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3.1 Come inviare il materiale biologico del paziente


La maggior parte dei test molecolari si effettua sul DNA del paziente. Per tale motivo è necessario inviare per il test i) il prelievo di sangue del paziente oppure ii) il DNA già estratto. i) Se si sceglie di inviare il prelievo del paziente in genere 5 cc in EDTA sono sufficienti per effettuare il test e per conservare il DNA del paziente. Alcuni laboratori hanno la possibilità di effettuare anche un tipo di conservazione del campione biologico migliore: linea cellulare linfoblastoide. In questo caso è necessario inviare 5 cc in EDTA + 5 cc in eparina sterili. ii) Se la consulenza genetica viene effettuata in un centro che è collegato con un laboratorio può essere conveniente inviare un’aliquota del DNA estratto del paziente e conservare in sede il materiale biologico in eccesso. Si raccomanda di inviare la provetta del DNA con la specifica della concentrazione e del volume e di accertarsi, prima dell’invio, che il colore del contenuto della provetta sia adeguato, cioè limpido e trasparente. La quantità di DNA necessaria e il metodo che deve essere utilizzato per l’estrazione dello stesso dipende dal tipo di test che verrà effettuato e deve essere concordato con il laboratorio accettante. Si raccomanda di evitare di inviare DNA estratto con fenolo-cloroformio ai laboratori che devono effettuare la metodica DHPLC perché residui di fenolo possono danneggiare la macchina. Nel caso di analisi mutazionale per PCR il volume e la concentrazione necessaria si aggira da un minimo di 100 ng/microl x 40 microl nel caso di un gene di circa 10 esoni fino a 300 ng/microl x 100 microl nel caso di gene con 60-70 esoni. Nel caso di analisi per Southern blotting e PFGE il DNA dovrebbe essere estratto con fenolo-coloroformio o con un metodo che garantisca DNA di alto peso molecolare (riducendo la frammentazione del DNA) e dia un alta resa. Per questi metodi infatti la concentrazione minima necessaria è di 500 ng/ml per un volume di 100 ml. Per l’analisi array-CGH va bene qualunque metodica di estrazione; la quantità di DNA non deve essere inferiore a 20 microg e la concentrazione non deve essere inferiore a 100 ng/microL.

Alcuni test si effettuano su RNA. In questi casi è opportuno inviare il prelievo di sangue fresco del paziente in eparina sterile (5 cc). Infatti, benché teoricamente l’RNA si possa estrarre anche da sangue, la resa è molto bassa e in genere si preferisce allestire una linea linfoblastoide e da questa estrarre l’RNA. 


BOX 1. MATERIALE DA INVIARE (a temperatura ambiente)

1. SANGUE
Per analisi DNA: 5ml in EDTA.



Per linea linfoblastoide: 5ml in eparina sterili.




Per analisi RNA: 5ml in eparina (entro 48 ore dal prelievo).

2. CELLULE BUCCALI




Prelievo con spazzolino, inviato a secco.

3. DNA
Metodica PCR: concentrazione di 100 ng/ml in volume di 40 microL per  analisi di 10 esoni, 300 microL per 60 esoni.

DHPLC: come sopra ma il DNA deve essere estratto con kit Quiagen.                          

Southern Blotting: quantità non inferiore a 20 microg e concentrazione non inferiore a 500 ng/micron.

array-CGH: quantità non inferiore a 20 microg e concentrazione non inferiore a 100 ng/microL.

Si raccomanda ove possibile di inviare insieme al campione biologico del paziente anche quello di entrambi i genitori. Infatti, in caso di malattie autosomiche recessive l’analisi del DNA dei genitori permette di definire se le mutazioni sono in trans. Nelle malattie autosomiche dominanti sporadiche permette di definire se la mutazione è de novo rafforzandone la patogenicità. 


BOX 2. SOGGETTI IN ANALISI

Paziente e genitori

Si raccomanda di accompagnare al campione biologico una lettera con la descrizione del quadro clinico e l’albero genealogico. Tali informazioni di genetica formale e di genetica clinica a volte sono essenziali per la scelta del test genetico da parte del laboratorio. Ad esempio in malattie con alta eterogeneità genetica e differente modalità di trasmissione tale informazione determina la scelta del gene da analizzare (es. sindrome di Alport). 

A volte le informazioni di genetica formale e di genetica clinica sono essenziali per la scelta dell’individuo da mettere in screening. Ad esempio l’analisi mutazionale per DHPLC (che vede preferenzialmente mutazioni in eterozigosi) in una malattia autosomica recessiva viene modulata in base alla presenza o assenza di consanguineità nella famiglia. Se non è presente consanguineità ci si attende una eterozigosi composta e viene analizzato in DHPLC il paziente affetto. Se è presente consanguineità ci si attende una autozigosi e viene analizzato un genitore.  


BOX 3. ALLEGATI DA INVIARE AL LABORATORIO

Relazione clinica del paziente con albero genealogico e ipotesi diagnostica.

Impegnative mutualistiche, concordate con il laboratorio.

3.2 Come si referta un test genetico

Il referto deve essere intestato al genetista clinico che ha richiesto l’analisi. Nel referto devono essere inseriti: il tipo di campione biologico ricevuto dal laboratorio (sangue, DNA o altro), la data di arrivo del campione, il nome del paziente, il numero identificativo del campione, la data di emissione della risposta. 

Il referto deve essere scritto in modo comprensibile e nello stesso tempo dettagliato. In particolare, deve essere indicata la tecnica utilizzata, spiegando cosa è in grado di rilevare e con quali limiti. Il referto deve comprendere anche l’intervallo dei valori di normalità, dove esistenti, specificando in quale condizione si colloca il risultato del test effettuato (es: espansione/non espansione del numero di triplette ripetute; delezione/normalità/duplicazione di un gene o regione; etc).  Tali dati potranno risultare utili soprattutto nel caso di rivalutazioni successive del test effettuato. L’importanza di inserire i dati tecnici è ancora più rilevante nel caso dell’utilizzo di nuove tecnologie per le quali è più difficile definire il giusto grado di dettaglio. Nel caso di mutazioni puntiformi deve essere specificata chiaramente la mutazione secondo la nomenclatura corrente (Den Dunnen and Antonarakis, Hum Genet 2001; 109: 121-124). Nel caso di array-CGH deve essere specificato l’ultimo clone presente, il primo deleto, l’ultimo deleto e il primo presente; deve inoltre essere specificato il tipo di vetrini usati e la risoluzione.

Il risultato del test deve essere accompagnato da un commento tecnico riguardante la patogenicità dell’alterazione riscontrata. Si consiglia di riportare tutte le alterazioni che vengono riscontrate sotto la voce “risultati” e di commentare (sotto la voce “commento”) ogni risultato ottenuto in termini di patogenicità. 

Il referto del test genetico deve essere accompagnato da una relazione di consulenza genetica da parte del medico genetista che di norma deve precedere e motivare la richiesta del test. In questo modo il risultato del test viene contestualizzato rispetto alla clinica del paziente. Dall’altra parte è importante che il genetista clinico alleghi il referto di laboratorio originale e non tenti di riassumere il dato tecnico all’interno della riposta di consulenza. Questo tutela il consulente e garantisce al paziente un’informazione completa.


BOX 4. IL REFERTO 
NOME E INDIRIZZO DEL





LUOGO E DATA

GENETISTA CLINICO INVIANTE

Dati anagrafici

Ipotesi diagnostica

Data di arrivo del campione e numero identificativo

Tipo di materiale arrivato

Tecnica utilizzata

RISULTATI

COMMENTO (patogenicità, sensibilità, specificità).

3.3 Come si legge un test genetico 

Nell’interpretazione del risultato negativo del test genetico è importante tenere in considerazione la sensibilità e specificità della tecnica utilizzata e l’eventuale disponibilità di test complementari. 

I progressi della tecnica hanno portato all’acquisizione di indagini più sensibili rispetto a quelle usate in precedenza. Nel caso di ricerca di mutazioni puntiformi la tecnica di DHPLC (sensibilità di circa il 99%) ha progressivamente sostituito la tecnica di SSCP (sensibilità di circa l’ 80%). Per tale motivo se il sospetto diagnostico permane a dispetto di un test mutazionale per SSCP negativo potrebbe essere utile ripetere l’analisi del gene utilizzando una tecnica più sensibile.   

Per alcune patologie è indicato effettuare in successione indagini complementari. E’ paradigmatico l’esempio della neurofibromatosi di tipo 1 per la quale è consigliato iniziare con l’esecuzione di un test genetico di FISH, il quale pur risultando positivo solo nel 4-5% dei casi, ha il vantaggio della rapidità e del significato prognostico (maggior rischio di ritardo mentale, malformazioni cardiache e sviluppo di sarcomi delle parti molli). Quando tale indagine è negativa si deve procedere con la ricerca di mutazioni puntiformi del gene NF1 tramite il test DHPLC.

Il progredire delle conoscenze scientifiche riguardo  determinate patologie può rendere necessario introdurre tra i test, routinariamente in uso, nuovi test genetici. E’ il caso della sindrome di Rett, per la quale solo dal 2004, è stata introdotta la ricerca di delezioni del gene tramite PCR quantitativa. Pertanto, di fronte ad un’ipotesi convincente di sindrome di Rett, con un’analisi negativa di mutazioni puntiformi, è indicato procedere con il test complementare.   

Da tali considerazioni deriva la necessità per il medico che ha richiesto l’esame di mantenersi continuamente aggiornato sulle tecniche più appropriate per la diagnosi delle singole patologie. Un continuo scambio culturale e informativo tra il genetista di laboratorio e il genetista medico è fondamentale al fine di eseguire una corretta consulenza genetica.
3.4 Potere del test genetico nell’esclusione di una ipotesi clinica


Il potere del test genetico nell’esclusione di un’ipotesi clinica è molto limitato. Infatti, molto raramente un test genetico ha una sensibilità del 100%. La sensibilità del test genetico utilizzato può essere calcolata in base alla sensibilità della tecnica/e utilizzata/e e alla percentuale di pazienti con mutazioni nel gene analizzato riportata in letteratura. La sensibilità di un test genetico può variare dal 65% (NF2) al 90% (s. di Rett). La sensibilità del test può essere dunque molto variabile facendo variare di conseguenza il potere di esclusione (vedi anche Calcolo Bayesiano nel capitolo delle procedure diagnostiche).

In casi particolari il test genetico può escludere una ipotesi diagnostica. Si tratta ad esempio di casi in cui un parente affetto abbia diagnosi clinica e molecolare. In tal caso la ricerca della mutazione specifica permetterà di escludere con ragionevole certezza che il probando presenti la stessa condizione del familiare affetto. 

3.5 Quale test genetico chiedere se la consultanda è in gravidanza

e non è stato mai effettuato un test genetico

In questi casi è necessario preliminarmente eseguire il test genetico sul parente affetto. La diagnosi clinica del parente affetto deve essere verificata attraverso la visione di appropriata documentazione clinica o per valutazione diretta.


A causa del limitato tempo disponibile per l’esecuzione del test genetico non in tutti i casi è possibile chiedere un test genetico diretto. In alcuni casi il test indiretto è di elezione.


Il test diretto è di elezione quando la malattia è causata da delezione o duplicazione genica/genomica (evidenziabile con PCR quantitativa o con FISH) o da espansione di triplette. Il test diretto può essere richiesto anche per geni con mutazione puntiforme ignota, purché il gene sia di piccole dimensioni (2-3 esoni) o vi siano poche mutazioni ricorrenti. Inoltre, la malattia deve avere una limitata eterogeneità genetica.

Il test indiretto è di elezione quando la diagnosi clinica del familiare affetto è certa, la malattia non ha eterogeneità di locus ed è dovuta a mutazioni puntiformi in un gene di grandi dimensioni e con elevata eterogeneità allelica. In questi casi l’esecuzione di un test genetico diretto non sarebbe compatibile con i tempi di una gravidanza. L’accuratezza della diagnosi ottenuta tramite test indiretto dipende dal numero di marcatori utilizzati, dalla informatività nella famiglia, dalla loro distanza dal gene malattia e dal numero di familiari reperiti per il test e di cui è certo il fenotipo. La probabilità di errore di tale diagnosi deve essere specificatamente stimata e ben evidenziata nel referto.

3.6 Come gestire i referti successivi al primo, talora temporalmente distanti anche di anni

Spesso accade che il risultato del secondo test genetico sia disponibile  dopo diversi mesi o anni dall’invio della prima riposta di consulenza che reca in allegato il primo referto di test genetico. In tali casi, si pone il problema di come informare il medico curante e il paziente o la sua famiglia del risultato di tale test. Si raccomanda di non inviare il referto come tale perché potrebbe risultare  scarsamente comprensibile. In base al tempo intercorso può essere:i) necessario inviare insieme al referto un breve lettera di spiegazione del risultato, allegando o citando il referto precedente; ii) suggerire una rivalutazione clinica  e/o genetica. 


Nel caso in cui siano intercorse poche settimane o mesi dalla consegna del primo referto, si consiglia di inviare questo secondo referto con una lettera che faccia riferimento alla risposta precedentemente inviata.

