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Introduzione:(
!
Le! malattie! neuromuscolari,! come! anche! le! neuropatie! e! le!

miopatie,! sono!malattie!ereditarie! rare!e! spesso!gravi! che!

colpiscono!muscoli!e!nervi! ! in!età!pediatrica! !od!insorgere!!

in!età!adulta!.!

!L’eterogeneità! genetica! e! clinica,! caratteristiche! di! queste!

patologie,! è! dovuta! al! coinvolgimento! di! molti! geni!

strutturali,!spesso!di!grandi!dimensioni,!che!necessitano!di!

essere! studiati! con! diversi! metodi! di! biologia! molecolare!

con! conseguente! aumento! dei! tempi! della! diagnosi.!

Attualmente! l’applicazione! del! sequenziamento! massivoK

parallelo,! chiamato! anche! sequenziamento! di! nuova!

generazione,!potrebbe!essere!di!aiuto!nella!identificazione!

di!mutazioni!nelle!malattie!genetiche!rare!come!la!Distrofia!

muscolare! di! Duchenne! o! la! Neurofibromatosi! di! tipo! 1!

consentendo!una!strategia!diagnostica!rapida!e!veloce.!

!

!

Le(Distrofinopatie:(

!
Le! distrofinopatie! sono! un! gruppo! di! malattie! muscolari!

legate!all’X!recessive,!che!presentano!fenotipi!che!possono!

variare! dall'aumento! asintomatico! della! concentrazione!

dalla! creatinfosfochinasi! (CK)! ad! alterazioni! muscolari!

progressive! gravi! che! sono! classificate! come! Distrofie!

muscolari! di! Duchenne! e! Becker! (DMD! e! BMD)! quando!

sono!coinvolti!i!muscoli!scheletrici,!e,!come!Cardiomiopatia!
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Dilatativa! (XLDC)! quando! è! coinvolto! primariamente! il!

cuore.!

Sono! patologie,! dovute! alla! mancanza! o! riduzione! della!

distrofina! nei! muscoli! scheletrici! e! cardiaco,! causate! da!

mutazioni!del!gene!DMD.!

!

!

La(Distrofia(Muscolare(di(Duchenne:!

(
La! DMD! è! la! distrofinopatia! clinicamente! più! grave! con! un!

esordio! precoce,! la! cui! frequenza! è! di! 1/3.300! neonati!

maschi!con!una!prevalenza!di!150K200!casiKanno.!!

!

!

Manifestazioni!Cliniche!DMD:!

!

I! primi! segni! clinici! si!manifestano! intorno! al! terzo! anno! di!

vita!con!difficoltà!nel!camminare,!correre,!salire!le!scale!od!

alzarsi! da! terra! (manovra! di! Gower).! L’evoluzione! della!

DMD!è!grave!ed!infausta,!con!perdita!della!deambulazione!

intorno!alla! seconda!decade!di! vita!e! la!manifestazione!di!

una! grave! insufficienza! cardiorespiratoria! con! esito! letale!

nel!giovane!adulto.!!

!

!

!

!

!
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Il!gene!DMD:!

!

Il!gene!della!distrofina!è,! il!più!grande!gene! finora!descritto,!

lungo!2,9!Mb!in!posizione!Xp21.2.!È!costituito!da!79!esoni!e!

produce! un! trascritto! primario! fullKlenght! di! 14.3! Kb!

[Mandel,!1989;!Manole,!1995]!(Fig.+1).!!!

!

!

Fig.+1(Localizzazione!del!gene!DMD+sul!cromosoma!X!(Xp21.2);!

!

Il!gene!DMD!produce!almeno!7!trascritti!alternativi,!generati!

da!3!tipi!di!processi!molecolari:!

• !Utilizzo! di! almeno! 8! diversi! promotori! situati! a!monte!

ed!all’interno!del!gene,!spesso!tessutoKspecifici;!

• !Splicing!alternativo;!

• !Utilizzo!di!diversi!segnali!di!poliKadenilazione;!

!

L’espressione! dei! trascritti! fullKlenght! è! controllata! da! 3!

promotori! regolati! in! modo! indipendente:! Brain! (B),!

Muscle!(M)!e!Purkinje!(P),! i!cui!nomi!riflettono! i!maggiori!

siti!d’espressione!della!distrofina.! !Trascritti!più!corti,! che!

producono! isoforme!tronche!della!distrofina!sono!regolati!

da! 4! promotori! interni! indicati! come! Retinal! (R),! BrainK3!

(B3),!Schwann!cell!(S),!e!general.!

!!Studi! funzionali!hanno!permesso!di! ipotizzare!che,!a! livello!

muscolare,!il!gene!della!distrofina!umana!venga!regolato!da!
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almeno!4!enhancers!(Dystrophin+Muscle+Enhancers,!DME!1,!

2,!3!e!4).!DME!1,!2,!3!!sono!situati!in!una!regione!di!14!Kb;!7!

Kb!a!monte!e!7!Kb!a!valle!dell’esone!1!muscolare,!mentre!è!

stato! ipotizzato! che! il! DME! 4! sia! localizzato! al! di! fuori! di!

questa!regione!di!14!KbG.!

!

!

La!Distrofina:+

+

La! distrofina! è! una! proteina! citoscheletrica! che! funge! da!

ponte! tra! l’apparato! contrattile! intracellulare! e! la!matrice!

extraKcellulare.!!

È! localizzata! sul! versante! citoplasmatico! della! membrana!

plasmatica!e!svolge!la!funzione!di!mediare!l’ancoraggio!del!

citoscheletro! di! actina! delle! fibre! muscolari! striate! della!

membrana! basale,! grazie! al! complesso! proteico! di!

membrana!associato!alla!distrofina!(DystrophinQAssociated+

Protein+Complex,!DAPC)!(Fig.+2).!!

Uno!dei!ruoli!principali!di!questo!complesso!proteico!è!quello!

di! stabilizzare! il! sarcolemma! e! proteggere! le! fibre!

muscolari! dai! danni! a! lungo! termine! indotti! dalla!

contrazione![Michalak!et+al.,!1997].!

La!sua!mancanza!comporta!un!difetto!al!supporto!strutturale!

della! membrana,! rendendola! più! suscettibile! a! rotture!

durante!l’attività!contrattile.+

La!distrofina!rappresenta!il!3%!delle!proteine!di!membrana!e!

lo!0.002%!del!totale!delle!proteine!muscolari.!
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!
Fig.+2+Complesso!glicoproteico!associato!alla!distrofina!(DAPC);+

!

La!Distrofina!è!costituita!da!4!domini!!(Fig.+2):!+

• !Il! dominio! ammino! terminale! [Actin+ Binding+ Domain!

(ABD)]!(NKterminale);!

• !Il! dominio! centrale! (Central+ Rod+ Domain),! un’ampia!

regione! bastoncellare! a! tripla! elica,! è! formato! da! !24!

ripetizioni,! disposte! in! tandem,! ciascuna! di! circa! 109!

aminoacidi;!

• !Il!dominio!ricco!in!cisteine!(CysteineQrich+domain)!di!280!

aminoacidi,!che!contiene!un!sito!di!legame!per!il!Ca2+!e!

siti! di! legame! per! i! diversi! componenti! del! complesso!

proteico!associato!alla!distrofina;!

• !Il! dominio! carbossi! terminale! (CarboxyQterminal+

domain)!di!420!aminoacidi,!la!cui!struttura!secondaria!è!

una!αKelica! avvolta! a! spirale! (Blake!et+al.,! 1995)! e! per!

questo!chiamata!regione!CC!(coiled+coil).! Il!dominio!CC!

è! responsabile! del! legame! della! distrofina! con! la!

distrobrevina!e!la!sintrofina![Blake!et+al.,!1995];!
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Criteri!diagnostici:+

+

La!diagnosi!di!distrofinopatie!si!basa!su:!

• (Dosaggio(della(concentrazione(di(CK((Creatin(chinasi)(

sierica:!nei!pazienti!con!DMD!è!10K20!volte!la!norma;!

• (Biopsia(muscolare:! che!consente!di!appurare! il!quadro!

istopatologico,! tipico! di! un! processo! distrofico! con!

degenerazione,!rigenerazione!fibrale!e!sostituzione!fibroK

adiposa.! Su! questo! tessuto! è! possibile! studiare! con!

metodiche! immunoistochimiche! e! biochimiche! la!

presenza!od!assenza!delle!distrofina;!

• Analisi(molecolare:!del!DNA!che!consente!di!individuare!

mutazioni!nel!gene!DMD;!

!

!

Patologia!molecolare:!

(

Le! mutazioni! sono! rappresentate! nel! 70%! dei! casi! da!

delezioni,!di!uno!o!più!esoni,!nel!5K10%!da!duplicazioni!e!

nel! restante! 20K25%! da! piccole! delezioni,! mutazioni!

puntiformi,! mutazioni! dei! siti! di! splicing! e! mutazioni!

introniche.!Delezioni!di!estensione!variabile!che!alterano!il!

quadro! di! lettura! (out! of! frame)! dell'RNA! determinano!

l'assenza! di! distrofina! con! conseguente! quadro! clinico!

grave,!mentre!delezioni! che!mantengono! intatto! il!quadro!

di!lettura!(in!frame)!producono!distrofine!più!corte!e!meno!

funzionali!od!in!quantità!ridotta!e!danno!origine!a!fenotipi!

clinici!più!lievi.!
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Le!mutazioni!nel!gene!della!distrofina!sono!responsabili!oltre!

che! della! DMD! e! della! BMD! anche! della! Cardiomiopatia!

Dilatativa! X! linked! (XLDC),! una! malattia! del! muscolo!

cardiaco! caratterizzata! dalla! dilatazione! ventricolare! e!

dalla!funzione!sistolica!ridotta.!!

Molte!mutazioni,! causanti! tale! patologia,! sono! delezioni! che!

coinvolgono!il!promotore!M!e!l’esone!1.!

!

!

Diagnosi!Molecolare:!

!

La!diagnosi!molecolare!si!basa!sull’utilizzo!di!due!metodiche:!

K!MLPA;!

K!Sequenziamento!DNA!e!RNA.!

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(
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Le(Neurofibromatosi:(

+

!Le!neurofibromatosi!sono!patologie!neurocutanee,!ereditate!

con! modalità! autosomica! dominante.! Sono! caratterizzate!

dalla!presenza!di!tumori!multipli!del!tessuto!nervoso.!Sulla!

base! dei! criteri! stabiliti! dal!National+ Institute+ of+Health! si!

definiscono!due!forme!principali!di!neurofibromatosi:!!

La( Neurofibromatosi( tipo( 1:( (NF1)! (MIM#162200)!

caratterizzata! dalla! presenza! di! numerose! macchie! caffèK

latte,!lentigginosi!in!aree!ben!determinate!del!corpo,!noduli!

iridei! di! Lisch! e! presenza! di! tumori! dei! nervi! periferici!

(Neurofibromi)!che,!a!seconda!della!sede,!si!distinguono!in!

cutanei,!sottocutanei!o!nodulari.! Il!gene!NF1,!responsabile!

della!malattia,!è!localizzato!sul!cromosoma!17!(17q11.2).!

La( Neurofibromatosi( tipo( 2:! (NF2)! (MIM#101000)! è! una!

forma! piuttosto! rara! la! cui! frequenza! è! di! 1:33000! nati,!!

caratterizzata! principalmente! dalla! presenza! di! tumori!

bilaterali!del!nervo!acustico,!detti!schwannomi!vestibolari.!

Il! gene!NF2,! responsabile!della!patologia,! è! localizzato! sul!

cromosoma!22!(22q12.2).!

+

+

+

+

+

+



!
!

12!

Neurofibromatosi!tipo!1:+

+

È! una! malattia! neurocutanea! multisistemica! ereditaria,!

caratterizzata!dalla!predisposizione!allo!sviluppo!di!tumori!

benigni!e!maligni.!

È!una!patologia!autosomica!dominante!con!frequenza!di!1!su!

4.000K5.000!nati!vivi!in!tutte!le!popolazioni![Orphanet].!

La!penetranza!è!completa!e!la!maggior!parte!dei!segni!clinici!

sono! presenti! nel! 90%! dei! pazienti! entro! la! pubertà!

[Mattocks! et+ al.,+ 2004].! La! varibilità! fenotipica! è!

intrafamiliare,! infatti! l’espressione! fenotipica! è!

estremamente! variabile! anche! all’interno! dello! stesso!

nucleo!familiare.!

Le!cause!della!variabilità!sono!dovute!a!diversi!fattori!quali:!

• Background+ genetico:! polimorfismi! che! modulano!

l’entità!delle!manifestazioni;!

• Tipo!di!mutazione;!

• Presenza!di!mosaicismi;!

• Elevato! tasso! di! mutazione! spontanea.! Il! 50%! dei!

soggetti! affetti! da! NF1! non! presenta! una! forma!

familiare!della!malattia!ma!una!mutazione!de+novo.!

+

+

+
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Criteri!diagnostici:!

!

La! diagnosi! della! NF1! si! basa! sulla! presenza! di! almeno! tre!

delle!seguenti!manifestazioni!cliniche:!

• Presenza! di! sei! o! più! macchie! caffèKlatte! (Cafè+ au+ lait+

spot,!CLS);!

• Presenza! di! neurofibromi,! ovvero! tumori! della! guaina!

dei! nervi! periferici! che! si! presentano! sotto! forma! di!

lesioni!cutanee,!sottocutanee!o!plessiformi;!

• Lentiggini!nelle!pieghe!cutanee;!

• Due!o!più!noduli!iridei!di!Lisch;!

• Un!glioma!delle!vie!ottiche;!

• Difetti! scheletrici! specifici! (assottigliamento! della!

corteccia! delle! ossa! lunghe,! displasia! delle! ali! dello!

sfenoide);!

• Un!familiare!di!primo!grado!affetto.!

+

+

Il!gene!NF1:!

!

Il! gene!NF1+ fu!mappato!mediante! clonaggio! posizionale,! sul!

braccio!lungo!del!cromosoma!17!(17q11.2)+(Fig.+3).!!

(

Fig.+3+(Localizzazione!del!gene!NF1+sul!cromosoma!17!(17q11.2);!

!
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Il!gene!NF1!si!estende!su!350!kb!ed!è!costituito!da!58!esoni!!

che! codificano!per!un! trascritto!di!11K13!kb.!Quest’ultimo!

comprende! un! Open+ Reading+ Frame+ (ORF)! di! 8.457! bp!

tradotto!in!una!proteina,!la!neurofibromina.!

!

!

La!Neurofibromina:!

!

La! Neurofibromina! è! una! proteina! idrofilica! citoplasmatica!

con! elevata! omologia! di! sequenza! con! GTPase! activating!

proteins! (GAP).! L’espressione! del! mRNA! risulta! esser!

ubiquitario!ma! la! proteina! viene! espressa! soprattutto! nel!

Sistema! Nervoso! Centrale! ! e! nelle! cellule! cromaffini! del!

surrene.! La! proteina! presenta! una! sequenza! primaria! di!

2.818! amminoacidi! ed! una! massa! molecolare! stimata! in!

327! ! kDa! [Shen!et+al.,+1996]! e!mostra! una! attività!GTPasi!

dovuta!alla!!guanosina!trifosfatasi!!in!grado!di!legarsi!a!Ras!

p21! e! modularne! positivamente! la! conversione! di!

guanosina! trifosfato! (GTP)! a! guanosina! difosfato! (GDP)!

(Fig.+4).!!

!
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!

Fig.+4+Schema!dell’attività!GAP!della!Neurofibromina!e!delle!diverse!vie!

cellulari!corrrelate;!

!

La! Neurofibromina,! essendo! una! GAPKlike! protein! è!

essenziale! per! la! regolazione! negativa! di! Ras,! agendo,!

pertanto,!da!oncosoppressore;!fisiologicamente!esercita!un!

controllo! negativo! sulla! disponibilità! di! ras! attivato! e!

quindi!sulla!proliferazione!cellulare.!

(

(

Patologia!molecolare:!

!

Le!mutazioni! causanti! la!malattia! sono! rappresentate! per! il!

90%!da!mutazioni!puntiformi!e!per!il!5!K!10%!da!delezioni!

del!gene.!

!

!
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Diagnosi!molecolare:!

!

• Sequenziamento!di!DNA;!

• MLPA.!

(

(

(

Nelle!due!patologie!prese!in!considerazione!per!questo!studio!

le! delezioni! e! le! duplicazioni! rappresentano! il! 70%! dei!

difetti!molecolari!nella!DMD/BMD!e!circa!il!10!%!nella!NF1.!

In! entrambi! i! casi,! la! metodica! di! elezione,! è! la! MLPA!

(Multiplex+Ligation+Probe+Amplification).!!

MLPA!è!una!tecnica!che!si!basa!sull'ibridazione!di!più!sonde!

specifiche! amplificate! contemporaneamente! in! un'unica!

PCR! analizzata! con! elettroforesi! capillare! e! analisi!

computerizzata!dei!picchi.!!

Nel!30%!delle!DMD!e!nel!90%!delle!NF1!il!difetto!molecolare!

è! rappresentato! da! mutazioni! puntiformi.! La! metodica!

utilizzata! per! la! definizione! di! questo! tipo! di! difetto! è! il!

sequenziamento!del!DNA/RNA.!

(

(

(

(

(

(

(

(
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Il(sequenziamento(del(DNA:(

(

Le!tecniche!di!sequenziamento!del!genoma!umano!nel!corso!

di! questi! ultimi! venti! anni! sono! state! sempre! più!

perfezionate,! standardizzate! e! velocizzate,! rendendo! il!

sequenziamento! del! DNA! il! gold! standard! per! la! ricerca!

delle!mutazioni! del! genoma!umano! e! per! l’identificazione!

del! geneKmalattia.! Il! sequenziamento! del! DNA! applicato!

alla! diagnostica,! consente! di! identificare! le! mutazioni!

responsabili!delle!malattie!ereditarie!e!di!sviluppare!nuovi!!

trattamenti!mirati!a!compensare!ed!intervenire!per!cercare!

di!correggere!il!difetto!genetico.!!

I!metodi! di! sequenziamento! del! DNA! che! si! sono! sviluppati!

dal! 1973! [Maxam! e! Gilbert]! a! tutt’oggi! hanno! contribuito!

significativamente!nel!determinare!la!sequenza!del!DNA.!

La!rapidità!del!processo!di!sequenziamento!è!stato!di!grande!

aiuto! per! il! sequenziamento! su! larga! scala! del! genoma!

umano,! consentendoci! oggi! di! utilizzare! tecniche! di!

sequenziamento!di!terza!generazione.!!

(

(

Il!sequenziamento!di!Sanger:!

(

Il! metodo! di! sequenziamento! Sanger! ha! segnato! una! svolta!

nel! campo! della! biologia! molecolare! e! Frederick! Sanger,!

per! questi! suoi! studi,! ricevette! il! premio! Nobel! per! la!

Chimica!nel!1980.!!
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La! tecnica! di! sequenziamento! ideata! da!di! Frederick! Sanger!

nel! 1977! si! basa! sull’uso! di! dideossinucleotidi! trifosfati!

(ddNTP)! al! posto! dei! normali! deossinucleotidi! trifosfati!

(dNTP),! ciascuno! dei! quali! marcato! con! un! fluorocromo,!

per!arrestare!la!sintesi!del!DNA!in!posizione!3'.!

I! frammenti! così! ottenuti! si! fanno! migrare! mediante!

elettroforesi! capillare! vengono! separati! e! analizzati!

automaticamente!dopo!rivelazione!laser!(Fig.+5).!!

!

!
Fig.+5+!Elettroforesi!capillare!ed!elettroferogramma;!

(

(
Tecnologie!di!Seconda!Generazione!Next!Generation:!

!
Le! tecniche! di! sequenziamento! ad! alta! processività! di!

seconda! generazione! permettono! di! generare! e!

sequenziare!migliaia!o!milioni!di!piccoli!frammenti!(reads)!

con!alta!velocità!e!migliore!accuratezza.!
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Il! target! di! sequenziamento! può! essere! l’intero! genoma,!

l’esoma,! o! porzioni! di! DNA! più! ristrette.! Quest’ultimo!

approccio! definito! targeted+ analysis! (analisi! mirata)!

consiste! nell’analisi! di! uno! o! più! geni! responsabili! di! una!

determinata!patologia!ad!eterogeneità!genetica.!!

Attualmente! numerose! società! bioKtecnologiche! hanno!

investito! ingenti! risorse! per! produrre! sequenziatori!

sempre!più!potenti!e!sempre!!meno!costosi!con!l’obiettivo!!

di!rendere!più!accessibile!l’analisi!!del!DNA!(Tab.+1).!!

!

!
Tab.+1+Specifiche!tecniche!delle!piattaforme!NGS;+

!

Tra!queste!le!più!utilizzate!sono:!!

• Illumina;+

• Life+Technologies;++

• Pacific+Biosciences;++

• Oxford+Nanopore.+

!

!

!
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Nonostante! ciascuna! delle! piattaforme! sia! unica! nella!

modalità! di! sequenziamento,! alcune! di! loro! (Illumina! ed!

Ion!Torrent)!utilizzano!una!metodologia!di!base!simile!che!

comprende! la! preparazione! del! "template",!

sequenziamento,! visualizzazione! ed! analisi! bioinformatica!

dei!dati.!

!La!piattaforma!Illumina/Solexa!utilizza!un!supporto!fisso!per!

immobilizzare! i! frammenti! di! DNA! da! sequenziare,!

incollandoli! a! un! vetrino! tramite! degli! adattatori.! Questo!

supporto!consente!di!leggere!milioni!di!frammenti!di!DNA!

contemporaneamente!e!poiché!ogni!frammento!si!trova!in!

un! punto! preciso! e! non! può! essere! confuso! con! altri.! La!

novità! di! questo!metodo! è! l’uso! di! terminatori! reversibili!!

che!possono!essere!riattivati,!grazie!all’azione!di!un!enzima!

che!taglia!via!la!parte!di!molecola!che!blocca!il!lavoro!della!

DNA!polimerasi![Liu!et+al.,!2012;!Quail!et+al.,!2012].!!

!La!piattaforma!AB+SOLiD!immobilizza!le!molecole!di!DNA!non!

su! un! supporto! solido,! ma! su! piccole! sfere! ! poste! su! un!

vetrino!ed!utilizza!una!DNA!ligasi!che!unisce!frammenti!di!

DNA! anziché! sintetizzarne! di! nuovi! come! la! DNA!

polimerasi.! Inoltre,! ha! elaborato! un! sistema! di!

sequenziamento!che!consente!di!leggere!due!volte!lo!stesso!

nucleotide!riducendo!di!molto!la!possibilità!di!commettere!

errori![Liu!et+al.,!2012].!

!La! piattaforma+ Roche/454( non! utilizza! nucleotidi!

fluorescenti,! ma! il! pirofosfato! inorganico! (Ppi)! che! si!

ottiene!come!prodotto!di!scarto!della!DNA!polimerasi,!che!

genera!dei!flash!di!luce!ogni!volta!che!un!nucleotide!nuovo!

viene!aggiunto.!Il!protocollo!consiste!nel!render!disponibile!
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il! PPi! ad! una! sulfurilasi! ! che! lo! utilizza! per! generare! una!

molecola!di!ATP.!L’ATP!viene!prelevato!da!una!luciferasi!e!

lo! utilizza! per! ossidare! una! luciferina! e! produrre! un!

segnale! luminoso.!Poiché!questo! segnale! è! sempre!uguale!

per! tutti! i! nucleotidi,! essi! devono! essere! immessi! nel!

sistema!uno!alla!volta!in!successione;!prima!le!A,!poi!le!C!e!

così!via![Liu!et+al.,!2012].!!

La!piattaforma( Ion!Torrent(della!Life!Technologies,!come!gli!

strumenti! di! nuova! generazione! precedentemente!

descritti,! utilizza! la! DNA! polimerasi,! ! ma! non! misura! i!

segnali! luminosi,!ma!gli! ioni! idrogeno!rilasciati!durante! la!

reazione! di! elongazione! della!molecola! di! DNA.! La! novità!

della! Life! Technologies! consiste! nel! non! avvalersi!

dell’ausilio!di!nucleotidi!marcati!e,!pertanto,!non!necessita!

di! costosi! sistemi! di! rilevazione! ottica.! Le!macchine! della!

Ion! Torrent! utilizzano! come! supporto! un! materiale!

semiconduttore! e! sono! in! grado!di! leggere! le! sequenze!di!

DNA!misurando! le!variazioni!di!pH!che!vengono!generate!

quando! un! nuovo! nucleotide! viene! aggiunto! al! filamento!

sintetizzato!(Fig.+6).!

!

!
Fig.6!Chimica!della!rilevazione!del!corretto!nucleotide;!

!
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Questa! tecnica! di! sequenziamento,! ad! opera! del! Personal!

Genome! Machine! (PGM),! ! ha! consentito! una! notevole!

riduzione! dei! costi! dello! strumento! nel! mercato!

[ioncommunity;!Liu!et+al.,!2012;!Quail!et+al.,!2012].!

!

!

Tecnologie!di!Terza!Generazione:!

(

Le! piattaforme+ Pacific! Biosciences! ed! Oxford! Nanopore!

appartengono! alle! tecniche! di! sequenziamento! di! terza!

generazione! e! rappresentano! un! vero! e! proprio! salto! di!

qualità!e!di!potenzialità!pur!essendo!attualmente!poco!più!

che!dei!prototipi.! Sicuramente! in!un!prossimo! futuro! ci! si!

potrà! avvalere! di! strumenti! “lowQcost”! di! piccole!

dimensioni,! capaci!di! entrare! con!più! facilità!nella!pratica!

medica!di!routine.!!

La! Pacific! Biosciences! sta! mettendo! a! punto! un!

sequenziatore! ! capace! di! sequenziare! singole!molecole! di!

DNA.! Riuscire! a! leggere! una! singola! molecola! di! DNA!

monitorando! in! tempo! reale! l’aggiunta! dei! nucleotidi,!

significa! poter! usare! piccole! quantità! di! DNA! ed! avere!

anche!un!vantaggio!economico,!risparmiando!sui!reagenti.!!

La! piattaforma!Oxford! Nanopore! è! in! grado! di! leggere! una!

sequenza!di!DNA!basandosi! sui! cambiamenti!nel! flusso!di!

corrente! che! attraversa! dei! fori! di! pochi! nanometri,! che!

sono! caratteristici! dello! specifico! nucleotide! che! viene!

aggiunto!alla!catena.!
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Le!applicazioni!della!NGS:!

!

Le! applicazioni! della! NGS! hanno! consentito! un! rapido!

progresso! in! diversi! settori! della! biologia!molecolare.! Nel!

campo! della! diagnostica! clinica! molecolare! il!

sequenziamento! massivo! parallelo! è! stato! estremamente!

efficace! nella! diagnosi! di! numerose! patologie!

neuromuscolari! che! coinvolgono! diversi! geni! (Vasli! et+al.,!

2012)!che!possono!essere!studiati!contemporaneamente!in!

tempi!rapidi.!!

Il! risequenziamento! del! genoma! umano! ha! consentito! di!

identificare! i! geni! e! gli! elementi! regolatori! coinvolti! nei!

processi! patologici.! La! NGS! grazie! al! sequenziamento!

dell'intero! genoma!di! diversi! organismi! oggi! è! applicabile!

anche!nei!campi!della!Salute!Pubblica!e!dell'epidemiologia,!

perché! consente! di! identificare! nuovi! fattori! di! virulenza!

attraverso!il!sequenziamento!di!specie! !batteriche!e!virali.!

Studi!di!espressione!genica!che!utilizzano!l'RNAKSeq!(NGSK

RNA)!hanno! incominciato!a!sostituire! l'uso!dell'analisi!dei!

microarray! con! la! visualizzazione! dell'espressione!

dell'RNA!sotto!forma!di!sequenze.!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Obiettivi(della(tesi:(
(

Oggi,! differenti! tecniche! vengono! utilizzate! nella! routine!

diagnostica! per! identificare! mutazioni! causative! in! geni!

responsabili!di!malattie!genetiche.!Il!metodo!più!comune!e!

che! rappresenta! il! gold! standard! per! l’identificazione! di!

mutazioni!puntiformi,!è!basato!sull’amplificazione!del!DNA!

genomico! tramite!PCR!delle! sequenze!codificanti!del!gene!

candidato! seguito! dal! sequenziamento! tramite! metodo!

Sanger.! Tuttavia,! se! il! gene! è! di! grandi! dimensioni,! come!

nel! caso! dei! geni! DMD! e! NF1,! e! le! mutazioni! sono!

distribuite!sull’intero!gene,! il!metodo!Sanger!è! laborioso!e!

richiede!tempi!lunghi.!

Lo! scopo! di! questo! studio! è! stato! quello! di! validare! un!

protocollo!per!l’analisi!delle!sequenze!dei!geni!DMD!e!NF1!

con!la!tecnologia!di!sequenziamento!di!nuova!generazione!

(NGS).! ! Per! il! raggiungimento! di! questo! obiettivo! è! stato!

sviluppato! un! protocollo! di! sequenziamento! basato! sulla!

tecnologia! IonTorrent! (Life! Technologies)! e! applicato! a!

soggetti!a!rischio!per!mutazioni!puntiformi!nei!geni!DMD!o!

NF1.!!

Questo!nuovo!metodo!di!sequenziamento,!rispetto!al!metodo!

Sanger,! se! accurato! e! preciso,! permetterebbe! di! ridurre!

notevolmente!i!tempi!di!analisi!e!consente!lo!studio!di!più!

campioni!contemporaneamente.!!

Queste!caratteristiche!rendono!tale!metodo!utile!per!la!sua!

applicazione!nella!diagnostica!di!routine!in!quanto!

consente!di!abbreviare!i!tempi!di!refertazione.!
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Materiali(&(Metodi:(
(

Pazienti:!

(

!!Il!targeted+Next+generation+Sequencing+dei!geni!DMD!e!NF1!è!

stato!effettuato!in:!!

• 10! pazienti! di! cui! 6! maschi! con! sospetto! clinico! di!

distrofia!muscolare!di!Duchenne/Becker!(D/BMD)!e!4!

femmine!con!valori!elevati!di!CPK!!(Gene!DMD);!

• 7! pazienti! affetti! da! Neurofibromatosi! di! tipo! 1! (Gene!

NF1);!

!

In!tutti!i!soggetti!l’analisi!attraverso!Multiplex!Ligation!probe!

Amplification! (MLPA),! con! Salsa! kit! P034! e! P035! per! il!

gene! DMD! e! con! Salsa! Kit! P081! e! P082! per! il! gene! NF1!

(MRCKHolland)!non!ha!messo!in!evidenza!alcuna!delezione!

o!duplicazione.!

In!11!campioni!(8!DMD!e!3!NF1)!l’analisi!è!stata!retrospettiva,!

infatti! tali! campioni! erano! stati! precedentemente!

sequenziati!con!metodo!Sanger.!

(

(

Estrazione!del!DNA:!

(

Il! DNA! genomico! è! stato! estratto! da! campioni! di! sangue!

periferico! con! metodi! convenzionali:! purificazione! con!

tecnologia! delle! particelle! magnetiche! (Kit! Arrow! Blood!
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DNA! 500,! NorDiag),! estrazione! salina,! purificazione! su!

colonna!di!silice!(Perfect!Pure!DNA!Blood!kit,!5Prime).!

!

!

Sequenziamento!con!il!sistema!Ion!PGM!(Ion!Torrent):!

!

(Fasi(del!sequenziamento!con!il!sistema!Ion!PGM:!

! Disegno!dei!primers;!

! Preparazione!della!libreria;!

! Preparazione!del!Template;!

! Sequenziamento;!

! Analisi!dei!dati;!

!

!

Disegno!dei!primers:!

!

I! primers! per! il! sequenziamento! dei! geni! DMD! e! NF1! sono!

stati! disegnati! e! ordinati! utilizzando! il! software! Ion!

AmpliSeq!Designer!disponibile!sul!sito!www.ampliseq.com!

(Life!Tecnologies).!

!Ion! AmpliSeq! Designer! fornisce! il! miglior! set! di! primers!

possibili! per! ottenere! il! più! alto! coverage! con! il! minor!

numero!di!ampliconi.!!

!Ciascun! Ion! Ampliseq! Custom! primers! contiene! 2! pool! di!

coppie!di!primers!preKaliquotati!alla!concentrazione!2X!da!

utilizzare! nella! preparazione! della! libreria! ed! una! piastra!

contenente!i!primers!individuali,!in!TE!alla!concentrazione!

di! 307! μM.! I! primers! contengono! delle! specifiche!
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modificazioni! che! ne! permettono! la! rimozione! durante! la!

preparazione!della!libreria.!

Per! lo! studio! delle! regioni! esoniche,! 5’! UTR! e! 3’! UTR!

(16,22Bb)!del! gene!DMD!sono! state!disegnate!169! coppie!

di! primers,! 85! contenute! nel! pool! 1! e! 84! nel! pool! 2.! Il!

coverage!era!del!98,16%.!

Per! lo! studio! delle! stesse! regioni! (13,34! Kb)! del! gene! NF1!

sono!state!disegnate!143!coppie!di!primers,!72! contenute!

nel!pool!1!e!71!nel!pool!2,!con!un!coverage!di!93,61%.!

!

!

Preparazione!della!libreria:!

!

La! preparazione! delle! librerie! è! stata! effettuata! con! il! kit!

IonAmpliSeq! Library! Kit! 2.0! (Life! Technologies)! e!

comprende!i!seguenti!step!(Fig.+7):!

K Amplificazione!del!target;!

K Digestione!parziale!delle!sequenze!dei!primers;!

K Ligazione! degli! adattatori! agli! ampliconi! e!

purificazione;!

K Purificazione!della!libreria!non!amplificata;!

K Quantificazione! della! libreria:! Bioanalyzer! 2100!

(Agilent);!

K Equalizzazione;!
!
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!
Fig.+7+Workflow!della!preparazione!della!libreria;!

!

!

Amplificazione!del!target:!

!

Come! da! protocollo,! le! regioni! target! sono! state! amplificate!

utilizzando!10!ng!di!DNA!genomico.!La!concentrazione!del!

DNA! è! stata! determinata! con! lo! strumento! Qubit! 2.0!

Fluorometer! e! il! kit! Qubit! dsDNA! HS! Assay! (Life!

Technologies).!Per!ciascuna!combinazione!di!Primer!Pool!e!

DNA! si! aggiungono,! per! reazione,! i! reagenti,! riportati! in!

tabella! (Tab.+ 2).! L’amplificazione! è! stata! effettuata! su!

termociclatore! GeneAmp! PCR! System! 9700 alle! seguenti!

condizioni:! denaturazione! a! 99°! per! 15! sec,! 19! cicli! di!

annealing!e!extension!a!60°!per!4!min.!

!
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!
Tab.+2!reagenti!per!l’amplificazione!del!target;!

!

!

Digestione!parziale!delle!sequenze!dei!primers:!

!

Gli!ampliconi!ottenuti!sono!stati!trattati!con!2!µL!di!reagente!

FuPa!per!consentire!la!parziale!digestione!dei!primers!e!la!

fosforilazione!degli!ampliconi.!La!reazione!è!stata!condotta!

su! termociclatore! GeneAmp®! PCR! System! 9700 alle!

seguenti:!50°!per!10!min,!55°!per!10!min!e!60°!per!20!min.!!

!

!

Ligazione!degli!adattatori!agli!ampliconi!e!purificazione:!

!

Successivamente! gli! ampliconi! son! stati! ligati! agli! adattatori!

contenenti! i!barcode!e!purificati.! I!barcode!permettono!di!

assegnare! a! ciascun! campione!un! tag!di! riconoscimento! e!

mantenerne! l’identità! durante! tutta! la! procedura,! quando!

si! analizzano! più! campioni! contemporaneamente.! Il! kit!

utilizzato!per! il! barcoding! è! Ion!Xpress!Barcode!Adapters!

1K16! ! (Life! Technologies).! Per! ciascun! barcode! X! scelto! è!

stata! preparata! una! mix! composta! da! Ion! P1! Adapter! ed!
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Ion! Xpress! Barcode! X! nel! rapporto! di! 1:4! per! ciascun!

adattatore.!

La!reazione!di!ligazione!viene!effettuata!combinando!insieme!

la!SwitchSolution,!la!mix!dell’adattatore!barcodato!e!2μL!di!

DNA!Ligase.!La!reazione!è!stata!eseguita!su!termociclatore!

GeneAmp! PCR! System! 9700 alle! seguenti! condizioni:! 22°!

per!30!min!e!72°!per!10!min.!!

!

!

Purificazione!della!libreria!non!amplificata:!

(

La!purificazione!della!libreria!non!amplificata!è!stata!eseguita!

con! il!kit!AMPure!XP! (Agencourt;!Beckman)!ed!Etanolo!al!

70%! (Carlo! Erba).! La! purificazione! permette! di! legare!

selettivamente! gli! ampliconi! di! dimensioni! maggiori! di!

100bp,! rimuovendo! i! primers,! i! nucleotidi,! i! sali! e! gli!

enzimi.!

!

!

Quantificazione!della!libreria:!Bioanalyzer!2100!(Agilent):!

(

Immediatamente!dopo!lo!step!precedente,!per!8!(4!DMD!e!4!

NF1)! dei! 20! campioni! esaminati,! abbiamo! eseguito! la!

quantificazione!della!libreria!con!lo!strumento!!Bioanalyzer!

2100!(Agilent).!Prima!della!quantificazione!le!librerie!sono!

state! amplificate! al! fine! di! ottenere! materiale! sufficiente!

per! una! accurata! quantificazione.! L’amplificazione! è! stata!

effettuata! aggiungendo! al! pellet! ottenuto! allo! step!

precedente! 50μL! of! Platinum!PCR! SuperMix!High! Fidelity!
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and!2μL!of!Library!Amplification!Primer!Mix!ed!eseguendo!

la!reazione!nel!termociclatore!con!il!seguente!programma:!

98°!per!2!min,!5!cicli!a!98°!per!5!sec!e!64!°!per!1!min.!Le!

librerie! così! amplificate! sono! state! purificate! con! il! kit!

AMPure! XP.! 1μL! delle! librerie! amplificate! sono! state!

analizzate! con! il! kit! Agilent! High! Sensitivity! DNA! e! lo!

strumento! Bioanalyzer! 2100! (Agilent).! Le! librerie! degli!

ampliconi!possiedono!picchi!multipli!nel!range!tra!le!125!e!

le! 300! bp.! Con! l’ausilio! del! Programma! 2100! Expert!

Software! version! B.02.08! si! è! determinato! la!

concentrazione! molare! della! libreria.! La! molarità! viene!

calcolata! automaticamente! in! pmol/mL! (Fig.+ 8).!

Successivamente! le! librerie! sono! state! diluite! con! TE! in!

maniera!tale!da!ottenere!una!concentrazione!di!~100!pM.!

!

!
Fig.+8!Schermata!del!Bioanalyzer:!

In!celeste:!picchi!corrispondenti!all’amplificazione!del!target;!

In!verde:!Corsa!del!campione!come!se!fosse!in!un!gel;!

In!rosso:!concentrazione!della!libreria;!

+
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Equalizzazione:!

!

L’equalizzazione,!eseguita!sui!restanti!12!campioni!(6!DMD!e!

6! NF1),! è! stata! effettuata! con! il! kit! Ion! Library! Equalizer!

(Life! Technologies).! Questo! metodo! permette! di!

normalizzare!le!librerie!ad!una!concentrazione!di!~100!pM!

senza! richiedere! alcuna! quantificazione.! Il! protocollo!

prevede! l’amplificazione! della! libreria! in! termociclatore! a!

98°!C!per!2!min,!7!cicli!di!98°!C!per!15!sec!e!60!per!1!min,!

aggiungendo! al! pellet! 50µL! di! Platinum! PCR! Super! Mix!

High! Fidelity! e! 2µL! di! Equalizer! Primers.! Alla! libreria!

amplificata! è! stato! aggiunto! l’Equalizer! Capture! e!

successivamente! l’Equalizer! Beads.! Dopo! il! lavaggio! delle!

beads,! la! libreria! equalizzata! è! stata! eluita! in! 100! µL! di!

Equalizer! Elution! Buffer! per! ottenere! una! concentrazione!

finale!di!100pM.!

!

!

Preparazione!del!Template:!

!

Le!librerie!quantificate!sono!state!combinate!per!poter!essere!

sequenziate! in! un! unico! chip! e! si! è! proceduto! con! la!

preparazione!del!template.!

La! preparazione! del! template! avviene! attraverso! l’emulsion!

PCR,!un’emulsione!di!acqua!ed!olio.! I! frammenti!di!DNA!a!

singolo! filamento! si! attaccano! alla! superficie! delle! biglie!

grazie! agli! adattatori.! Le! biglie! sono! compartimentate! in!

un’emulsione!di!H2O!ed!olio!che!viene! fatta!sgocciolare! in!
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questa! emulsione;! ciascuna! goccia! cattura! una! biglia! e! la!

PCR!produce!copie!del!singolo!template!di!DNA.!

Il! template! è! stato! ottenuto! utilizzando! il! kit! Ion! OneTouch!

200!Template!v2.!Il!protocollo!prevede!la!diluizione!di!2µL!

della!libreria!totale!avente!una!concentrazione!di!∼100!pM!

con! 18! μL! acqua! Nuclease! Free.! In! tal! modo! la!

concentrazione! della! libreria! di! partenza! sarà! nel! range!

stabilito!dal!protocollo!pari!a!8K10!pM!o!1,2!ng/mL.!

Per!preparare! il! template! è! stato!utilizzato! lo! strumento! Ion!

One! Touch! (Fig.+ 9),! nel! quale! l’emulsione! di! H2O! e! olio!

viene! fatta! passare! in! una! piastra! di! amplificazione!

seguendo!un!percorso!nel!quale!avviene!l’emulsion!PCR.!!!

!

!
Fig.+9!Ion!OneTouch!per!la!preparazione!del!template;!

!

Lo! strumento! impiega! 3! ore! e! 52! minuti! per! preparare! il!

template.+ ! Al! termine,! il! campione! non! arricchito! è! stato!

quantificato!con!il!Qubit!e!il!kit!Ion!Sphere!Quality!Control!

(life! Technologies).! Il! range! del! campione! non! arricchito,!

stabilito! dal! protocollo! deve! esser! inferiore! al! 30%! (Fig.+

10).!Questo!step!non!è!richiesto!per!le!librerie!equalizzate.!



!
!

34!

!
Fig.+10!Foglio!di!lavoro!per!la!lettura!del!valore!del!campione!non!

arricchito;!

!

Dopo!il!controllo!della!qualità!del!campione!non!arricchito!si!

è! proceduto! con! l’arricchimento!del! campione!utilizzando!

lo!strumento!Ion!One!Touch!ES.!

Una!volta!completato!l’arricchimento,!il!template!arricchito!è!

stato! quantificato! attraverso! il! Qubit! e! il! kit! Ion! Sphere™!

Quality! Control! (life! Technologies),! come! per! il! campione!

non! arricchito.! In! questo! caso,! il! range! del! campione!

arricchito!deve!esser!superiore!al!70%.!

!

!

Sequenziamento:!

!

Per! il! sequenziamento! è! stato! utilizzato! il! Kit! Ion! PGM!

Sequencing!200!e!il!chip!Ion!314.!

Il! workflow! (Fig.+ 11)! ha! previsto! i! seguenti! step:! la!

pianificazione! della! corsa,! il! lavaggio,! l’inizializzazione!

dello!strumento! Ion!PGM![Personal!Genome!Machine,!Life!

Technologies!(Fig.+12)]!ed!il!caricamento!del!Chip.!

!

!
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!
Fig.+11!Workflow!per!il!sequenziamento!con!il!PGM;!

!

!
Fig.12++PGM;!

!

!
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La! pianificazione! della! corsa! è! stata! effettuata! tramite! il!

Torrent+ Browser,! nel! quale! sono! state! inserite! tutte! le!

informazioni! necessarie! alla! corsa! (kit! utilizzato,! Chip,!

barcode,! ecc.)! e! i! plugin! d’analisi! da! eseguire! a! fine! corsa!

(coverage,!variant!caller,!ecc);!

!

!

Analisi!dei!dati:!

!

A! fine! corsa! (2h! e! 20! min),! i! risultati! del! sequenziamento!

sono!stati!esaminati!nel!Torrent!Browser!(Figg.+13a,+13b).!

Il! formato! dei! dati! di! output! è! in! FASTQ,! un! formato!molto!

comune! per! la! condivisione! di! dati! genetici! di!

sequenziamento,! in!grado!di!combinare!sia! la!sequenza!di!

basi! che!un!quality! score! associato! ad! ogni! base!nucleica,!

ovvero!un!punteggio!di!attendibilità!sulla! lettura!di!quella!

base! all’interno! della! sequenza.! Il! formato! FASTQ! nasce!

come!un’estensione!del! formato!FASTA,!ma,! in!aggiunta!si!

hanno! le! informazioni! sull’attendibilità! della! lettura,!

rappresentando! così! la! sequenza! di! sequenziamento! con!

un! livello! di! dettaglio! maggiore,! ma! senza! pesare! sulla!

dimensione!dei!dati.!

!
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!
Fig.+13+a!Run!Summary/Report!della!corsa;!

!

!
Fig.+13+b!Run!Summary/Report!della!corsa;!
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Dall’analisi! si! ottengono! tutte! le! informazioni! relative!

all’esperimento:!!

!

" Qualità!del!caricamento!del!chip;!

" Percentuale! di! template! caricato,! percentuale! di! Ion!

Sphere! Particles! (ISP),! sfere! a! cui! sono! legati! i!

frammenti!di!DNA!amplificati;!!

" Clonality,! un! ISP! risulta! clonale! se! tutti! i! frammenti! di!

DNA! originano! da! un! singolo! template.! Tutti! i!

frammenti! contenenti! le! biglie! sono! identici! e!

rispondono! in! modo! uniforme! durante!

l’incorporazione!dei!vari!nucleotidi!attraverso!il!chip;!

" Policlonality,! le!biglie! contengono!dei! cloni!di!due!o!più!

template;!Range!<30%;+

" Total+bases,! numero!di! coppie! di! basi! filtrate! e! corrette!

riportate!nel! file!di!output!BAM!(formato!binario!per!

archiviare!i!dati!delle!sequenze);!

" Key+Signal,!percentuale!di!LiveISPs!con!un!segnale!chiave!

che!risulta!identico!al!segnale!chiave!della!libreria;!

" Bead+ Loading,! percentuale! di! pozzetti! del! chip! (Chip+

wells)!contenenti!LiveISPs;!

" Total+Reads,+numero!totale!di!sequenze!utilizzabili,!dopo!

la! filtrazione! indipendentemente! dalla! lunghezza!

riportata!nel!file!di!output!BAM;!

" Usable+Sequence,+ la! percentuale! di! sequenza! utilizzabile!

che! supera! i! requisiti! richiesti! post! analisi! di!

policlonalità,! bassa! qualità! ed! i! diversi! filtri!

riguardanti!i!dimero!di!primers;!
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" Loading,+ percentuale! di! wells! nel! chip! che! contengono!

LiveISPs;!

" Empty+ Wells,! percentuale! di! wells! nel! chip! che! non!

contengono!un!ISP;!

" Enrichment,! numero! di! LiveISPs+ che! hanno! un! segnale!

chiave! identico! ai! parametri! del! segnale! chiave! della!

Library,!dopo!filtraggio!secondo!il+Test+Fragment!ISPs;!

" No+ Template,! percentuale! di! wells! nel! chip! che! non!

contengono!uno!stampo!di!DNA;!

" Final+ Library,! percentuale! di! letture! che! passano! tutti! i!

filtri!e!che!sono!registrate!nel!file!di!output!BAM.!Tale!

valore! può! essere! diverso! dal! Total+ Reads! per! cause!

tecniche!in!quanto!i! filtraggi!sono!maggiori!rispetto!a!

quelli!usati!per!le!Total+Reads;!

" %+Test+Fragment,!percentuale!di!LiveISPs!con!un!segnale!

chiave!identico!al!segnale!chiave!del+test+Fragment;!

" %+Adapter+Dimer,!percentuale!di!ISPs,!con!una!lunghezza!

degli!inserti!inferiore!alle!8!bp;!

" %+Low+Quality,!percentuale!di!ISPs!con!un!segnale!basso!

o!non!associabile;!

" Addressable+Wells,!numero!totale!di!wells!indirizzabili;!

" With+ISPs,!numero!e!percentuale!di!wells!utilizzabili,!cioè!

che! hanno! superato! i! vari! filtri! e! che! sono! stati!

determinati!come!"positivi"!per! la!presenza!di!un!ISP!

all'interno! dei!wells.! La! positività! viene! determinata!

misurando!la!velocità!di!diffusione!di!un!flusso!con!un!

pH! diverso.! I!wells! contenenti! ISPs! hanno! un! ritardo!

nella!variazione!di!pH!dovuto!alla!presenza!di!un! ISP!
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che!rallenta!la!rilevazione!della!variazione!di!pH!della!

soluzione;!

" Live,! numero! e!percentuale!di!wells! con! ISPs,! cioè!wells!

contenenti! un! ISP! con! un! segnale! chiave! e! con! i!

requisiti! per! essere! associato! alla! libreria! od! al! test+

fragment;!

" Test+Fragment,!numero!e!percentuale!di!LiveISPs!con!un!

segnale! chiave! identico! al! segnale! chiave! che! deve!

avere!il!test+fragment;!

" Library,!numero!e!percentuale!di!LiveISP+con!un!segnale!

chiave!identico!al!segnale!chiave;+

" Library+ ISPs,! numero! di! LiveISPs! che! hanno! un! segnale!

chiave!identico!all’atteso!segnale!chiave;+

" Filtered+ Polyclonal:! ISPs! che! contengono! cloni! di! due! o!

più!modelli;+

" Filtered+Low+Quality:+Segnale!basso!od!irriconoscibile;+

" Filtered+Primer+dimer:!Frammento!inferior!alle!8!bp;+

" Final+ Library+ ISPs:! Numero! e! percentuale! di! ISPs+ che!

superano! tutti! i! filtri! e! che!vengono!registrati!nel! file!

di!output!BAM.!

!

!

Strumenti!bioinformatici!per!l’analisi!delle!varianti:!

(

Il!Browser,!attraverso!il!plugin!VariantCall!(Fig.+14),!elenca!le!

varianti! derivate! dall’allineamento! della! sequenza! del!

campione! con! la! sequenza! di! riferimento.! Tali! varianti!

vengo!visualizzate!con!il!programma!Integrative!Genomics!

Viewer!(IGV).!
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!

!
Fig.+14!Schermata!VariantCall;!

!

!

Tale! software,! fruibile! on! line!

(http://www.broadinstitute.org/igv)! è! un! high+

performance+ viewer! che! consente! di! gestire! in! modo!

efficiente! grandi! quantità! di! dati! eterogenei,! fornisce! una!

visualizzazione! semplice! e! intuitiva! della! sequenza! del!

campione!che!si!vuole!analizzare!allineata!al!genoma!(Figg.+

15a,+15b).!!

La! sequenza! di! riferimento! utilizzata! per! gli! esperimenti! è!

hg19! in! associazione! ai! BED! files! relativi! agli! ampliconi!

sequenziati.!
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!

(
Fig.+15a+Schermata!IGV;!

(

+

Fig.+15b!Schermata!IGV!zoomKin,!in!cui!si!evince!la!presenza!di!un!

eterozigote!C/T;!

!
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Il! software! ANNOVAR! (http://www.openbioinformatics.org;!

http://www.biobaseKinternational.com/product/annovar!

Rev.! del! 23_08_2013)! è! un! efficiente! strumento! per!

annotare!le!varianti!genetiche!rilevate.!Infatti!è!in!grado!di!

eseguire:!

K Annotazioni!genetiche:! identificazione!di!SNPs!o!CNV!

(Copy!Number!Variation);!

K Annotazioni! Regione! Base:! identificare! le! varianti! in!

specifiche!regioni!genomiche;!

K Annotazioni! filtrate:! identificare! le! varianti! che! sono!

riportate! nei! data! base! (dbSNP),! o! identificare! il!

sottoinsieme! di! SNPs! comuni! (MAF,+ Minor+ Allele+

Frequency>1%);!

K Altre! funzioni:! consente! di! recuperare! la! sequenza!

nucleotidica!in!tutte!le!posizioni!genomiche!specifiche!

perciò!l’identificazione,!in!elenco!di!geni!candidati!per!

una! determinata! patologia! mendeliana! dai! dati! di!

exome! presenti! nel! web,! come! RefSeq+ genes,+ UCSC+

genes,+ENSEMBL+genes,+GENCODE+genes!etc.!etc..!

!

Il!software!Galaxy!è!un!open!source!che!gira!su!server!basati!

su! Linux/Unix! (http://usegalaxy.org/toolshed! o!

http://toolshed.g2.bx.psu.edu).!

!

!

!

!

!

!
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Sequenziamento!con!metodo!Sanger:!

(

Le! varianti! definite! causative! dai! software! bioinformatici!

sono! state! valutate! con! metodo! Sanger! e! strumento! ABI!

PRISM! 3130XL! Genetic! Analyzer! (Life! Technologies)!

utilizzando!i!Kit!Big!Dye!Terminator!v3.1!Cycle!Sequencing!

(Life! Technologies),! AmPure! XP! e! CleanSeq! (Agencourt;!

Beckman)! su! piattaforma! robotizzata! Biomek! NX!

(Beckman).!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Risultati:(

!

Al! fine! di! valutare! l’applicabilità! del! metodo! di!

sequenziamento! di! nuova! generazione! con! la! piattaforma!

Ion! Torrent! sono! stati! eseguiti! 9! esperimenti,! nei! quali!

sono! stati! complessivamente! esaminati! 17! campioni:! 10!

per! il! gene! DMD! e! 7! per! il! gene! NF1.! ! Dieci! campioni! (6!

DMD! e! 4! NF1)! erano! già! stati! sequenziati! con! il! metodo!

Sanger,!pertanto!l’indagine!è!stata!retrospettiva.!!

La! qualità! del! sequenziamento! cioè! la! quantità! di! sequenze!

utilizzabili! è! stata! determinata! dalla! percentuale! di!

caricamento! del! chip,! che! rappresenta! la! porzione! dei!

pozzetti! del! chip! che! sono! stati! riempiti! fisicamente! con!

delle! sfere! (ISP),! dalla! percentuale! di! sfere! arricchite! con!

librerie! monoclonali! e! dai! parametri! “AQ17”,! “AQ20”! e!

“perfect”! che! forniscono! informazioni! sulla! qualità!

dell’allineamento!in!scala!Phred.!Tali!valori!raggruppano!il!

numero! di! basi! sequenziate! ed! allineate,! in! base! alla!

probabilità! di! un! incorretto! “base+ calling”.! Le! basi! della!

categoria! AQ17! hanno! una! accuratezza! del! 98%,! quelle!

della!categoria!AQ20!del!99%!(1!errore!in!100bp)!e!quelle!

della!categoria!Perfect!una!accuratezza!>99%.!

Tramite!il!plugKin!”Coverage+Analysis”,!disponibile!nel!Torrent!

Server,!è!possibile!avere!informazioni!sulla!copertura!delle!

regioni! bersaglio! di! ciascun! campione.! Tutti! questi! fattori!

sono!stati!valutati!per!ciascun!campione!analizzato.!In!tutti!

gli! esperimenti! l’allineamento! è! stato! effettuato! contro! il!
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genoma!umano!“hg19”!e!le!regioni!codificanti!dei!geni!DMD!

e! NF1! contenute! nei! rispettivi! BED! file! degli! ampliconi.!

Attraverso! la! selezione! del! plugKin! VariantCaller! dal!

Torrent!Server!è!stata!effettuata!la!chiamata!delle!varianti.!

Come! mostrato! in! tabella! 3! negli! esperimenti! 1! e! 3! l’ISP+

density! superiore! al! 70%! indica! un! buon! caricamento! del!

Chip! 314,! ma! la! bassa! percentuale! di! clonalità,!

rispettivamente! del! 22! e! 39%! (valore! ottimale! maggiore!

del!70%)!e!l’alta!percentuale!di!policlonalità!(78%!e!61%,!

rispettivamente),!hanno!reso!utilizzabili!solo!il!10%!e!13%!

delle!reads.!La!clonalità!e!policlonalità!delle!sfere!è! legata!

alla! fase! dell’emulsion+ PCR.+ La! sfera! è! clonale! quando! ad!

essa!è!legato!e!amplificato!un!singolo!amplicone,!mentre!è!

policlonale!quando!sono!presenti!più!ampliconi!diversi.!Le!

sfere!policlonali!vengono!automaticamente!escluse,!poiché!

di! bassa! qualità.! In! questi! due! esperimenti! la! percentuale!

degli! ISPs! del! campione! non! arricchito! era! al! di! fuori! del!

range! ottimale,! (range! ottimale! 10K30%):! rispettivamente!

di!86%!e!90%.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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Nella! Tabella! 3! vengono! mostrati! i! dati! ed! i! risultati! degli!

esperimenti:!

!

!
Tab.+3!Dati!e!risultati!degli!esperimenti;!i!campioni!che!mostrano!un!

asterisco!avevano!librerie!non!idonee,!perciò!non!sono!state!

analizzate!al!PGM;!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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Nelle! figure! 16! e! 17! sono! visualizzati! i! risultati! della!

quantizzazione!degli!ISPs!del!campione!non!arricchito!e!del!

campione! arricchito,! mentre! nelle! figure! 18! e! 19! sono!

visualizzati!i!sommari!delle!corse.!!

!

!

!
Fig.+16!Quantizzazione!degli!ISPs!della!libreria!dell’esperimento!1;!

!

!

!
Fig.+17+Quantizzazione!degli!ISPs!della!libreria!dell’esperimento!3;!

!
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!
Fig.+18!Sommario!della!corsa!dell’esperimento!1;!

!

!
Fig.+19!Sommario!della!corsa!dell’esperimento!3;!

!
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L’analisi!con!VariantCaller!non!ha!correttamente!chiamato!la!

mutazione!patogenetica!identificata!con!il!sequenziamento!

Sanger! in! un! campione! su! tre.! ! Infatti,! per! il! campione!

NF1_2253!in!cui!è!presente!la!mutazione!c.4819_4820insT!

(esone! 36! del! gene! NF1)! situata! in! corrispondenza! di! un!

stretch! di! T,! il! sequenziamento! è! avvenuto! correttamente!

perché! la! mutazione! è! visibile! su! IGV! (Fig.+ 20)! ma! il!

software!VariantCaller,! sia! in!modalità!alta!stringenza!che!

in!bassa!stringenza,!non!l’ha!evidenziata.!!

!

!

!
Fig.+20!Immagine!IGV!del!campione!NF1_2253;!

!

!

!

!

!
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Nel! campione! DMD_2486,! in! cui! è! presenta! la! mutazione!

patogenetica! c.6526delA! dell’esone! 45! correttamente!

identificata! e! chiamata! (Fig.+ 21),! sono! state! evidenziate!

alcune! incoerenze! tra! i! risultati! del! sequenziamento! Ion!

Torrent! e! quelli! del! sequenziamento! di! Sanger.! Infatti,! i!

polimorfismi! IVS! 41! delAA! e! la! sostituzione! C>T!

(rs2270672)!osservati!con!il!Sanger,!sono!stati!sequenziati!

correttamente!dal!PGM!ma!non!chiamati!da!VariantCaller,!

mentre! l’inversione! AT>TA! non! è! stata! correttamente!

sequenziata!dal!PGM!(Figg.+22+e+23).!

!

!

!
Fig.+21!Immagine!IGV!del!campione!DMD_2486;!

!

!

!

!

!
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!

!

!
Fig.+22!Schermata!dell’inversione!AT>TA!con!il!programma!

SeqScape;!

!

!

!
Fig.+23!Screenshot!programma!IGV!che!non!conferma!

l’inversione;!
!

!
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Poiché! i! risultati! degli! esperimenti! 1! e! 3! non! sono! stati!

soddisfacenti! si! è! deciso! di! non! effettuare! il!

sequenziamento!della!libreria!ottenuta!dall’esperimento!4,!

in! cui,! come! mostrato! in! figura! 24,! la! percentuale! del!

campione!non!arricchito!era!del!117%.!

!

!
Fig.+24!Quantizzazione!degli!ISPs!della!libreria!dell’esperimento!4;!

!

!

Negli! esperimenti! 2,! 5,! 6,! 7,! 8! e! 9! i! valori! relativi! alla!

percentuale! delle! ISPs! dei! campioni! non! arricchito! e!

arricchito,! della! clonalità! e! delle! reads! utilizzabili! erano!

soddisfacenti!(Figg.+25+e+26).!!
!

!
Fig.+25!Quantizzazione!degli!ISPs!della!libreria!dell’esperimento!5;!
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!
Fig.+26!Sommario!della!corsa!dell’esperimento!5;!

!

!

In!6!dei!10!campioni!studiati!retrospettivamente,!l’analisi!con!

NGS! ha! dato! risultati! concordanti! rispetto! al!

sequenziamento! Sanger.! Nel! campione! DMD_2190,! la!

mutazione! patogenetica! c.10087K1G>C! evidenziata! dal!

Sanger,! è! stata! sequenziata! dal! PGM,! ma! non! è! stata!

chiamata!da!VariantCaller.!Tuttavia!in!questo!caso,!come!si!

vede! dalla! figura! 27,! la! sequenza! di! riferimento! relativa!

all’esone!66,! contenuto!nel!BED! file!del! gene!DMD,!non!si!

estende! sino! alla! regione! interessata! dalla! mutazione.!

L’analisi! ripetuta! effettuando! l’allineamento! con! una!

sequenza!di!riferimento!più!estesa!ha!messo!in!evidenza!la!

mutazione.!!
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!
Fig.+27!Screenshot!del!campione!DMD_2190;!

!

Nel! campione! DMD_2458! sono! state! osservate! le! seguenti!

incoerenze!tra!i!risultati!del!sequenziamento!Ion!Torrent!e!

quelli! del! sequenziamento! di! Sanger:! IVS42! delT! e! IVS66!

C>T!osservate!al!PGM!e!non!confermate!al!Sanger.!

Negli!esperimenti!6,!7,!8!e!9!sono!stati!analizzati!6!campioni!

(4!NF1!e!2!DMD)!non!preventivamente!studiati!con!metodo!

Sanger.! In! 3! campioni! NF1! il! sequenziamento! PGM! e! il!

VariantCaller! hanno! correttamente! identificato! la!

mutazione! che! è! stata! successivamente! confermata! con! il!

metodo!Sanger.!Nei!restanti!3!soggetti!(1!NF1!e!2!DMD)!il!

sequenziamento! tramite! PGM! non! ha! evidenziato! alcuna!

mutazione.! Nell’esperimento! 5! sono! state! preparate! le!

librerie! di! due! campioni! DMD,! ma! poiché! la! lettura! del!

campione!DMD_2461!con!il!Bioanalyzer!ha!mostrato!che!il!

campione!non!si!era!amplificato,!pertanto!è!stato!eliminato!

dalle!fasi!successive!del!protocollo!(Fig.+28).!!!

!
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!
Fig.+28!In!giallo!i!risultati!del!Bioanalyzer!del!campione!DMD_2461;!

!

In! tutti! gli! esperimenti! e!per! ciascun! campione! la! copertura!

delle!regioni!sequenziate!è!stata!superiore!a!200X.!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!
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Discussione:(
!

L’identificazione! delle! mutazioni! causative! di! malattie!

genetiche! permette! di! confermare! il! sospetto! clinico! e! di!

fornire! una! diagnosi! accurata.! La! conoscenza! della!

mutazione,! solitamente,! consente! di! effettuare! una!

correlazione! genotipoKfenotipo,! migliora! la! gestione! del!

paziente,!permette!l’inclusione!nei!trials!terapeutici,!rende!

possibile! la! consulenza! genetica,! la! determinazione! dello!

stato!di!portatori!e!la!diagnosi!prenatale.!

Le! strategie! per! l’analisi! delle! mutazioni! da! utilizzare! nei!

laboratori! di! diagnostica! devono! essere! semplici,! rapide,!

avere! un’alta! accuratezza! e! una! bassa! percentuale! di!

errore.!

Il!sequenziamento!attraverso!il!metodo!Sanger!rappresenta!il!

gold! standard! per! l’identificazione! delle! mutazioni!

puntiformi!e!delle!piccole!inserzioni/delezioni.!Tuttavia,!se!

il! gene! è!molto! grande! e! le!mutazioni! sono! distribuite! su!

l’intera!sequenza!del!gene,!questo!approccio!è! laborioso!e!

richiede!tempi!lunghi.!

La! tecnologia! di! sequenziamento! Next! Generation! è! un!

sistema! “highQthroughput”! in! grado! di! generare! in! breve!

tempo! milioni! di! sequenze! genetiche! e! consiste! nella!

preparazione! della! libreria,! fase! in! cui! è! possibile!

incorporare! dei! barcode! che! permettono! l’analisi!

simultanea!di!più!pazienti,!nella!preparazione!del!template,!
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nel!sequenziamento!e!nell’analisi!dei!dati.!!!

L’obiettivo! di! questo! studio! è! stato! quello! di! valutare!

l’applicabilità! di! questa! tecnologia! alla! pratica! routinaria!

della!ricerca!di!mutazioni!puntiformi!nei!geni!DMD!e!NF1!e!

di!validare!un!protocollo!d’analisi.!

Per! entrambi! i! geni! l’identificazione! delle! mutazioni!

puntiformi!è!un!compito!impegnativo.!Infatti,!il!gene!DMD,!

uno! dei! più! grandi! geni! sinora! identificati,! e! il! gene! NF1!

contengono! rispettivamente! 79! e! 57! esoni! e! non! sono!

presenti!hot!spots!mutazionali.!!

In! questo! studio! è! stata!utilizzata! la! piattaforma! IonTorrent!

che!sfrutta!la!tecnologia!dei!semiconduttori!ed!è!incentrata!

sull’impiego!di!Chip!ad!alta!densità.!Attraverso!l’utilizzo!del!

protocollo! AmpliSeq! con! custom! primers! e! del! Chip! 314,!

sono! stati! analizzati,! in! 8! esperimenti,! 10! soggetti! per! il!

gene! DMD! e! 7! per! il! gene! NF1.! I! risultati! ottenuti! hanno!

permesso! di! confrontare! la! metodica! di! sequenziamento!

Next!Generation!IonTorrent!con!quella!classica!di!Sanger!e!

di! mettere! in! evidenza! sia! i! punti! di! forza! sia! i! punti! di!

debolezza.!

I! punti! di! forza! sono! rappresentati! dalla! possibilità! di!

esaminare! in!breve! tempo!più! campioni! simultaneamente!

(in! un! chip! 314:! 3! campioni! per! gene!DMD! o! 4! campioni!

per! gene! NF1,! in! 5! giorni),! dalla! disponibilità! di! kit!

commerciali! e! di! un! protocollo! robusto,! dal! supporto!

fornito!dallo!strumento!Ion!One!Touch!che!automatizza! la!

fase!della!preparazione!del!template,!dalla!disponibilità!di!
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software!accessibili!anche!ai!non!bioinformatici!e!da!costi!

paragonabili!o!inferiori!al!metodo!Sanger.!

L’accuratezza! nell’identificare! la! mutazione! patogenetica! è!

stata! del! 90%,! infatti! la! mutazione! è! stata! correttamente!

evidenziata! in! 9! pazienti! su! 10! esaminati!

retrospettivamente.!Il!falso!negativo,!un!campione!NF1!con!

l’inserzione!di!una!T!in!corrispondenza!di!uno!stretch!di!T,!

potrebbe! essere! imputabile! ai! bassi! indici! di! qualità!

dell’esperimento,! infatti! lo! strumento! ha! correttamente!

sequenziato!la!regione,!ma!VariantCaller!non!l’ha!chiamata.!!!

I!punti!di!debolezza!del! sistema!sono! rappresentati!dai! falsi!

negativi! e! falsi! positivi.! Dallo! studio! retrospettivo! e!

relativamente! alle! sole! varianti! polimorfiche! sono! stati!

evidenziati!2! falsi!positivi!e!3!falsi!negativi.! I! falsi!negativi!

sono! rappresentati! da! errori! in! corrispondenza! degli!

omopolimeri.! Gli! errori! legati! al! corretto! sequenziamento!

degli! omopolimeri,! sono! una! caratteristica! dominante! dei!

dati! provenienti! dal! PGM! [Bragg! et+ al.,! 2013;! Yeo! et+ al.,!

2012;! Vasli! e! Laporte,! 2013],!ma! non! esclusiva! di! questa!

tecnologia! [Quail! et+ al.,! 2012].! Questi! errori! sono! la!

conseguenza! di! una! inaccurata! registrazione,! in! più! o! in!

meno,! delle! basi! contenute! negli! omopolimeri! e! non!

sempre!è!associata!ad!omopolimeri!lunghi!2!o!più!basi.!

Un!altro!inconveniente!della!tecnologia!NGS!è!rappresentato!

dall’alta! percentuale!di! errore,! che!per! IonTorrent! è! stata!

quantizzata!nella!misura!del!1.78%![Quail!et+al.,!2012].!!

I! falsi!positivi! vengono!prodotti!durante! l’amplificazione!del!
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template! o! durante! il! sequenziamento! e! possono! essere!

ridotti!con!l’utilizzo!di!protocolli!di!filtraggio!dei!dati!di!out!

put! più! selettivi! (SAMtools,! Dindel,! GATK’s!

UnifiedGenotyper!ed!!UnifiedGenotyper!e!Filtered!(BAF,+BQ

Allele+Frequency+e+VARW+Variation+of+the+Width+of+gaps+and+

insert+ thresholds)! [Yeo! et+ al.,! 2012].! A! causa! dell’elevata!

percentuale! di! errore! il! sequenziamento! tramite! Sanger!

rappresenta! uno! step! di! validazione! essenziale! delle!

varianti!interessanti.!Tale!test,!però,!comporta!un!aumento!

sia!dei!costi!sia!dei!tempi!di!consegna!dei!risultati.!

La!fine!caratterizzazione!molecolare!della!distrofia!muscolare!

di! Duchenne/Becker! e! della! Neurofibromatosi! tipo! 1! è!

diventata! obbligatoria! per! selezionare! i! pazienti! da!

includere! nei! trials! di! medicina! personalizzata! in! cui!

ciascuna! specifica! alterazione! richiede! un! farmaco!

molecolare! diverso.! Negli! ultimi! anni! numerose! strategie!

terapeutiche! aventi! per! bersaglio! il! difetto! genetico!

primario! del! gene! della! distrofina! sono! state! inserite! in!

trials!clinici.!Tra!questi,!l’exonKskipping!con!oligonucleotidi!

antisenso! (AON)! in! grado! di! rettificare! i! readingKframe!

aberranti! e! byKpassare! i! codoni! di! stop! e! il! PTC124!

(ataluren)! che! trasforma! un! codone! di! stop! in! un! codone!

nonsense.!!

Sebbene! attualmente! la! terapia! dei! pazienti! con!

Neurofibromatosi! tipo! 1! sia! la! rimozione! chirurgica! dei!

neurofibromi! ed! il! trattamento! delle! caratteristiche!

cliniche!associate!alla!malattia,!sono!stati!riportati!risultati!

sperimentali! con! fattori! di! crescita,! tirosina! chinasi! ed!
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inibitori! delle! chinasi! oncogeniche! che! potrebbero!

beneficiare! dalla! conoscenza! esatta! e! dettagliata! del!

background!genetico.!

Grazie!allo!studio!oggetto!di!questa!tesi!è!possibile!affermare!

che! la tecnologia di sequenziamento high-throughput Ion 

Torrent! rappresenta!uno!strumento!di! indagine!molecolare!

del! gene!DMD!e!NF1! applicabile! in un contesto di diagnosi 

routinaria poiché permette di ottenere risultati accurati in breve 

tempo. 

!
!
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