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SOMMARIO
Razionale: Sebbene l’acalasia sia il disordine motorio esofageo meglio caratterizzato, la sua patogenesi è ancora poco conosciuta. Meccanismi genetici, infettivi e autoimmuni sono considerati come possibili cause. Fino ad oggi non sono state individuate associazioni significative tra varianti genetiche e sviluppo dell’acalasia idiopatica. 
Obiettivo: L'obiettivo di questo studio è raccogliere campioni di DNA di pazienti con acalasia idiopatica in diversi paesi europei per effettuare il primo studio di associazione sull’intero genoma che, analizzando la frequenza dei polimorfismi a singolo nucleotide (SNP), potrebbe consentirci di valutare il contributo dei possibili fattori genetici al manifestarsi della patologia.
Disegno dello studio: studio di associazione sull’intero genoma (GWA); studio caso-controllo; studio multicentrico.

Popolazione dello studio: almeno 600-1.000 pazienti italiani con acalasia idiopatica diagnosticata tramite manometria esofagea. 
· Il Centro di San Giovanni Rotondo, proponente e coordinatore dello studio, custodirà la banca del DNA e dei dati clinici. Aliquote anonime di DNA verranno dal nostro centro inviate all’ Institute of Human Genetics, University of Bonn, Bonn, Germania.
Introduzione e Razionale
L’acalasia è un complesso disturbo motorio caratterizzata dalla perdita delle contrazioni dell’esofago e dalla incapacità di rilasciamento dello sfintere esofageo inferiore determinando la mancata progressione del bolo alimentare nello stomaco durante la deglutizione e provocando una dilatazione dell'esofago e ristagno di materiale alimentare. Il sintomo principale è dato dalla disfagia, cioè dalla difficoltà di deglutire il cibo, che si accompagna quasi sempre a rigurgito di cibo non digerito e dolore al petto. 

L'acalasia è una malattia rara con una prevalenza di 1/10.000, senza differenze tra i due sessi. La massima frequenza si riscontra tra i 30 e i 50 anni, e un secondo picco di incidenza si può osservare nelle persone anziane. 
Sebbene il quadro istopatologico dell’acalasia è caratterizzato da un'anomala innervazione della muscolatura liscia dell'esofago e da una degenerazione dei plessi intramurali, i meccanismi che portano al danno neuronale rimangono sconosciuti. Fattori genetici, autoimmunitari e virali sembrano svolgere un ruolo molto importante, anche se non sono ancora disponibili evidenze concrete che dimostrino l’effettivo contributo di questi fattori 1. 
È stato ipotizzato che un insulto iniziale, probabilmente una infezione virale, scateni una cascata di eventi che conduce ad un quadro infiammatorio e al danno del plesso mienterico. Soggetti con una predisposizione genetica potrebbero sviluppare una risposta autoimmune determinando la produzione di autoanticorpi con conseguente infiammazione cronica e successiva distruzione dei neuroni inibitori 2, 3. Forme familiari di acalasia sono state descritte in numerosi studi 4, la maggior parte descrivono fratelli in età pediatrica e uno gemelli monozigoti. Sebbene sia improbabile che l’acalasia sia una patologia ereditaria, le forme familiari suggeriscono che possa esserci una predisposizione genetica che aumenti la suscettibilità alla malattia. Ultimamente stanno aumentando gli studi che supportano una causa genetica dell’acalasia, compresa l’associazione con altri disordini genetici tipo la sindrome di Down 5 e la malattia di Parkinson 6. Nonostante un recente lavoro collaborativo europeo (Spagna, Italia, Germania e Olanda), di cui il nostro centro ha fatto parte, analizzando 1.068 casi di pazienti acalasici e 4.424 controlli, ha determinato l’identificazione di tre mutazioni nel complesso maggiore di istocompatibilità come fattori di rischio genetico 7, non è stato ancora individuato il gene/locus che possa essere associato all’acalasia. Inoltre, data la bassa incidenza della patologia, per trovare una differenza significativa tra pazienti e controlli è necessario un numero elevato di pazienti acalasici.
Negli ultimi anni l’avvento di nuove tecnologie per l’identificazione di geni responsabili di patologie e la sempre crescente mole di informazioni sul genoma umano hanno consentito di condurre studi basati non più su un singolo gene ma sull’intero genoma umano. Recentemente si è resa disponibile una nuova metodologia chiamata “genome wide association study” (GWA) che utilizza chip costituiti da 1.000.000 polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) distribuiti sull’intero genoma che velocizza e potenzia gli studi di associazione caso-controllo, consentendo la valutazione di un’enorme numero di varianti genetiche. 
L'obiettivo di questo studio è raccogliere campioni biologici da centri italiani di pazienti con acalasia idiopatica per continuare le analisi genetiche nel Laboratorio di Ricerca Gastroenterologia dell’Ospedale Casa Sollievo della Sofferenza 8,9,10 (studi associazione caso-controllo, studi di gene expression)(Centro Coordinatore dello studio italiano) e per effettuare il primo studio di associazione sull’intero genoma in collaborazione con l’Institute of Human Genetics, University of Bonn, Bonn, (Germania). L’individuazione di geni/loci e pathway associati potrebbe consentirci di valutare il contributo dei possibili fattori genetici al manifestarsi della patologia.
Obiettivi dello Studio
Il progetto realizzato in collaborazione con i vari centri italiani prevede i seguenti obiettivi: 

A)
Costituzione di una banca di DNA di pazienti affetti da acalasia idiopatica in età adulta e pediatrica e dei loro genitori sani (trio) e di famiglie con più soggetti affetti
B)
Creazione di un data base con accurate informazioni fenotipiche
C)
Caratterizzazione genotipica dei pazienti per 1.000.000 SNPs, localizzati sull’intero genoma per l’identificazione di geni e loci di suscettibilità all’acalasia
D)
Analisi dei dati e studi di correlazione genotipo/fenotipo tra geni/loci malattia individuati e le principali caratteristiche cliniche
Piano dello Studio 
Costituzione di una banca del DNA
Reclutamento di una corte di circa 600-1000 pazienti affetti da acalasia. I pazienti firmeranno un consenso informato (allegato) ed i loro dati saranno conservati come anonimi. 
I prelievi per l’estrazione del DNA possono essere effettuati tramite prelievo ematico (a) o di saliva (b).
a) Ad ogni soggetto saranno prelevati 15-20 cc di sangue: 

· 15 cc in provette (n° 4) contenenti sodio citrato (es. per PT, PTT) da conservare a -20°C 

· 5 cc in provetta contenente gelatina (es. provette di chimica clinica). La provetta va centrifugata entro 2 ore a 3000 giri per 10’ e conservata a -20°C 
b) Ad ogni soggetto verrà chiesto di raccogliere un campione di saliva in un apposito contenitore contenente 2 ml di liquido. La saliva sarà conservata a una temperatura ambiente di 15-30°C fino al momento dell’estrazione del DNA (modalità di raccolta sul modulo allegato)
I suddetti campioni (sangue/saliva) devono essere inviati al Centro Coordinatore di San Giovanni Rotondo che conserverà adeguatamente i prelievi in laboratorio fino al momento dell’estrazione del DNA.
Ad ogni DNA verrà assegnato un codice a barre bidimensionale univoco, la cui lettura avviene attraverso specifici lettori. Il codice sarà costituito dalle iniziali del centro di provenienza del campione seguito da un numero identificativo progressivo di entrata. Per ragioni di riservatezza e motivi logistici organizzativi, il data base e il materiale biologico verranno centralizzati presso il Laboratorio di Ricerca della Divisione di Gastroenterologia dell’Ospedale Casa Sollievo della Sofferenza sotto la responsabilità dei dottori Andriulli Angelo (direttore della Divisione) e Anna Latiano (proponente e coordinatore dello studio). La corrispondenza del nome per l’identificazione sarà nota solo alla Dr.ssa Anna Latiano, al Dr. Palmieri Orazio (biologo, responsabile esecutivo) e al Dr. Antonio Merla (medico, responsabile esecutivo). 
Il reclutamento dei campioni biologici da centri italiani e lo svolgimento del progetto saranno effettuati presso l’Ospedale Casa Sollievo della Sofferenza, in collaborazione con l’Institute of Human Genetics, University di Bonn (Germania) e il Translational Research Center for Gastrointestinal Disorders di Leuven (Belgio).

Per migliorare la qualità di questo studio molecolare, uniformando le caratteristiche dei diversi laboratori, si è convenuto di affidare lo studio molecolare al laboratorio di Bonn al quale il Centro Coordinatore prevede di inviare aliquote di DNA anonime. I campioni verranno spediti in accordo alla normativa vigente.
Data base caratteristiche cliniche
Per ogni campione di DNA inviato al Centro Coordinatore dai vari centri Italiani, saranno raccolte delle specifiche informazioni anagrafiche e cliniche (allegato). Ogni centro conserverà la documentazione relativa ai propri pazienti e ne invierà copia anonima al Centro Coordinatore per la costituzione di un data base che rispetti la normativa vigente sulla privacy. Il consenso informato per il prelievo di sangue e la registrazione delle caratteristiche cliniche sarà ottenuto a cura di ciascun centro partecipante.
Criteri di inclusione

- Età 6-85 anni
- Consenso informato firmato
- Scheda informativa
- Diagnosi di acalasia confermata tramite manometria esofagea

Criteri di esclusione
- Precedente trapianto allogenico di midollo osseo

- Nessuna trasfusione di sangue intero entro 120 dalla data di prelievo del campione genetico
Genotipizzazione dei campioni 
Il DNA sarà estratto dal sangue intero o dalla saliva con kit di estrazione commerciali (Qiagen) presso il Laboratorio di Ricerca del Centro Coordinatore. Il DNA genomico di tutti campioni raccolti sarà testato per i 1.000.000 SNPs presenti su chip. La genotipizzazione sarà eseguita in maniera centralizzata presso l’Institute of Human Genetics, University di Bonn.
Analisi statistica
L’analisi statistica dei dati ottenuti sarà effettuata in collaborazione con il dipartimento di Biostatistica ed Epidemiologia dell’Università di Bonn. 
Comitato Etico
Il protocollo dello studio sarà sottoposto all’attenzione del Comitato Etico dell’Ospedale Casa Sollievo della Sofferenza . Ad ogni paziente verranno date informazioni in merito al progetto prima di firmare il consenso informato.
Potenziali Benefici della Ricerca
Il punto di forza di questo progetto collaborativo è la possibilità di eseguire studi genetici per una malattia rara come l’acalasia su di una ampia popolazione poiché i pazienti verranno reclutati presso centri italiani che specificamente seguono pazienti acalasici e rappresentano dei centri di riferimento. La possibilità di utilizzare la banca di DNA di campioni disponibile e l’impegno di tutte le unità nella raccolta della popolazione farà sì che entro pochi mesi dall’inizio dello studio sarà disponibile la parte dei campioni ematici/saliva da cui eseguire l’estrazione del DNA e si inizierà rapidamente l’analisi della GWA. 
Le grandi dimensioni della popolazione studiata, la completezza delle informazioni cliniche raccolte e l’ampio numero di marker genetici analizzati consentirà di predire il ruolo dei polimorfismi esaminati nella predisposizione alla malattia e la loro utilità pratica (se presente) nella gestione di questi pazienti. 
È ragionevole, in base alle conoscenze attuali, ritenere che alcune caratteristiche genetiche influenzino sia l’insorgenza della malattia, rendendo alcuni individui più suscettibili di altri, che il decorso (fenotipo) dell’acalasia. 
La dimostrazione definitiva dell’associazione con alcuni specifici polimorfismi potrebbe spiegare la complessità della patogenesi e della clinica dell’acalasia, e aiuterebbe i clinici a guardare alla eterogenea progressione della malattia da una diversa prospettiva e consentirebbe di sviluppare delle strategie terapeutiche personalizzate sulla base del genotipo dei pazienti.
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