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CONSULENZA GENETICA E ANALISI
 MOLECOLARE DI LOCI UMANI
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RICERCA DI NUOVI GENI-MALATTIA
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IDENTIFICAZIONE DI GENI MALATTIA
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- Clonaggio funzionale
 - Clonaggio posizionale
 - Sequenziamento dell’esoma
 STRATEGIE PER L’IDENTIFICAZIONE DI GENI MALATTIA
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CLONAGGIO FUNZIONALE
 Identificazione e isolamento di un gene attraverso la sua funzione.
 L’identificazione avviene indipendentemente dalla conoscenza della
 posizione sul genoma. Es. fattore VIII della coagulazione responsabile
 dell’emofilia A.MALATTIA
 FUNZIONE(proteina)
 GENE
 MAPPATURA
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CLONAGGIO POSIZIONALE
 Identificazione e isolamento di un gene attraverso la sua
 posizione.
 MALATTIA
 MAPPATURAGENETICA
 FISICA
 IDENTIFICAZIONE
 FUNZIONE
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Due o più loci genici sono definiti concatenati (in linkage) quando sono
 fisicamente vicini su un cromosoma, segregano insieme e raramente sono
 separati da eventi di ricombinazione.
 Consente di mappare un gene sulla base dello studio della sua vicinanza ad
 un altro locus sullo stesso cromosoma.
 LA CONCATENAZIONE o LINKAGE
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Piu’ due loci sono distanti, piu’e’ probabile che un evento di crossing-over li separi.
 FRAZIONE DI RICOMBINAZIONE (θ), misura della distanza di due loci.
 Valori di θ= 1/2 indicano che i loci sono assortiti in maniera indipendente.Due loci
 che presentano 1% di ricombinazione sono definiti distanti 1 cM.
 loci strettamente concatenati
 nessuna ricombinazione 0 cM
 loci mediamente concatenati
 % ricombinazioni >0 cM <50
 loci molto distanti 50% ricombinanti 50 cM
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MAPPA GENETICA
 Una mappa genetica o mappa di concatenazione è una rappresentazione della
 distanza che separa i loci, basata sui dati di ricombinazione genetica.
 Il centimorgan (cM) e’ l’unita’ di misura della distanza genetica di due loci.
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MAPPA FISICA
 1....125000...234000..
 Unità di misura: bp (base pair)
 La mappa fisica è basata sulle distanze fisiche lungo il cromosoma.
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MARCATORI GENETICI
 Per mappare i geni nell’uomo vengono usati dei marcatori.
 I marcatori genetici identificano regioni cromosomiche nelle quali possono essere
 localizzati geni malattia.
 CARATTERISTICHE:• Comportamento Mendeliano• Neutralità• Elevato Polimorfismo• Facilmente tipizzabili e stabili • Posizione nota nel genoma• Possibilità di automatizzarne l’analisi• Economicità
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ANALISI GENOMICA DI LINKAGE
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MICROSATELLITI (STR)
 Sequenze di DNA in ripetizioni di tandem da 1 a 4 basi, variabili per numero di
 ripetizioni. Sono presenti almeno 40 000 copie nel genoma umano.
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L’analisi di concatenazione nell’uomo si basa sullo studio degli alberi genealogici
 e sulla ricerca delle meiosi informative.
 Una meiosi e’ informativa quando si puo’ identificare se il gamete e’ o meno
 ricombinante.
 ANALISI GENOMICA DI LINKAGE
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Una o più famiglie in cui segrega il carattere mendeliano in questione
 - Tipizzazione delle famiglie con marcatori informativi
 - Analisi statistica dell’associazione tra i marcatori e la comparsa della malattia
 APLOTIPO_ la combinazione di varianti alleliche lungo un cromosoma o segmento
 cromosomico
 Regione contenente ilgene-malattia
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LOD SCORE (Logarithm of the Odds, logaritmo delle probabilità) e’ definito
 come il logaritmo delle probabilita’ che i loci siano associati (con frazione di
 ricombinazione θ) piuttosto che non associati (frazione di ricombinazione 0,5).
 Si basa sul numero dei ricombinanti atteso verso l’osservato sperimentale.
 LOD SCORE
 LOD SCORE
 LOD SCORE
 >3_evidenza di concatenazione, probabilità 1000:1
 <2_assenza di linkage
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ANALISI BIOINFORMATICA DELLA REGIONE
 SCYL2SLC17A8NR1H4GAS2L3ANO4SLC5A8UTP20ARL1SPICMYBPC1CHPT1SYCP3GNPTABDRAM1CCDC53NUP37PARPBPPMCHIGF1LINC00485PAHASCL1C12orf42STAB2NT5DC3GNNHSP90B1MIR3652C12orf73TDGGLT8D2HCFC2NFYBTXNRD1EID3CHST11MIR3922
 Cromosoma 12
 (q22-q23.3)
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Verso l’identificazione del gene-malattia….
 Lista di priorità di geni candidati in base
 all’espressione nei tessuti coinvolti nella patogenesi
 della malattia e alla funzione della proteina
 SEQUENZIAMENTO
 PRESENZA DI MUTAZIONI IN SOGGETTI AFFETTI
 ASSENZA DI MUTAZIONI IN CONTROLLI SANI
 GENE-MALATTIA STUDI FUNZIONALI
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Patologie per le quali è stato identificato il gene-malattia
 mediante clonaggio posizionale
 - Distrofia muscolare di Duchenne- Retinoblastoma- Fibrosi cistica- Neurofibromatosi di tipo I- Tumore di Wilms- Aniridia- Poliposi familiare del colon- Sindrome dell’X fragile- Distrofia miotonica- Malattia di Huntington- Sclerosi tuberosa- Acondroplasia- Cancro mammario/ovarico a esordio precoce- Malattia del rene policistico- Atrofia muscolare spinale
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One In A Billion: A boy's life, a medical mystery
 2011 Pulitzer Prize for explanatory reporting
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Exome sequencing identifies the cause of a mendelian disorder
 Nature Genetics, 42, 30–35 (2010)
 DHODH
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L’ESOMA UMANO
 Esoni Introni
 DNA
 Esoni Introni
 DNA
 ESOMAESOMA
 GENOMA
 80% di malattie mendeliane causate da mutazioni in sequenze
 codificanti
 2%
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PREPARAZIONE DEL CAMPIONE SEQUENZIAMENTO
 ACQUISIZIONE DATI ANALISI
 NEXT GENERATION SEQUENCING
 - GS 454 (454 GS 20, 454 GS Flex, 454 Titanium)
 - Genome Analyzer/Hiseq (GAIIx, Hiseq2000, Hiscan)
 - SOLiD System (Solid 3)
 SEQUENZIATORI DI NUOVA GENERAZIONE:
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Metodo della terminazione della catena (F. Sanger)
 Gel di poliacrilamide Elettroforesi capillare
 - Utilizzo di nucleotidi modificati (ddNTPs) per interrompere la reazione di sintesi
 - Lunghezza dei frammenti_ fino a 1000 basi
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GESTIONE DEI DATI
 http://www.genome.gov/sequencingcosts/
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Roche/454 Titanium
 Una molecola per biglia. Amplificazione clonale di migliaia di copie in microreattori in emulsionePCR in emulsione
 Primer, templato, dNTP, polimerasi
 Pirosequenziamento
 4 milioni di biglie caricate su una piastra (PicoTiter Plate)
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Exome sequencing makes medical genomics a reality.Biesecker LG
 Nature Genetics 2010
 L’esoma rappresenta un sottoinsieme del genoma in cui cercare
 varianti con significativi effetti funzionali -> GENI-MALATTIA
 MA…
 - Costi
 - Mutazioni de novo (nessuna ipotesi a priori), famiglie poco informative
 (analisi di linkage non realizzabile)
 - Varianti alleliche note causa di malattie mendeliane alterano
 prevalentemente sequenze codificanti

Page 30
                        
                        

STRATEGIE PER LA SELEZIONE DI VARIANTI
 - 180000 esoni
 - 60000000 nucleotidi
 - 25000 varianti negli esoni!
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Criteri di selezione:
 - Polimorfismi (B)
 - Effetto (non sinonime) (C)
 Varianti potenzialmente patogenetiche (circa 300)
 STRATEGIE PER LA SELEZIONE DI VARIANTI
 Varianti non sinonime/geni comuni
 - Varianti/geni comuni a più pazienti
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- Malattie a trasmissione dominante o recessiva
 - Dati di linkage
 - Eterogeneità genetica
 - Eterogeneità fenotipica
 - Penetranza incompleta
 - Casi sporadici o familiari
 - Disponibilità di controlli
 Differenti livelli di complessità
 Strategie ad-hoc per l’analisi
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Un esempio di caccia al gene-malattia:
 la sindrome di Myhre
 Sapienza Università di Roma Istituto Superiore di Sanità
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Myhre syndrome is a rare developmental disorder characterized by distinctive
 features:
 La sindrome di myhre (139210 MYHRS)
 - Reduced growth
 - Muscular hypertrophy
 - Joint stiffness
 - Skeletal anomalies
 - Deafness
 - Variable cognitive deficits
 - Recognizable pattern of facial features
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SEQUENZIAMENTO DELL’ESOMA- REDUCED GROWTH Height (centile) <3rd, Weight at birth (centile) <3rd
 - MUSCULAR HYPERTROPHY √
 - JOINT STIFFNESS √
 - SKELETAL ANOMALIES Hypoplastic iliac wings, Platispondyly, Brachydactyly,
 Large vertebral pedicles, Thick calvarium
 - DEAFNESS √
 - VARIABLE COGNITIVE DEFICITS Mild cognitive impairment
 - RECOGNIZABLE PATTERN OF
 FACIAL FEATURES
 Narrow palpebral fissures, Midfacial hypoplasia, Short
 philtrum, Prognathism
 - OTHERS FEATURES:Right ventricular hypertrophy, Stiff skin,
 Hypertension
 ESPERIMENTI NGS
 2 x
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High-performance Linux-based parallel computing system (2 nodes, 16 processor cores, 64 GB of memory, 8TB RAID storage).
 DATA ANALYSIS
 High quality sequencing reads were aligned to the human genome reference sequence GRCh37/hg19
 Reads Analysisand Alignment
 Variants Call
 ANALISI DEI DATI
 DATA COLLECTION/PROCESSING
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Sequenza di riferimento(GRCh37/hg19)
 Sequenze
 C > G
 ALLINEAMENTO DELLE SEQUENZE
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FILTRO DELLE VARIANTI
 VARIANTS IDENTIFICATION
 VARIANTS IDENTIFICATION
 VARIANTS ANNOTATION AND FILTERING
 RefSeq, dbSNP
 VARIANTS ANNOTATION AND FILTERING
 RefSeq, dbSNP
 72,42672,426
 Novel-intragenic
 2,946
 Novel-intragenic
 2,946
 CDS 665CDS 665
 VARIANTS PRIORITIZATION
 Non syn185
 Non syn185 SS
 18SS18
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VALIDAZIONE
 Candidate variants were tested by Sanger sequencing of patient and his parents.
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Varianti identificate nel gene SMAD4VARIANTI IN SMAD4 DE NOVO IN ALTRI PAZIENTI
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SMAD4 oncosoppressoreSMAD4
 Genomic coordinates (GRCh37):
 chr18:48,556,841 -48,611,609
 - SMAD4 EXPRESSION
 - SMAD4 PROTEIN STRUCTURE
 - SMAD4 CONSERVATION
 SMAD4 gene
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SMAD4 E IL PATHWAY DEL TGF-ββββ
 EXTRACELLULAR
 NUCLEUS
 TGFββββ
 TGFββββRII TGFββββRI
 P
 CYTOPLASM
 Smad2 Smad4Smad3
 Smad2Smad3
 Target gene
 Activated SMAD complex
 Coactivator or corepressor
 Smad4
 FBN1Geleophysic dysplasia
 Weill-Marchesani syndromeAcromicric dysplasia
 ADAMTSL2Geleophysic dysplasia
 ADAMTS10 Weill-Marchesani syndrome
 Myhre syndromeLAPS syndrome
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A RESTRICTED SPECTRUM OF MUTATIONS IN THE SMAD4
 TUMOR-SUPPRESSOR GENE UNDERLIES MYHRE SYNDROME
 3 January 2012 Volume 90, Issue 1
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TEST GENETICI
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TEST GENETICI
 L'analisi a scopo clinico di DNA, RNA, cromosomi, proteine, metaboliti o altri
 prodotti genici, effettuata per evidenziare genotipi, mutazioni, fenotipi o cariotipi
 correlati o meno con patologie ereditabili umane.
 • Diagnostici
 • Presintomatici
 • Predittivi
 • Per l’identificazione dei portatori sani
 • Fenotipici
 • Comportamentali
 • Nutrigenetica
 • Farmacogenetica
 • Paternità
 • Ancestrali
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- Sangue periferico, midollo osseo
 - Cellule di mucosa buccale, capelli, liquido seminale
 - Cellule tumorali
 - Villi coriali
 - Amniociti
 - Sangue da cordone
 - Cellule del blastomero
 - Campioni patologici archiviati
 - Campioni da cadavere
 CAMPIONI BIOLOGICI
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TEST DIAGNOSTICI
 Finalizzati alla conferma di una diagnosi clinica o alla caratterizzazione
 di un quadro patologico sospettato, ma non definitivamente inquadrato
 dalla obiettività clinica.
 • Confermare un sospetto, es. array CGH per ritardo mentale e
 dismorfismi
 • Correlazioni genotipo-fenotipo, es. CFTR e fibrosi cistica
 • Indirizzare la terapia, es. gene di fusione BCR-ABL nella
 leucemia mieloide cronica
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IDENTIFICAZIONE DEI PORTATORI SANI
 - Screening di mutazioni comuni in alcune popolazioni, ad es. talassemia nelle
 popolazioni del Mediterraneo, fibrosi cistica nella popolazione Caucasica
 - Analisi di familiari dei pazienti affetti da malattie autosomiche recessive,
 limitatamente a quelle che hanno una frequenza > a 1:10 000, es. SMA
 - Per caratterizzare le femmine che appartengono alle famiglie nelle quali
 segregano malattie recessive legate all’X che sono potenzialmente a rischio di
 essere eterozigoti, es. emofilia, DMD
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TEST PRESINTOMATICI
 I test presintomatici si eseguono sulle persone non affette che
 appartengono alle famiglie nelle quali una malattia ad esordio tardivo
 si trasmette di solito in maniera autosomica dominante.
 Es corea di Huntington, rene policistico dell’adulto, emocromatosi
 ereditaria, alcune atassie spino cerebellari, distrofia miotonica,
 tumore della mammella autosomico dominante.
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Consentono di:
 - pianificare consapevolmente la riproduzione delle persone a rischio
 (nella condizione di eterozigosi per un gene malattia)
 - definire le modalità con le quali può essere presa in carico una
 situazione a rischio, es. gene BRCA1 e indagini in età più precoce
 - identificare chi, all’interno di una famiglia rischio,debba sottoporsi
 ad indagini strumentali mirate
 - effettuare predizioni sulla prognosi e sulla storia naturale della
 malattia
 TEST GENETICI
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SCREENING NEONATALE DI FENILCHETONURIA
 La fenilchetonuria è una malattia a trasmissione
 autosomica recessiva che ha una frequenza di
 1/10000 nati vivi.
 Lo screening neonatale si effettua mediante un
 dosaggio biochimico.
 Il trattamento della malattia consiste in un apporto
 ridotto di fenilalanina con la dieta che consente di
 prevenire i danni sul sistema nervoso centrale e di
 avere una vita normale.
 SCREENING DI POPOLAZIONE
 In genere si eseguono in fase presintomatica e riguardano patologie
 potenzialmente trattabili e perciò prevenibili o almeno controllabili, es.
 fenilchetonuria, ipotiroidismo congenito

Page 53
                        
                        

TEST PREDITTIVI (O DI SUSCETTIBILITÀ)
 Indagano le predisposizioni o le resistenze geneticamente determinate nei
 confronti di una malattia comune, ad es. diabete di tipo2, malattia di
 Chron.
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TEST DI FARMACOGENETICA
 - 6-MERCAPTOPURINA E AZATIOPURINA:
 farmaci tiopurinici utilizzati nel trattamento della leucemia linfoblastica e nella
 prevenzione del rigetto dei trapianti (metabolizzati dlla tiopurina etiltransferasi)
 - ERCEPTINA:
 farmaco utilizzato nel trattamento delle pazienti con carcinoma della mammella
 (HER2)
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SENSIBILITÀ_ capacità del test di identificare correttamente
 le persone affette. Rapporto tra il numero dei soggetti affetti e
 il numero delle persone con il test positivo.
 SPECIFICITÀ_capacità di identificare correttamente le persone
 senza malattia. Rapporto tra il numero dei soggetti non affetti e
 le persone con il test negativo.
 SENSIBILITA’ E SPECIFICITA’
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LIMITI
 - Accuratezza (mosaicismi, errori tecnici nella genotipizzazione o
 nell’interpretazione dei risultati).
 - Penetranza ridotta, alcune mutazioni non sono sinonimo di
 malattia,ad es. mutazioni in BRCA1 causano tumore della
 mammella nell’50-80% dei casi.
 - Bassa sensibilità dei test, ad es. fibrosi cistica meno del 90%
 degli omozigoti (test indiretti per identificare il cromosoma a
 rischio, NGS).
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- METODO DIRETTO: dà informazioni riguardanti il singolo individuo.
 Viene analizzato il probando per individuare la mutazione.
 - METODO INDIRETTO: è necessario studiare più membri della
 famiglia per stabilire se il probando ha ereditato il tratto
 cromosomico che verosimilmente veicola la mutazione.
 METODI DI STUDIO DELLE MALATTIE MONOGENICHE
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TEST DIRETTO
 Si applica quando il gene che causa la malattia è noto.
 Possono essere utilizzate varie tecniche per la individuazione di mutazioni note
 o non note.
 SEQUENZIAMENTO DI DNAPCR
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Elettroferogramma di un frammento in cui si individua una sostituzione di una singola base (C>T)
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DIAGNOSI DI COREA DI HUNTINGTON MEDIANTE PCR
 PCR con primer localizzati ai
 lati della regione contenente la
 sequenza ripetuta (CAG)n.
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TEST INDIRETTO
 Si applica quando il gene che causa la malattia non è noto, ma se ne conosce
 la posizione nella mappa genetica. Si effettua mediante l’uso di marcatori
 polimorfici vicini al gene-malattia (di sequenza SNP e di lunghezza STR).
 Es. fibrosi cistica
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NGS PER LA DIAGNOSTICA
 - Diagnosi molecolare di patologie con elevata eterogeneità genetica
 - Difficoltà interpretative
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NEXT GENERATION SEQUENCING NEEDS NEXT
 GENERATION CLINICIANS!
 Nature, vol 478, 6 october 2011
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LA MEDICINA PERSONALIZZATA
 Si propone di analizzare il profilo individuale, i fattori di rischio e
 di resistenza e la risposta individuale ai farmaci.
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ANALISI DI CITOGENETICA MOLECOLARE
 Le tecniche di bandeggio standard permettono di identificare anomalie
 cromosomiche ad una risoluzione non inferiore alle 5 Mb.
 - FISH - Fluorescent In Situ Hybridization
 - WHOLE CHROMOSOME PAINTING O PAINTING CROMOSOMICO
 - CGH - Comparative Genomic Hybridization
 Le tecniche di citogenetica molecolare hanno lo scopo di aumentare il grado
 di risoluzione dell’analisi permettendo l’identificazione di riarrangiamenti
 microscopici.
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FISH - Fluorescent In Situ Hybridization
 Utilizzata per rilevare e localizzare la presenza o l'assenza di specifiche
 sequenze di DNA nei cromosomi. Utilizza delle sonde a fluorescenza che si
 legano in modo selettivo ad alcune specifiche regioni del cromosoma.
 Es. Sindrome Di George
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WHOLE CHROMOSOME PAINTING O PAINTING CROMOSOMICO
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Delezione di circa 5 Mb nella regione 7q22.3 –
 7q31.1 de novo
 ANALISI CGH
 Ricerca micro-riarrangiamenti con una risoluzione molto maggiore della FISH
 in qualunque regione del genoma.
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