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La rivoluzione dell’era genomica



Gregor Johann Mendel (Hynčice, 20 luglio 1822 – Brno, 6 gennaio 1884)

La Genetica Medica 200 anni dopo Mendel



A very brief history of medical genetics

1956 description of the correct chromosome number in humans

1959 discovery of a chromosome change associated with a clinical disorder (Down s.)

1902 concept of inborn errors of metabolism (alkaptonuria)

1953 structure of DNA

1957 single amino acid difference identified in the “sickle” hemoglobin protein

1966 “cracking” of the genetic code

1977 first human genes to be cloned: chorionic somatomammotropin, α- and β-globin



La rivoluzione del Progetto Genoma Umano

• 1985 – Proposto

• 1986 - 89 - Discusso, dibattuto e pianificato

• Oct. 1, 1990 – Data ufficiale di inizio progetto

• Sept. 30, 2005 – Data presunta di completamento del progetto

• ma……….





Victor A. McKusick (1921-2008)
initiator and orchestrator of the transition between 
Medical Genetics and Genetic Medicine

Japan Prize 2008



Un incremento esponenziale di informazioni



1^ edizione 1966: 1500 voci – oggi: >26.000

Dal 1998 solo in formato elettronico: On-lineMIM
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

MENDELIAN INHERITANCE IN MAN ( MIM )
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Genetic Medicine Paradigm



Geni e malattie: una nuova dimensione

normale

variazione 1:
mutazione

Variazione 2: polimorfismo

Sano

Malattia
monofattoriale

Sano, ma 
con una proteina
che funziona di più o 
di meno: suscettibilità



Un’impresa titanica



“La mappa è solo la fine dell’inizio”
(Francis Collins)



Sequenziamento personalizzato





Le prospettive cliniche del Progetto Genoma Umano



• Frequenza < 1:2.000
• Più di 7.000 descritte
• Nel loro complesso colpiscono il 6-8% della popolazione
• In Italia ne sono affette 2 milioni di persone, con 19.000 nuovi casi l’anno
• La maggior parte ha origine genetica

Le malattie rare

• ULTRARARE < 1:2.000.000
• Potrebbero esserne affette pochissime o una persona al mondo
• Conoscenze estremamente limitate
• Necessità di condivisione dei dati per la loro descrizione e definizione molecolare
• L’NGS ha rivoluzionato l’approccio diagnostico alle malattie rare



Tecnica NGS in grado di analizzare virtualmente tutte le porzioni codificanti (esoni) di un genoma umano

Whole Exome Sequencing (WES)

20.000-25.000 varianti

Modalità di 
trasmissione MAF<0,01



100 bp PE reads

- dbSNP135
- 1KG project
- ESP project
- 500 ctrl chrs

- non-coding
- synonymous

SEQUENCING ALIGNMENT PROCESSING

CALLINGFILTERING

PRIORITIZATION

- RS<0
- spurious positions or genes

CANDIDATE VARIANTS



390

91 seguite clinicamente
presso il nostro

centro

31 singleton

18 duos

34 trios

7 quads

1 famiglia di 9 
persone

616 inviate da centri
esterni o sequenziate

nell’ambito di 
collaborazioni

scientifiche e progetti
di ricerca

549
singoli

194 con 
altri

familiari

707 famiglie
(1034 individui)

Casistica

Il fenotipo di tutti gli individui è stato definito secondo la terminologia
HPO

Analisi ultimata per 
470 famiglie



Resa diagnostica
• Resa complessiva del 21,1%

• In caso di analisi di più familiari 29,9%

• Se si escludono le coorti più numerose reclutate per progetti di ricerca 35,4%
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Patologie analizzate

Epilessia
Disordini delle piastrine
Patologie neoplastiche
Disabilità intellettiva
Patologie cardiovascolari
Sordità congenita
Paraparesi spastica
Labiopalatoschisi
Disordini della motilità intestinale
Miscellanea
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Miscellanea

Disordini della motilità intestinale

Labiopalatoschisi

Paraparesi spastica

Sordità congenita

Patologie cardiovascolari

Disabilità intellettiva

Patologie neoplastiche

Disordini delle piastrine

Epilessia

Resa diagnostica per patologia



Pazienti seguiti clinicamente presso il nostro centro
• 91 probandi per un totale di 206 individui

• Tutti avevano eseguito almeno un’altra indagine molecolare ‘di primo livello’ 
(prevalentemente CGH-array, sequenziamento Sanger, pannelli NGS…) 

• Resa diagnostica 41,8% (38/91 casi), in caso di analisi di più familiari la resa
raggiunge il 48,3% (29/60 famiglie)

0,0%

12,5%

25,0%

37,5%

50,0%

62,5%

Totale Singoli Più familiari

Resa diagnostica

- 31 singleton
- 18 duos
- 34 trios
- 7 quads
- 1 fam estesa
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AR XL de novo AD negativi



Genotype-Phenotype Complexity

KCNT1 Ala934Thr

In 3/38 pazienti con diagnosi (7,9%) sono state identificate due patologie genetiche

Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy and Congenital Deafness

TMPRSS3 Pro277Leu

TMPRSS3 H70fs

-/-

+/-

-/-

-/-

-/-

+/-

KCNT1 Ala934Thr

TMPRSS3 Pro277Leu

TMPRSS3 H70fs

+/-

+/-

+/-

KCNT1 (MIM 608167) TMPRSS3 (MIM 605511)



Famiglie consanguinee

48 probandi provengono da famiglie consanguinee (40 con genitori cugini di 1°
grado)

• Resa diagnostica del 43,6% 

• La maggior parte delle famiglie sono state 
analizzate come singleton



Identificazione di CNV da WES

WES negativi per SNV/indel sono stati analizzati per CNV (EXCAVATOR2):

- duplicazione de novo di circa 1 Mb comprendente ELN in paziente (22 aa.) operato per 
aneurisma aorta toracica

- TGFBR1, TGFBR2, SMAD3, TGFB2 e ACTA2: negativi
- WES: VUS in COL5A1, presente anche nel padre e nello zio, con 
diametri aortici nella norma (nonno paterno deceduto a 72 anni per 
dissecazione aortica tipo A).

- delezioni (da 900 Kb a 2.7 Mb) comprendente RUNX1 in 3 famiglie con trombocitopenia
con/senza associazione con mielodisplasia

- pannello geni trombocitopenie ereditarie: negativo
- WES: nessuna variante puntiforme o indel indicativa

- delezione di 300 Kb comprendente 2 esoni di CNTNAP2 in una famiglia (padre e figlia) 
che presentano epilessia focale

- geni candidati epilessie focali: negativi
- WES: nessuna variante puntiforme o indel indicativa





ABBIAMO BISOGNO DI STUDI FUNZIONALI IN MODELLI CELLULARI O IN MODELLI ANIMALI

Mutazione identificata >>> come provoca la malattia (il fenotipo)?

Studi funzionali sono necessari per interpretare le mutazioni identificate



Nuovi geni malattia
LIG3

PROVE DI PATOGENICITA’
• LIG3 codifica per la ligasi III, attiva sia nel nucleo sia nel mitocondrio, dove rappresenta l’unica

ligasi coinvolta nel riparo del mtDNA, in associazione con la polimerasi γ.
• Zebrafish knockout mostrano alterazione dell’encefalo e della peristalsi intestinale.
• Il fenotipo viene corretto dall’inserimento di LIG3 wt umano.
• La transfezione con LIG3 contenente le nostre mutazioni non era in grado di ricostituire il

fenotipo normale: mutazioni LOF.
• Studi in vitro hanno dimostrato anomalie della catena respiratoria e un aumento delle specie 

reattive dell’ossigeno.

Utilizzo di Glutammina per la sua azione antiossidante

CIPO, problemi autonomici, leucoencefalopatia.

TYMP, ACTG2 neg. 

WES: due varianti in eterozigosi composta in tutti i fratelli



Sommario I

• Il WES permette una resa diagnostica superiore rispetto ai test 
utilizzati in precedenza

• Resa diagnostica maggiore in caso di analisi di più familiari

• Permette di identificare ROH per la ricerca di mutazioni in 
omozigosi

• Permette di identificare più malattie genetiche in un paziente, di 
diagnosticare fenotipi atipici o incompleti

• Permette di individuare piccole CNV

• Permette di identificare nuovi geni malattia



Sommario II

• Una buona caratterizzazione fenotipica favorisce la selezione dei
pazienti e migliora la resa diagnostica del WES

• La stretta collaborazione tra genetista clinico e bioinformatico è 
importante per la prioritizzazione delle varianti identificate al WES

• La condivisione dei dati clinici e molecolari a livello internazionale
(GeneMatcher) è indispensabile per la definizione di nuovi geni
malattia e in generale per migliorare le conoscenze sulle malattie
rare e ultrarare



E dall’esoma in poi…

• Pazienti negativi all’analisi dell’esoma>>>> analisi del genoma (costi/analisi dei dati ancora complessa)



• Metodica di sequenziamento in grado di determinare il 98% del genoma umano 
 regioni codificanti e non codificanti (introni e regioni regolatorie intergeniche).

L’avvento e la diffusione delle piattaforme commerciali di NGS ne hanno permesso 
una resa sempre più efficiente: in parallelo, si è assistito ad un progressivo 

abbattimento dei costi.

WHOLE GENOME SEQUENCING



WHOLE GENOME SEQUENCING



24 trios

1 quad

25 famiglie
(76 individui)

Pazienti WES negativi sottoposti a WGS

Progetto Ricerca Finalizzata – Ministero della Salute

Analisi ultimata per 8 trios + 1 quad (25 individui)

3 casi risolti: 
- paziente 1: c.C5602T (p.Arg1868Trp) in CREBBP: diagnosi di sindrome di Menke-
Hennekam    
- paziente 2: c.3988C>T (p.Arg1330Trp) de novo in eterozigosi in HECW2, diagnosi di 
una condizione definita “neurodevelopmental disorder with hypotonia, seizures and 
absent language”.
-paziente 3: c.C772T (p.Arg258Trp) in AFF4 , diagnosi di sindrome CHOPS.
1 caso parzialmente risolto:  
-paziente 4 (analisi del quartetto – probando, genitori e sorella): m.8535A>G 
(p.Lys57*) nel gene mitocondriale MT-ATP8  con 87% di eteroplasmia su sangue 
periferico (in altro Centro, analizzati muscolo e urine con risontro di eteroplasmia 
rispettivamente al 96% e 87%. La mutazione è risultata assente nei campioni di 
sangue e urine della madre e della sorella. Diagnosi di “deficit del complesso V 
mitocondriale (ATP sintasi) tipo 2”: spiega la maggior parte delle caratteristiche
cliniche del probando.
1 caso verosimilmente risolto (sono necessari ulteriori studi funzionali):
-Paziente 5: variante intronica c.5210+1235A>G in eterozigosi de novo nel gene 
CHD7



Sospetto clinico di Sindrome di CHARGE

Coloboma dell’iride, della retina e/o del 
disco ottico
difetti cardiaci (Heart), Atresia delle coane, 
Ritardo di crescita e dello sviluppo, 
ipoplasia dei Genitali, 
anomalie dell’orecchio interno ed esterno 
(e ipoacusia) (Ear)

LE INDAGINI GENETICHE CONDOTTE 
NEL PERCORSO DIAGNOSTICO 

• cariotipo su sangue periferico
• array-CGH (risoluzione media 

120kb) 
• analisi del gene CHD7
• Whole Exome Sequencing in 

modalità trio.

D. 29 anni

chrom pos ref alt name strand change

chr8 61759203 A G ENST00000423902_exon_22_0_chr8_61757809_f + NM_017780.3:c.5210+1235A>G

DISEASE PROB TRUE POSITIVE RATE FALSE POSITIVE RATE SPLICING SITE

D 0.75 0.13 0 off
RegSNPs-intron:

c.5210+1235A>G de novo CHD7



Nuove prospettive diagnostiche
e terapeutiche



Jennifer Doudna premio Nobel per la Chimica 2020



Horvath P, Barrangou R (January 2010). "CRISPR/Cas, the immune system of bacteria and archaea". Science. 327 (5962): 167–70.

CRISPR/CAS: Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats



From https://aninfinityofhypotheses.files.wordpress.com

CRISPR/CAS: Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats

Hsu PD, Lander ES, Zhang F (June 2014).
"Development and applications of CRISPR-

Cas9 for genome engineering". Cell. 157 (6): 
1262–78.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4343198


Addgene has sent 60,000 CRISPR-related molecular tools
— about 17% of its total shipments — to researchers in 83 countries,

and the company's CRISPR-related pages were viewed more than one million times in 2015.







Nella migliore delle ipotesi solo una delle due
gemelle sarebbe resistente all’HIV, perché nell’altra
l’editing sarebbe avvenuto in modo parziale. Senza
contare il fatto che per difendersi dal virus
dell’AIDS esistono approcci ben più semplici e
convenzionali, partendo dagli stili di vita.

Parla lo scienziato che ha modificato il DNA di due embrioni da cui sono nate due gemelle 
utilizzando il sistema CRISPR/cas9: “Spiacente ma lo rifarei”.

Durante lo Human Genome Editing symposium, lo
scienziato dapprima difende l’impostazione
sperimentale, e in particolare la scelta di indurre la
resistenza al virus HIV inattivando il gene CCR5.
Quindi illustra gli esperimenti preliminari su topi e
scimmie.

Lo scienziato cinese He Jiankui, ha modificato il
genoma di embrioni nati da coppie di genitori
sieropositivi.
Il gene CCR5 è la porta di accesso molecolare
nelle cellule di HIV.
Gli embrioni sono stati modificati e reimpiantati.
In un solo caso sono nate due gemelle.







Sfide da superare…

Poche conoscenze della genetica da parte del 
paziente

Come acquisire il consenso 
informato?

Nonostante l’interpretazione corretta del genoma del 
paziente

Come trasferire con successo 
l’informazione dei risultati?

Un genoma è interpretato secondo le 
conoscenze attuali

Come ricontattare il paziente per i 
cambiamenti che possono 
sopravvenire?

Se sono predette per ogni persona circa 100 
mutazioni recanti un ipotetico rischio;

Se impieghiamo 3 min per disordine occorrono
circa 5 ore di consulenza diretta con il paziente. 

Chi fa tutto ciò?
Chi paga per tutto ciò?
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