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La genetica dei tratti complessi: i polimorfismi genetici

Quando si parla di malattie complesse, da un punto di vista genetico si passa dal concetto di mutazio-
ne a quello di polimorfismo genico. La mutazione € un evento raro che causa la malattia anche se
con possibili variazioni nell'espressione del fenotipo, con frequenze nelle popolazioni inferiori allo
0,05%. Si definisce polimorfismo genico, invece,una variazione genetica con una frequenza superiore
all'l% nella popolazione. | polimorfismi genetici possono essere presenti all'interno di regioni codifi-
canti (esoni) o non codificanti (introni) e possono essere determinati da sostituzioni, delezioni o inser-
zioni di singole basi o di sequenze di DNA. Viene stimato che ogni 300 nucleotidi si manifesti un poli-
morfismo, il pit comune dei quali & associato alla mutazione di un singolo nucleotide (SNP) e circa
I'1% di questi non sia silente, ma si traduca in variazioni fenotipiche. In particolare, gli SNPs possono
essere responsabili di una modificazione (qualitativa o quantitativa)di proteine con una funzione nota
che, se alterata, puo spiegare la suscettibilita individuale verso lo sviluppo di una data patologia. Nel
corso degli ultimi anni, la conoscenza del genoma umano ha ampliato enormemente le informazioni
sul corredo genetico individuale. Abbiamo appreso come ogni persona dimostri il 99.9% di identita
genetica rispetto ad una qualsiasi altra. Il restante 0.1% del nostro DNA rappresenta la variabilita indi-
viduale, che e sostanzialmente dovuta alla presenza dei polimorfismi genetici (Fig. 1). Ad oggi, sono
stati identificati circa 3 milioni di SNPs, ma si calcola che ve ne siano almeno 10 milioni. E’ ormai rico-
nosciuto che gruppi di queste piccole variazioni conferiscono una predisposizione o suscettibilita allo
sviluppo della patologia,che, soprattutto, pud manifestarsi in eta precoce quando profili genetici a
rischio “elevato” interagiscono con fattori ambientali o stili di vita considerati ad alto rischio.

Comungue, ancora oggi hon sono completamente conosciuti i geni che determinano un aumentato
rischio di malattia cardiaca ed & ancora indispensabile acquisire ulteriori informazioni prima di ottene-
re strumenti utilizzabili nella prassi clinicai1. Tuttavia, alcuni test genetici di rischio cardiovascolare
sono gia disponibile in molti laboratori di analisi. In questo campo, di particolare interesse sono le
recenti conoscenze acquisite relative alle mutazioni pro trombotiche del Fattore V , del fattore Il della

coagulazione o protrombina, del gene della metilenetetraidrofolatoreduttasi (MTHFR), ACE, PAI |,
APO E, APO B, fattore XllII, HPA 1 e Beta Fibrinogeno.
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La componente genetica della
malattia cardiovascolare

La malattia cardiovascolare, che rimane tuttora
la principale causa di paesi
occidentalis, €' considerata essere una patologi-
a multifattoriale nella quale intervengono in-
fluenze ambientali, alcune delle quali ancora
sconosciute,e la predisposizione genetica. |l
problema della componente genetica del rischio
cardiovascolare € particolarmente complesso in
guanto modelli sperimentali animali hanno iden-
tificato piu di 100 geni, che sembrano essere-
coinvolti nella progressione della malattiar.
D’altra parte sia i fattori di rischio maggiori, qua-
li lipercolesterolemia, l'ipertensione,il diabete
mellito e I'obesita, che i nuovi fattori di rischio
indipendenti, quale la proteina C reattiva, il fibri-
nogeno,l’omocisteina e la lipoproteina(a) hanno
una forte componente geneticaz. Vi € poi da
considerare il fatto chei fattori di rischio geneti-
co possono interagire tra loro, moltiplicando
cosi il rischio globale e non semplicemente
addizinandosi fra loro. Inoltre, la ricerca ha i-
dentificato alcuni sistemi enzimatici regolati
geneticamente che possono interferire con |l
metabolismo dei farmacis. Alcuni di questi inte-
ragiscono anche con le molecole utilizzate nel
trattamento delle malattie cardiovascolari: i
betabloccanti come il metaprololo, gli anticoa-
gulanti come il warfarin, e gli antiipertensivis.

morte nei

| sistemi piu studiati sono quelli classicamente
considerati coinvolti nella patogenesi della car-
diopatia ischemica: metabolismo lipidico, fun-
zione endoteliale, sistema emostatico, metabo-
lismo dellomocisteina e sistema renina-

angiotensinaio.

Comunque, ancora oggi non sono completa-
mente conosciuti i geni che determinano un
aumentato rischio di malattia cardiaca ed e
ancora indispensabile acquisire ulteriori infor-
mazioni prima di ottenere strumenti utilizzabili
nella prassi clinicai1. Tuttavia, alcuni test gene-
tici di rischio cardiovascolare sono gia disponi-
bile in molti laboratori di analisi. In questo cam-
po, di particolare interesse sono le recenti co-
noscenze acquisite relative alle mutazioni pro
trombotiche del Fattore V , del fattore Il o pro-
trombina,del gene della MTHFR, ACE, PAI I,
APO E, APO B, fattorev XlIl, HPA 1 e Beta
Fibrinogeno.
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La valutazione del rischio trombotico

La patologia trombotica, sia arteriosa che venosa, € la pit importante causa di

malattia e di morte nei paesi occidentali attraverso le sue manifestazioni clini-
che di trombosi venosa profonda, embolia polmonare, infarto, ictus e un stru-
mento diagnostico utile per l'individuazione dei soggetti a rischio e per la pre-

venzione dei quadri clinici.

Trombosi venosa

La malattia tromboembolica & un
processo con eziologia multifattoria-
le dalla patogenesi complessa che
dimostra a tendenza a recidivare. La
malattia comprende I'embolia polmo-
nare e la trombosi venosa profonda
e nella maggior parte dei casi i pa-
zienti presentano difetti o alterazioni
genetiche di uno o piu fattori della
coagulazione del sangue. Le prime
cause di trombofilia ereditaria identi-
ficate sono rappresentate dal deficit
congenito di antitrombina Ill, protei-
na C e proteina S, che sono i princi-
pali fattori naturali.
Comunque, i deficit congeniti di que-
sono

anticoagulanti

ste proteine anticoagulanti
condizioni genetiche molto rare e
notevolmente eterogenee.

Negli ultimi anni, sono stati identifi-
cati alcuni specifici polimorfismi ge-
netici che, invece, sono ben conser-
vati,molto piu frequenti nella popola-
zione generale e la cui analisi puo
essere utile nella definizione del
rischio trombotico. | geni in conside-
razione sono quelli relativi al fattore
V di Leiden, al fattore Il della coagu-
lazione o protrombina ed il gene
della MTHFR.

PCR

Dot-blot Revers RELP

Sequenziamento

automatico

Come e quando effettuare le
analisi genetiche

L'analisi genetica pud essere esegui-
ta mediante limpiego di nuovi test
che permettono una rilevazione si-
multanea dei difetti genetici del fatto-
re V Leiden,della protrombina,della
MTHFR, del fattore .| kit che consen-
tono l'amplificazione multipla dei ge-
nimediante PCR in una singola pro-
vetta ed un'ibridazione allele-
specifica a sonde oligonucleotidiche
legate su una membrana (allele spe-
cific amplification PCR, ASA-PCR) o
tecniche molecolari standard che
utilizzano I'analisi dei polimorfismi dei
frammenti di restrizione (restriction
fragmentlength polymorphism, RFLP)
o le complesse tecniche di sequen-
ziamento automatico del DNA.

L'analisi molecolare dovrebbe esegui-
ta in soggetti potenzialmente a ri-
schio di sviluppare eventi trombotici.
Ad esempio, l'indagine di laboratorio
puo essere consigliata ai soggetti che
hanno avuto un episodio di trombosi
venosa in eta giovanile (meno di 55
anni), in particolare se con familiarita
positiva. L'analisi molecolare puo
anche essere eseguita in donne che
hanno una storia personale o familia-
re di tromboembolismo e che inten-
dono assumere contraccettivi orali o
terapia sostitutiva ormonale. L'analisi
genetica e,comunque, fortemente
raccomandata nei famigliari anche
asintomatici di pazienti gia diagnosti-
cati, perché possono beneficiare di
un approccio terapeutico di profilassi
antitrombotica,particolarmente utile in
occasione di esposizione a rischi
contingenti di trombosi.
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SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO DEL DNA

Sequenziare un frammento di DNA significa proprio leggere la successione —® Dye-labeled

di basi che esso contiene. Individuato I'ordine con cui A, C, G e T si alterna- — T segments of DNA,
no, il biologo molecolare pud confrontare la sequenza in esame con sequen- — copied from

ze gia catalogate e archiviate in corposi database, in genere tutti on line, e —e template with

verificarne l'esattezza o, in alternativa, la presenza di mutazioni. E capire se - — T unknown sequence
la proteina risultante funzionera correttamente.

Oggi l'operazione di sequenziamento non viene piu svolta manualmente:
sequenziatori automatici processano il campione preparato dall'operatore e

oAl ) <—

lo fanno correre su particolari gel o in elettroforesi capillare. La procedura, Dye-labeled segments

completamente automatizzata, permette di ridurre considerevolmente i DNA arg _511113[3119(1 ltU Hd

costi e di analizzare un gran numero di campioni simultaneamente. migration SAPL Y Saeh
subjected to
electrophoresis.

Elettroferogramma =

La sequenza di DNA € determinata da un software in grado di interpretare ‘ E

le misure di fluorescenza registrate dal rilevatore e di elaborarle 7 =

opportunamente. ! = K

Lg informazioni vengono i_ntegrate e trasfo\rm.ate i.n picchi di colore ¥ I Lacer beam g\

diverso, con aree proporzionali all'intensita di emissione. [
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Principali applicazioni 20 20 P
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-Diagnosi di malattie mendeliane l |

1L

-Di agnosi di neop|as| e CCTGT TTGATGGTGGTTCCGAAATCGAD

Computer-generated result after
bands migrate past detector

-Predizione del rischio genetico per patologie ad eziologia

multifattoriale

-Predizione della risposta ad un farmaco (farmacogenetica) Questo tipo di conoscenze permette di

identificare le eventuali differenze ge-
-Identificazione di microrganismi netiche tra persone affette da patologie
€ persone sane, e in futuro l'individua-
Presenza di mutazione in zione di queste divergenze potrebbe
Sequenza Normale eterozigosi essere utile non solo per diagnosticare
una malattia prima dell'insorgenza, e
S SESEERE L e pertanto prevenirla dove possibile, ma
anche per ideare strategie per curare
definitivamente questi soggetti correg-
gendo l'alterazione direttamente a livel-
lo del genoma.




- LABORATORIO GENERALE DI BASE
- CITOGENETICA

-BIOLOGIA MOLECOLARE

. TIPIZZAZIONE HPV ( 31 GENOTIPI VIRALE)

. HCV QUALITATIVA + QUANTITATIVA

. HBV QUALITATIVA + QUANTITATIVA

. AZF ( MICRODELEZIONI DEL CROMOSOMA Y)
. HFE

. FATTORI DI COAGULAZIONE (12 MUTAZIONI)
. TIPIZZAZIONE HLA | E Il CLASSE

. CELIACHIA (DQ2-DR4)

. CFTR (36 MUTAZIONI)
. BETA TALASSEMIA

. B27

. K-RAS

- TIPIZZAZIONE LINFOCITARIA

- TEST DI PATERNITA

- RILEVAZIONE DI OGM

- FISH

1 CAMPIONI POSSONO ESSERE INVIATI:

- MEDIANTE UN PROTOCOLLO CHE VERRA
FORNITO AL MOMENTO DELLA RICHIESTA DEL
SERVIZIO

- ATTRAVERSO IL NOSTRO SERVICE CHE PRE-
LEVA | CAMPIONI BIOLOGICI DA STRUTTURE
PUBBLICHE E PRIVATE

CONSEGNA REFFERTI :

- PRESSO LA VOSTRA SEDE
- ONLINE (ATTRAVERSO UNA PASSWORD

PER GARANTIRE LA PRIVACY)

- SERVIZIO DI SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO DI DNA (DIAGNOSI E RICERCA)

- ALLERGIE :DOSAGGIO DELLE Ig E TOTALI

DOSSAGIO DELLE Ig E SPECIFICHE PER CIRCA 200 ALLERGENI

- INTOLLERANZE ALIMENTARI: DOSAGGIO DELLE Ig G-4 PER CIRCA 100 ALIMENTI

- GASTROPANEL : DOSSAGGIO DI PEPSINOGENO 1/2, GASTRINA 17 E ANTIGENI ANTI HP, INTERPRRETATO DA UN

SOFISTICATO PROGRAMMA ANALOGICO CHE FORNISCE INFORMAZIONI SULLA PATOLOGIA GASTRI.
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