


“...1l progresso dello spirito umano consiste, o certo ha
consistito finora, non nellimparare ma nel disimparare
principalmente, nel conoscere sempre piu di non
conoscere, nell'avvedersi di saper sempre meno, nel
diminuire il numero delle cognizioni, restringere
I'ampiezza della conoscenza umana. Questo e
veramente lo spirito e la sostanza principale dei nostri
progressi dal 1700 in qua, benché non tutti, anzi non

molti, se ne avveggano”.
(G. Leopardi, Zibaldone, Bologna, 28 luglio 1826)



| TEST GENETICI

Cos’e un test genetico?

<<|'analisi di un gene, del suo prodotto o della sua funzione,
oppure di DNA o dei cromosomi, finalizzata a individuare o a
escludere un’alterazione di solito associata ad una malattia>>

Devono essere suggeriti dal genetista
dopo un’attenta



LA CONSULENZA GENETICA

Persone che hanno avuto nella propria famiglia una patologia grave o
hanno un figlio affetto da malformazioni congenite desiderano
le conseguenze della patologia, i trattamenti e la probabilita
che si ripeta.

|

I: LA DIAGNOSI



LA DIAGNOSI

I: raccolta della storia familiare (anamnesi) e
ricostruzione albero genealogico

lI: esame clinico obiettivo del probando e dei suoi familiari

lll: le indagini di laboratorio pertinenti




Male Female Sex unknown
or unspecified

Unaffected individual

Individual affected
with trait

Obligate carrier
(carries the gene but
does not have the trait)

Asymptomatic carrier
(unaffected at this time
but may later exhibit trait)

Multiple individuals (5)

Deceased individual




Male Female Sex unknown
or unspecified

Proband (first affected

family member coming to - ,. ,
P

attention of geneticist) P

Family history of @ @
individual unknown :

Family—
parents and three 1
children: one boy

O
2
and two girls (5
in birth order Q
2 3
O

Adoption (brackets enclose
adopted individuals. Dashed
line denotes adoptive parents; s
solid line denotes biological I: :

parent)




Male Female Sex unknown
or unspecified

Identical Nonidentical Unknown

A A A

Consanguinity
(mating between
related individuals) 2

| | - |
1/ 2
Indicates

consanguinity




| TEST GENETICI

. SI rivolgono alle persone che hanno o sospettano una
malattia in quanto ne presentano i sintomi. Possono essere eseqguiti in epoca
prenatale o durante il corso della vita.

individuano mutazioni
comuni in determinati gruppi etnici (es. FC)

. Si applicano a persone che non presentano
sintomi clinici ma che sono a rischio di sviluppare una patologia a esordio
tardivo (es. Corea di Huntington)

. identificano genotipi che non
causano la malattia ma resistenza o suscettibilita di svilupparla

. forniscono indicazioni sulla risposta individuale
al farmaci



un gene == Una malattia

UN SINTOM G =) . UNA Mutazione

La diagnosi genetica e complicata da: diagnosi errata, eterogeneita genetica,
eterogeneita allelica



Negli Stati Uniti, nel 2000,
la principale causa di morte infantile
e stata a carico
delle anomalie genetiche (20.5%).

Il 17.3% di tutte le morti infantili e
dovuta ad anomalie cromosomiche e
malformazioni

Le madri di porto Rico e, in genere di
origine africana hanno problemi
percentualmente diversi, ad esempio
Il basso peso alla nascita.
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La frequenza delle anomalie
cromosomiche e:
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INCIDENZA E PREVALENZA

18-19% DI ANEUOPLOIDIE

3- 4 % DI ANEUOPLOIDIE

O ADAS _ KN Circa il 10% degli spermatozoi di maschi
' X fertili presenta anomalie cromosomiche:

e 45% anomalie numeriche

* 55% anomalie strutturali
(prevalentemente rotture)




INCIDENZA E PREVALENZA

1 CONCEPIMENTO SU 13 HA DIFETTI CROMOSOMICI

IL 50% DEGLI ABORTI SPONTANEI E' DOVUTO AD ANOMALIE CROMOSOMICHE




FREQUENZA DELLE ANOMALIE
CROMOSOMICHE NEGLI ABORTI

~ SPONTANEI
su 8841 aborti spontanel del primo trimestre 3613
( ) presentano anomalie cromosomiche
e trisomie autosomi 52%
e 45X 19%
 poliploidie (triploidie 16% ) 22%
 riarrangiamenti struttural 7%

A. Milunsky “ Genetic disorders and the fetus” 2004



La frequenza delle anomalie cromosomiche
alla nascita e 0.65%

e Trisomie +21 1 su 833
+18
+13

e Monosomie 45,X

e Tr. bilanciate 1 su 500

Tr. sbilanciate

Lo 0.2% dei nati ha riarrangiamenti bilanciati con rischi riproduttivi

[Milunsky, 2004]
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Malattie dovute ad aberrazmm
cromosomiche.

ANEUPLOIDIE (anomalie numeriche)
-sindrome di Down
-sindrome di Patau (cr.13)
-sindrome di Edwards (cr.18)
-sindrome di Klinefelter
-sindrome di Turner



Frequenza delle anomalie
cromosomiche in diagnosi prenatale

L A cvs

076 %  0.78 %
250% 3407%
833% 714°7%




LA DIAGNOSI PRENATALE

TECNICHE STRUMENTALI E DI LABORATORIO FINALIZATE AL
MONITORAGGIO DELLA GRAVIDANZA, DAL CONCEPIMENTO
AL MOMENTO IMMEDIATAMENTE PRECEDENTE IL PARTO

NON INVASIVE INVASIVE



ECOGRAFIA

CVA/E 3.OMH
OUT 78.77 7
SeDE C3 E3
FR 9.9 HZ




* DIFETTI STRUTTURALI DEL FETO
* INDICAZIONI OSTETRICHE (gravidanze gemellari e localizzazione placenta)

« PERIODO OTTIMALE 16-18° settimana (il sesso puo essere predetto a partire
dalla 16° settimana)

« PUO’ ESSERE RIPETUTA

~SNAZ
QUT 7@.79_7.
S@pe C3 E3
FR 2.9 HZ




LA DIAGNOSTI PRENATALE

La diagnosi prenatale
comprende una serie di
tecniche strumentali e
di laboratorio
finalizzate al
monitoraggio della
gravidanza, dal
concepimento al it o
momento e
immediatamente
precedente il parto.

Biochemical
Analysis

Karyotype
Analysls

“Biochemical
A“alﬂis




Diagnosi Prenatale e Coppia

Lo sviluppo della diagnosi prenatale ha

significativamente modificato il
comportamento riproduttivo delle coppie a
rischio per malattie genetiche, che possono
ottenere da questo servizio informazioni
tranquillizzanti per il proseguimento della
gravidanza




La diagnosi prenatale

» La principale indicazione
alla diagnosi prenatale é
1/ monitoraggio del/
cariotipo fetale. In
Italia guesta analisi
riguarda oltre il 987
delle diagnosi prenatali
che utilizzano tecniche
di laboratorio. Lo studio
del cariotipo ha alcune
precise indicazioni e ha
negli amniociti il tessuto
di elezione .

Mern and .
WOMEen can & 1\3\:'
both suffer from
infertibity. Read more
on the causes of
infertility in the
genders.., =
e




Indicazioni per la diagnosi
vrenatale

- Eta materna
avanzata

* Non esiste un criterio
per definire l'eta
materna piu appropriata
al monitoraggio
citogenetico della
gravidanza.

* La maggior parte degli
operatori ritiene
appropriata un'eta
uguale o superiore ai 35
anni (RR DS = 1/380).
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DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

VILLOCENTESI

10-11 week fetus Ultrasound monitor

Uterus

r

Chorion (G5

T Catheter Cells‘ of Chromosomal
KB
Y2

T P Xy

PRELIEVO DEL TROFOBLASTO (VILLI CORIALI) TRA LA 8° E LA 12° SETTIMANA
RISCHIO 2-3%

ANALISI CROMOSOMICA DIRETTA (le cellule del citotrofoblasto si dividono spontaneamente)

DIAGNOSI PRECOCE MA RISCHIO ELEVATO DI ABORTO

1% DI RISCHIO DI FALSI POSITIVI



DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

VILLOCENTESI

analisi Analisi
diretta indiretta
(citotrofoblasto) (cellule mesenchimali)

| |

Difficolta di bandeggio Bandeggio migliore



DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

VILLOCENTESI - DIFFICOLTA’

Mosaicismo confinato alla placenta

1-2 % dei casi

Tipo I: cellule anormali solo nel diretto
Tipo Il: cellule anormali solo nel coltivato

Tipo lll: cellule anormali nelle due linee

biparental disomi
(narrmal)

trofoblast 47

© stroma 46

trofoblast 46

stroma 47

. trofoblast 47

stroma 47




DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

AMNIOCENTESI

Ultrasound — =
monitor 2

Centrifuged
fluid Fetal cells

Chromosomal
ELEUHH

6‘,9\&\\
f\;\‘\

ASPIRAZIONE DEL LIQUIDO AMNIOTICO INTORNO ALLA 15°-16° SETTIMANA
(circa 20-30mL sui 200-250 totali)

Il rischio di non riuscire a prelevare il liquido € minore del 1%

Il rischio di aborto € non superiore a 0.2-0.3 % (Milunsky, 2004)

ANALISI DEL CARIOTIPO DOPO COLTURA DI 14 GIORNI



Ambiguous results
Amniocentesis

Usually establish 2-3 cultures

1 abnormal cell in 1 culture = artefact
— level 1 mosaicism or pseudo mosaicism
2 or more abnormal cells in 1 culture = could be

artefact or real
— level 2 mosaicism, 20% chance real mosaicism

2 or more abnormal cells In 2 or more cultures =
true mosaicism
— level 3 mosaicism

— To resolve need to repeat amniocentesis or do FBS



DIAGNOSI PRENATALE INVASIVA

CORDOCENTESI

ASPIRAZIONE DI SANGUE FETALE INTORNO ALLA 18° SETTIMANA

RISCHIO 2.0%

DIAGNOSI RAPIDA PER VERIFICARE RISULTATO AMBIGUO DELL’AMNIOCENTESI



SCREENING DEL SIERO MATERNO

-Dosaggio dell’alfa-fetoproteina su liguido amniotico per analizzare i
difetti del tubo neurale

-Insieme all’ecografia e in grado di rilevare 1'88% dei casi di spina
bifida

- TRIPLOTEST: alfa-fetoproteina (ridotta) gonadotropina corionica
(aumentata) e estriolo non coniugato (aumentato)

70% di identificazione 6% di falsi positivi



QUANDO ESEGUIRE UNA DIAGNOSI PRENATALE?

-ETA’ MATERNA AVANZATA (35 anni rischio down 1:380)
- malattie mendeliane (studio precedente della malattia)
-Anamnesi familiare pOSitiva per patOIOQia cromosomica (non necessaria se genitori sono normali)

- genitori eterozigoti per anomalie bilanciate (rischio 5-10%)



Indicazioni per la diagnosi prenatale

Le coppie che hanno un figlio con
sindrome di Down da trisomia 21 libera o
con traslocazione robertsoniana de novo
hanno un rischio dell'l% circa di
ricorrenza della sindrome. Nelle coppie
attempate il rischio ¢ quello calcolato
sull'eta materna.



Indicazioni per la diagnosi prenatale

I genitori eterozigoti per una
traslocazione bilanciata hanno un rischio
di patologia fetale sbilanciata del 5-10%.
Tuttavia tale rischio varia ampiamente
in rapporto al tipo di riarrangiamento



Robertsonian translocation
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Indicazioni per la diagnosi prenatale

+ Identificazione ecografica di patologia fetale
o della gravidanza

in presenza di difetti strutturali e/o dello
sviluppo fetale o alterazioni del volume del
liquido amniotico.

In circa il 20% di queste gravidanze,
soprattutto quando sono presenti difetti
associati, il feto e affetto da una patologia
cromosomica. Il riscontro di anomalie
ecografiche costituisce percio un'indicazione
al monitoraggio del cariotipo fetale.



Indicazioni per la diagnosi prenatale

- Anamnesi familiare positiva per difetti

del

tubo neurale

- Anamnesi  familiare  positiva  per
malformazioni congenite

- Ma

formazioni e/o rimozioni chirurgiche

del

‘ovaio o parti di esso (RR DS + 9.6)

- Ma

attie mendeliane



Problemi nella diagnosi prenatale

» 1. Possibilita che /e cellule in coltura non
crescano /h maniera adeguata e hon sia
possibile effettuare la diagnosi sul
campione prelevato.

Presso i centri piu qualificati questo
problema si verifica eccezionalmente, in
media in meno dell'1% dei campioni.



Problemi nella diagnosi prenatale

2. Possibilita che lanalisi fornisca un risultato
ambiguo.

Questo puo dipendere da una contaminazione materna,
che da quindi origine alla presenza di due linee
cellulari, potenzialmente non differenziabili se il feto
e di sesso femminile, mentre di solito sono facilmente
evidenziabili se il feto e di sesso maschile.

In altri casi puo essere presente una seconda lineq
cellulare originata da una mutazione /n vitro. E
indispensabile riuscire a differenziare i campioni che
contengono artefatti della coltura (Fseudomosaicismo)
dai mosaicismi veri, in quanto le implicazioni per il feto
sono completamente diverse (rispettivamente sano e
ammalato).



Problemi nella diagnosi prenatale

e 3. Diagnosi certa ma implicazioni fenotipiche
Incerte

Questo costituisce attualmente un importante
limite della diagnosi citogenetica fetale. In
pratica, a fronfe di un risultato diagnostico
accurato a livello di laboratorio, non ¢
possibile in certi casi predire con altrettanta
accuratezza il fenotipo fetale. In queste
situazioni viene atfribuito un rischio empirico
di patologia, che non ¢ ulteriormente
precisabile.



Gravita delle anomalie
cromosomiche

* La gravita é correlata
al tipo di cromosoma e
alla quantita di geni
interessati

+ Tanto piu grave é lo
sbilanciamento
cromosomico tanto piu
precoce sara
I'interruzione di
gravidanza

Chromosome




MONOMIE e TRISOMIE

Perdita o acquisto di uno o piu cromosomi
Presenti nello 0.36% dei nati vivi
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