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L’analisi del fenotipo


La definizione della parola fenotipo dipende dalla sua etimologia (Gr. pháinein 'apparire' + lat. typu(m) dai vari significati: 'statua', 'modello', 'maniera', 'carattere', 'fase di una malattia', tutti ripresi dal gr. týpos, propriamente 'impronta', dal v. týptein 'battere'): il fenotipo di un individuo è l’insieme dei suoi caratteri. Dato che il fenotipo è quasi sempre il risultato dell’interazione fra il genotipo e l’ambiente, scopo della genetica clinica è quello di analizzare il fenotipo allo scopo di identificare sia il genotipo sottostante che l’interazione del genotipo con l’ambiente.


L’analisi del fenotipo corrisponde all’indagine clinica e consiste nell’esame obiettivo associato alla valutazione di tutte le indagini strumentali e di laboratorio ed eventuali cartelle cliniche disponibili in quel momento. Dovrebbe essere conseguente all’indagine anamnestica (familiare e personale) ed alla ricostruzione del pedigree, in modo da consentire A) la formulazione di un’ipotesi diagnostica B) l’identificazione e la proposta della tipologia di indagine genetica più appropriata per la validazione di tale ipotesi.


L’esame obiettivo è un elemento fondante della clinica medica e deve essere applicato in maniera rigorosa secondo i criteri e gli insegnamenti forniti dalla semeiotica medica. Deve, tuttavia, essere focalizzato sulla considerazione che il genetista clinico deve evidenziare anomalie rilevanti per la sua pertinenza genetica e non deve sostituirsi al medico di base o agli altri specialisti medici.


Due esempi di cartelle genetiche, una utilizzata a Padova e l’altra a Troina sono allegate come PDF.


Di conseguenza, è difficile presentare un unico diagramma di flusso che guidi nell’analisi del fenotipo in genetica clinica, ma è più utile costruire dei diagrammi di flusso che siano specifici dell’indicazione alla consulenza di genetica clinica.

Sono auspicabili i seguenti Diagrammi di flusso:

A) Anomalie di sviluppo:

1) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo malformativo

2) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo ritardo mentale

3) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo sordità (Documento di Gasparini)

4) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo delle malattie dell’osso e del tessuto connettivo
B) Patologie specifiche:

1) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo delle immunodeficienze

2) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo delle malattie neuromuscolari

3) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo delle patologie degenerative del sistema nervoso

4) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo oncologico
C) Malattie ad eredità complessa:

1) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo delle malattie autoinfiammatorie

2) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo del Diabete Mellito

3) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo dell’Autismo

ecc.

D) Prenatale:

1) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo prenatale 

A1) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo malformativo

La Malformazione è un’anomalia dello sviluppo da alterata embriogenesi presente alla nascita. Ha una frequenza inferiore al 4% e può essere isolata o multipla (sequenza, sindrome, associazione).

L’Anomalia morfologica minore è un difetto dello sviluppo da alterata fenogenesi (sviluppo fetale). Ha una frequenza inferiore o uguale al 4% e può essere isolata o multipla. Se multipla è un fattore di rischio per la presenza di una malformazione congenita.

Le Varianti comuni sono variazioni morfologiche anatomiche comuni che hanno una frequenza nella popolazione generale superiore al 4%. 
Per quanto riguarda in particolare l’approccio a patologie con evidenze dismorfiche e/o malformative, si suggerisce che l’analisi del fenotipo debba comprendere nell’esame obbiettivo la ricerca:

1) di anomalie strutturali maggiori o minori, 

2) di segni e sintomi clinici, 

3) di caratteristiche comportamentali che possono essere elemento-chiave nella diagnosi clinica, guidando verso la ricerca dell’esame genetico di laboratorio più appropriato. 

Ricerca di anomalie strutturali maggiori o minori

Si suggerisce l’approccio iniziale per regioni anatomiche con successivo ritorno alla fisiologia, ai campi di sviluppo o alla derivazione embriologica quando il segno clinico lo richiede. Un esempio possono essere le anomalie delle unghie, osservate durante l’ispezione delle mani, che inducono all’esame di altre strutture di origine ectodermica come i peli, i capelli e i denti. 

Schema di esame obiettivo:

a) Misurazioni antropometriche con centili ove disponibili (Peso, Lunghezza o Altezza, Circonferenza Cranica). Non c’è consenso sull’effettuare sempre altre misurazioni (Indice cefalico, Distanza intercantale interna, Distanza intercantale esterna, Lunghezza padiglioni auricolari, Lunghezza philtrum, Lunghezza totale mani, Lunghezza palmi, Lunghezza piedi, Distanza intermammillare, Rapporto segmento superiore / segmento inferiore del corpo, Volume testicolare) o riservarle su indicazione clinica.

b) Cute e annessi

c) Palpazione ossa craniche

d) Faccia



Aspetto generale



Fronte



Regione oculare e rime palpebrali





Naso



Padiglioni auricolari



Philtrum



Bocca e labbra



Mascella e mandibola



Regione zigomatica

e) Collo

f) Torace e Cuore (inclusa PA)

g) Addome

h) Dorso e colonna vertebrale

i) Pelvi, anche e ano

j) Genitali esterni

k) Braccia

l) Mani

m) Gambe

n) Piedi

Fotografie

Dopo avere ottenuto il consenso:

Figura intera di fronte e di profilo

Volto di fronte e di profilo

Ogni anomalia riconoscibile e degna di nota.

Nel caso di dismorfismi facciali è utile prendere visione di fotografie eseguite precedentemente perché il fenotipo può cambiare nel tempo.

Valutazione dei genitori
I genitori, che saranno preventivamente avvertiti di questa possibilità, debbono essere visitati quando nel probando è presente uno o più dei seguenti elementi: Gestalt specifica, segno/i clinico/i raro/i, misurazione/i al di fuori del range di normalità e quando la valutazione dei genitori è inclusa nell’iter diagnostico del probando (NF-1, RMXL, artrogriposi con distrofia miotonia materna, miastenia). Valutazioni più superficiali dei genitori debbono comunque far parte del bagaglio del genetista clinico. I genitori vanno fotografati quando è necessario documentare la presenza di una gestalt o di un segno clinico presente nel probando.


Ricerca di segni e sintomi clinici

Debbono essere ricercati tutti i segni e sintomi clinici anormali, che siano evidenziabili all’esame obiettivo o alla valutazione del collega di altra specialità o all’esame di diagnostica per immagini o di laboratorio. L’esame neurologico e il livello intellettivo debbono essere effettuati in ogni caso, ma possono essere delegati al collega più competente. 


Ricerca di caratteristiche comportamentali
Il cosiddetto fenotipo comportamentale deve essere analizzato utilizzando gli strumenti e le professionalità più opportuni.


Outcome dell’analisi del fenotipo

La conclusione migliore è la richiesta di quell’esame genetico di laboratorio che conferma il sospetto diagnostico al quale si è pervenuti con l’analisi del fenotipo. Se questo non è possibile è sempre opportuno chiedere ai genitori o al consultando il consenso per conservare del materiale biologico che può essere utile per successive analisi genetiche.

A2) Diagramma di flusso riguardante l’analisi del fenotipo ritardo mentale


Il punto di partenza di questo diagramma di flusso è la ragionevole certezza che il probando che si sta esaminando manifesti il fenotipo ritardo mentale, che è  “la via finale comune di diversi processi patologici, che agiscono sul sistema nervoso centrale, ed è caratterizzato da un funzionamento intellettivo significativamente sotto la media, da concomitanti deficit o compromissioni del funzionamento adattivo, entrambi insorti prima dei 18 anni” (1). 


Questa definizione ha il merito di contenere la molteplicità eziologica del fenomeno e di enumerare le sue tre principali componenti: 1) il funzionamento intellettivo significativamente sotto la media, 2) la concomitanza di deficit o compromissioni del funzionamento adattivo (che debbono essere presenti in almeno due delle seguenti aree: comunicazione, cura della persona, vita in famiglia, capacità sociali/interpersonali, impiego delle risorse della comunità, autodeterminazione, performance scolastica, lavoro, impiego del tempo libero, interesse per la propria salute e per la sicurezza della propria persona), 3) l’esordio prima dei 18 anni. 


La definizione di funzionamento intellettivo “significativamente sotto la media” è strettamente dipendente dal concetto statistico della significatività e, quindi, dal grado di probabilità che il funzionamento intellettivo della popolazione con RM sia in generale diverso ed in particolare inferiore a quello della popolazione con intelligenza normale. Proprio poiché la definizione dipende dalla statistica, e la statistica utilizza dei test di valutazione, per misurare l’intelligenza debbono essere utilizzati dei test psicometrici (Tab. 1).


La seconda componente della triade diagnostica si studia utilizzando delle scale di valutazione del comportamento adattivo (Tab. 2). La scala Vineland (Vineland Adaptive Behavior Scale-VABS) è la più conosciuta. Questa scala valuta il grado di funzionalità personale e sociale in tutte le epoche della vita e misura il comportamento adattivo suddividendolo in quattro aree: la comunicazione, le abilità di vita quotidiana, la socializzazione e le abilità motorie.  


La conoscenza dei fattori di rischio è un elemento essenziale nella trattazione dell’argomento RM, poichè ha delle ricadute sia in termini di singolo individuo che di sanità pubblica (Tab. 3). Conoscere pone le basi per l’attuazione di quelle misure preventive che possono ridurre l’entità del fenomeno. Uno studio recente [2] ha riportato le caratteristiche epidemiologiche del RM da causa sconosciuta in California negli anni compresi tra il 1987 e il 1994. Dopo esclusione di tutti i bambini con diagnosi di una condizione nota come causa di RM (paralisi cerebrale, autismo, aberrazioni cromosomiche, infezioni, disordini endocrini o metabolici, traumi o intossicazioni, malformazioni cerebrali, malattie del sistema nervoso centrale, neoplasie) sono stati esaminati 11.114 bambini con RM di eziologia ignota. Il peso alla nascita inferiore a 2500 grammi è risultato il più potente fattore predittivo di RM, seguito dal basso livello di istruzione, dall’età materna avanzata e dalle gravidanze multiple.  Il suddetto studio non poteva, per la maniera con la quale è stato concepito, evidenziare uno dei fattori di rischio di RM più noti: i difetti congeniti. A questo scopo un altro studio [3] ha comparato la presenza di un difetto congenito all’età di un anno con la diagnosi di RM in età compresa tra i 7 e i 9 anni. Il risultato è stato che i difetti congeniti aumentano il rischio di RM di 27 volte. L’associazione del RM con difetti congeniti multipli suggerisce l’azione di cause comuni che agiscono durante lo sviluppo embrionale [4]. 


La conoscenza della causa del RM ha dei benefici molto importanti, sia per il bambino che per la sua famiglia, che per il medico curante. I benefici per il bambino si possono sintetizzare nella identificazione di terapie, interventi e consulenze più appropriate, nello screening presintomatico per complicazioni associate e disabilità funzionali, nella pianificazione educativa e nella eliminazione di test e valutazioni non necessarie. Quelli per la famiglia si possono sintetizzare nel rischio di ricorrenza, consiglio riproduttivo e diagnosi prenatale, nella guida anticipatoria, nell’educazione e patrocinio, nel riferimento ad appropriate agenzie mediche, di servizio sociale e ad associazioni di supporto, nella valutazione dei portatori e nella creazione di reti di famiglie.  Infine, quelli per il medico curante consistono nei chiarimenti sull’eziologia, la prognosi, i meccanismi genetici, i rischi di ricorrenza, le opzioni terapeutiche, nell’ evitamento di esami non necessari, nelle informazioni riguardo il management o la sorveglianza e il supporto familiare, nei  protocolli di ricerca o di terapia e nel Co-management di pazienti appropriati.

I dati della letteratura testimoniano che la causa del RM, nonostante l’avanzamento delle conoscenze, rimane ignota in percentuali variabili dal 30 al 50% [2, 5]. Differenti classificazioni sono utilizzate per facilitare l’approccio clinico al RM: 1) prenatale, perinatale e postnatale [6], 2)  genetico (aberrazioni cromosomiche, malattie monogeniche) o ambientale (esposizione a fattori teratogeni), congenito (esposizione ambientale a fattori teratogeni, aberrazioni cromosomiche) o acquisito (infezioni del sistema nervoso centrale, trauma cerebrale) [7], 3) sindromico (caratteristiche dismorfiche o malformative che suggeriscono la diagnosi di una sindrome con anomalie congenite multiple e RM) o non sindromico (il RM non si associa a difetti congeniti o dismorfismi) [8]. Allo scopo di ricercare l’eziologia del RM, c’è concordanza tra numerosi autori [9, 10, 11] nell’utilizzare un approccio progressivo basato sull’anamnesi e sull’esame obiettivo.

Per i suddetti motivi, si consiglia di seguire una classica ripartizione in sei fasi: 1) Anamnesi familiare ed albero genealogico con almeno tre generazioni, 2) Anamnesi personale, 3) Esame obiettivo, 4) Sintesi diagnostica, 5) Diagnostica per immagini e di laboratorio, 6) Follow up diagnostico.

L’utilità delle prime tre fasi nel determinare l’eziologia del RM è testimoniata da almeno tre studi [12, 13, 14] che mostrano percentuali di capacità diagnostica varianti dal 17,2% [13] al 34,2% [12].

1) Anamnesi familiare ed albero genealogico con almeno tre generazioni. In questa fase si deve individuare se il RM presentato dal bambino è sporadico o familiare. Nel caso di quest’ultima ipotesi si deve riconoscere se la trasmissione ereditaria è nota, probabile o ignota. Altra cosa da appurare è se i genitori sono consanguinei. La familiarità potrà essere per una malattia genetica (es. sclerosi tuberosa) o per un aspetto fenotipico (es. microcefalia). Il deficit riproduttivo dei genitori, sia sotto forma di sterilità che di occorrenza di aborti spontanei, nati morti o morti neonatali da causa sconosciuta, deve essere indagato.

2) Anamnesi personale. Qui ci si dovrà innanzitutto concentrare su quegli agenti eziologici che possono causare ritardo mentale, dai prenatali, sotto forma di agenti infettivi (TORCH, HIV), metabolici (diabete, fenilchetonuria) o tossici (Alcool, Idantoina, Carbamazepina, Trimetadione, Acido retinoico, Warfarina), ai perinatali e postnatali, come la prematurità, le meningoencefaliti e i traumi. Successivamente saranno necessarie informazioni sull’accrescimento prenatale, su eventuali malformazioni congenite e malattie croniche, sulla storia naturale fino al momento della visita, sulla vista, sull’udito e sul fenotipo comportamentale.

3) Esame obiettivo. Deve essere completo ed accurato. E’ sempre opportuno eseguire delle fotografie standard (figura intera di fronte e di profilo, faccia di fronte e di profilo, mani, piedi) accompagnate da quelle delle anomalie rilevate. Bisogna ricercare le anomalie e/o le malformazioni congenite ed elencarle in ordine decrescente di rarità. Particolare attenzione dovrà essere posta alla rilevazione delle misure antropometriche, all’esame della morfologia craniofacciale, della cute e annessi, delle mani e dei piedi. L’esame obiettivo dovrà sempre essere corredato da una valutazione neurologica, cardiologica, oculistica, otorinolaringoiatrica e da una ecografia addominale.

4) Sintesi diagnostica. Dovrà essere basata sull’integrazione della gestalt con l’elenco dei segni clinici correlati tra di loro. Si dovrà porre una diagnostica differenziale utilizzando anche database come LDDB, LNDB e POSSUM. Sarà completata dalla richiesta di esami di laboratorio e/o strumentali per conferma e/o indirizzo.

5) Diagnostica per immagini e di laboratorio.  Il tipo di esame da richiedere dipenderà essenzialmente da alcuni elementi. Se la diagnosi clinica è raggiunta, si deve sempre tentare di pervenire alla diagnosi genetica. Quando questa è disponibile, si deve sempre effettuare il test genetico appropriato. Se questa non fosse disponibile, è sempre necessario conservare la linea cellulare o il DNA del paziente. Se la diagnosi clinica è sospetta si deve seguire l’iter diagnostico di laboratorio e/o strumentale conseguente. Nel caso in cui la diagnosi clinica mancasse, sarà opportuno attivare l’iter mostrato qui di seguito.

A. Neuroimaging. Una metaanalisi degli studi disponibili [10] ha dimostrato una capacità diagnostica, intesa come riscontro di patologia, della Risonanza Magnetica Nucleare (RMN) dell’encefalo pari al 55,3% e della Tomografia Assiale Computerizzata (TAC) dell’encefalo pari al 39%. Con entrambi gli strumenti la capacità diagnostica è maggiore quando sono presenti anomalie rilevabili all’anamnesi o all’esame obiettivo, come l’asfissia perinatale, la microcefalia, la paralisi cerebrale, i sintomi motori focali e le convulsioni. In tutti questi casi la RMN è comunque più sensibile della TAC, che rimane da preferire solo nel caso di craniosinostosi  e quando si ricercano delle calcificazioni. 

B. Cariotipo standard. Una metaanalisi di 3672 pazienti con RM [10] ha evidenziato anormalità del cariotipo nel 3,7% dei casi e alcune delle più frequenti alterazioni riscontrate includevano la sindrome di Down, le aneuploidie dei cromosomi sessuali, la sindrome dell’X fragile e sindromi da delezione o da traslocazione sbilanciata. Uno di questi studi [15] ha dimostrato che, se l’analisi del cariotipo viene effettuata in pazienti con RM provvisti di due o più dismorfismi, si evidenziano anomalie nel 20% dei casi. D’altra parte un altro studio su pazienti con RM senza dismorfismi [12] ha dimostrato che il 10,2% di questi pazienti erano aneuploidi e il 5,1% avevano la sindrome dell’X fragile. La conseguenza è che la seconda indagine da effettuare è il cariotipo alla risoluzione di 550 bande [16], che può essere alterato anche in soggetti senza dismorfismi, ma che più probabilmente sarà anomalo quanto più evidente è il fenotipo “cromosomico”. La diretta proporzionalità tra gravità di RM e probabilità di riscontro di anomalie citogenetiche è attualmente controversa [12, 17, 18].

C. Multiplex Ligand Probe Amplification (MLPA) subtelomerica. Una metaanalisi di 2585 pazienti con RM [19] ha evidenziato riarrangiamenti subtelomerici nel 5,1% dei casi. Se questa popolazione viene, però, stratificata per grado di RM si osserva che nella sottopopolazione formata da 1303 pazienti con RM medio-grave la percentuale aumenta al 6,3% e in quella costituita da 479 pazienti con RM lieve scende all’1%. L’unico studio esaminato [20] nel quale il cariotipo ad alta risoluzione (550-850 bande) precedeva l’esecuzione dell’analisi subtelomerica non ha dimostrato nessun riarrangiamento subtelomerico. Questo dato permette di supporre che migliore è la citogenetica, minore è la probabilità di evidenziare anomalie subtelomeriche alla MLPA. La checklist proposta da De Vries et al. [21] permette di eseguire l’esame in pazienti altamente selezionati, che raggiungano un punteggio minimo di 3, senza perdere, nella loro esperienza, nessun caso di riarrangiamento subtelomerico. Novelli et al [22] hanno riscontrato riarrangiamenti subtelomerici nel 16,3% di 92 pazienti con RM grave, bassa statura, dismorfismi facciali, anomalie delle mani e dei piedi e malformazioni congenite.  Di conseguenza la MLPA subtelomerica è raccomandata in pazienti con RM che presentano un “fenotipo cromosomico” o in pazienti che soddisfano la checklist proposta da De Vries.

D. Array-CGH. Questa nuova tecnica [23], basata sulla comparazione di un genoma di riferimento con quello esaminato, è attualmente lo stato dell’arte nella definizione delle anomalie citogenetiche submicroscopiche. Attualmente livelli di risoluzione di 6Kb, contro i 3-5 Mb della migliore citogenetica, sono già standardizzati con questa metodica. Si va accumulando un discreto numero di pazienti negativi all’analisi della multiFISH o MLPA subtelomerica nei quali vengono riscontrate con questa tecnica delle anomalie sia interstiziali che subtelomeriche. Si stanno accumulando rapidamente evidenze che indicano di privilegiare l’esecuzione di tale esame nei confronti del cariotipo e dello screening mediante MLPA, sostituendo questi due esami in pazienti con RM e “fenotipo cromosomico”.

E. FRAXA. Uno studio condotto su 1581 (896 maschi e 685 femmine) pazienti con RM da causa ignota [24] ha permesso una diagnosi molecolare di sindrome dell’X fragile nello 0,7% del campione (1% dei maschi e 0,3% delle femmine). Se invece veniva utilizzata una checklist clinica la percentuale nei maschi raggiungeva il 7,6%. La checklist per maschi con FRAXA comprende il RM familiare, il fenotipo facciale con mascella lunga e/o fronte alta, le orecchie grandi e antiverse, le articolazioni iperestensibili, la cute palmare soffice e vellutata con ridondanza nel dorso della mano, il macroorchidismo ed il fenotipo comportamentale caratteristico. Di conseguenza l’indagine molecolare del gene FMR-1 è raccomandata nei maschi che soddisfano la checklist.

F. EEG. La metaanalisi della letteratura [10] mostra una bassa capacità diagnostica (~1%), ma bisogna ricordare che l’EEG è caratteristico almeno in due condizioni: la sindrome dell’X fragile [25] e la sindrome di Angelman [26].

G. Screening metabolico. Di solito [10] è costituito da acidi organici urinari, amminoacidi sierici, acido lattico sierico, ammoniemia, emogasanalisi e funzione tiroidea. La metaanalisi della letteratura ha dimostrato che le capacità diagnostiche sono attorno all’1%. Si raccomanda la sostituzione di questo approccio di screening con il cosiddetto approccio multistep, basato sul fatto che i test metabolici vanno richiesti solo se ci sono delle caratteristiche specifiche nell’anamnesi o nella valutazione clinica che suggerisca uno specifico gruppo di malattie metaboliche. Nel caso in cui la specificità clinica non sia così accentuata, è raccomandato l’approccio sequenziale che consiste nel fare prima i test che hanno una maggiore capacità diagnostica e, solo se questi sono negativi, passare agli altri a minore capacità diagnostica. Utilizzando questo approccio, un recente studio su 118 bambini con RM ha ottenuto una capacità diagnostica del 13,6% [27].

6) Follow-up diagnostico. Nei casi non diagnosticati si raccomanda di conservare il DNA e/o la linea cellulare e di eseguire periodicamente delle rivalutazioni diagnostiche di tipo clinico, strumentale e/o di laboratorio.

Tabella 1. Test psicometrici utilizzati per la diagnosi ed il follow-up del bambino con RM.

	Sviluppo (età in mm e aa) 
	Intelligenza (età in aa e mm) 

	BSID II (1-42mm)
	WPPSI (4-6aa)

	Griffiths’ MDS (0-2aa e 2-8aa) 
	WPPSI-R (4-6aa) 

	PEP-R (6mm-7aa) 
	WISC-R (6-16aa) 

	AA-PEP (adolescenti e adulti)
	WISC-III (6-16aa) 

	TCR (3aa-7aa11mm) 
	WAIS (adulti) 

	LAP (3-6aa)
	WAIS-R (adulti) 

	 
	LIPS (2-20aa) 

	 
	K-ABC (2aa6mm -12aa5mm) 

	 
	PTI di French (3aa-7aa11mm) 

	 
	CPM di Raven (6-12aa) 

	 
	OLC (5-7aa) 

	 
	LPAD (tutte le età)

	 
	Disegno figura umana (3-13aa) 


Tabella 2. Scale di valutazione del comportamento adattivo.

Vineland Adaptive Behavior Scale (VABS)

Adaptive Behavior Scale (ABS)

Adaptive Behavior Inventory (ABI)

Tabella 3. Fattori predittivi di rischio di ritardo mentale.

Peso alla nascita inferiore a 2500 grammi

Basso livello di istruzione

Età materna avanzata

Multiparità

Difetti congeniti
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