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Premessa

Le Cardiomiopatie Ereditarie, Cardiomiopatia Ipertrofica, Cardiomiopatia Dilatativa, Cardiomiopatia
Aritmogena, Cardiomiopatia Restrittiva e Ventricolo sinistro non compatto, sono patologie
clinicamente e geneticamente molto eterogenee, e rappresentano una causa frequente di arresto
cardiaco e morte improvvisa. A causa delle ricadute sociali di queste patologie I'attenzione e focalizzata
sulla possibilita di identificare precocemente le malattie o identificare i portatori dei geni che le
causano creando cosi aspettative da soddisfare, difficolta di indirizzo della domanda e delle indicazioni
ai test genetici, e soprattutto del significato dei test e delle ricadute pratiche.

Il presente documento ha lo scopo di rappresentare uno strumento operativo di supporto ai Cardiologi
Ospedalieri della Toscana per rendere piu fruibile e appropriato I'utilizzo del test genetico per i propri
pazienti con sospetta o accertata cardiomiopatia ereditaria ed offrire una linea di indirizzo
scientificamente solida e concreta nel suo utilizzo pratico. Tutto cio al fine di impedire anche il
proliferare di test fuori controllo, fughe in altre regioni, aspettative fuori contesto. Il documento € in
corso di stampa sul Giornale Italiano di Cardiologia (GIC 2020)

Il test genetico oggi viene effettuato mediante la tecnica Next Generation Sequencing, metodo che ha
reso possibile I'analisi di centinaia di geni in molti pazienti contemporaneamente, abbreviando i costi
ed i tempi di esecuzione. Tuttavia I'impiego delle nuove metodiche di sequenziamento ha fatto
emergere nuove problematiche riguardanti le indicazioni all’accesso al test, I'interpretazione del dato e
le implicazioni cliniche dei risultati.

Numerosi laboratori, pubblici e privati, hanno scelto di analizzare pannelli di geni diversi e molto estesi
(oltre 100 geni), con lo scopo di identificare la variante causativa in un numero sempre piu alto di
pazienti. Tuttavia e stato osservato che, contrariamente all’atteso, il numero di pazienti caratterizzati &
aumentato in modo limitato, con scarsa ricaduta sul piano clinico.

Nella realta, a scopo diagnostico & indicato utilizzare un pannello ristretto di geni (geni core)
selezionati per avere la massima sensibilita, specificita e validita clinica in modo da ottimizzare il
rapporto costo-utilita del test e limitare il numero di risultati inconcludenti.

Il pannello di geni core pud essere ampliato in casi eccezionali, come in presenza di una famiglia ampia
con numerosi affetti (in modo da poter segregare I'eventuale variante sconosciuta in un numero
significativo di pazienti) od in presenza di fenotipi misti e fenotipicamente indistinguibili sul piano
clinico. E comunque sempre raccomandato informare il paziente e ottenere il consenso informato alla
nuova analisi.
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Diagnosi Genetica

Si raccomanda di richiedere il test genetico solo in caso di diagnosi certa di cardiomiopatia o in
presenza di un fondato sospetto clinico. Le linee guida internazionali raccomandano che, ove possibile,
la diagnosi sia formulata da cardiologi esperti di malattie genetiche cardiovascolari.

Il test genetico nei pazienti con CMPs offre le seguenti opportunita:

Evidenziare la causa genetica della CMP

Ricerca/esclusione di fenotipi rari (alcuni dei quali come la malattia di Fabry e I'amiloidosi da
Transtirerina mutata, passibili di terapie specifiche)

Studio familiare (test a cascata).
Accesso alla consulenza genetica

Campo di applicazione

Cardiomiopatia Ipertrofica
Cardiomiopatia Dilatativa
Cardiomiopatia Aritmogena
Cardiomiopatia Restrittiva

Ventricolo sinistro non compatto
Malattia di Danon

Glicogenosi da PRKAG2

Malattia di Fabry

Cardiomiopatia amiloidotica familiare

Accesso al test genetico

a)

b)

Per il Cardiologo che non lavora in una struttura di riferimento per le CMPs e consigliato inviare
il paziente ad una struttura di Genetica Medica dove il genetista clinico esegue una visita di
genetica medica e prescrive il test genetico.

Nel caso di un paziente con ipotesi diagnostica specifica gia formulata dal cardiologo la
consulenza genetica associata al test puo essere eseguita dal biologo specialista in genetica
medica. Questa modalita, possibile solo in alcune Regioni, come ad esempio la Toscana, viene
eseguita soltanto in centri multi-specialistici dedicati dove il cardiologo ed il genetista lavorano
a stretto contatto.

Il Cardiologo puo inviare direttamente il prelievo con il consenso informato e la prescrizione del
test genetico al laboratorio di riferimento. Tale modalita, possibile solo in alcune Regioni, e
perd scoraggiata perché non si avvale del valore aggiunto della consulenza genetica.
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Conclusioni

Il test genetico per le CMPs gioca un ruolo cruciale nella diagnosi del probando e nella gestione dei
familiari a rischio, ma il suo uso richiede la rigida applicazione di criteri di appropriatezza.

E bene sapere che :

e Talvolta, nei casi in cui il test genetico conferma la presenza di una patologia rara, I'analisi
genetica permette di indirizzare la terapia.

e Llimpatto sulla stratificazione del rischio e sulla prognosi e limitato.

o Linterpretazione del test, quindi la classificazione delle varianti, ha un ruolo determinante per
la gestione clinica e richiede una stretta collaborazione tra i vari specialisti in particolare il
cardiologo, il genetista di laboratorio ed il genetista clinico che dovrebbero lavorare a diretto

contatto in centri dedicati di Cardiogenetica.

e (Quanto maggiore sara la precisione della diagnosi pre-test con cui i pazienti vengono inviati,
tanto maggiore sara I'accuratezza e la pregnanza clinica della risposta.

In Toscana vi sono almeno 3 laboratori che possono svolgere questa funzione, uno per Area Vasta.

(In allegato pubblicazione scientifica di riferimento)
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Hereditary cardiomyopathies, hypertrophic cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, arrhythmogenic car-
diomyopathy, restrictive cardiomyopathy and left ventricular noncompaction, are clinically and genetically
very heterogeneous diseases, and they represent a frequent cause of cardiac arrest and sudden death. To
date, over 100 genes are known to be associated with the onset of cardiomyopathies. Genetic testing is
performed by next generation sequencing, a technology that has made it possible to analyze hundreds of
genes in many patients simultaneously, shortening costs and execution times. However, with the use of
this technology, new problems have arisen regarding the indications for access to the test, the interpreta-
tion of the data and the clinical implications of the results.

This document aims to represent an operational support tool for hospital cardiologists to make the use of
genetic testing more accessible and appropriate for their patients with suspected or ascertained hereditary

cardiomyopathy.
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RAZIONALE

Il presente documento ha lo scopo di rappresentare uno
strumento operativo di supporto ai cardiologi ospedalieri per
rendere piu fruibile e appropriato I'accesso al test genetico
per i propri pazienti con sospetta o accertata cardiomiopatia
(CMP).

LE CARDIOMIOPATIE EREDITARIE

Premessa

Le CMP ereditarie sono patologie clinicamente e genetica-
mente molto eterogenee, con una prevalenza complessiva
nella popolazione generale da 1:200 a 1:500. Le CMP, cardio-
miopatia ipertrofica (CMI), cardiomiopatia dilatativa (CMD),
cardiomiopatia aritmogena (CA), cardiomiopatia restrittiva
(CMR) e ventricolo sinistro non compatto (LVNC), rappre-
sentano una causa frequente di arresto cardiaco e morte im-
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prowvisa, in particolare nel bambino e nel giovane adulto'2.
Ad oggi sono noti oltre 100 geni le cui alterazioni possono
associarsi alle CMP3. Il test genetico viene effettuato median-
te sequenziamento di nuova generazione (next generation
sequencing, NGS), tecnologia che ha reso possibile I'analisi
di centinaia di geni in molti pazienti contemporaneamente,
abbreviando i costi ed i tempi di esecuzione dell’analisi. Inol-
tre tale metodica risulta particolarmente adatta per patologie
molto eterogenee come le CMP, data la presenza di muta-
zioni/varianti multiple nello stesso gene o in diversi geni (es.
i genotipi complessi nel caso della CMI, oppure le forme di-
geniche nella CA) e la presenza di geni comuni fra due o piu
patologie (es. tra CMD e CA). Numerosi laboratori, pubblici
e privati, hanno scelto di analizzare pannelli di geni diversi e
molto estesi (oltre 100 geni), con lo scopo di identificare la
variante causativa in un numero sempre piu alto di pazienti.
Tuttavia e stato osservato che, contrariamente all’atteso, il nu-
mero di pazienti caratterizzati € aumentato in modo limitato,
con scarsa ricaduta sul piano clinico®>. Inoltre, & incrementato
notevolmente il numero di varianti con significato clinico in-
certo o sconosciuto (variants of uncertain significance, VOUS),
varianti che non & possibile classificare né come causative né
come benigne. Tali varianti costituiscono per il cardiologo un
risultato inconclusivo e ambiguo. Per questi motivi, a scopo
diagnostico, & indicato utilizzare un pannello ristretto di geni
(geni core) selezionati per avere la massima sensibilita, spe-
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cificita e validita clinica in modo da ottimizzare il rapporto
costo-utilita del test e limitare il numero di VOUS e quindi di
risultati inconcludenti. Nel pannello core, ad esempio, ven-
gono selezionati solo i geni con forti o moderate evidenze di
legame con la patologia e viene incoraggiata l'inclusione di
geni responsabili di forme che possono entrare in diagnosi
differenziale come GLA, PRKAG2, TTR o LAMP2 nel caso ad
esempio della CMI%. | geni vengono suddivisi come associati
in modo forte, moderato o limitato con la patologia in base ai
criteri di segregazione in ampie famiglie, alla presenza di studi
funzionali e alla presenza/assenza in database di controllo di
popolazione (es. Genome Aggregation Database gnomAD:
https://gnomad.broadinstitute.org). Diverse iniziative come
quella del consorzio americano Clinical Genome Resource
(ClinGen; www.clinicalgenome.org) sono state intraprese al
fine di verificare la validita clinica di molti geni tra cui quelli as-
sociati alle CMP, analisi che si & rivelata molto utile a supporto
della scelta dei geni da includere nei pannelli per i laboratori
di tutti il mondo’®. Inoltre sono stati pubblicati diversi lavori
con score CMP-specifici per “misurare” il grado di associazio-
ne di uno specifico gene®.

Il pannello di geni core pud essere ampliato in casi ecce-
zionali, come in presenza di una famiglia ampia con nume-
rosi affetti (in modo da poter segregare I'eventuale varian-
te sconosciuta in un numero significativo di pazienti) od in
presenza di fenotipi misti e fenotipicamente indistinguibili
sul piano clinico. In alternativa all’analisi mediante pannelli di
geni, puo essere utilizzata I'analisi dell'esoma (whole exome
sequencing, WES), ovvero della porzione codificante dell’inte-
ro genoma (circa 1-2%). In ambito pediatrico I'analisi WES &
fortemente raccomandata date le caratteristiche peculiari dei
piccoli pazienti con quadri clinici spesso sindromici e il numero
crescente di nuovi geni identificati. Invece, nel caso delle prin-
cipali CMP dell’adulto, I'approccio piu utilizzato & di eseguire
il WES per poi filtrare i geni di interesse in base all'indicazione
clinica (pannelli “virtuali”). Questa modalita, che probabil-
mente rappresentera I'evoluzione futura per patologie cosi
eterogenee come le CMP, ha il vantaggio di poter rianalizzare
il dato nel tempo, selezionando pannelli “virtuali” differenti in
base all'insorgenza di nuove caratteristiche cliniche. E sempre
necessario informare il paziente e ottenere il consenso infor-
mato alla nuova analisi.

Un notevole vantaggio dell’introduzione della tecnologia
NGS e stata la possibilita di rianalizzare lo stesso dato di se-
guenziamento mediante opportuni algoritmi bioinformatici,
per la presenza di piccole delezioni/inserzioni (1-20 bp) o gran-
di delezioni/inserzioni, estese fino a comprendere un intero
gene (copy number variation, CNV). Tale analisi € indicata ese-
guirla a completamento del test NGS, in modo particolare per
la CA (dove CNV sono state identificate soprattutto nel gene
PKP2), per la CMD (dove sono coinvolti i geni come LMNA,
DMD, DSP, TTN) e per alcuni geni delle fenocopie della CMI
(geni LAMP2 e GLA) al fine di incrementare la sensibilita del
test. Occorre precisare che I'analisi NGS delle CNV deve es-
sere confermata con una metodica alternativa validata per la
diagnostica, come ad esempio la Multiplex Ligation-depen-
dent Probe Amplification (MLPA), la Array-CGH (comparative
genomic hybridization) o la reazione polimerasica a catena
guantitativa®.

Infine, il sequenziamento dell'intero genoma & invece an-
cora limitato ad un utilizzo esclusivo per la ricerca®.
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Cardiomiopatia ipertrofica

La CMI, la piu frequente tra le CMP, & riconosciuta come ma-
lattia del sarcomero cardiaco e si manifesta prevalentemen-
te nell’'eta adulta™. Il test genetico, eseguito per i principali
geni sarcomerici e alcuni geni codificanti “fenocopie” (GLA
responsabile della malattia di Fabry, LAMP2 causativo di ma-
lattia di Danon, TTR associato ad amiloidosi, PRKAG2 le cui
alterazioni sono frequentemente causa di glicogenosi cardia-
ca), riesce ad identificare la variante causativa nel 30-60%
dei casi (Tabella 1). Le “fenocopie” sono condizioni genetiche
non causate da mutazioni in geni sarcomerici, che ricalcano
comungque il fenotipo ipertrofico ma che costituiscono pato-
logie molto diverse dalla CMI sia sul piano clinico che riguardo
le modalita di trasmissione.

La resa & piu bassa nelle forme non familiari. MYH7 e
MYBPC3 sono i geni maggiormente mutati e rendono conto
di circa I'80% delle mutazioni patogenetiche.

La CMI si trasmette con modalita autosomica dominante;
quindi, la probabilita di trasmissione della variante causativa
é del 50% per ciascun figlio indipendentemente dal sesso del
nascituro. La CMI & caratterizzata da penetranza incompleta
ed espressivita variabile: ad esempio nel figlio di un paziente
che ha ereditato la variante causativa, la malattia potra anche
non manifestarsi nel corso della vita oppure, al contrario, ma-
nifestarsi ad un’eta precoce rispetto all'insorgenza nel geni-
tore. Inoltre, ad una medesima variante si possono associare
fenotipi diversi (da forme lievi, a moderate a severe di ipertro-
fia) sia all'interno della stessa famiglia che tra soggetti appar-
tenenti a famiglie diverse. Pertanto, al momento, non sono
note chiare associazioni genotipo-fenotipo; alcune evidenze
mostrano che la presenza di genotipi complessi (due varianti
nello stesso gene o in geni diversi), riscontrata in circa il 10%
dei casi sia solitamente associata ad un decorso sfavorevo-
le. Nelle forme ad esordio pediatrico, la CMI pud associarsi a
quadri sindromici (es. RASopatie) oppure a disordini metabo-
lici (es. gene della malattia di Pompe) o mitocondriali. La resa
& pili bassa nelle forme non familiari.

Cardiomiopatia dilatativa

La CMD presenta eziologia eterogenea e solo nel 10-40% dei
casi @ possibile identificare una causa genetica. Nelle forme
non familiari la resa del test genetico scende al 10-25%. |
geni coinvolti sono principalmente sarcomerici, citoscheletrici
o codificanti proteine nucleari (es. lamina A/C). A scopo dia-
gnostico si analizzano pannelli di circa 16-20 geni, alcuni dei
quali responsabili anche di CA™. Mutazioni troncanti nel gene
TTN codificante per la proteina gigante titina sono responsa-
bili fino ad un 25% dei casi, mentre varianti nel gene LMNA
si riscontrano in circa il 5% dei pazienti con CMD, in genere
associata a disturbi di conduzione. Si sottolinea I'importanza
di valutare I'associazione di una CMD con altri segni clinici
quali la debolezza muscolare e valori di creatinchinasi elevati,
poiché si potrebbe trattare di una patologia neuromuscolare.
Nello specifico il test genetico dovra focalizzarsi sull’analisi
dei geni DMD o EMD associati rispettivamente a distrofia di
Duchenne-Becker e distrofia muscolare di Emery-Dreifuss. Un
test genetico positivo in questo caso ha implicazioni cliniche
diverse in quanto vengono diagnosticate forme sindromiche
con modalita di trasmissione X-linked. Come per la CMI, nel
caso di pazienti pediatrici & importante anche valutare geni
associati a forme mitocondriali o sindromiche (es. distrofino-
patie, sindrome di Alstrom, sindrome di Barth) (Tabella 1).



Tabella 1. Principali geni responsabili di cardiomiopatie.

DIAGNOSI GENETICA DELLE CARDIOMIOPATIE

Cardiomiopatia Geni associati

Ereditarieta Geni responsabili dell’ereditarieta

Geni responsabili di forme

di fenocopie sindromiche*

Ml MYH7, MYBPC3, TNNT2, AD
TNNI3, TPM1, ACTCT,
MYL2, MYL3, TTR, GLA,
LAMPZ2, PRKAG2, PLN,
ACTNZ, CSRP3

LAMP2 (malattia di Danon) X-linked
PRKAG2 (malattia AD da accumulo di
glicogeno)

GLA (malattia di Fabry) X-linked

PTPN11, SOS1, HRAS, KRAS, BRAF
(RASopatie: Noonan, Costello)

mATTR AD

CMD MYH7, MYBPC3, TNNT2,
TNNI3, TPM1, ACTCT,
DES, DSG2, DSE LMNA,
PLN, TNNCT1, TTN**,
CSRP3, VCL , TCAR NEXN,

RBMZ20, BAG3, SCN5A

CA DSC2, DSG2, DSP JUR,
PKP2, TMEMA43, FLNC,
DES

AD, AR

AD, AR

CMR Includere i geni DCM,

HCM, HFE

MYH7, MYBPC3, TNNT2,
TNNI3, TPM1, ACTCIT,
DES, LMNA, PLN, TNNCT,
TTN, CSRP3, RBMZ20,
LAMP2, PRKAG2, MYL2,
MYL3, ZASPILDB3, TAZ,
TCAR ACTNZ2, DTNA,
SCN5A

AD, AR

LVNC AD, AR,

X-linked

DMD, EMD (distrofinopatie) X-linked
LAMP2 (malattia di Danon) X-linked

TAZ (sindrome di Barth) X-linked

TAZ (sindrome di Barth)
ALMST1 (sindrome di Alstrom)

JUP (sindrome di Naxos)
DSP (sindrome di Carvajal)

PTPN11, SOS1, HRAS, KRAS, BRAF
(RASopatie: Noonan, Costello)
Sindrome da delezione 1p36

AD, autosomica dominante; AR, autosomica recessiva; CA, cardiomiopatia aritmogena; CMD, cardiomiopatia dilatativa; CMI, cardiomiopatia
ipertrofica; CMR, cardiomiopatia restrittiva; LVNC, ventricolo sinistro non compatto; mATTR, amiloidosi cardiaca da transtiretina mutata; X-lin-

ked, legata al cromosoma X.
*Tali forme sono ad esordio pediatrico, rare nell’adulto.
**Sono ritenute causative solo varianti tronche.

Cardiomiopatia aritmogena

La CA & causata da varianti nei geni codificanti desmosomi,
tra i quali il prevalente risulta il gene PKP2 (3%) codificante
per la proteina placofillina, dove & descritta anche la presen-
za di CNV'2, || test genetico riesce ad individuare la variante
causativa da un 10% ad un 50% dei casi con diagnosi cli-
nica di CA. Sono descritte anche forme digeniche o casi di
eterozigosi composta che complicano la consulenza genetica.
Nel pannello di geni analizzato in diagnostica, varianti tron-
che o del tipo delezioni/inserzioni nel gene DSP codificante la
proteina desmoplakina sono spesso associate a forme di CA
biventricolare, cui possono associarsi quadri sindromici quali
cheratoderma palmo-plantare o capelli lanosi (es. sindrome
di Carvajal).

La CMD e la CA sono patologie con trasmissione auto-
somica dominante; solo raramente si osservano forme auto-
somiche recessive: ad esempio la sindrome di Naxos, dovuta
a mutazioni nel gene JUR o la sindrome di Carvajal, causa-
ta da alterazioni del gene DSP con trasmissione autosomica
sia dominante che recessiva. Forme di CMD possono avere
una trasmissione X-linked, ad esempio nel caso di mutazioni
nel gene DMD. Alcuni di questi geni, presentano un effetto
pleiotropico, ossia sono responsabili di forme diverse di CMP:
i geni DSP e DES possono causare sia CMD che CA ed i geni
sarcomerici possono essere responsabili sia di CMI che di
CMD (Tabella 1).

Cardiomiopatia restrittiva
La CMR & una forma rara solitamente causata da mutazio-
ni in geni associati a CMI o CMD (es. sarcomerici, desmina,

filamina C). La resa del test genetico varia dal 10% al 60%.
Nell'adulto pud associarsi a emocromatosi (gene HFE) (Tabella
1). | casi pediatrici con CMR rappresentano il gruppo di pa-
zienti piu rari, ma anche quello con la prognosi piu sfavorevo-
le, spesso trattabile solo con il trapianto cardiaco.

Ventricolo sinistro non compatto

Il LVNC é un’entita discussa e solo in rari casi configura una
CMP a sé stante, in genere associata ai geni che possono cau-
sare CMI o CMD. Piu spesso la presenza di un ventricolo sini-
stro ipertrabecolato configura un trait aspecifico che si riscon-
tra in situazioni fisiologiche (sport o gravidanza) o associato
ad altre cardiopatie (CMI, CMD, forme congenite); in tali casi
il test genetico non & indicato se non in relazione alla patolo-
gia associata. Nei rari casi di vero LVNC, in cui sia presente una
familiarita, il test pud essere considerato ma ha comunque
una resa limitata (<10%, prevalentemente per mutazioni su
geni sarcomerici) (Tabella 1).

Patologie in diagnosi differenziale con

la cardiomiopatia ipertrofica

La presenza di caratteristiche multisistemiche, I'ipertrofia se-
vera e una progressione precoce verso la CMD o la presenza
di anomalie elettrocardiografiche come la preeccitazione ven-
tricolare sono alcuni dei segni clinici che possono aiutare a
distinguere malattie rare quali la malattia di Danon, di Fabry,
la glicogenosi da PRKAG2 e |'amiloidosi da transtiretina (TTR)
dalla CMI sarcomerica. In questi casi il test genetico e fonda-
mentale per evidenziare la causa della malattia.
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Malattia di Danon
La malattia di Danon, da accumulo lisosomiale & causata da
mutazioni nel gene LAMP2, localizzato sul cromosoma X. Ad
0ggi, piu di 100 varianti sono state identificate come causa
primaria della malattia e includono piccole delezioni/inserzio-
ni, splicing e CNV. Le difficolta diagnostiche portano a una
sottostima della prevalenza, ma nonostante cid mutazioni in
LAMP2 sono state trovate nell’1-8% dei pazienti, con sospet-
to di CMI, che si & sottoposto a test genetico. Nonostante
I'ereditarieta legata al sesso, le femmine eterozigoti non sono
asintomatiche, ma tendono a sviluppare una CMP a esordio
piu tardivo rispetto ai maschi. | maschi sviluppano fin dall’in-
fanzia CMP (ipertrofia ventricolare simmetrica o asimmetrica),
miopatia (con rialzo della creatinchinasi) e ritardo mentale da
lieve a severo; nelle prime due decadi di vita non é raro lo
scompenso cardiaco o la morte improwvisa. L'identificazione
della mutazione a livello del gene LAMP2 permette di indivi-
duare i portatori nei familiari degli affetti. La consulenza ge-
netica e complicata dalla natura eterogenea della malattia,
anche tra i maschi della stessa famiglia.

La diagnosi di malattia di Danon pud essere confermata
su biopsia muscolare.

Non vi & alcuna terapia medica specifica disponibile per
tale condizione. Viene preso in considerazione I'impianto del
defibrillatore e il trapianto cardiaco'.

Malattia di Fabry

La malattia di Fabry & una malattia rara da accumulo lisoso-
miale. E caratterizzata da depositi intracellulari di glicosfingo-
lipidi, determinata da mutazioni del gene GLA che codifica
per |'alfa-galattosidasi A. Il gene & localizzato sul cromosoma
X e pertanto la trasmissione genetica e X-linked. La malattia
di Fabry interessa il sistema nervoso centrale e periferico cosi
come il sistema cardiovascolare e renale, e si manifesta con
angiocheratoma, acroparestesie dolorose, sintomi gastroen-
terici, cornea verticillata, che possono comparire anche in eta
infantile. In eta adulta sono prevalenti I'interessamento car-
diaco, renale e neurologico. In alcuni casi una CMP a fenotipo
ipertrofico non ostruttivo pud essere |'unico segno clinico del-
la malattia (variante cardiaca). Il pericolo di vita sopraggiunge
in terza o quarta decade ed é conseguente al coinvolgimento
renale (proteinuria, insufficienza renale), cardiaco (ipertrofia
cardiaca generalmente concentrica, bradi- e tachiaritmie, fi-
brillazione atriale, scompenso cardiaco), neurologico (attacco
ischemico transitorio, ictus cerebrali ischemici ed emorragici).

L'eterozigosi, nelle pazienti femmine, pud dar luogo ad un
fenotipo estremamente variabile, da forme severe con esordio
in eta pediatrica a forme con esordio tardivo in eta adulta, da
forme oligo-asintomatiche e forme asintomatiche.

La diagnosi di malattia di Fabry si avvale della dimostra-
zione del deficit dell’alfa-galattosidasi A nei maschi emizigoti
con conferma mediante analisi genetica; nelle femmine, dove
il test enzimatico e spesso normale, la conferma diagnostica
€ genetica.

La diagnosi di malattia di Fabry prevede la possibilita di
trattamento con terapia di sostituzione enzimatica, che con-
sente di migliorare la prognosi ed aumentare |'aspettativa di
vita'®. E pertanto fondamentale riconoscere precocemente
guesta malattia.

Glicogenosi da PRKAG2
La glicogenosi da PRKAG?Z si trasmette con modalita autoso-
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mica dominante ed & dovuta a mutazioni prevalentemente
missense e nonsense nel gene PRKAG2 che codifica per la
subunita y della proteina chinasi AMP-attivata (AMPK).

| pazienti giungono alla diagnosi generalmente in giova-
ne eta (intorno ai 20 anni), in seguito all'insorgenza di di-
spnea, palpitazioni ed episodi sincopali. La morte improwvisa
pud rappresentare la prima manifestazione della malattia.
Alterazioni elettrofisiologiche quali preeccitazione ventricola-
re (sindrome di Wolff-Parkinson-White), progressivo sviluppo
di blocco atrioventricolare, alterazioni sinusali e fibrillazione
atriale sono state riscontrate nella quasi totalita dei pazienti
anche in assenza di un'ipertrofia ventricolare ecograficamen-
te documentata. Morfologicamente la CMP & caratterizzata
da ipertrofia ventricolare sinistra, simmetrica o asimmetrica,
distinguibile dalle forme sarcomeriche per le disfunzioni si-
stoliche e per I'evoluzione verso la CMD. Le opzioni di tratta-
mento comprendono I'impianto di pacemaker per i difetti di
conduzione e talvolta il trapianto cardiaco per I'insufficienza
cardiaca'™. L'analisi genetica permette di evidenziare la causa
della malattia e condurre il test a cascata nei familiari.

Cardiomiopatia amiloidotica familiare

Mutazioni nel gene della TTR possono condurre alla deposi-
zione nello spazio extracellulare di depositi di materiale ami-
loide costituiti da TTR misfolded. Le mutazioni di TTR, tra-
smesse con modalita autosomica dominante, seguono una
caratteristica distribuzione geografica; nel tratto appenninico
tosco-emiliano & relativamente frequente la mutazione 168L,
che & responsabile della grande maggioranza dei casi di ami-
loidosi cardiaca da TTR mutata (mATTR)'®. Nella mATTR esiste
una buona correlazione genotipo/fenotipo. Alcune mutazioni
sono responsabili di manifestazioni cliniche di natura preva-
lentemente neurologica, altre di fenotipi misti neurologici e
cardiologici (es. T49A, F64L, E89Q e V30M), altre ancora di
fenotipi esclusivamente cardiologici, come V122l e la stessa
I68L"7. La mATTR si manifesta piu frequentemente nel sesso
maschile e nel corso della settima decade, con le caratteristi-
che dello scompenso cardiaco e della CMR'. Il test genetico
puo essere di grande utilita, insieme ad alcune metodiche
di imaging come la scintigrafia con difosfonati e la risonan-
za magnetica cardiaca, per distinguere la mATTR dalla CMI
e dall'amiloidosi da TTR wild-type (WtATTR). Una corretta
identificazione dei pazienti con mATTR e di fondamentale im-
portanza, dal momento che esistono opzioni di trattamento
farmacologico (es. il tafamidis, uno stabilizzatore del tetra-
mero di TTR, e il patisiran, uno small interfering RNA) e non
farmacologico, come il trapianto di fegato'2°.

DIAGNOSI GENETICA

Utilita del test genetico

Il test genetico nei pazienti con CMP offre le seguenti oppor-

tunita:

— evidenziare la causa genetica della CMP;

— ricerca/esclusione di fenotipi rari (alcuni dei quali come la
malattia di Fabry e I'mATTR, passibili di terapie specifiche);

— studio familiare (test a cascata);

— accesso alla consulenza genetica.

Invece, per quanto riguarda la stratificazione del rischio,
il test genetico presenta delle importanti limitazioni. Infatti,
contrariamente a quanto riportato dai primi studi degli anni



‘90, questo obiettivo & possibile solo per un piccolo numero
di varianti e di geni associati in modo ricorrente con decor-
so sfavorevole (es. laminopatie [LMNA], desminopatie [DES]
o alcune mutazioni delle troponina T [TNNT2] o troponina |
[TNNI3] o della beta-miosina [MYH7]). Nella gran parte dei
pazienti, la correlazione tra genotipo e prognosi € vaga o ad-
dirittura inesistente. Risulta importante non dare ai pazienti
aspettative irrealistiche su questo aspetto (Figura 1).

Modalita di esecuzione

Nelle CMP il test genetico € un processo che si esegue in due
stadi. Nel primo viene eseguita |'analisi genetica nel probando
o0 caso indice; tale analisi prevede lo studio di un pannello di
geni core (Tabella 1) al fine di ricercare la variante causativa
(variante patogenetica o probabilmente patogenetica). Solo
se guesta viene identificata, si procede con il secondo stadio
che prevede la ricerca della variante nota nei familiari del pro-
bando (test a cascata) (Figura 2).

Analisi genetica del probando

In questo primo stadio viene analizzato il DNA del probando.
Per probando si intende I'individuo con il fenotipo pil severo

DIAGNOSI GENETICA DELLE CARDIOMIOPATIE

della famiglia e che di solito viene per primo all’attenzione
del clinico.

Il test genetico deve essere eseguito nel contesto di una
consulenza genetica che si suddivide in pre-test e post-test.
Durante la consulenza genetica pre-test viene eseguita la rac-
colta dell’albero genealogico, la spiegazione delle modalita di
esecuzione del test, dei possibili risultati, I"utilita ed i limiti del
test. Durante tale colloquio viene raccolto il consenso infor-
mato e viene effettuato un prelievo di sangue da cui estrarre
il DNA. La consulenza genetica post-test permette di comu-
nicare e discutere i risultati del test e le eventuali ricadute del
risultato del test sui familiari. Si raccomanda un approccio
multidisciplinare, con il coinvolgimento di cardiologi specializ-
zati nelle CMP, genetisti clinici e di laboratorio.

Analisi genetica nei familiari

Il test a cascata nei familiari & un test genetico predittivo che
permette di identificare i familiari del probando che sono a
rischio di sviluppare la malattia. Si tratta di soggetti che non
manifestano il fenotipo clinico, ma hanno ereditato la varian-
te predisponente alla patologia. Per questi individui & indica-
ta una stretta sorveglianza clinica nel tempo. La ricerca del-

v’ Evidenziare la causa genetica

v’ Ricerca/esclusione di fenotipi rari
(es. amiloidosi o malattia di Fabry)

v' Studio familiare (occorrono
considerazioni particolari in caso
di minori non affetti)

v Autopsia molecolare

v' Accesso al counseling genetico

Il test genetico non € raccomandato

y
(5@
A

=

v In assenza di diagnosi clinica
certa o di un ragionevole
sospetto nel probando

v' Perlo studio del familiare non
affetto nel caso in cui nel
probando sia stata identificata
una VOUS

v’ Per la stratificazione del rischio

Figura 1. Indicazioni al test genetico.

VOUS, varianti con significato clinico incerto o sconosciuto.

Paziente con sospetta CMP

cardiologo

—

@ Consulenza genetica
re-test
1114 P

>@I..V

genetista

~ L 5] B Analisi molecolare
mediante NGS

!

Consulenza genetica

post-test
cardiologo + genetista

B -
A Test a cascata
‘ LN nei familiari

Figura 2. Modalita di esecuzione del test genetico.
CMP, cardiomiopatia; NGS, sequenziamento di nuova generazione.
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la variante familiare deve essere eseguita prima nei familiari
di primo grado (figli o fratelli/sorelle del probando), per poi
proseguire eventualmente nelle generazioni successive (test
a cascata). Prerequisito per poter eseguire il test a cascata é
I'aver individuato una variante patogenetica o probabilmente
patogenetica nel probando; infatti, non & indicato eseguire la
ricerca nei familiari di una VOUS, dato il significato inconclu-
sivo del test. E molto importante sottolineare che questi sog-
getti, genotipo positivo/fenotipo negativo, potranno a loro
volta trasmettere la variante al 50% dei figli. Al contrario, nel
caso in cui il familiare risulti non aver ereditato la variante
causativa, il rischio di ammalarsi risultera trascurabile e poiché
la variante non potra ricomparire nelle generazioni successive
si interrompera la trasmissione della malattia.

Indicazione all’accesso

Analisi genetica del probando

Si raccomanda di richiedere il test genetico solo in caso di
diagnosi certa o in presenza di un fondato sospetto clinico,
come indicato dalle apposite linee guida internazionali?'. Si
sottolinea che I'esecuzione inappropriata di un test genetico
comporta un aggravio dei costi per il Sistema Sanitario Nazio-
nale ed un aumento generale dei tempi di esecuzione dei test
per quel laboratorio. E estremamente importante che venga
formulato un sospetto clinico quanto piu accurato possibile
prima dell’invio dei pazienti all’'esame genetico. Demandare
all’esame genetico una diagnosi eziologica in fenotipi mal ca-
ratterizzati/dubbi o comunque, in assenza di un sospetto cli-
nico definito, aumentera necessariamente il rischio di un risul-
tato dubbio del test. Pertanto, I’'esame genetico deve seguire
un minimo di accertamenti diagnostici sul caso indice e sulla
famiglia; come gia espresso nei precedenti paragrafi, la pre-
senza di un tratto ereditario dimostrabile aumenta fortemen-
te la resa e la specificita del test. Le linee guida internazionali
raccomandano che, ove possibile, la diagnosi sia formulata da
cardiologi esperti in malattie genetiche cardiovascolari.

Per quanto riguarda il timing del test genetico, ovvero
quando testare il probando, non vi sono indicazioni partico-
lari; tuttavia, poiché il risultato del test puo essere utilizzato
nella gestione clinica, viene suggerito di indicare I'esecuzione
del test genetico al momento stesso in cui viene formulata la
diagnosi clinica. E importante sottolineare che, in caso di test
genetico negativo e a fronte di una diagnosi ben definita, &
indicato ripetere I'analisi genetica nel tempo, poiché il risul-
tato del test potrebbe cambiare per I'acquisizione di nuove
conoscenze, quali ad esempio I'identificazione di nuovi geni o
di nuovi meccanismi molecolari.

Inoltre, si sottolinea che non e indicato eseguire il test
come probando in persone non affette, anche se con storia
familiare positiva. Ad esempio, viene spesso richiesto un pa-
rere riguardo all’esecuzione di test genetico nei familiari di
soggetti deceduti improvvisamente, con diagnosi autoptica
di CMP acclarata o sospetta. Tuttavia, a meno di non ricor-
rere a un test genetico su materiale autoptico che consenta
una diagnosi sul soggetto stesso (autopsia molecolare), non
¢ indicato procedere a studio genetico dei consanguinei. Uno
dei principali motivi & che per interpretare un test genetico e
indispensabile correlare la variante identificata con la malattia
in studio e il riscontro di una variante in un soggetto sano
non rende possibile provare questa evidenza. Nel caso in cui,
quindi, venisse effettuato un test genetico in questo conte-
sto, potremmo solo ipotizzare di aver identificato la variante
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responsabile di morte improvvisa, ma senza poterla testare
in un soggetto deceduto della stessa famiglia non potrem-
mo dimostrane |'effettivo coinvolgimento. E molto importan-
te quindi che qualora ci si trovi in un quadro di familiarita
per morte improwvisa, con diagnosi autoptica di CMP, che i
familiari siano valutati mediante screening cardiologico com-
pleto (ecocardiogramma, elettrocardiogramma e risonanza
magnetica); infatti qualora si identificasse la stessa CMP in
un familiare, quest’ultimo diventerebbe il “nuovo” probando
per I'esame genetico, il “gold standard” per eseguire il test
genetico.

Si sottolinea che la resa e quindi I'utilita del test genetico
é influenzata da diversi fattori; la probabilita di individuare la
variante causativa & massima in presenza di pazienti giova-
ni con fenotipi classici e familiarita. In questo caso abbiamo
anche la massima utilita clinica, e cioé la possibilita di benefi-
ciare del test a cascata per i familiari. Al contrario in presenza
di un paziente anziano con fenotipo ambiguo (es. una lieve
ipertrofia in un soggetto con ipertensione nota), la resa del
test genetico si riduce molto, soprattutto se non ci sono altri
affetti in famiglia (forme sporadiche).

Analisi genetica nei familiari

L'esecuzione del test a cascata nei familiari si basa sul presup-
posto di aver precedentemente identificato il difetto genetico
responsabile del quadro clinico del probando. Non deve esse-
re eseguito nel caso in cui nel probando siano state identifi-
cate VOUS o nel caso in cui il test nel probando sia risultato
negativo.

Metodi utilizzati

Il test genetico a scopo diagnostico per le varie CMP viene
eseguito mediante tecnologia NGS, metodica di sequenzia-
mento che permette di analizzare numerosi geni contempora-
neamente in gruppi di pazienti; I'NGS ha migliorato il proces-
so diagnostico diminuendo i tempi ed i costi per raggiungere
una diagnosi molecolare, modificando talvolta le scelte tera-
peutiche??. Tale tecnologia prevede una fase di laboratorio in
Ccui a partire da un campione di sangue viene estratto il DNA
genomico e vengono preparate le librerie solitamente median-
te digestione enzimatica (collezione di frammenti di DNA che,
messi insieme, formano l'intero genoma). Successivamente
vengono selezionati e amplificati solo i frammenti costituenti
i geni da analizzare (fase di arricchimento) e ne viene eseguito
il sequenziamento su piattaforme ad alta processivita. | dati
ottenuti sono analizzati con strumenti bioinformatici in modo
da ottenere per ciascun paziente una lista contenente tutte
le varianti presenti nei geni indagati ed arrivare tramite un
processo di filtraggio all'identificazione della variante causati-
va. L'analisi di molti geni contemporaneamente ha portato ad
identificare numerose varianti per ciascun paziente rendendo
il processo interpretativo (inteso come la ricerca della variante
causativa) molto complesso. Per questo é richiesto personale
dedicato esperto nella genetica delle CMP ed é fondamentale
I'interazione con il cardiologo di riferimento. Per tali motivi &
opportuno che il test genetico sia eseguito in centri dedicati,
dove i vari professionisti possono lavorare insieme (es. struttu-
re di Cardiogenetica).

Risultati attesi ed implicazioni cliniche
Il test genetico pud avere quattro possibili risultati, ciascuno
con diverse implicazioni cliniche (Figura 3):
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Figura 3. Possibili risultati del test genetico ed implicazioni cliniche.
VOUS, varianti con significato clinico incerto o sconosciuto.

1. Identificazione di una o pil varianti di sequenza chiara-
mente interpretabili come causa della patologia (varianti
patogenetiche). In questo scenario la causa genetica della
CMP risulta identificata nel paziente ed & indicato esegui-
re il test a cascata nei familiari. L'identificazione della va-
riante causativa nel probando pud in rari casi avere come
conseguenza la necessita di una rivalutazione clinica (es.
identificazione di una variante nel gene Fabry in un pa-
ziente con indicazione al test genetico per CMI).
Identificazione di una o pil varianti di sequenza interpre-
tabili come probabile causa della patologia (varianti pro-
babilmente patogenetiche). In questo scenario la causa
genetica della CMP e molto probabile che sia stata iden-
tificata. E indicato testare quando possibile la segregazio-
ne della variante in altri membri affetti della famiglia. E
particolarmente importante che lo studio sui familiari sia
eseguito unitamente alla valutazione cardiologica. Suc-
cessivamente & possibile eseguire il test predittivo a ca-
scata sui familiari.

Identificazione di una o pili varianti di sequenza che sono
rare e di cui non si pud escludere un ruolo patogenetico,
ma il cui significato non & immediatamente chiaro. In que-
sto caso le varianti sono VOUS ed il risultato del test risulta
ambiguo ed inconclusivo sul piano clinico. Lidentificazio-
ne di una VOUS non ha rilevanza clinica per il paziente e
non deve essere seguita dal test a cascata nei familiari.

La variante causativa della malattia non viene identificata,
ovvero vengono identificate solo varianti benigne. Questo
non esclude che la patologia abbia una base genetica in
quanto i geni analizzati sono responsabili solo di un 10-
60% dei casi a seconda del tipo di CMP. In questo scenario
non & indicato analizzare eventuali familiari. Dato che non

& possibile escludere che la malattia abbia una patogene-
si ereditaria, i familiari del paziente dovranno comunque
essere seguiti mediante un regolare follow-up clinico nel
tempo (es. nei soggetti adulti con CMI & consigliabile un
controllo ogni 5 anni circa, mentre in eta adolescenziale
i controlli sono in genere piu frequenti, ad esempio ogni
2 anni).

Tutti questi scenari e le loro implicazioni cliniche devono
essere discussi durante la consulenza genetica post-test, in
presenza del genetista e del cardiologo (Figura 2).

Il test genetico nel minore asintomatico

In merito alla possibilita di eseguire il test genetico nei familia-
ri sani di un probando con CMP & da notare che, nel caso di
soggetti minorenni, non vi e indicazione ad eseguire il test a
scopo predittivo per tutte quelle patologie in cui non & possi-
bile intervenire con terapie o interventi al fine di prevenire I'in-
sorgenza della patologia stessa?®?4. Nel caso della CMI le linee
guida della Societa Europea di Cardiologia raccomandano di
non iniziare lo screening prima dei 10 anni e di valutare caso
per caso soprattutto in base alla storia familiare o di morte
improwvisa o I'eventuale partecipazione a sport agonistico'®;
le linee guida dell’American College of Cardiology/American
Heart Association raccomandano il test non prima dei 12
anni. Nel caso di canalopatie, le linee guida dell’Heart Rhythm
Society raccomandano di eseguire il test genetico non prima
dei 4 annj?122.24.25,

In generale, il test genetico nei minorenni in assenza di un
quadro clinico fortemente sospetto e indicativo di patologia
genetica & una questione da prendere in considerazione con
molta cautela ed & necessario approfondire le implicazioni
psicologiche e la rilevanza clinica di un’eventuale diagnosi.
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Caso per caso, devono essere valutati i benefici e gli svantaggi
che il test predittivo puo dare, senza generalizzare. Salvo casi
particolari, se non ci sono ricadute cliniche immediate (come
in alcune canalopatie, nelle laminopatie, in alcune famiglie
con CA oppure in un contesto di forte familiarita per mor-
te improvwvisa), & consigliabile rimandare la decisione sul test
alla maggiore eta, preservando in tal modo il “diritto di non
sapere” e la qualita di vita laddove non ci siano decisioni cli-
niche da prendere nell'immediato. L'analisi molecolare viene
invece proposta, dopo acquisizione di consenso informato, in
presenza di quadro ecocardiografico manifesto o altri segni
clinici sospetti.

Modalita di accesso al test
Sono possibili diverse modalita di accesso al test genetico per
le CMP:

e Per il cardiologo che non lavora in una struttura di rife-
rimento per le CMP & consigliato inviare il paziente ad
una struttura di Genetica Medica dove il genetista clinico
esegue una visita di genetica medica e prescrive il test ge-
netico.

e Nel caso di un paziente con ipotesi diagnostica specifica
gia formulata dal cardiologo, la consulenza genetica asso-
ciata al test pud essere eseguita dal biologo specialista in
genetica medica. Questa modalita, possibile solo in alcune
Regioni, come ad esempio la Toscana, viene eseguita sol-
tanto in centri multispecialistici dedicati dove il cardiologo
ed il genetista lavorano a stretto contatto.

e || cardiologo pu¢ inviare direttamente il prelievo con il
consenso informato e la prescrizione del test genetico al
laboratorio di riferimento. Tale modalita, possibile solo in
alcune Regioni, & pero scoraggiata perché non si avvale
del valore aggiunto della consulenza genetica.

Costo del test genetico

Presso le strutture del Sistema Sanitario Nazionale |'esecuzio-
ne del test genetico negli adulti prevede solitamente il paga-
mento di un ticket il cui importo e variabile.

Tempi di esecuzione

Anche i tempi di esecuzione del test genetico nel probando
mediante NGS sono variabili: da 1 a 6 mesi per il probando
e da 2 settimane a 2 mesi per il familiare. Tali tempistiche

sono dichiarate nel consenso informato e/o nell’informativa
associata.

CONCLUSIONI

Il test genetico per le CMP gioca un ruolo cruciale nella dia-
gnosi del probando e nella gestione dei familiari a rischio, ma
il suo uso richiede la rigida applicazione di criteri di appro-
priatezza. Talvolta, nei casi in cui il test genetico conferma la
presenza di una patologia rara, |'analisi genetica permette di
indirizzare la terapia. L'impatto sulla stratificazione del rischio
e sulla prognosi & limitato. L'interpretazione del test, quin-
di la classificazione delle varianti, ha un ruolo determinante
per la gestione clinica e richiede una stretta collaborazione
tra i vari specialisti in particolare il cardiologo, il genetista di
laboratorio ed il genetista clinico che dovrebbero lavorare a
diretto contatto in centri dedicati di Cardiogenetica. Quanto
maggiore sara la precisione della diagnosi pre-test con cui i
pazienti vengono inviati, tanto maggiore sara |'accuratezza e
la pregnanza clinica della risposta.

RIASSUNTO

Le cardiomiopatie ereditarie, cardiomiopatia ipertrofica, cardio-
miopatia dilatativa, cardiomiopatia aritmogena, cardiomiopatia
restrittiva e ventricolo sinistro non compatto, sono patologie cli-
nicamente e geneticamente molto eterogenee, e rappresentano
una causa frequente di arresto cardiaco e morte improwvisa. Ad
0ggi, sono noti oltre 100 geni le cui alterazioni possono associarsi
allinsorgenza di cardiomiopatie. Il test genetico viene effettuato
mediante sequenziamento di nuova generazione, tecnologia che
ha reso possibile I'analisi di centinaia di geni in molti pazienti con-
temporaneamente, abbreviando i costi ed i tempi di esecuzione.
Tuttavia, I'impiego delle nuove metodiche di sequenziamento ha
fatto emergere nuove problematiche riguardanti le indicazioni
all'accesso al test, I'interpretazione del dato e le implicazioni clini-
che dei risultati.

Il presente documento ha lo scopo di rappresentare uno strumento
operativo di supporto ai cardiologi ospedalieri per rendere piu fru-
ibile e appropriato I'utilizzo del test genetico per i propri pazienti
con sospetta o accertata cardiomiopatia ereditaria.

Parole chiave. Analisi genetica; Cardiomiopatia; Genetica; Se-
guenziamento di nuova generazione.
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