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Paola Nardiello, Giuseppe Castaldo Di a gno Si molecolare

di Fibrosi Cistica:
stato dell’arte

CEINGE-Biotecnologie avanzate,
Napoli. Dipartimento di Medicina
Molecolare e Biotecnologie Mediche,
Universita di Napoli Federico II

Corrispondenza: Giuseppe Castaldo Molecular diagnosis of Cystic Fibrosis: state of the art

email: giuseppe.castaldo@unina.it

Riassunto La Fibrosi Cistica (FC) ¢ la pit frequente malattia autosomica recessiva letale nei caucasici anche se la diagnosi precoce
(screening neonatale) ne ha migliorato l'outcomie. Inoltre, sono note forme di FC a prognosi favorevole (CFTR-Related Disorders), che
si manifestano con pancreatiti ricorrenti, agenesia bilaterale dei dotti deferenti, bronchiectasie, etc. La diagnosi molecolare contri-
buisce alla conferma di malattia, alla previsione dell'outcome (correlazione genotipo-fenotipo) e, poiché sono disponibili farmaci in
grado di correggere il difetto causato da specifiche mutazioni, alla guida alla terapia. Inoltre, contribuisce ad identificare le coppie a
rischio di generare un figlio affetto attraverso lo screening a cascata o lo screening di massa del portatore. Infine, alle coppie a rischio
puo essere offerta la diagnosi prenatale (su DNA da villi coriali o, in casi selezionati, su DNA fetale da sangue materno) o preimpian-
to nelle coppie che ricorrono alla procreazione assistita. Ad oggi sono note 2000 mutazioni del gene responsabili di malattia e le linee
guida suggeriscono di effettuare un I livello di analisi (ricerca delle mutazioni piti diffuse, che ha una ridotta sensibilita diagnostica)
e poi il sequenziamento del gene nei casi negativi, che puo pero identificare mutazioni nuove, per le quali ¢ difficile stabilire il carat-
tere patogenetico senza ricorrere a studi in vitro. In ogni caso, anche dopo il sequenziamento, circa il 5% degli alleli FC non presenta
mutazioni. Negli ultimi anni & emerso il ruolo delle aree non codificanti del gene (promotore, introni, etc.), che potrebbero ospitare

mutazioni causative, ma lo studio di queste regioni & limitato ai laboratori di ricerca.

Parole chiave: Fibrosi Cistica, gene, mutazioni, diagnosi molecolare
Key words: Cystic Fibrosis, gene, mutations, molecular diagnosis

INTRODUZIONE

La Fibrosi Cistica (FC) ¢ una malattia genetica
ereditaria autosomica recessiva, cronica, evolu-
tiva, che colpisce con uguale frequenza maschi
e femmine. E la malattia genetica grave pil
diffusa nella popolazione caucasica, con un’in-
cidenza di circa 1 neonato malato ogni 2500;
in Italia i pazienti stimati sono circa 5.000 (1).
Attualmente la sopravvivenza media ¢ di circa
40 anni (2). La malattia (forma classica) & carat-
terizzata dalla presenza di secrezioni dense che
causano malattia polmonare cronica ostruttiva
con evoluzione verso l'insufficienza respiratoria;
nell’ambito di una grande variabilita interindi-
viduale si possono avere altre manifestazioni
cliniche, tra cui insufficienza pancreatica, epa-
topatia, diabete e, nella quasi totalita dei maschi
affetti, azoospermia da agenesia bilaterale con-
genita dei vasi deferenti (CBAVD). Le modalita
di comparsa, la severita ed il decorso della ma-
lattia sono variabili. Alcuni pazienti presentano
precocemente i sintomi polmonari della malat-
tia (infezioni respiratorie ricorrenti) e manife-
stazioni gastrointestinali quali ileo da meconio
alla nascita e malassorbimento da insufficienza
pancreatica; altri hanno sintomi respiratori mo-
desti fino all’adolescenza, con un quadro digesti-
vo normale (3, 4). La discordanza dell’espressio-
ne clinica della FC a livello polmonare, epatico

e gastrointestinale ¢ presente anche in pazien-
ti con lo stesso genotipo CFTR o addirittura in
coppie di fratelli affetti dalla malattia. Cid ha
spinto alla ricerca di geni, ereditati indipenden-
temente da CFTR, che agiscano da modulatori
dell’espressione clinica della malattia (5).

Oltre alla forma classica di FC esistono forme
a fenotipo attenuato caratterizzate da modesta
espressione clinica respiratoria e normale fun-
zione pancreatica, spesso identificate in pazienti
adulti (coinvolgendo quindi andrologi, gastroe-
nterologi, pneumologi, etc.); in genere la malat-
tia interessa un unico organo, come i dotti de-
ferenti con la CBAVD che causa infertilita nei
maschi oppure il pancreas con episodi di pan-
creatite ricorrente. Le forme monosintomatiche
sono state per lungo tempo definite forme atipi-
che di FC, mentre oggi si parla di CFTR-Related
Disorders (CFTR-RD) per indicare le forme cli-
niche che non soddisfano i criteri per la diagno-
si di FC (6). Levoluzione clinica di tali forme &
poco nota, ma la prognosi appare piu favorevole
rispetto alla forma classica (3).

DIAGNOSI

Per la diagnosi di FC & necessaria la presenza di
sintomi tipici o di familiarita (fratelli ammalati)
o test di screening neonatale patologico, che de-
vono essere associati a test del sudore positivo
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o ad identificazione di due mutazioni del gene
CFTR in trans o ad alterazioni della differenza
di potenziale nasale (Tabella 1) (7).

Tab. 1. Criteri diagnostici per FC

Sintomatologia clinica tipica (incluso I'ileo da meconio)
Anamnesi familiare positiva (presenza di fratelli affetti)
Screening neonatale positivo (IRT elevato)

4

Test del sudore alterato

Alterato trasporto ionico a livello dell’'epitelio nasale e rettale
Analisi genetica positiva (presenza di una mutazione
patogenetica su entrambi gli alleli)

Nelle forme CFTR-RD con test del sudore ne-
ativo o borderline, I'analisi molecolare diventa
‘unico strumento di aiuto al clinico nella defi-

nizione diagnostica (8), anche se a volte sono

identificate varianti nuove o di incerto significa-

to patogenetico (9).

SCREENING NEONATALE (NBS)

La diagnosi di FC per sintomi & sempre pili rara;
infatti, oggi la maggior parte dei soggetti affetti
¢ identificata attraverso lo screening neonatale.
La FC, infatti, soddisfa pienamente i criteri di
applicazione di un programma di screening neo-
natale, in quanto & una malattia cronica evoluti-
va con un’elevata incidenza le cui manifestazio-
ni cliniche insorgono precocemente nell'infan-
zia; vi € ormai comune accordo che lo screen-
ing neonatale della FC ¢ in grado di ridurre la
severita della malattia, con riduzione dei costi
per l'assistenza. I risultati di numerosi studi
condotti a livello internazionale in termini d'im-
patto clinico ed epidemiologico hanno stabilito
che la diagnosi neonatale di FC, se associata
ad un trattamento precoce, riduce il rischio di
danno polmonare nell'infanzia, migliora la qua-
lita di vita e in definitiva migliora la sopravvi-
venza; ha inoltre un effetto benefico sullo stato
nutrizionale, con il miglioramento della cresci-
ta, e pud prevenire la malnutrizione da caren-
za di vitamine liposolubili e di proteine. Infine,
la diagnosi neonatale della malattia migliora la
reazione psicologica dei genitori, che subiscono
uno stress inferiore rispetto a quello che riceve-
rebbero in caso di diagnosi pit tardiva, quando
siano gia comparsi i sintomi clinici caratteristici
(10). Esistono molti protocolli diversi in Euro-
pa per lo screening neonatale di FC; tutti si ba-
sano attualmente sul dosaggio del tripsinogeno
immunoreattivo (IRT) in terza giornata, come
prima analisi, e sul test del sudore come analisi
conclusiva, che nella maggioranza dei casi con-
ferma o esclude la diagnosi di FC. Tra questi,
si collocano test intermedi, variabili tra i vari
protocolli ed utilizzati in varie combinazioni;
infatti, i casi di neonati con IRT positivo sono
una minoranza (circa 1-2%) della popolazio-
ne totale screenata e rappresentano una fascia
di popolazione a pit alto rischio di FC. Poiché
I'IRT risulta elevato, nei primi mesi di vita, negli

affetti da FC ma anche in alcuni neonati sani,
al fine di migliorare la specificita dello screening
alcuni dei programmi prevedono che i neonati
con IRT elevato siano sottoposti ad analisi delle
mutazioni piu frequenti, che in alcuni program-
mi & preceduta da un secondo prelievo su spot di
Guthrie per esecuzione di un II dosaggio di IRT
(il secondo spot di Guthrie ¢ prelevato intorno
alla ventesima giornata di vita). La presenza di
due mutazioni consente di porre diagnosi di ma-
lattia, mentre qualora se ne individui una sola il
test del sudore discriminera tra semplici porta-
tori ed affetti con una sola mutazione identifica-
bile. Infine, alcuni programmi prevedono, per i
neonati risultati portatori di una sola mutazione
dopo analisi delle mutazioni piu frequenti, I'e-
secuzione di un prelievo di sangue periferico in
EDTA per approfondimento dell’analisi moleco-
lare mediante sequenziamento diretto del gene
ed analisi di grossi riarrangiamenti.

IMPIEGO DELTEST GENETICOPERLA
DIAGNOSIDI EC

L’analisi molecolare del gene CFTR dovrebbe es-
sere sempre associata a un’appropriata consu-
lenza multidisciplinare ed il laboratorio di dia-
gnostica molecolare dovrebbe lavorare in stretta
collaborazione con il clinico, in modo da garan-
tire che siano eseguiti i test appropriati per ogni
specifica situazione e che siano sempre fornite
informazioni corrette e comprensibili al pazien-
te. Infatti, la qualita del risultato finale dipende
non solo dalle procedure di laboratorio, ma an-
che dalle informazioni riguardanti I'anamnesi
del paziente, che risultano determinanti affin-
ché il laboratorio possa definire il corretto iter
diagnostico, ovvero quali test eseguire e come
interpretare i risultati ottenuti. Attualmente, le
linee guida suggeriscono l'esecuzione del test
molecolare per FC nei seguenti casi (11):

1. sospetto clinico di forma classica di FC (che
presenta sintomatologia clinica tipica o fra-
telli affetti o IRT elevato alla nascita e test del
sudore positivo);

sintomatologia clinica “atipica” e/o test del
sudore borderline;

infertilita maschile in presenza di agenesia bi-
laterale congenita dei vasi deferenti (CBAVD);
adulti con sospetto di altre forme di CFTR-RD;
gravidanze in cui il feto presenti intestino ipe-
recogeno e/o dilatazione delle anse intestinali;
diagnosi prenatale;

diagnosi di portatore in soggetto con anam-
nesi familiare positiva.

La diagnosi di portatore in soggetti con anam-
nesi familiare negativa, cosi come la diagnosi
di portatore nelle coppie infertili, non sono uni-
vocamente riconosciute, ma sono regolate dalla
politica e dalle specifiche normative adottate a
livello di singole nazioni.

N Uk WD

METODICHE

Le metodiche utilizzate per la diagnosi moleco-
lare di FC possono essere divise in due gruppi: le
prime ad essere sviluppate sono state quelle che
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testano la presenza/assenza di specifiche muta-
zioni; successivamente, sono state utilizzate me-
todiche piu approfondite, definite di scanning,
poiché rivelano ogni differenza presente nella
sequenza genica del paziente analizzato rispet-
to alla sequenza di riferimento del gene CFTR
normale (11).

Poiché le mutazioni del gene CFTR hanno di-
versa frequenza nelle specifiche popolazioni, la
strategia pit idonea per la diagnosi genetica ed
il pannello di mutazioni da analizzare viene defi-
nita dai singoli laboratori sulla base della popo-
lazione originaria dei pazienti da analizzare (12,
13). Conoscere I'epidemiologia delle mutazioni
responsabili della FC in una determinata po-
polazione ¢ di fondamentale importanza anche
per la consulenza multidisciplinare, in quanto
rende possibile calcolare il rischio residuo per
una coppia di generare un figlio affetto e per il
singolo individuo di essere portatore sano dopo
un test che sia risultato negativo.

L'analisi molecolare di I livello utilizza kit com-
merciali o metodica home made che prevedono
I'analisi delle mutazioni pitt frequenti nella re-
gione di riferimento del laboratorio; le metodi-
che utilizzate per il I livello devono soddisfare
criteri di sensibilita, riproducibilita e rapidita.
Il detection rate dell’analisi molecolare di I livel-
lo & legato al pannello di mutazioni ricercato ed
all'origine etnica del paziente analizzato; ma in
linea di massima ¢ intorno all’80%.

Lanalisi molecolare di II livello: utilizza sistemi
di scanning che consentono il riconoscimento di
variazioni di sequenza nelle porzioni codificanti
e nelle regioni di splicing del gene.

La tecnica attualmente piti utilizzata ¢ il sequen-
ziamento diretto con I'impiego di strumentazio-
ni automatizzate. I test di II livello raggiungono
una detection rate migliore (circa 92%), ma il si-
gnificato fenotipico del risultato molecolare non
e sempre di semplice interpretazione.

Infine, in alcuni pazienti possono essere presenti
macroriarrangiamenti genici, quali macrodele-
zioni, inserzioni e duplicazioni, che non sono evi-
denziabili con le metodiche descritte precedente-
mente; la frequenza di tali riarrangiamenti & sti-
mata essere circa il 2% in alleli da pazienti affetti
da FC e circa I'1% in pazienti affetti da CBAVD.
Nei pazienti affetti da CFTR-RD le mutazioni
presenti sono spesso diverse da quelle rilevabili
per mezzo dei kit commerciali, per cui un’anali-
si di I livello ha una sensibilita minore rispetto
ai pazienti con FC classica (8); in questi pazien-
ti € quasi sempre necessario 'approfondimento
con scanning del gene. Sono, tuttavia, numerosi
i casi di forme classiche di FC (con test del su-
dore francamente patologico) nelle quali, anche
dopo un’analisi di II livello, non ¢ possibile iden-
tificare entrambe le mutazioni; infatti, mutazio-
ni causative possono essere localizzate in regio-
ni del gene non analizzate (promotore, introni e
3’'UTR) o in geni diversi da CFTR.

DEFINIZIONE DEL CARATTERE CAUSALE DI
MALATTIA DELLE VARIANTI DEL GENE CFTR

Lo sviluppo di nuove metodiche consente un’a-

nalisi sempre pitt approfondita del gene CFTR e
risulta nell'identificazione di un numero sempre
maggiore di varianti; la difficolta attualmente
maggiore dell’analisi molecolare della FC, cosi
come delle altre malattie genetiche, non ¢ quel-
la di identificare le alterazioni presenti nella se-
quenza genica, ma quella di stabilire il signifi-
cato patogenetico delle mutazioni identificate.
Infatti, con il passaggio dall’utilizzo dei kit per
mutazioni note alle metodiche di scanning del
gene CFTR, ci si € trovati di fronte non solo a va-
rianti gia descritte, ma anche a varianti nuove,
mai descritte precedentemente (9).

Alcune varianti sono ben classificate come mu-
tazioni causali di malattia (associate ad FC o
a CFTR-RD), poiche sono gia note come tali o
poiché sono nuove ma verosimilmente compa-
tibili con il fenotipo di malattia per caratteristi-
che proprie della variante (mutazioni nonsense,
splice-site, frameshift, grosse delezioni); altre va-
rianti sono gia note e classificate invece come
polimorfismi non causali di malattia (varianti
che non hanno effetto sul fenotipo clinico). Ma
per tutte le altre, nonostante lo sviluppo di di-
versi approcci mirati a definirne il carattere cau-
sale o non causale di malattia, il significato resta
dubbio, e le linee guida per la refertazione le in-
dicano come varianti probabilmente non pato-
genetiche o varianti di incerto valore patogene-
tico (14, 15). Alcuni esempi sono rappresentati
dalle varianti missense esoniche che ricadono
in domini non funzionali della proteina, dalle
varianti nucleotidiche sinonime, dalle varianti
localizzate in regioni introniche che potrebbero
alterare i meccanismi di splicing del RNA mes-
saggero, dalle varianti nel promotore (16) e nella
regione non tradotta al 3" del gene che, con mec-
canismi differenti, potrebbero alterare I'efficien-
za della trascrizione del gene (17).

Per stabilire il carattere causativo o non causa-
tivo di malattia di una variante sono oggi pos-
sibili due tipi di approcci: i primi sono basati
su software informatici, mentre i secondi sono
basati sulle sperimentazioni in vitro.

Nel primo caso, si tratta di sistemi di predizione
informatizzati che forniscono risultati riguardo il
grado di conservazione filogenetica dell'aminoa-
cido sostituito, riguardo I'impatto delle mutazio-
ni missense sull’attivita della proteina canale e
riguardo l'eventuale effetto della variante identi-
ficata sullo splicing dellRNA messaggero (9).
Questi sistemi di predizione forniscono risultati
immediati, ma talvolta contrastanti e non defi-
nitivi; pertanto, € sempre necessario utilizzar-
ne un minimo di tre per la valutazione di ogni
variante e, in ogni caso, tali risultati non sono
utilizzabili in fase di refertazione, ma solo come
indicazione a proseguire o meno con successivi
approfondimenti in vitro.

Le sperimentazioni in vitro misurano diretta-
mente l'attivita di gating del canale CFTR (nello
studio di varianti esoniche di tipo missense) o
la quantita di messaggero prodotto (nello studio
di varianti nel promotore o nella 3’UTR) o veri-
ficano la correttezza del risultato dello splicing
del mRNA di CFTR (18) ed utilizzano metodi-
che quali: clonaggio genico in vettori, sistemi
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reporter che utilizzano geni come luciferasi e
GFP (per lo studio sia di elementi cis che trans
di regolazione della trascrizione) e sistemi di ri-
velazione di bioluminescenza e di fluorescenza,
trasfezione in vitro, colture cellulari, RT-PCR e
sequenziamento diretto.

Le sperimentazioni in vitro forniscono risulta-
ti importanti e definitivi, ma lo fanno in tempi
molto piti lunghi, cosa che li rende lontani da un
utilizzo ruotinario.

NEXT GENERATION SEQUENCING

Lorizzonte della diagnostica molecolare della
FC e di tutte le malattie genetiche e multifatto-
riali & destinato a modificarsi completamente
nei prossimi anni grazie allo sviluppo recente
di tecniche di sequenziamento massivo, definite
Next Generation Sequencing (NGS); tutte le piat-
taforme NGS oggi disponibili presentano una
caratteristica tecnologica comune: il sequenzia-
mento parallelo massivo di molecole di DNA am-
plificate in modo clonale (sequenziamento di IT
generazione, Next Generation) o di singole mole-
cole di DNA separate spazialmente in una cella a
flusso (sequenziamento di III generazione) (19).
Poiché la procedura & parallela e massiva, tali
piattaforme consentono di sequenziare da cen-
tinaia di milioni di paia di basi fino a miliardi di
paia di basi di DNA in un’unica seduta analitica,
a seconda del tipo di tecnologia NGS utilizzata.
Complessivamente, le piattaforme NGS hanno
il vantaggio di sequenziare in tempi e con costi
enormemente ridotti rispetto al metodo Sanger,
rendendo possibile il completamento in alcune
settimane di analisi mentre che con il metodo
Sanger avrebbero impiegato anni; sono stati ne-
cessarl circa 3 miliardi di dollari e 17 anni (dal
1990 al 2007) per il completamento del Progetto
Genoma Umano, mentre per risequenziare il ge-
noma con una piattaforma NGS sono stati ne-
cessari due mesi a costi 100 volte inferiori.

Lavvento della tecnologia NGS ha aperto im-
portanti prospettive nella diagnostica molecola-
re e rappresenta un potente mezzo per l'analisi
simultanea di un gran numero di regioni geni-
che. Lapplicazione di questa tecnologia nella
diagnostica molecolare della FC consentira in
primo luogo la riduzione dei tempi necessari
alla diagnosi genetica nei pazienti affetti porta-
tori di mutazioni rare e la ricerca immediata di
mutazioni non esoniche; inoltre, I'utilizzo delle
piattaforme NGS consentira la ricerca immedia-
ta di mutazioni in pannelli di geni gia noti come
geni modulatori dell'espressione fenotipica della
malattia (attualmente realizzata principalmen-
te mediante 'uso di microarray) ed abbattera i
tempi necessari all’esecuzione di studi di ricerca
volti all'identificazione piti rapida di nuovi geni
modulatori. Il problema principale, come gia ac-
caduto in precedenza con l'avvento del sequen-
ziamento tradizionale, sara 'interpretazione dei
risultati ottenuti per ogni paziente, poiché il la-
boratorista ed il clinico si troveranno di fronte
ad un gran numero di varianti nuove in assenza
di strumenti utilizzabili in routine che ne pos-
sano definire il carattere causale o non causale

di malattia. Il primo supporto sara sicuramente
rappresentato dalla consultazione di database,
quali ad esempio “1000 Genomes”, realizzati
attraverso studi di NGS su grandi popolazioni,
che contengano tutte le variazioni, comuni e
rare, dell'intero genoma umano; altrettanto fon-
damentale sara la collaborazione di esperti in
bioinformatica.

FLOW CHART PER LA DIACNOSI GENETICA

Il percorso diagnostico da seguire nella diagnosi
molecolare della FC & strettamente dipenden-
te dalla motivazione della richiesta di indagine
(quale sospetto di malattia, familiarita, diagno-
si di portatore nelle coppie infertili, intestino
iperecogeno fetale, consanguineita, diagnosi
prenatale), dalla anamnesi clinica del paziente
da analizzare e dai valori di eventuali test pre-
cedentemente eseguiti (quali dosaggio dell IRT
e test del sudore) (11). Nella condizione di “so-
spetto clinico” possiamo includere i soggetti con
sospetto di forma classica di FC, quelli con sin-
tomatologia clinica “atipica”, con infertilita ma-
schile in presenza di CBAVD o con sospetto di
altre forme di CFTR-RD; la seconda condizione
¢ quella dei soggetti con familiarita per FC e del-
le diagnosi prenatali (20); la terza condizione &
quella di assenza di familiarita ed ¢ il caso delle
diagnosi di portatore nelle coppie infertili, delle
gravidanze con riscontro di intestino iperecoge-
no fetale e delle consanguineita.

Sospetto clinico: In presenza di sintomi (in-
cluso l'illeo da meconio) o dati clinici (test del
sudore o IRT alterato) sospetti per FC classica
o0 CFTR-RD ed in caso di infertilita maschile in
presenza di CBAVD ¢ indicata I'esecuzione del
test genetico. Qualora 'analisi di I livello identi-
fichi entrambe le mutazioni, dopo conferma del
genotipo mediante analisi dei genitori, la dia-
gnosi di affetto da FC viene confermata; qualora
I'analisi di I livello identifichi una sola o nessuna
mutazione € necessario ridiscutere il caso con
i clinici per valutare l'utilita di un approfondi-
mento di II livello. Qualora I'approfondimento
molecolare si fermi all'identificazione di una
sola mutazione in un paziente sospetto per FC
classica o di una mutazione ed una variante di
incerto significato in un paziente sospetto per
forma lieve o CFTR-RD, le linee guida suggeri-
scono l'esecuzione di test funzionali quali test
dei potenziali nasali (NPD) e misura della cor-
rente intestinale (ICM).

Familiarita e diagnosi prenatale: Nei soggetti
che presentino familiarita per FC (o per muta-
zioni nel gene CFTR), in caso di mutazioni note
¢ indicata la ricerca di tali mutazioni seguita
dall’analisi di I livello in caso di negativita; qua-
lora il soggetto risulti portatore ¢ indicata I'ese-
cuzione del test genetico anche nel partner. In
caso di familiarita ma con mutazioni non iden-
tificate, ¢ indicata 'analisi molecolare di I livello
direttamente nel soggetto e nel partner. Lidenti-
ficazione di coppie di portatori (con un rischio
di 1:4 di avere figli malati) deve essere seguita
da una consulenza multidisciplinare che offra
I'opportunita di scelta tra tutte le opzioni dispo-
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nibili in virtt degli enormi e continui progressi
nella diagnostica di laboratorio (villocentesi e
diagnosi prenatale su sangue materno) e delle
legislazioni vigenti (diagnosi preimpianto).

La diagnosi prenatale si esegue tramite analisi
molecolare su materiale fetale quando entrambi
i genitori sono portatori di una mutazione; I'a-
nalisi molecolare sul feto & da evitare in assenza
di un’indicazione specifica e deve essere prece-
duta dalla ricerca di mutazioni nei genitori (20).
Assenza di familiarita: Nelle coppie infertili,
in caso di consanguineita o di gravidanze con
riscontro di intestino iperecogeno fetale, la dia-
gnosi di portatore consiste nell’analisi moleco-
lare di I livello in entrambi i componenti della
coppia; lidentificazione di un portatore sano in
una coppia & seguita, in caso di feto con inte-
stino iperecogeno, da analisi molecolare di II
livello nel partner risultato negativo al I livello.
Negli altri casi, e riguardo la diagnosi di portato-
re come screening preconcezionale in assenza di
rischio aumentato (screening nella popolazione
generale), la situazione € eterogenea e non esiste
ad oggi un consenso Europeo.

In conclusione, sebbene la diagnosi della for-
ma classica di malattia sia affidata alla clinica
e mantenga tuttora come gold standard 1'esecu-
zione del test del sudore, 'analisi molecolare ri-
veste un ruolo prioritario in diverse situazioni
quali ad esempio la diagnosi nei pazienti affet-
ti da forme lievi e da CFTR-RD e lo screening a
cascata nelle famiglie dei soggetti affetti e por-
tatori. L'analisi molecolare ¢, inoltre, I'unica op-
zione esistente in alcune importanti situazioni
di rischio aumentato, quali gravidanze con ri-
scontro di intestino iperecogeno fetale e coppie
di soggetti portatori che scelgano di sottoporsi
a diagnosi prenatale. La diagnosi molecolare
consente oggi di intervenire in tutte le fasi della
malattia ed anche prima che la malattia stessa

si manifesti (con lo screening neonatale) ed ha
grande importanza nella formulazione progno-
stica (Tabella 2). Inoltre, con lo sviluppo di tera-
pie farmacologiche per la correzione del difetto
di base, la definizione del genotipo del paziente
affetto e diventata di fondamentale importanza
non per la diagnosi di malattia, ma per la defi-
nizione della terapia (Tabella 2). Questo nuovo
approccio terapeutico utilizza particolari mo-
lecole che, a seconda del difetto funzionale in-
dotto dalle mutazioni causative di FC, agiscono
sulla sintesi, il processamento e la funzionalita
della proteina CFTR. Attualmente, si stanno svi-
luppando tre tipi di farmaci: farmaci per i quali
¢ stata riconosciuta la capacita di bypassare co-
doni di stop prematuri causati da una mutazio-
ne, consentendo la traduzione di proteine wild
type; farmaci detti correttori, che hanno dato
risultati promettenti nel miglioramento del pro-
cessamento di CFTR, farmaci detti potenziatori
che attivano la proteina CFTR, che sia gia cor-
rettamente posizionata sulla membrana apicale.
In fase di studio sono anche molecole che agi-
scano sul trascritto di CFTR e sulla sua stabilita,
determinando un incremento del livello di RNA
correttamente processato (21).

Tab. 2. Applicazioni diagnostiche della diagnosi moleco-

lare in FC

e Screening neonatale (dopo IRT)

e Conferma diagnostica (nei pazienti sospetti)

e Screening familiare a cascata (ricerca dei portatori)

e Screening del portatore (di massa)

¢ Formulazione prognostica (correlazione genotipo-fenotipo)

¢ Guida alla terapia (ricerca di mutazioni sensibili a terapia
molecolare)

¢ Diagnosi prenatale

¢ Diagnosi preimpianto
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