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• La rivoluzione dell’era Genomica

• L’effetto del progetto genoma umano a livello clinico: 
l’approccio allo studio delle malattie genetiche rare tramite 
esoma

• L’utilizzo del genoma nei casi ancora non diagnosticati dopo 
esoma



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



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 )



Un incremento esponenziale di informazioni
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Genetic Medicine Paradigm



Siamo entrati nell’era post-genomica

• Finora le tecnologie disponibili 
permettevano l’analisi di singoli 
geni

• Oggi possiamo analizzare il 
funzionamento di migliaia di 
geni



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
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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



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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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)
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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



Novel disease-gene correlations



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
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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



Move toward non-coding DNA 

Enhancer 
/Silencer Promotor

Start  Exon Intron5’UTR 3’UTR Enhancer 
/Silencer

Regulatory sequence Protein Coding UTR UTR Regulatory sequence

Cis regulatory 
element

TAD boundary
TAD boundary

A large portion of non-coding DNA is functional and regulatory elements tightly control gene and protein expression.

▪ Key elements in the non-coding genome such as promoters, silencer  and enhancers ensure that genes are turned on or off at 
the right moment

▪ Cis-regulatory elements regulate gene transcription through the binding of transcription factors (TFs)

Mechanisms of which disrupt non-coding elements cause severe disease:

• Splicing, transcription and translation alteration
• RNA processing and stability
• chromatin interactions

However, interpretation of non-coding regions remains of uncertain significance and more efforts are required to enable a
consistent and precise interpretation.



Main project: Genomic feature integration for improved variant  interpretation in Whole Genome 
Sequencing (WGS) 

WGS can uncover all type of genetic variation in coding and non-coding DNA  in unbiased way.  

Background: 

Single Nucleotide Variants 

Small Insertion or deletion 

Well-established

Short tandem repeats (STRs)/Repeat expansions (RE) 

Copy number Variants (Structural Variant unbalanced)

Balanced structural variants (SVs) – e.g. inversions 

Partially studied 



Challenges with WGS data

Millions of variants are identified in a typical genome :

✓ ~ 4,000,000 of small variants per samples

✓ ~ 20,000 Structural Variants for sample

✓ ~ 300,000 Short tandem repeats for sample



Challenges with WGS data

Millions of variants are identified in a typical genome :

Questions

1. How do we handle the huge amount of data?

2. How do we facilitate data prioritization for clinical

evaluation?



Prioritization: useful steps



Limitations of WGS 
WGS potentially can identify each type of variation in genomes however some questions remain challenging:

➢ WGS produces a lot of data and a lot of filtration is required 

➢ Short reads WGS might identify SVs but no single callers reach a high level of precision

and  recall for all types and all sizes of variants

➢ Interpretation of non-coding variants remains challenging, but a lot of effort 

is begin made to increase the understanding 



Family ID Sample HGVS Conseguence AF 
GnomAD CADD ACMG OMIM GEN

1 18963_S11 CREBBP(NM_004380.3):c.
5602C>T (p.Arg1868Trp) missense na 27.7 Pathogenic Rubinstein-Taybi syndrome 1 

AD denovo 0/1

2 18836_S1 MT-ATP8 m.8535A>G 
(p.Lys57*) mit

deficit del complesso V 
mitocondriale (ATP sintasi) 
tipo 2, MT

96% di 
eteroplasmia su 

sangue periferico

7 17303_S11 HECW2(NM_001348768.2)
:c.3988C>T (p.Arg1330Trp) missense na 27.8 Pathogenic

Neurodevelopmental disorder 
with hypotonia, seizures, and 
absent language, AD

denovo 0/1

8 22900_S13 AFF4(NM_014423.4):c.772
C>T missense na 26.7 Pathogenic CHOPS syndrome, AD denovo 0/1 

10

25428_S16
TRIT1(ENST00000316891.
10):c.448C>T 
(p.Arg150Ter)

non-sense na 35 Likely Pathogenic
Combined oxidative 
phosphorylation deficiency 
35, AR

0/1

25427_S12
TRIT1(ENST00000316891.
10):c.682T>C 
(p.Trp228Arg)

missense 0.00000657 31 Uncertain Significance
Combined oxidative 
phosphorylation deficiency 
35, AR

0/1

11 ISNB_10448_S17
CYFIP2(NM_001037333.3)
:c.2631del 
(p.Asp877GlufsTer57)

frameshift na Likely Pathogenic Developmental and epileptic 
encephalopathy, AD denovo 0/1

CASI RISOLTI – VARIANTI CANDIDATE - CODING



Family ID Sample HGVS Conseguence AF 
GnomAD CADD ACMG OMIM GEN ncER ReMM FATHMM

5 18319_S5 CHD7(NM_017780.4):c
.5210+1235A>G non-coding na 14.75 Likely 

Benign
CHARGE syndrome, 
AD denovo 0/1 92.99 0.042 0.1424

4 17100_S14

SLC25A12(ENST00000
422440.7):2:171808202

_171808320
Dels na in 

gnomadSV
Uncertain_s
ignificance

Developmental and 
epileptic 

encephalopathy,AD

inherited 0/1

SLC25A12(ENST00000
422440.7):c.1446+27T>

A
non-coding na 6 Likely 

Benign denovo 0/1 98.51 0.867 0.2951

9 30469A_S14
LMBR1(ENST0000035

3442.10):c.424-
5999T>G

non-coding na 5 Likely 
Benign

TIBIA, HYPOPLASIA 
OR APLASIA OF, 
WITH 
POLYDACTYLY
AD

inherited 0/1 88.52 0.708 0.1118

CASI RISOLTI – VARIANTI CANDIDATE – NON CODING



Nuove prospettive diagnostiche 
e terapeutiche
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