Tre articoli pubblicati recentemente su Nature riportano i risultati del sequenziamento dell’esoma in individui affetti da autismo.
Questo tipo di studio consiste nell’utilizzare le nuove tecnologie di sequenziamento del DNA, per analizzare quella porzione del genoma che codifica per proteine, ovvero “esoma”, l’insieme di tutti gli esoni. I tre studi appena pubblicati comprendono l’analisi di circa 600 di famiglie, anche se studi analoghi sono tuttora in corso, con la prospettiva di ottenere nel prossimo futuro gli esomi di migliaia di casi.

http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature11011.html
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature10945.html
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature10989.html
Il primo studio deriva da una collaborazione tra i ricercatori di 6 istituzioni (Broad Institute, Massachusetts General Hospital, Baylor College of Medicine, Mount Sinai School of Medicine, Vanderbilt University, University of Pennsylvania, Carnegie Mellon University, University of Pittsburgh) coordinati da Mark Daly.
Il secondo studio è coordinato da Matt State della Yale University, ed il terzo da Evan Eichler della University of Washington.
Tutti tre gli studi hanno usato lo stesso approccio, cioè il sequenziamento dell’esoma mirato ad identificare un particolare tipo di varianti genetiche, le mutazioni de-novo, cioè quelle che insorgono spontaneamente nel figlio e non sono presenti nei genitori. In totale sono state studiate più di 600 famiglie “simplex” ossia con autismo sporadico, senza una precedente storia familiare di autismo. Sono stati sequenziati gli esomi dei due genitori e del figlio affetto da ASD, oltre che quello di 250 fratelli/sorelle non affetti, che hanno fornito un controllo interno per identificare le mutazioni specifiche dell’autismo. 
L’ipotesi di partenza era che in questo tipo famiglie le mutazioni de-novo possano avere un ruolo più importante rispetto alle famiglie “multiplex” (in cui sono presenti almeno 2 casi di autismo). 

Il vantaggio di concentrarsi sulle mutazioni de-novo deriva dal fatto che il numero di varianti del DNA potenzialmente patologiche che sono presenti in un individuo (affetto o non affetto) è molto elevato (in un singolo esoma in media sono presenti qualche centinaia di varianti non-sinonime nuove, cioè che alterano la sequenza proteica e non sono state mai osservate prima, non presenti nelle banche dati. L’elevato grado di eterogeneità genetica dell’autismo rende perciò molto difficile il compito di distinguere quelle patologiche dal background di varianti casuali. Restringere il campo a quelle de-novo, che sono meno frequenti e potenzialmente più deleterie di quelle ereditate (perché non soggette al filtro della selezione) può quindi aiutare a limitare il numero dei geni candidati ed identificare le varianti patologiche.
Studi precedenti si erano focalizzati sull’analisi di CNV (microdelezioni o duplicazioni di tratti di DNA abbastanza grandi) tramite tecniche di microarray. Da questi studi è risultato evidente che un gruppo di numerosi ed eterogenei CNV,  de novo o ereditati ma molto rari, hanno un ruolo importante nell’eziologia genetica dell’autismo. Alcuni studi (ma non tutti) hanno rilevato una maggiore frequenza di CNV de-novo in famiglie simplex. In generale i dati basati su CNV hanno messo in risalto la natura estremamente eterogenea dell’autismo, stimando la presenza di centinaia di loci indipendenti. Inoltre, è risultato che alcuni dei CNV ricorrenti nell’autismo non sono completamente penetranti e conferiscono rischio per diverse condizioni neuropsichiatriche (deficit intellettivo, schizofrenia, epilessia).
Il limite dei suddetti studi basati su microarrays è che non è possibile rilevare le varianti del DNA più piccole, che coinvolgono 1 o poche paia di basi. Adesso, la sequenza dell’esoma permette di esaminare anche questo range di variabilità genetica.
I risultati ottenuti dai 3 studi sono molti simili per diversi aspetti.

Tutti e 3 hanno identificato un discreto numero di varianti de-novo non sinonime negli affetti (rispettivamente 176, 172, 181). Ma non è facile capire quali di queste sono collegate alla patogenesi dell’autismo. 
Innanzi tutto queste mutazioni de-novo si trovano quasi sempre in geni diversi, a conferma dell’elevatissimo grado di eterogeneità genetica nell’autismo. Nell’insieme dei 3 studi, soltanto 18 geni sono stati “colpiti” indipendentemente 2 volte da mutazioni de-novo in individui non imparentati.

Lo studio di Daly ha stimato che il tasso di mutazione negli individui affetti è appena un po’ più elevato rispetto all’atteso (0.92 per esoma). Negli studi di State e Eichler è stato inoltre possibile confrontare la frequenza delle varianti de-novo presenti nei probandi affetti con quelle nei fratelli non affetti. Mentre lo studio di State ha trovato un arricchimento di varianti de-novo non-sinonime nei probandi rispetto ai fratelli (125 vs 87), nello studio di Eichler la differenza del tasso di mutazione negli affetti e non affetti non è risultata significativa.
Allo scopo di individuare quali delle varianti de-novo siano implicate nell’autismo,  sono stati considerati i geni che contengono mutazioni de-novo indipendenti in individui non imparentati. Attraverso studi di simulazione, Daly e coll. hanno stimato che l’osservazione di 2 mutazioni indipendenti nello stesso gene è una buona indicazione di “colpevolezza”, ma non del tutto significativa. Mettendo insieme tutti e tre gli studi, sono stati identificati 18 geni con due mutazioni funzionali indipendenti, un numero solo leggermente maggiore di quanti ne sarebbero attesi in base al caso (11); nessun gene è  stato colpito tre volte o più. Considerando le mutazioni più deleterie però, le mutazioni nei geni SCN2A, KATNAL2 e CHD8, hanno una buona probabilità di essere realmente implicate nell’eziopatogenesi dell’autismo. A conferma di ciò Daly e coll. hanno sequenziato questi geni in altri 935 affetti e 870 controlli e hanno trovato ulteriori mutazioni in KATNAL2 e CHD8, oltre ad una ulteriore de-novo in SCN2A. Quest’ultimo codifica per un canale al sodio e risulta interessante in quanto precedentemente associato a varie forme di epilessia (da notare che i due individui con mutazioni de-novo che inattivano SCN2A non hanno sintomi epilettici).
Anche il gruppo di Eichler ha seguito un approccio simile, andando a cercare mutazioni nei loro migliori  6 geni candidati in un ulteriore campione di 1703 casi e 744 controlli e confermando il ruolo di GRIN2B, LAMC3 e SCN1A, geni precedentemente noti implicati nell’autismo, schizofrenia o epilessia.
I ricercatori hanno cercato di determinare poi se tutti i geni con mutazioni de-novo facciano parte di specifici network di proteine o se siano maggiormente collegati tra loro a livello funzionale. In questo senso i risultati ottenuti nei 3 studi sono un po’ diversi. Il gruppo di State non ha trovato significative interazioni con network di geni, mentre sia il gruppo di Daly che il gruppo di Eichler,  attraverso un’analisi delle interazioni proteina-proteina, hanno trovato che i geni con mutazioni de-novo sono significativamente interconnessi tra loro. E’ particolarmente interessante che nel network di geni identificato da Eichler fanno parte membri di vie del segnale fondamentali come quello di Wnt/beta-catenina e p53. Tra i geni più significativi c’è CHD8, un fattore che lega il DNA ed è implicato nella regolazione della conformazione della cromatina. Altre mutazioni sono state trovate anche in altri membri della famiglia CHD (CHD7 e CHD3, gene mutato nella CHARGE syndrome), aprendo nuove prospettive di ricerca riguardo al ruolo di questa famiglia di proteine. 
Infine tutti e 3 gli studi concordano nel fatto che il tasso di mutazione è leggermente maggiore nella linea germinale paterna rispetto alla materna, e mostrano una correlazione con l’età paterna (confermando studi precedenti che mostravano una correlazione tra maggiore rischio di autismo ed età paterna più avanzata)

In conclusione: questi studi confermano l’estrema eterogeneità genetica nell’autismo, con centinaia di geni coinvolti.  Il ruolo delle mutazioni de-novo nella patogenesi è più limitato di quanto era stato suggerito precedentemente.  I dati osservati indicano che il modello più plausibile è un modello oligogenico (comprendente 100 o piu geni) in cui sia varianti de novo che varianti ereditate rare contribuiscono a determinare la patologia. In molti casi queste varianti non sono necessarie e sufficienti per causare la patologia ma si possono combinare tra loro e con altri fattori di rischio.

Tutto ciò complica l’interpretazione dei risultati, infatti è evidente che l’osservazione di una singola mutazione de-novo in un paziente, anche se questa ha conseguenze gravi per la proteina codificata (loss of function), è insufficiente per implicare un ruolo patologico del gene. Tuttavia, nonostante il pattern di mutazioni de-novo osservate negli individui affetti non si discosti di molto da quello casuale e osservato nei controlli, in generale l’insieme dei geni colpiti da mutazioni de-novo non sembra essere random, infatti questi geni sembrano essere correlati tra loro biologicamente. 
Questi studi rafforzano l’evidenza di un ruolo patologico nell’autismo per alcuni geni precedentemente noti, come ad esempio SCN2A e SCN1A, codificanti per canali al sodio, ma identificano nuovi fattori di rischio mai implicati precedentemente, come CHD8 e le chromodomain helicases, e KATNAL2 codificante per una proteina simile alla Katanina p60, con un possibile ruolo nella migrazione neuronale e plasticità sinaptica, fornendo nuovi target di ricerca.
