni del tratto urinario, calcoli renali e
mestruazioni.

Gli indizi che indicano I'ematuria glomerulare
iIncludono globuli rossi dismorfici o acantociti, cilindri
eritrocitari, riduzione della velocita di filtrazione
glomerulare (GFR) e/o proteinuria



Sedimento urinario

EMAZIE EUMORFICHE

EMAZIE DISMORFICHE

Dismorfiche Acantociti Cilindri



Risk of CKD Following Detection of Microscopic Hematuria

Design Analysis Results

Microscopic hematuria: N : 5
>5 red blood cells/HPF Multivariable-adjusted HR (95% CI)

Retrospective Cohort l for incident CKD

Measurement at 2 consecutive ‘ No Hematuria \ ‘ Regressed \ ‘ Developed \ ‘ Persistent \

;!‘7. visits:
& « No hematuria at both visits
N =232,220 ii + Hematuria followed by no

Study

healthy adults who hematuria Women Ref 1.38 2.52 3.92
received regular health - No hematuria followed by (0.89-2.13)  (1.86-3.41)  (2.88-5.34)

exams in South Korea hematuria
. . 2.80 4.44 8.34
. P tent h t
bl tibdl Ven Ref (1.78-4.40) (3.18-6.18) (5.92-11.74)

CKD: GFR <60 mL/min/1.73 m?

Qﬂ e The association was stronger in men than in women
4.8 years of follow-up or proteinuria

CONCLUSION: Men and women with microscopic hematuria, especially
persistent hematuria, may be at increased risk of CKD.

Yoo Jin Um, Yoosoo Chang, Yejin Kim, et al AJ KD

@AJKDonline | DOI: 10.1053/j.ajkd.2022.09.012

Uno studio di coorte retrospettivo pubblicato da Um, indaga I'associazione tra ematuria microscopica e incidenza di
malattia renale cronica (MRC) ; il risultato principale e stata una forte associazione tra ematuria microscopica e
incidenza di MRC.

Tra i principali punti deboli figura l'utilizzo della proteinuria con dipstick, senza quantificazione, come parametro surrogato per
la MRC incidente, che potrebbe aver portato a un tasso di MRC incidente superiore al previsto
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contenute nella presente pubblicazione
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Figura 8: Criteri di invio del paziente !1

Caratteristiche dei pazienti da inviare al nefrologo.

a) pazienti con primo riscontro di cVFG=30 mL/min
b) pazienti con cVFG 30-60 mL/min e almeno una delle seguenti condiziom:
® diabete mellito
® progressivo peggioramento della funzionalita renale in tempi brevi (nduzione del cVFG= 15% in 3 mes1)

pazienti con anomalie urinane pers.istenti: (es. protemnuria 1solata o associata a mucroematuna) € 1 diabetici con

d) pazienti con alterazioni all'imaging renale’ (in particolare per pazienti con diabete, ipertensione, malattie CV
¢/0 con quadro rapidamente evolutivo delle alterazioni funzionali)

Caratteristiche dei pazienti da non inviare al nefrologo.

a) le persone anziane (eta > 70 anni) con la sola riduzione del VFG (< 80 mL/min) e senza altre anomalie urinarie
o senza alteraziom morfologiche/strutturali der rem. o altn fatton di nschio. Questi soggetti non hanno
necessariamente una Malattia Renale Cronica; in questi casi 1a nduzione del VFG puo niflettere il declino della
funzione renale legato all'eta. di cui occorre tenere conto soprattutto nella prescrizione di farmaci per non
creare sovradosaggi ed effetti tossici.

Le persone con ipotrofia-agenesia renale (vedi nota 3 sotto) e con VFG =60 mL/min senza anomalie urinane e

senza alm fattori di nischio. Anche in questo caso occorre fenere presente la condizione di reme unico
soprattutto nella prescrizione di farmaci

Note Aggiuntive:

qualora si1 niscontri per la prima volta una nduzione del VFG stumato /o un alterazione della microalbuminunia, o
della protemuna o del rapporto albunununa/creattmnuna. € opportuno nicontrollare tale dato nell arco di circa 3
mesi.

! Le anomalie urinarie persistenti isolate o in associazione tra loro da considerare sono:

o proteinuria > 0.5 gr/die nei soggetti non diabetici e microalbuminuria nei diabetici
o ematuna (mucro- o macro) di ongine glomerulare, cioé dopo aver escluse le cause urologiche. con
qualsiasi grado di protemmuna.

B i e T e Tt e et

renali bilaterali in giovani o giovani adulti, cisti complex, asimmetria dei reni, riduzione di volume o dello spessore
corticale, cicatrici corticali. ipotrofia-agenesia renale. reflusso vescico ureterale. Vanno escluse le forme di
competenza piu propnamente urologica (es neoplasia.)

5.2 Valutazione dell'evolutivita della MRC

L'evolutivita di una nefropatia legata alla progressiva riduzione della funzione renale, non dipendente dalla naturale
perdita di funzione renale correlata all'invecchiamento (riduzione del GFR pari a circa 1 ml/min/anno dopo i 40 anni),
pud essere considerata clinicamente significativa quando la velocita di riduzione del GFR & superiore a 5
ml/min/1.73m? per anno o 10 ml/min/1.78m?in 5 anni.

E' consigliabile quindi valutare 'andamento nel tempo del GFR per valutare |'eventuale progressione. La necessita di
terapia renale sostitutiva nell'arco della vita del paziente pud essere estrapolata dalla velocita di riduzione del GFR
osservata.

Altro aspetto rilevante, oltre al GFR, in termini di progressione del danno renale e di comparsa di comorbidita (in
particolare cardiovascolari) & la presenza e I'entita della perdita di proteine, in particolare di albumina, con le urine. La
proteinuria non & solo 'effetto di un danno renale legato a diversi tipi di nefropatia ma & essa stessa un fattore

" Documento di indirizzo per la malattia renale cronica, 2014 - Ministero della Salute, p. 17.
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