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Diagnostica molecolare delle malattie genetiche: metodi diretti
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Negli ultimi 25 anni sono stati compiuti progressipossono determinare il grave quadro clinico della
straordinari nella conoscenza della struttura e funzionialassemia major. Lidentificazione dei portatorii
dei geni. Questo & stato reso possibile dallo svilupplassemia puo essere eseguita con lo studio della sin-
di metodi di analisi del DNA che hanno consentito I'i-tesi globinica in vitro nei reticolociti del sangue peri-
solamento dei geni, la definizione della loro strutturderico, o con 'analisi del DNA mediante Southern
normale e delle mutazioni responsabili di numerosBlotting. Entrambi i metodi perd sono lunghi, com-
malattie ereditarie e non. Alcuni metodi di analisi deplessi, costosi e implicano I'uso di sostanze radioat-
DNA hanno raggiunto oramai una vasta applicaziongive. In questi ultimi anni sono stati messi a punto
clinica in quanto consentono, in maniera rapida e relanetodi basati sulla PCR che consentono una diagnosi
tivamente semplice, di identificare le diverse mutarapida e semplice di-talassemia. | difetti da dele-
zioni (puntiformi e non) che sono alla base delleione, che sono i piu comuni‘ftalassemia:o/ aa
malattie ereditarie. e -0/-a), vengono diagnosticati mediante I'utilizzo
L'introduzione da parte di Mullis e coll. nel 1986 (1) di un primer comune alla regione 5’ di entrambi i geni
della Polymerase Chain Reaction (PCR), in biologia2 eal, e di due primers specifici per le regioni 3’
molecolare, ha rappresentato la tappa forse pit impativergenti dei geni. La presenza della delezione da
tante per lo studio e la diagnosi delle malattie genddogo ad un frammento riarrangiato corrispondente al
tiche. Infatti tutte le metodiche di analisi si basan®ingolo genex che si origina a seguito del crossing
sulla amplificazione del DNA mediante reazione aover ineguale, responsabile della delezione stessa. Con
catena con polimerasi (PCR). Le procedure per I'ila stessa amplificazione € possibile rivelare anche I'e-
dentificazione di una mutazione possono essengentuale presenza di un gemdriplicato (oo 37),
distinte in due gruppi. Il primo consiste in tecniche chén soggetti che presentato Hid#orderline. Per la dia-
identificano mutazioni conosciute, il secondo grupp@nosi dia°-talassemia (- efat) si utilizzano invece due
comprende metodi che servono a definire mutaziomirimers che fiancheggiano i punti di rottura della dele-
sconosciute. Tali metodi sono esaurientementgone. Questi oligonucleotidi consentono I'amplifica-
descritti in vari lavori (2). Descriveremo qui in detta-zione di un segmento di DNA solo se é presente la
glio I'applicazione di tali metodi alla diagnosi mole-delezione. In caso contrario il frammento e troppo
colare diretta dia-talassemia, difetto di glucosio-6- grande e non pud essere amplificato (3). Come con-
fosfato deidrogenasi (G6PD), sindrome di Gilbertfrollo viene contemporaneamente amplificato il DNA
emocromatosi ereditaria. di un cromosoma normale utilizzando uno dei primers
fiancheggianti la delezione ed un primer omologo ad
una regione di DNA rimossa dalla delezione.
a-Talassemia | difetti da non delezione pit comuni (codon iniziale
ATG - ACG, a2 IVS-1 — 5bp) vengono identificati
Circa il 10% della popolazione Sarda presenta ridwdigerendo il DNA amplificato, rispettivamente con gl
zione di MCV ed MCH con HbAed F normali e side- enzimi di restrizione Ncol ed Hphl, in quanto i siti di
remia normale. Diverse forme di talassemia sono asseestrizione di questi enzimi sono aboliti dalla muta-
ciate con questo fenotipo e precisamentalassemia, zione.
ydf-talassemia e doppia eterozigosi pexr3-talas- 1|l DNA amplificato ed eventualmente digerito (in caso
semia. La differenziazione teatalassemia e gli altri di ricerca dei difetti da non delezione), viene sotto-
alleli talassemici al locuB, € un aspetto essenzialeposto ad elettroforesi su gel di agaroso e colorazione
nella consultazione genetica. Infatti, menteetilas-  con bromuro di etidio. Dal pattern elettroforetico otte-
semia non determina, almeno nell’area mediterraneauto si puo risalire al tipo di-talassemia eventual-
quadri clinici gravi, gli altri due alleB-talassemici, mente presente (3).
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Tabella I. Definizione di varianti GGPD mediante PCR ed enzimi di restrizione.

Variants Mutazxane Eeon Enama DNA
GAPD amplficat
Fammert dopo digestions (bl

Ampncaie (o) Normea Mutato
Madimrranea | BE3 C—T 6.7 Mbxall E47 377, 119,28 26 277, 119,100, 25, 26
Saatta 844 GC B Dl 164 101,56, 5 158, 5
SAantioco 13423 A»G 10.11 Haelll 45T 144, 130, 70, 67, 30, 25, 18,[130, 115, 70, 67, 30, 29, Z5, 18,

12,6 12,8

Linkan 13680 C-T 10.11 Fapl 407 455, 45 497

In grassetto i frammenti specifici delle varianti.

Questi stessi metodi vengono utilizzati per definire anutazione del promoter del gene UGT-1A(5). | sog-
livello molecolare la malattia da HbH, una forma digetti normali presentano nel promoter di questo gene
o-talassemia intermedia caratterizzata da anemia emona sequenza conservata (TA) ripetuta 6 volte
litica microcitica ed ipocromica con lieve ittero e sple{(TA)s]. E’ stato dimostrato che la presenza di un
nomegalia. Esistono due forme di gravita diversa diinucleotide TA aggiuntivo, per cui la sequenza
malattia da emoglobina H: da delezione (meno gravedjventa (TA), determina la riduzione dell’attivita
e da non delezione (piu grave). La loro differenziaenzimatica di circa il 30%. Questa condizione si
zione ha importanti implicazioni sia per la prognosiassocia frequentemente al quadro clinico della sin-
che per il trattamento e quindi la definizione a livellodrome di Gilbert. Nellg-talassemia, sia allo stato
molecolare della malattia da HbH é essenziale. eterozigote che omozigote, nel difetto di G6PD, nella
sferocitosi ereditaria, la presenza di un genotipo
(TA)7/(TA)-si associa ad una iperbilirubinemia a
Difetto di glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6PD) volte anche marcata, con aumentato rischio di svi-
luppo di calcolosi della colecisti (6, 7).
Il difetto di G6PD, uno dei piu comuni difetti enzi- Per la diagnosi la regione del promoter del gene UGT-
matici nel’'uomo, e caratterizzato da una notevole etetA viene amplificata mediante PCR utilizzando pri-
rogeneita biochimica e molecolare. La caratterizzaners specifici (Bosma e coll., 1995). Uno dei primers
zione biochimica delle varianti & complessa, mentrin 5’ € marcato con fluoresceina. | frammenti ottenuti,
la definizione molecolare & ora possibile con metodii 98 paia di basi (bp) se é presente il BA)i 100
semplici basati sull'analisi del DNA. Il difetto di gran bp se & presente il (TA)vengono separati con elet-
lunga piu comune (oltre il 90% dei casi) riscontrato irtroforesi su un gel denaturante di acrilamide, utiliz-
Sardegna e la variante Mediterranea, caratterizzazando il sequenziatore automatico ABI-PRISM 377
dalla sostituzione G T al nucleotide 563. Con fre- (Fig. 1A). L'applicazione di questo metodo relativa-
guenza minore sono state trovate le varianti S. Antioamente semplice ha notevolmente semplificato la dia-
(nt 1342 A~ G), Seattle (nt844 G C), e Union (nt gnosi della sindrome di Gilbert, evitando test fastidiosi
1360 C-T) (Galanello R. e Sollaino C., risultati non per il paziente (digiuno prolungato, assunzione di bar-
pubblicati). Esclusa la Seattle, che appartiene allaiturici) e non sempre indicativi.
classe Il WHO, tutte le altre sono di classe Il e quindi
possono dare gravi crisi emolitiche acute conseguenti
I'ingestione di fave, di farmaci ossidanti o in corsoEmocromatosi ereditaria
di processi infettivi.
Tutte le varianti indicate sono identificabili mediantel’emocromatosi ereditaria € un disordine del meta-
digestione del DNA amplificato con enzimi di restri- bolismo del ferro, a trasmissione autosomica reces-
zione, in quanto le rispettive mutazioni creano o abasiva, caratterizzato da un aumento dell’assorbimento
liscono i siti di restrizione, generando pattern di framintestinale del ferro alimentare. Fegato, cuore, ghian-
menti specifici e caratteristici (Tab. 1) (4). dole endocrine, cute ed articolazioni sono le sedi di
maggior deposito. Cirrosi epatica, diabete mellito, ipo-
pituitarismo, ipogonadismo, cardiomiopatia, iperpig-
Sindrome di Gilbert mentazione cutanea ed artriti ne rappresentano le con-
seguenti manifestazioni cliniche.
La sindrome di Gilbert € una forma benigna di ipertl gene responsabile del’emocromatosi, denominato
bilirubinemia indiretta fluttuante, causata da unalFE, € stato identificato da Feder e coll. nel 1996 (8).
ridotta attivita dell’enzima uridin-difosfo-glucuro- La mutazione responsabile della maggior parte dei casi
nosiltransferasi (UGT). Sono state recentemente defii emocromatosi ereditaria &€ una sostituzione nucleo-
nite le basi molecolari di questa sindrome e la formtdica G- A in posizione 845, corrispondente ad uno
piu comune (oltre il 90% dei casi) dipende da unacambio tra gli aminoacidi tirosina e cisteina in posi-
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Conclusioni

Le metodiche di analisi del DNA sono oramai alla por-
tata di molti laboratori e non piu ristrette a Centri altamente
specializzati. La tecnologia della PCR, oggi completa-
mente automatizzata e miniaturizzata € ancora in evolu-
zione. Sono gia disponibili sistemi analitici che utilizzano
la PCR su microchips di silicone che contengono migliaia
di sonde molecolari su una superficie molto ridotta. Questi
sistemi consentiranno in futuro di analizzare simultanea-

by . 18 | mente migliaia di geni (o di pazienti) o i loro trascritti.
111 W
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