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ABSTRACT  
Over the years many different approaches and techniques have been employed to get insight 

genetic data of family and patients. The first approach for genetic studies and gene discovery was 

the linkage analysis, but to be efficient it required large family or large numbers of patients sharing 

the same disease phenotype.  

The advent of sequencing technology made the genetic analysis more handy but still it was time 

consuming and not cost effective when a large number of genes needed to be screened , for 

example in case of diseases with a known genetic heterogeneity as the neuromuscular disorders 

(NMDs).  

The high throughput molecular diagnostics tools such as Comparative Genomic Hybridization (CGH) 

and next Generation Sequencing (NGS) technology are changing medical genomics by accelerating 

new disease causing mutations discovery; these techniques could enable quick, reliable and cost-

effective analysis of numerous NMD genes in parallel. 

The NGS methods promise to speed up the discovery of the genetic causes of diseases both in the 

research and the clinical setting. 

We performed whole exome sequencing analysis (WES) through NGS technology on a family with a 

Bethlem phenotype (BM) orphan of mutations in COLVI genes and a coohort of patients with a 

clinical diagnosis of myofibrillar myopathy (MFM). 

We performed the linkage analysis on BM family; the linkage regions identified were used as filters 

in WES output data. We selected four components (two affected and two unaffected) of this family 

and performed Whole Exome Sequencing by Illumina GAIIe platform obtaining a few candidate 

genes. 

Regarding the MFMs patients, we identified a large rearrangements in laminin alpha 2 (LAMA2) 

gene through CGH; while WES identified small variations in five patients: mutations in a known 

gene, and two variations in two novel genes previously unreported as involved in MFMs.   
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RIASSUNTO 
 

Nel corso degli anni diversi approcci e tecniche sono stati applicati a famiglie o pazienti sporadici al 

fine di ottenere informazioni genetiche. L’analisi di linkage è stata la prima metodica utilizzata per 

identificare nuovi geni-malattia, tuttavia questa tecnica necessita di ampie famiglie o di un numero 

elevato di casi sporadici. 

L'avvento della tecnologia di sequenziamento ha reso l'analisi genetica più maneggevole, ma tempi 

di analisi e costi rimanevano tuttavia elevati, soprattutto nell’indagine di patologie ad elevata 

eterogeneità genetica come le patologie neuromuscolari (NMD). 

In questi ultimi anni si sta osservando una rivoluzione nella genetica medica sia dal punto di vista 

diagnostico che di ricerca scientifica applicata all’identificazione di nuovi geni-malattia, grazie alla 

scoperta di strumenti ad elevata efficienza quali l’ibridazione genomica comparativa (CGH) e il 

sequenziamento di nuova generazione (NGS); rapidità, affidabilità e costi limitati sono i vantaggi 

peculiari di queste tecniche che potrebbero consentire l’analisi in parallelo di numerosi geni 

associati a NMD. 

In questa tesi viene descritta l’analisi dell’intero esoma (WES) mediante tecnologia NGS, applicata 

ad una famiglia con fenotipo Bethlem (BM), senza mutazione nei geni correlati alla patologia, e ad 

una coorte di pazienti con diagnosi clinica di miopatia miofibrillare (MFM).  

La famiglia BM è stata studiata dapprima mediante analisi di linkage, usata in un secondo momento 

come filtro per l’analisi dei dati, e in seguito in quattro individui selezionati (due affetti e due sani) è 

stato analizzato tutto l’esoma tramite la piattaforma NGS Illumina GAIIe. Questa sequenza 

d’indagine ha permesso l’identificazione di un limitato numero di geni candidati.  

Nei pazienti MFM, invece, un primo risultato eclatante concerne l’identificazione, mediante CGH, di 

un riarrangiamento del numero di copie nel gene LAMA2 (laminina alfa 2); mentre l’applicazione 

della tecnologia NGS ha permesso la determinazione di mutazioni a carico di un gene noto essere 

associato alla miopatia e di variazioni a carico di due geni coinvolti nei meccanismi di contrazione e 

rigenerazione muscolare, ma non precedentemente associati alla patologia.   
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INTRODUZIONE 

1. SEQUENZIAMENTO DI NUOVA GENERAZIONE 

1.1 AVVENTO DELLA TECNOLOGIA DI NUOVA GENERAZIONE 

Negli ultimi sessanta anni si è osservato un notevole incremento delle conoscenze riguardanti il 

genoma umano e il codice genetico, che spaziano dalla scoperta della struttura del DNA nel 1953 

fino alla pubblicazione della prima bozza del genoma umano nel 2001 (Lander et al. 2001, Venter 

et al. 2001). 

Il sequenziamento Sanger (Sanger et al. 1977), noto anche come sequenziamento di prima 

generazione, è stato il metodo utilizzato per sequenziare il genoma all’interno del progetto 

“Genoma umano” portando all’intera sequenza genomica nel 2003, dopo 13 anni dall’inizio del 

progetto con un costo di 3 bilioni di dollari e il contributo di 6 diverse nazioni. 

La realizzazione del progetto “Genoma umano” ha avuto esito positivo non solo grazie alle 

innovazioni scientifiche nel campo della biologia ma anche alle implementazioni informatiche che 

hanno portato allo sviluppo di calcolatori ad alta efficienza. L’evoluzione in parallello di questi due 

settori ha consentito l’avvento di piattaforme per il sequenziamento di nuova generazione (NGS) 

più efficienti ed economiche. 

Oggi con questa nuova tecnologia il genoma umano può essere sequenziato con soli dieci mila 

dollari in un tempo stimato di tre mesi (Bick and Dimmock 2011), tuttavia costi e tempi vengono 

fortemente ridotti analizzando solo le regioni codificanti. Nonostante l’esoma corrisponda solamente 

all’1% dell’intero genoma, nelle patologie monogeniche l’85% delle mutazioni causative si possono 

identificare sequenziando gli esoni e le regioni ad essi fiancheggianti (Botstein and Risch 2003). 

Questo presupposto richiederebbe, ai fini di identificare un nuovo gene malattia, per un 

sequenziamento di tipo Sanger, la conoscenza di geni target per la diagnostica e uno stretto 

numero di geni candidati. La tecnologia di sequenziamento dell’esoma mediante NGS bypassa 

entrambe queste necessità catturando e permettendo il sequenziamento dell’intero esoma 

(Mamanova et al. 2010). 
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1.2 PIATTAFORME DI NUOVA GENERAZIONE 

 

La prima piattaforma NGS ad entrare nel mercato nel 2005, il 454 Roche, deriva dalla convergenza 

di due metodiche già precedentemente descritte: un’amplificazione del DNA in micro-compartimenti  

(Tawfik and Griffiths, 1998) e il sequenziamento basato sulla misurazione del pirofosfato rilasciato 

durante la sintesi della molecola (Nyren et al. 1993). 

Succesivamente l’aggiornamento o l’evoluzione di nuove metodiche ha introdotto altre piattaforme 

NGS, tutte caratterizzate da due importanti fasi: uno step “biologico”, che va dalla preparazione del 

campione al vero e proprio sequenziamento che consente di svolgere più reazioni in 

contemporanea con una minore manualità rispetto alla metodica Sanger, e una fase informatica di 

analisi dei dati ottenuti. 

La prima parte del processo si divide in tre fasi: la preparazione del campione, l’amplificazione e il 

sequenziamento. 

La preparazione del campione, che è il passaggio comune a tutte le piattaforme, consiste nella 

frammentazione del DNA genomico in frammenti di piccole dimensioni che variano dalle 100 alle 

500 paia di basi (bp) in relazione alla piattaforma utilizzata; ai frammenti vengono aggiungi degli 

adattori che serviranno per la fase successiva di amplificazione del frammento genomico. 

L’amplificazione si basa su due esclusive metodiche: la PCR in emulsione o l’amplificazione su base 

solida. Nella PCR in emulsione, descritta per la prima volta da Tawfik a Griffiths, le singole molecole 

di DNA vengono amplificate clonalmente in micro-compartimenti costituiti da miscele di acqua e 

olio. Gli adattatori legati alle singole molecole di DNA si ibridano a sequenze complementari che 

rivestono la superficie di specifiche biglie in grado di legare covalentemente il DNA, e ad ogni biglia 

si legherà un singolo frammento di DNA che, mediante la cattura in un’emulsione di olio-acqua, 

viene amplificato in modo clonale (fig.1). 

Anche nell’ amplificazione su base solida i frammenti di DNA vengono immobilizzati tramite il 

legame con sequenze complementari all’adattatore, ma su una superficie solida simile ad un 

vetrino. I frammenti vengono amplificati mediante la formazione di un ponte dato dal ripiegamento 

dei filamenti di DNA che si ibridano ad un nucleotide di ancoraggio adiacente nel vetrino. Cicli 

sucessivi di amplificazione portano alla formazione di “cluster” di frammenti ripiegati amplificati 

clonalmente composti circa da 1000 ampliconi clonali (fig. 1). 
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Fig. 1: schema illustrativo delle metodiche di sequenziamento. 

 

Tutte le piattaforme NGS in commercio sono caratterizzate dalla capacità di sequenziare 

parallelamente e massivamente molecole di DNA amplificate in modo clonale o singole. 

Diversamente dalla metodica Sanger, dove i frammenti di diverse dimensioni ottenuti da singole 

reazioni di sequenziamento venivano separati elettroforicamente, nelle tecnologie NGS il 

sequenziamento viene operato mediante la ripetizione di cicli di estensione nucleotidica o di 

ligazione di oligonucleotidi. Il principio su cui si basa il sequenziamento e l’acquisizione 

dell’immagine sono gli step peculiari che caratterizzano le diverse piattaforme in commercio. 

Ad oggi sono noti quattro diversi metodi di seuenziamento: 

1. Sequenziamento per terminazione ciclica reversibile (CRT). Questa tipologia di 

sequenziamento utilizza dei nucleotidi terminatori marcati reversibilmente (fig. 2) Ogni 

ciclo di sequenziamento comprende: l’incorporazione del nucleotide, l’acquisizione della 

fluorescenza e il taglio del nucleotide. La DNA polimerasi aggiunge alla sequenza di 

innesco un nucleotide modificato complementare al templato e questa incorporazione 

provoca il termine della reazione di estensione. Il successivo step di lavaggio consente 

l’eliminazione di tutti i nucleotidi non incorporati. A questo punto viene catturata 

l’immagine per identificare il nucleotide incorporato, seguito da uno step di clivaggio che 
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rimuove il gruppo terminatore e il fluorocromo del nucleotide appena analizzato. Dopo 

l’eliminazione dei gruppi funzionali clivati, la polimerasi può continuare la reazione di 

estensione e legare il secondo nucleotide. 

Questo processo è utilizzato da due tipi di piattaforme commerciali: Illumina ed Helicos, 

che differiscono per il templato di partenza del sequenziamento. Mentre Illumina utilizza 

frammenti amplificati clonalmente su base solida, Helicos è attualmente l’unica 

piattaforma commerciale in grado di usare singole molecole di DNA non amplificato. 

Inoltre la piattafora Illumina utilizza un’acquisizione a 4 colori (i quattro nucleotidi 

terminatori reversibili sono marcati con un diverso fluorocromo e vengono dispensati in 

contemporanea nel sequenziatore), mentre nella piattaforma Helicos tutti i nucleotidi 

sono marcati con lo stesso fluorocromo e vengono  dispensati nel sequenziatore in un 

determinato ordine gerarchico.  

(Fig. 3) (Metzker 2009). 

 

 

 

Fig. 2: rappresentazione dei nucleotidi marcati utilizzati nel sequenziamento per terminazione 
reversibile. La struttura in rosso evidenzia i gruppi funzionali responsabili della terminazione 
della sintesi. Le freccie indicano il sito di taglio che separa il fluorocromo dal resto del nucleotide. 
La struttura in blu indica il gruppo funzionale che dopo il taglio viene attaccato dal nucleotide 
successivo. (Metzker 2009). 
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Fig. 3: sequenziamento per terminazione reversibile basato su acquisizione a 4 colori (Illumina) o ad un 
colore (Helicos) (Metzker 2009). 

 

2. Sequenziamento per ligazione. Questo metodo differisce dal precedente per l’utilizzo 

della DNA ligasi e per l’uso di sonde codificanti 2 basi. Ogni sonda è formata da un 

ottamero costituito (in direzione 3’→5’) da 2 basi specifiche seguite da 6 basi 

degenerate (nnnzzz) con uno dei 4 marcatori fluorescenti legato all’estremità 5’. Il 

primer che dovrà essere esteso è orientato in modo da esporre un gruppo fosfato al 5’ a 

cui si legherà l’opportuna sonda per opera della DNA ligasi. Nel primo passaggio di 

ligazione vengono immesse: una ligasi termostabile e le 16 sonde che rappresentano 

tutte le combinazioni di 2 basi possibili; dopo il legame delle sonde e un lavaggio per 
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eliminare quelle non ibridate, viene rilevata la fluorescenza e clivata la porzione marcata 

delle sonde in modo da rigenerare un gruppo fosfato al 5’ e ripetere il ciclo. Il filamento 

sintetizzato alla fine di questo ciclo viene sucessivamente denaturato e ibridato con 

primer sfasati di una base rispetto al ciclo precedente per un totale di 5 “round”. Questo 

tipo di sequenziamento è caratteristico della piattaforma Solid dell’ Applied Byosistem, 

che utilizza come metodo di amplificazione una PCR in emulsione. Questo tipo di 

approccio presenta il vantaggio di poter sequenziare due volte ogni nucleotide del DNA 

stampo. (Fig. 4) (Voelkerding 2009). 

3.  

 

Fig. 4: sequenziamento per ligazione specifico della piattaforma Solid dell’Applied Biosystem. 
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4. Il pirosequenziamento. È una tecnica basata sulla rilevazione del pirofosfato (PPi) 

rilasciato durante la sintesi del DNA. Il PPi rilasciato dopo l’incorporazione di un 

nucleotide viene convertito in ATP per opera della ATP sulfurilasi. Utilizzando la fonte di 

energia così prodotta la luciferasi, presente nella reazione di sequenza, genera un 

segnale luminescente. Non vi è una differenza di segnale immesso tra i quattro 

nucleotidi ma questi vengono immessi nel sequenziatore in flussi separati seguiti da cicli 

di lavaggio per eliminare quello non incorporato (Fig. 5) (Ronaghi 2001). 

Questa tecnologia, come già citato, è stata la prima ad essere immessa nel mercato 

accoppiando al pirosequenziamento un’ amplificazione mediante PCR in emulsione ed è 

caratteristica della piattaforma 454 Roche. 

 

 

Fig. 5: Rappresentazione della metodica del pirosequenziamento.   
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5. Sequenziamento per semiconduzione. Questa tecnica, specifica della piattaforma Ion 

Torrent (sempre dell’Applied Byosistem), è definita tecnologia di terza generazione per 

l’abbattimento ulteriore dei costi da essa prodotta. Consiste nella trasformazione del 

segnale chimico in segnale digitale grazie alla presenza di un chip semiconduttore. Il 

principio peculiare riguarda la rilevazione di uno ione idrogeno rilasciato normalmente 

come sottoprodotto nel corso della replicazione del DNA, quando la polimerasi incorpora 

all'interno del nuovo filamento di DNA un nucleotide. Il rilascio del protone provoca un’ 

alterazione del pH della soluzione che può essere misurata; anche in questo caso vi è 

l’emissione sequenziale dei flussi di nucleotidi seguiti da cicli di lavaggio. (Fig. 6) 

(Rothberg 2011) 

 

 

 

Fig. 6: rappresentazione grafica del sequenziamento per semiconduzione (Rothberg et al. 2011) 
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1.3 ANALISI DEI DATI NGS 

 

La mole di dati prodotta dalle piattaforme NGS si colloca nell’ordine delle Terabyte (TB), 

rappresentando una difficoltà per l’analisi e lo stoccaggio dei dati. 

I software di analisi differiscono in base alla tecnologia NGS utilizzata nel sequenziamento, ma 

seguono tutti un sistema di “pipeline” di analisi dei dati che ha il compito di convertire le immagini 

di luminescenza o fluorescenza acquisite in sequenze nucleotidiche (“reads”). A questo processo, 

definito “base calling”, segue l’assegnazione di un punteggio di qualità (“quality score”) a ciascun 

nucleotide, che indica la probabilità di errore ad esso associata. 

I “quality score” costituiscono un importante strumento per eliminare dal processo di analisi basi o 

“reads” che non superano i parametri opportuni, migliorando in tal modo l’accuratezza della 

“pipeline” sucessiva, ovvero l’allineamento della sequenza ottenuta con sequenze di riferimento e 

l’annotazione di basi varianti (“variant calls”) (Li et al. 2008). 

Per un’adeguata efficienza la “pipeline” di allineamento necessita di “reads” superiori a 30 bp: 

infatti soltanto il 90% del genoma umano può essere allineato in modo univoco con reads di 30 bp 

(Whiteford et al. 2005). Un altro limite per l’allineamento è rappresentato dalle sequenze ripetute, 

la cui soluzione consta nell’assegnazione delle “reads” di sequenze ripetute a posizioni multiple nel 

genoma di riferimento oppure  nella creazione di lacune (“gaps”) nell’allineamento. 

I tassi di errore associati alla tecnologia di nuova generazione sembrano maggiori rispetto alla 

tradizionale metodica Sanger; tuttavia l’accuratezza del sequenziamento nelle piattaforme NGS è 

assicurata da una lettura ripetuta e massiva di ogni frammento genico, che determina la 

“copertura” del genoma (“coverage”), dato appunto dalla somma delle “reads” sovrapposte che 

coprono il genoma. 

Anche quest’ultimo parametro rappresenta un fattore essenziale nell’analisi, in quanto un 

“coverage” non adeguato (in generale indicato con valore inferiore a 20-50 volte in relazione alla 

piattaforma utilizzata) può determinare la presenza di falsi negativi, per campioni eterozigoti, nel 

rilevamento di una effettiva variazione nucleotidica (Wheeler et al. 2008). 

Al termine del processo di annotazione delle varianti, la moltitudine di variazioni identificate sono 

soggette all’applicazione di vari filtri volti a ridurre il numero di candidati. I filtri più comunemente 

usati si basano su: 

- modello di ereditarietà (autosomico/X-linked; dominante/recessivo), 

- condivisione di variazioni uguali in famiglie ben caratterizzate 

- condivisione di geni colpiti da diverse variazioni per casi non relati. 
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- rimozione o meno di varianti già note mediante l’uso di database pubblici (dbSNPs; 1000 

genomi) 

- focalizzazione in base alla potenziale dannosità della variazione (non senso, missenso, 

variazioni dei siti di splicing o inserzioni e delezioni che alterano la cornice di lettura) 

- predizione degli effetti funzionali delle variazioni mediante l’uso di strumenti bioinformatici 

in silico come SIFT, POLYPHEN, ANNOVAR. 

 

1.4 VANTAGGI DELLE TECNOLOGIE NGS 

 

Nonostante nei decenni precedenti lo sviluppo della metodica Sanger abbia portato miglioramenti 

nella chimica, nell’automazione e nella miniaturizzazione del processo, non è stato e non sarà 

possibile un abbassamento dei costi e un aumento della produzione di dati di sequenziamento, per 

cui l’innovazione legata all’avvento delle tecnologie NGS ha offerto notevoli vantaggi. 

L’incremento di volume di dati prodotti e la riduzione dei costi associati alle piattaforme NGS è la 

conseguenza di tre fattori: 

1- Molte migliaia/milioni di reazioni di sequenza possono essere condotte in parallello 

superando il limite delle 1-96 reazioni possibili con i tradizionali macchinari di 

sequenziamento. 

2- Il clonaggio o l’amplificazione del frammento di DNA risultano, nelle nuove tecnologie, non 

necessari o completamente automatizzati all’interno delle piattaforme 

3- Un altro vantaggio del sequenziamento massivo in parallelo è la capacità di rilevare con alta 

accuratezza l’allele minore, che si riflette nell’ identificazione di una variazione anche in 

campioni a mosaico o di delezioni in eterozigosi. Infatti il numero di volte in cui un 

frammento di DNA viene amplificato e sequenziato è proporzionale all’abbondanza di tale 

segmento nel campione originale, per cui l’utilizzo di specifici algoritmi nell’analisi dei dati 

può portare all’identificazione anche di variazioni del numero di copie (Tucker et al. 2009). 
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1.5 LIMITI DELLE TECNOLOGIE NGS 

 

La tecnologia NGS presenta tuttavia dei limiti legati più che altro alla magnitudine di dati prodotti; 

infatti nei risultati di NGS possono essere presenti sia falsi positivi che falsi negativi. 

I falsi positivi possono derivare da: 

- un non corretto allineamento con la sequenza genomica di riferimento. È possibile superare 

questo limite mediante l’applicazione ai dati di diversi software di allineamento. 

- errori di sequenziamento sistematici. Questo tipo di errore può comunque essere 

identificato in quanto presente in tutti i campioni tra loro non relati e può quindi essere 

rimosso dalla lista finale delle variazioni identificate 

- errori riconducibili al limite tecnico della macchina. Ad esempio, nel pirosequenziamento vi è 

un errore rincorrente nella lettura degli omopolimeri di lunghezza superiore alle 5-6 basi 

I falsi negativi derivano invece da: 

- la presenza di un basso coverage 

- bassa copertura di arrichimento nelle regioni di interesse 

- allineamento di regioni ripetute 

La riduzione del numero di errori nelle piattaforme NGS può essere raggiunta mediante un 

incremento del coverage e quindi della qualità della corsa e la frammentazione del DNA in 

frammenti di maggiore estensione. Infatti le “reads” corte rendono difficoltoso l’allineamento e 

sono di difficile interpretazione nella determinazione della fase di lettura; l’implementazione del 

sequenziamento “paired-end”, che è in grado di sequenziare frammenti di maggiore lunghezza da 

entrambe le estremità, permette l’analisi di frammenti con lunghezza di 5-10kb in relazione alla 

piattaforma utilizzata. 

Il sequenziamento di tipo Sanger è comunque richiesto alla termine dell’analisi dei dati perché i 

risultati ottenuti mediante NGS necessitano di una validazione (Lin et al. 2012) 
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1.6 APPLICAZIONI DELLE TECNOLOGIE NGS 

 

Le applicazioni ad oggi conosciute sono nello studio sia del genoma che del trascrittoma. 

il genoma può essere valutato globalmente, solamente nelle regioni codificanti o mediante 

arrichimenti specifici solo in determinate regioni target. Il principale utilizzo  è legato all’indagine 

delle regioni codificanti, in quanto il maggior numero delle patologie sono causate da mutazioni 

esoniche o di splicing che alterano la corretta sequenza amminoacidica delle proteine; infatti 

l’esoma, pur costituendo solamente l’1% dell’intero genoma umano, ospita l’85% delle mutazioni 

patogenetiche (Teer and Mullikin 2010). 

Il numero di mutazioni note essere associate ad una patologia supera le 110.000 variazioni, in più 

di 3700 geni diversi, ed è stato stimato che solamente la metà delle patologie mendeliane 

nell’uomo hanno una base genetica nota (Bick and Dimmock 2011). 

Per questi motivi la ricerca scientifica si concentra per lo più nell’esoma per l’identificazione di nuovi 

geni-malattia. L’approccio comunemente usato nel passato per identificare i loci trasmessi in 

associazione al fenotipo patologico era l’analisi di segregazione o di linkage, che aveva lo scopo di 

identificare le regioni geniche condivise negli individui affetti all’interno di famiglie con un ampio 

numero di membri. 

L’avvento della tecnologia NGS con l’approccio improntato sul sequenziamento dell’intero esoma 

(“Whole Exome Sequencing”, WES) ha innescato una rapida ascesa nell’identificazione di nuovi 

geni malattia, avendo il considerevole vantaggio di necessitare di un numero limitato di campioni. 

La prima applicazione di successo di tale metodica ha portato all’identificazione del gene DHODH 

come causativo della sindrome di Miller (Ng et al. 2010). Dal 2010 ad oggi un’elevata quantità di 

studi ha identificato nuove mutazioni patogenetiche, tramite il sequenziamento dell’esoma in un 

numero ridotto di individui affetti, in vari tipi di patologie tra cui casi di neuropatia, poichilodermia 

associata a neutropenia, vitreoretinopatia essudativa familiare, disordini immunologici, disordini 

intellettivi, predisposizione tumorale (Lin et al. 2012). 

L’utilizzo del WES ha portato a determinare mutazioni causative anche in patologie con elevata 

eterogeneicità fenotipica dove il tradizionale approccio di analisi di linkage risulta essere più 

difficoltoso (Isidor et al. 2011; Wang et al. 2010). 

Un nuovo settore di sviluppo della tecnologia NGS è legato all’identificazione di biomarcatori di 

severità fenotipica (Ley et al. 2010) o alla farmagenomica con lo sviluppo di terapie personalizzate 

(Wesolowska et al. 2011). 
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In questa tesi vengono approfonditi sia l’approccio volto alla ricerca di nuovi geni in una famiglia 

con miopatia di Bethlem, sia l’approccio diagnostico mediante lo studio di un gruppo di casi affetti 

da miopatia miofibrillare. 

 

2. MIOPATIA DI BETHLEM 

 

La Miopatia di Bethlem (BM), descritta per la prima volta nel 1976 da Bethlem e Vijngaarden in 28 

individui appartenenti a tre famiglie tedesche (Bethlem and Wijngaarden 1976), è caratterizzata da 

moderata miopatia prossimale con atrofia dei muscoli estensori, più coinvolti rispetto ai muscoli 

flessori (Jobsis et al. 1999). 

Normalmente i pazienti diventano sintomatici tra la prima e la seconda decade di vita. Tuttavia 

molti, già adulti, rimangono pauci o asintomatici e l’età di esordio può non essere stabilita con 

precisione (Merlini et al. 1994). 

Una caratteristica peculiare della miopatia è la presenza di contratture che possono presentarsi in 

varie articolazioni specialmente a livello dei flessori delle dita, dei polsi, dei gomiti e delle caviglie, e 

questo, sommato alla debolezza, contribuisce alla disabilità. In molti casi la patologia è lentamente 

progressiva e più dei due terzi dei pazienti al di sopra dei 50 anni necessita di supporti per la 

deambulazione. Anche se il coinvolgimento cardiaco è solitamente assente (Bonnemann et al. 

2003), il coinvolgimento dei muscoli respiratori in particolare quelli diaframmatici necessita di 

supporto per la ventilazione notturna (Haq et al. 1999). 

A livello immunoistochimico, la biopsia muscolare solitamente non è alterata rispetto alla condizione 

fisiologica, ma talvolta può presentare variazioni nel diametro delle fibre muscolari con incremento 

del tessuto adiposo e occasionalmente fibre distrofiche o necrotiche (Merlini et al. 1994). 

La prima correlazione tra fenotipo e genotipo, ad opera di Jöbsis et al. nel 1996, identifica come 

gene causativo della miopatia il collagene di tipo VI (Jöbsis et al. 1996) 

Il Collagene VI è una proteina ubiquitaria espressa fortemente a livello della matrice extracellulare, 

dove forma un esteso network di microfilamenti che interagiscono con altri componenti della lamina 

basale come collagene IV, fibronectina, biglicano, decorina e perlecano, oltre a recettori 

transmembrana come integrine e proteoglicani che collegano lo spazio pericellulare allo spazio 

intracellulare; questo complesso pathway di interazioni ha l’importante compito di permettere il 

mantenimento dell’integrità cellulare. (Fig. 7) 
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Il collagene VI è una proteina costituita da tre catene peptidiche, alfa1(VI), alfa2(VI) e alfa3(VI), 

codificate rispettivamente dai geni COL6A1 e COL6A2, localizzati testa-coda nella regione 

subtelomerica del cromosoma 21q22.3, e dal gene COL6A3, situato nella regione subtelomerica del 

cromosoma 2q37.3 

Mutazioni a carico dei geni del collagene VI possono essere associati, oltre che alla Miopatia di 

Bethlem, anche alla forma allelica più grave: la Distrofia Muscolare Congenita di Ullrich (UCMD), 

descritta per la prima volta da Ullrich (Ullrich et al. 1930) e caratterizzata da un esordio precoce 

con debolezza muscolare, contratture prossimali e iperlassità distale. Questa forma è velocemente 

progressiva e porta a un’insufficienza respiratoria nella prima o seconda decade di vita che è la 

causa di mortalità più frequente, a meno che i pazienti non vengano trattati con supporti notturni 

per la respirazione (Mercuri et al. 2002). 

Il numero di variazioni identificate nei geni del collagene VI ha evidenziato una quota rilevante sia 

di polimorfismi che di mutazioni patogenetiche prevalentemente private con una difficile 

interpretazione della correlazioni genotipo-fenotipo, in quanto medesime mutazioni sono state 

ritrovate sia in pazienti BM che in UCMD. In ogni modo la “detection rate” non arriva a superare 

una sensibilità del 75%. Le possibili cause di tale sensibilità sono da ricondurre all’eterogeneità 

allelica nonché genetica (Lampe AK & Bushby KM 2005). 

Considerando l’ipotesi dell’eterogeneità genetica associata a tale patologia, in questa tesi viene 

presentato il caso di un’ampia famiglia affetta da BM in cui mediante la tecnologia NGS si è 

ricercato un possibile nuovo gene malattia. 

 

 

Fig. 7: rappresentazione della localizzazione del collagene VI e delle proteine con cui interagisce 
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3. MIOPATIA MIOFIBRILLARE 

 

Il termine di miopatia miofibrillare (MFM) è stato coniato 15 anni fa per classificare dei disordini 

neuromuscolari geneticamente eterogenei con caratteriste morfologiche peculiari. 

L’incidenza complessiva della patologia nella popolazione è di difficile valutazione; è però noto 

come l’MFM, che provoca una disabilità cronica a lungo termine comportando un notevole onere ai 

pazienti, alle famiglie e alla sanità pubblica, colpisca sia adulti che bambini. 

Dal punto di vista clinico gli affetti presentano un’eterogeneità di sintomi e segni clinici, dei quali il 

più comune è una lenta e progressiva debolezza muscolare, in cui la debolezza distale è più 

pronunciata rispetto a quella prossimale ed è avvertita dall’80% degli individui. Altri segni di minore 

entità sono sintomi sensoriali, rigidità muscolare, dolori, crampi e una neuropatia periferica 

presente in circa il 20% degli individui affetti; solo nel 15% -30% dei casi si riscontra una 

cardiomiopatia conclamata con morte prematura che può derivare da coinvolgimento del muscolo 

cardiaco e/o respiratorio (Schroder and Schoser 2009). 

Attualmente la diagnosi di MFM  è effettuata mediante la biopsia muscolare, con cui si valuta 

innanzitutto la presenza di fibre anormali con depositi amorfi, granulari o di sostanza ialina 

caratterizzati da forma e dimensioni irregolari e che provocano una riduzione o perdita dell’attività 

enzimatica ossidativa che può essere misurata (Claeys et al. 2008). Dal punto di vista 

immunoistochimico, si valuta la varietà delle proteine accumulate all’interno dei depositi (Claeys et 

al. 2008). Infine esami ultrastrutturali identificano una alterazione delle miofibrille e dei dischi Z con 

materiale granulo-filamentoso intercalato tra le miofibrille (Nakano et al. 1996) 

Il meccanismo mediante il quale le proteine formino degli aggregati non è ancora completamente 

chiaro nonostante si ipotizzi la partecipazione di diversi fattori tra i quali un sistema ubiquitina-

proteosoma difettoso, presenza di proteine alterate, regolazione anomala di alcuni fattori di 

trascrizione e stress ossidativo (Ferrer and Olivè, 2008). 

L’eterogeneità clinica è accompagnata da un’eterogeneità genetica; infatti attualmente sono noti 

sei geni causativi: desmina (OMIM #601419), αβ-cristallina (#608810), miotilina (#609200), ZASP 

(#609452), filamina C (#609524) e BAG3 (#612954). La maggior parte delle mutazioni riscontrate 

sono de-novo e associate ad un modello ereditario di tipo autosomico dominante (Goldfarb and 

Dalakas, 2009). 

Attualmente la diagnosi genetica con metodica Sanger è dispendiosa sia in termini di tempo che di 

costi; inoltre nel 50% dei casi non viene identificata la variazione patogenetica. In questo lavoro 

sono state ricercate mutazioni in una coorte di 19 pazienti affetti da MFM 
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Fig. 8: rappresentazione delle miofibrille con le proteine coinvolte nelle miopatie miofibrillari.          
(Goldfarb and Dalakas 2009) 
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MATERIALI E METODI 
 

1. Selezione dei campioni 

 

Abbiamo selezionato una famiglia BM ben caratterizzata con 12 individui di cui 6 affetti (Fig. 9). Il 

pedigree suggerisce un modello di ereditarietà autosomico dominante. Nel probando della famiglia 

sono state escluse, nei tre geni del collagene (COL6A1, COL6A2, COL6A3) responsabili dei fenotipi 

BM e UCMD, mutazioni puntiformi mediante sequenziamento e grossi riarrangiamenti mediante un 

CGH-specifico (Bovolenta et al. 2010).  

I 19 casi di MFM sono stati selezionati con un’ accurata diagnosi clinica: tutti i pazienti mostravano 

la presenza di fibre alterate per forma e dimensione con la presenza di depositi granulari in 

immunoistochimica, l’analisi di microscopia elettronica rivelava la frammentazione delle miofibrille e 

dei dischi Z con la presenza di materiale granulo-filamentoso intercalato tra le miofibrille. 

Ad eccezione di due pazienti, in cui è riscontrabile una familiarità, tutti sono casi sporadici de novo. 

 

Fig. 9: rappresentazione della famiglia BM con 12 individui, 6 dei quali affetti. 
La freccia indica il probando, mentre i numeri (1-4) indicano i campioni corsi mediante NGS. 
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2. Estrazione del DNA 

 

Il DNA della famiglia BM e dei pazienti MFM è stato estratto da sangue intero mediante kit nucleon 

BACC3 (GE Healthcare Life Sciences, UK) in modo da ottenere DNA ad alto peso molecolare, non 

degradato e con rapporti 260/280 di circa 1.8 e 260/230 di circa 2.0.  La qualità del DNA è stata 

valutata mediante Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). 

 

3. Analisi di Linkage  

 

Per tutta la famiglia BM è stata effettuata un’analisi di linkage mediante ABI PRISM® Linkage 

Mapping Set Version 2.5 MD10 (Applied Biosystems, Foster City, CA).  

Il Linkage Mapping Set Version 2.5 MD10 contiene pannelli di coppie di primer marcati 

covalentemente con differenti fluorofori che generano prodotti di PCR che possono essere rilevati 

per iniezione capillare su sequenziatore automatico (ABIPRISM 3130, Applied Biosystems, Foster 

City, CA), definendo una risoluzione nella mappa dei cromosomi umani di 10 cM. 

È stato escluso dall’analisi il cromosoma X in quanto il pedigree mostra un’evidente trasmissione 

autosomica. 

 

4. Analisi di sequenza dei geni noti 

 

In tutti i 19 campioni affetti da MFM è stata esaminata l’intera sequenza codificante, alla ricerca di  

mutazioni causative, nei seguenti geni correlati alla patologia: desmina (DES), miotilina (MYOT), 

αβ-cristallina (CRYAB), ZASP (LIM domain binding 3, LDB3) e BAG3. Il gene della filamina C (FLNC) 

non è stato esaminato a causa della ampia dimensione genica associata ad una bassa “detection 

rate”.  
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5. Array-CGH  

 

Questa metodica si basa sulla competizione, per il legame a loci specifici, di due acidi nucleici 

genomici marcati con fluorocromi diversi (Cy3-Cy5): il DNA campione e un DNA genomico di 

riferimento. I due DNA vengono mescolati e ibridati contemporaneamente sul vetrino dell’array; per 

ogni locus sarà rilevata la fluorescenza corrispondente al DNA più rappresentato. Il risultato è 

espresso dal rapporto tra le due fluorescenze. L’intensità di fluorescenza emessa per ogni locus del 

chip è rilevata da analizzatori d’immagine computerizzati (scanner) e quantificata calcolando la 

deviazione dai valori attesi  del rapporto tra i segnali emessi dal DNA campione e dal DNA di 

riferimento. 

Sono stati ibridati nell’array tutti i 19 campioni MFM e il probando della famiglia BM. 

Il disegno dell’array-CGH Roche-Nimblegen, con 135.000 sonde per subarray, che copre 50 geni 

coinvolti in patologie neuromuscolari (NMD), miopatie congenite e distrofie muscolari congenite 

(Kaplan 2011), è stato utilizzato all’interno del progetto europeo NMD-chip seguendo il protocollo 

standard descritto nel manuale versione 7.0 disponibile nel sito (http://www.nimblegen.com/). 

Il campione è stato marcato con Cy3, mentre il DNA di controllo (maschio o femmina Promega) con 

Cy5 utilizzando il NimbleGen dual color labeling kit (Roche- NimbleGen). 31 µg di campione 

mescolato al controllo sono stati ibridati nel vetrino per 72 ore a 42°C utilizzando il kit NimbleGen 

Hybridization (Roche- NimbleGen). 

Dopo i lavaggi eseguiti secondo il protocollo (NimbleGen Wash Buffer Kit) il vetrino è stato 

scannerizzato utilizzando lo scanner Agilent con una risoluzione di 5 µm e l’immagine acquisita è 

stata sucessivamente elaborata con il software di analisi NimbleScan v2.6 (Roche- NimbleGen). 

 

6. Sequenziamento dell’esoma mediante tecnologia NGS 

 

Sono stati selezionati in base alla qualità del DNA: 

- Per la famiglia BM: due individui affetti e due sani 

5 µg di DNA sono stati spezzettati mediante Covaris in frammenti di 150-200 bp. 

Il DNA frammentato è stato catturato secondo il protocollo mediante SureSelect Human All Exon Kit 

(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Questo kit è in grado di catturare 38Mb del 

genoma umano (pari al 1.22%) che corrisponde all’ intera regione codificante del genoma umano 

riportata nel database NCBI. 
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La corsa della libreria di frammenti ottenuti è stata effettuata mediante Illumina Genome Analyzer 

IIe, utilizzando il protocollo per il sequenziamento 2x51.    

- Per il gruppo di MFMs: cinque individui 

5 µg di DNA sono stati spezzettati mediante Covaris in frammenti di 250-300 bp. 

Il DNA frammentato è stato catturato secondo il protocollo mediante SureSelect Human All Exon Kit 

(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Questo kit è in grado di catturare 38Mb del 

genoma umano (pari al 1.22%) che corrisponde all’ intera regione codificante del genoma umano 

riportata nel database NCBI. 

La corsa della libreria di frammenti ottenuti è stata effettuata mediante Illumina Genome Analyzer 

IIe, utilizzando il protocollo per il sequenziamento 2x101.    

 

7. PIPELINE di analisi dei dati WES 

  

Per l’ammontare dei dati ottenuti sia per i pazienti MFM che la famiglia BM ci si è avvalsi della 

collaborazione della “Telethon bioinfomatics core facility”, un centro di analisi di calcoli avanzato 

per la tecnologia NGS (http://www.caspur.it/ngs). 

Il primo step dell’analisi è un controllo di qualità delle reads (FastQ format) effettuata mediante 

FastQC [http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc] tramite cui le reads di bassa 

qualità vengono scartate. Le reads che al contrario passano il controllo di qualità sono state 

allineate con il genoma umano usando BWA (Li and Durbin 2009).  

I file ottenuti in formato SAM vengono, quindi, convertiti in un formato binario di allineamento 

(BAM). La codifica delle variazioni che comprendono le variazioni di un singolo polipeptide (SNP) e 

le piccole inserzioni/duplicazioni (DIP) viene effettuata mediante l’utilizzo del software Genome 

Analysis Toolkit (GATK); infine le variazioni identificate vengono annotate tramite ANNOVAR e ne 

vengono definiti la presenza di un polimorfismo noto nella popolazione mediante dbSNPs o 

1000genomi, la loro posizione genica e l’effetto provocato (senso, missenso, non-senso, 

frameshift); mentre la predizione dell’effetto patogenetico della mutazione viene stabilita con SIFT 

e POLYPHEN.  

- Per i pazienti MFM: è stato adottato un tool bioinformatico (MedScan Pathway Studio) allo 

scopo di identificare una lista di geni candidati, sulla base della quale interrogare i dati di 

WES.  

L’utilizzo di questo software ha permesso di identificare i geni e pathway funzionali correlati 

ai seguenti geni: DES, MYOT, CRYAB, FLNC, LDB3 e BAG3 e alle seguenti definizioni 
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caratterizzanti l’eziopatologia delle MFM: dischi Z, miofibrille, aggregazione proteica, anti-

apoptotico, depositi granulari, amorfi e ialini. 

Sono state ricercate le variazioni presenti in eterozigosi in accordo con un modello 

dominante di trasmissione della patologia 

- Per la famiglia BM: sono stati usati come filtri la ricerca di variazioni  

- nelle regioni associate alla patologie identificate mediante l’analisi di linkage 

- esoniche in eterozigosi secondo il modello dominante 

- presenti nei due affetti e non presenti nei due individui sani  

Tutte le variazioni identificate sono state validate con il sequenziamento Sanger.  

 

8. Analisi di sequenza del gene candidato 

 

È stata sequenziata l’intera regione codificante (20 esoni) del gene candidato identificato nella 

famiglia BM (PDE9A), in 20 casi affetti dalla medesima miopatia o esprimenti la forma allelica più 

grave (la miopatia di Ullrich).  
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RISULTATI 
 

1. FAMIGLIA BETHLEM 

 

1.1 Analisi di linkage 

 

Nella famiglia BM sono state identificate 28 regioni in linkage (Fig. 10) per un totale di 50Mb che 

includono circa 5000 geni. Quest’analisi ha permesso l’esclusione, oltre al cromosoma X in accordo 

con il modello autosomico del pedigree, dei cromosomi 6, 9, 13, 14, e 15. 

 

 

 

Fig. 10: nella famiglia BM l’analisi di linkage ha portato all’identificazione di 28 regioni in associazione 
con la patologia. Quest’analisi ha permesso l’esclusione dei cromosomi 6, 9, 13, 14, 15.  
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1.2 Array-CGH 

 

L’analisi nel probando non ha identificato nessun riarrangiamento (delezione o duplicazione) in tutti 

i geni del collagene (COL6A1, COL6A2, COL6A3) e negli altri geni  presenti nell’array correlati alle 

NMD. 

 

1.3 Sequenziamento dell’ esoma mediante tecnologia NGS 

 

Sono state ottenute approsimativamente 18.181.000 milioni di paired-end reads, lunghe 51 bp. 

Dopo analisi di qualità e annotazione delle varianti, sono state identificate una media di 41360 SNP 

e 1160 DIP, nella tabella 1 è specificato l’ammontare delle variazioni individuate per paziente. 

I filtri applicati all’ammontare delle variazioni ottenute sono stati: inanzitutto si sono ricercate le 

varianti comuni ai due affetti ma non presenti nei due sani, sucessivamente sono state escluse 

variazioni presenti nel dbSNP e variazioni in altri pazienti non relati presenti nel nostro database 

interno, le regioni in linkage individuate hanno rappresentato un altro importante filtro, seguito 

infine dalla selezione dei SNP esonici o delle DIP (fig. 11).  

Al termine di questo processo abbiamo ottenuto 15 variazioni esoniche, all’interno delle quali 

abbiamo escluso le variazioni sinonime ricavando quindi solo quattro variazioni missenso a carico 

dei geni SLC9A11, DYSF, TNS3 e PDE9A e una delezione in frame a carico del gene CEP68 (tabella 

2). 

La delezione in frame nel gene CEP68, oltre ad essere conservata nel genoma di riferimento di 

Rhesus, è presente in 1000 genomi con una frequenza del 10% nella popolazione caucasica; quindi 

questa variazione è difficilmente considerabile come patogenetica. 

Una più ampia analisi di segregazione nell’intera famiglia BM delle rimanenti quattro variazioni 

missenso, ha permesso l’esclusione di due di esse (TNS3, DYSF). 

La variazione SLC9A11 pur segregando nella famiglia non è espressa a livello muscolare indicando 

una difficile correlazione con la miopatia in esame. 

Riguardo alla restante variazione nel gene PDE9A (NM_001001580 c.C55T p.P19S), è stata valutata 

per una possibile patogenicità mediante l’utilizzo di diversi tool bioinformatici: il risultato della 

predizione risulta discordante tra i diversi tool utilizzati, più precisamente Mutation Taster 

(http://www.mutationtaster.org/) associa una patogenicità alla variazione identificata, tale 

patogenicità è correlata, secondo predizione del tool ALAMUT, ad una alterazione di legame delle 
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proteine dello splicing, al contrario POLYPHEN2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) classifica 

la variazione come benigna (fig.12).  

La variazione non è riportata nel dbSNP e in 1000 genomi, ma è presente nel Seattle Database 

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) seppure con una frequenza inferiore allo 0,5%. 

 

1.4 Analisi di sequenza del gene candidato 

 

La ricerca di mutazioni nella regione codificante del gene PDE9A in 20 pazienti affetti da miopatia di 

Bethlem o dalla forma allelica più grave (miopatia di Ullrich), ha evidenziato la presenza di 

polimorfismi noti ma non di mutazioni causative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabella 1: variazioni individuate nei 4 individui della famiglia BM corsi su piattaforma Illumina, con 

specificate SNP e DIP ottenute prima e dopo il processo di qualità, con l’applicazione di filtri 

come la presenza nel dbSNP e la ricerca di variazioni in omozigosi e in eterozigosi 

 

name Variant calling Filtered* SNPs Filtered* DIPs 
(INDEL) 

famiglia BM 
femmina affetta 

1 

 
Total: 64313 

Filtered*: 40441 

 
SNP: 39373 

not in dbSNP: 2222 
homozygous:14558 
heterozygous:24815 

 
DIP: 1068 

not in dbSNP: 383 
homozygous:500 
heterozygous:568 

 

famiglia BM 
maschio affetto 

2 

 
Total: 64187 

Filtered*: 40400 

 
SNP: 39507 

not in dbSNP: 2551 
homozygous:14572 
heterozygous:24935 

 
DIP: 893 

not in dbSNP: 316 
homozygous:415 
heterozygous:478 

 

famiglia BM 
maschio sano 

3 

 
Total: 76365 

Filtered*: 48154 

 
SNP: 46605 

not in dbSNP: 2912 
homozygous:16935 
heterozygous:29670 

 
DIP: 1549 

not in dbSNP: 577 
homozygous:688 
heterozygous:861 

 

famiglia BM 
femmina sana 

4 

 
Total: 66655 

Filtered*: 41090 

 
SNP: 39955 

not in dbSNP: 2344 
homozygous:14249 
heterozygous:25706 

 
DIP: 1135 

not in dbSNP: 415 
homozygous:532 
heterozygous:603 
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Fig. 11: rappresentazione dei filtri adottati in sucessione allo scopo di ridurre le variazioni candidate 
nella famiglia BM 

 

Allele 
variation 

Position  Var. 
type  

Cove 
rage  

state dbSNP gene Gene 
location 

Variant type Functional 
annotation 

G>A Chr1:171759805 SNP 20 het - SLC9A11 exonic missense NM_178527 
c.C2566T 
p.P856S 

AAC>- Chr2:65152151-
65152153 

DIP 69 het - 
1000g_ceu:0.10 

CEP68 exonic nonframeshift 
deletion 

NM_015147 
c.417_419del 
p.139_140del 

G>T Chr2:71745049 SNP 22 het - DYSF exonic missense NM_001130976 
c.G4988T 
p.R1663L 

G>T Chr7:47375320 SNP 15 het - TNS3 exonic missense NM_022748 
c.C1448A 
p.P483H 

C>T Chr21:43044347 SNP 112 het - PDE9A exonic missense NM_001001580 
c.C55T 
p.P19S 

 

Tabella 2: dettagli delle variazioni identificate dopo l’applicazione di diversi step di filtraggio. 
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Fig.12: predizione della patogenicità della variazione sul gene PDE9A (NM_001001580 c.C55T p.P19S) 
mediante l’utilizzo di tre diversi tool bioinformat ici. 
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2. MIOPATIA MIOFIBRILLARE 

 

2.1 Analisi di sequenza dei geni noti 

 

L’analisi dell’intera regione codificante dei geni noti per essere coinvolti in MFM: DESM, MYOT, 

CRYAB, LDB3 e BAG3 ha identificato la presenza di polimorfismi noti ma non di variazioni 

patogenetiche. 

 

2.2 Array-CGH 

 

L’analisi nei 19 pazienti MFM non ha identificato nessun riarrangiamento (delezione o duplicazione) 

in tutti i sei geni associati alla miopatia e negli altri geni correlati alle NMD ad eccezione di un 

evento duplicativo nel gene LAMA2 in due pazienti (paziente1 e paziente2)con uno score di 0,5. 

La regione interessata (Hg18 chr 2: 129.849.433-129.849.793; Hg19 chr2:130132963-130133323) 

coinvolge l’esone 56 e parte dell’introne 57 (Fig. 13). 

L’analisi di segregazione nel paziente 1 con familiarità per la patologia ha mostrato la presenza di 

una duplicazione in eterozigosi anche nel padre affetto dalla patologia seppur con una lieve 

severità. 

Allo scopo di identificare la presenza di mutazioni puntiformi nel secondo allele, è stato sequenziato 

l’intera regione codificante del gene LAMA2; tuttavia l’analisi non ha portato al riscontro di alcuna 

variazione causativa. 

 

Fig. 13: rappresentazione dell’evento di duplicazione identificato nel gene LAMA2 mediante l’analisi 
di CGH-array in due pazienti. Il paziente 1 mostra una famigliarità per la patologia, mentre il 
paziente 2 è un caso sporadico de novo. 



33 

 

2.3 Sequenziamento dell’esoma mediante tecnologia NGS   

 

L’analisi WES è stata condotta su 5 pazienti MFM risultati negativi sia all’analisi di sequenza nei geni 

noti, (ad eccezione del gene FLNC che non è stato indagato), sia all’ array-CGH. 

Sono state ottenute approsimativamente 16.850.000 milioni di paired-end reads, lunghe 101 bp. 

Dopo analisi di qualità e annotazione delle varianti, sono state identificate una media di 66640 SNP 

e 1840 DIP, nella tabella 3 è specificato l’ammontare delle variazioni individuate per paziente. 

Il numero elevato di variazioni ci ha portato ad applicare ai risultati ottenuti una serie ulteriore di 

filtri, quali la selezione di variazioni esoniche e l’esclusione di variazioni presenti nei database 

dbSNP e 1000 genomi; un’ulteriore processo di esclusione si è basato sulle varianti presenti in un 

nostro database interno composto dalle variazioni identificate in tutti i precedenti esperimenti di 

WES, riconducibili ad un errore sistematico dello strumento. Inoltre i dati ottenuti sono stati 

interrogati sulla base di 880 geni candidati individuati mediante Medscan Pathway studio che 

comprendono, oltre ai geni MFM noti, geni coinvolti nel pathway dei dischi Z e della contrazione e 

rigenerazione muscolare.  

Questo procedimento ha permesso l’identificazione in due pazienti di una mutazione nel gene noto 

FLNC, e nei restanti tre pazienti di due geni candidati (TTN e CAMK2D). 

Di seguito l’analisi dettagliata nei cinque pazienti. 
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name Variant calling Filtered* SNPs Filtered* DIPs 
(INDEL) 

paziente MFM 
 3 

 
Total: 124844  
Filtered*: 76785 

 
SNP: 74506 
not in dbSNP: 4928  
homozygous:28252 
heterozygous:46254  
 

 
DIP: 2279 
not in dbSNP: 735  
homozygous:1048 
heterozygous:1231 

paziente MFM 
 4 

 
Total: 124099  
Filtered*: 75279 

 
SNP: 73352 
not in dbSNP: 7698  
homozygous:27677 
heterozygous:45675  

 
DIP: 1927 
not in dbSNP: 629  
homozygous:905 
heterozygous:1022 
 

paziente MFM  
5 

 
Total: 104849  
Filtered*: 64667 

 
SNP: 62846 
not in dbSNP: 4542  
homozygous:23440 
heterozygous:39406  

 
DIP: 1821 
not in dbSNP: 577  
homozygous:769 
heterozygous:1052 
 

paziente MFM 
 6 

 
Total: 97637  
Filtered*: 44022 

 
SNP: 43144 
not in dbSNP: 13270  
homozygous:8988 
heterozygous:34156  

 
DIP: 878 
not in dbSNP: 282  
homozygous:344 
heterozygous:534 
 

paziente MFM 
 7 

 
Total: 132843  
Filtered*: 81646 

 
SNP: 79352 
not in dbSNP: 6157  
homozygous:25593 
heterozygous:53759  

 
DIP: 2294 
not in dbSNP: 780  
homozygous:901 
heterozygous:1393 
 

 

Tabella 3: variazioni individuate nei 5 pazienti corsi su piattaforma Illumina, con specificate SNP e 
DIP ottenute prima e dopo il processo di qualità, con l’applicazione di filtri come la presenza 
nel dbSNP e la ricerca di variazioni in omozigosi e in eterozigosi. 
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- Paziente 3. (femmina affetta deceduta nel 2011 per arresto respiratorio). È stata identificata 

una mutazione nonsenso in eterozigosi a carico dell’esone 48 del gene FLNC 

(NM_001127487 c.G8031A p.W2677X), mai precedentemente riportata. La mutazione è 

stata validata mediante Sanger ed è stata inoltre riscontrata in un fratello affetto con un 

fenotipo più lieve della patologia. Il pedigree e la variazione identificata sono mostrate nella 

figura 14.  

 

 

 

Fig. 14:  in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella FLNC del paziente MFM 3, il 
pedigree della famiglia da cui si deduce un modello di trasmissione autosomico dominante, e il 
cromatogramma della validazione mediante Sanger.  
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- Paziente 4. In questo paziente è stata identificata una nuova variazione presente nel gene 

FLNC in eterozigosi (NM_001127487:c.G4022A:p.R1341Q) che localizza all’interno 

dell’esone 24. Mediante il tool bioinformatico mutation taster 

(http://www.mutationtaster.org/) si è osservato il possibile effetto patogenetico della 

patologia. L’analisi di segregazione della variazione non è possibile in quanto il paziente è 

un caso sporadico (fig.15).  

 

 

 

Fig. 15: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella FLNC del paziente MFM 4, il 
pedigree della famiglia e il risultato della predizione della patogenicità mediante il tool 
bioinformatico mutation taster (http://www.mutationtaster.org/). 
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- Paziente 5. È stata identificata una variazione missenso in eterozigosi nel gene TTN 

(NM_133379:c.C2585T:p.P862L) la cui predizione di patogenicità 

(http://www.mutationtaster.org/) indica una possibile correlazione al fenotipo MFM causata 

dall’alterazione amimoacidica e legata anche ad una elevata conservazione interspecie del 

residuo naturale verificata mediante polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) 

(fig.16). 

 

 

 

Fig. 16: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella TTN del paziente MFM 5, il 
pedigree della famiglia e la conservazione interspecie mediante polyphen2 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)  
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- Paziente 6. Una seconda variazione in eterozigosi nel gene TTN è stata identificata nel 

paziente 6 (NM_133379:c.A13936G:p.K4646E). L’analisi mediante mutation taster 

(http://www.mutationtaster.org/) ha predetto un debole effetto patogenetico legato 

all’alterazione aminoacidica e ad una possibile alterazione del meccanismo di splicing. La 

disponibilità di due fratelli e una sorella senza segni clinici della patologia, ci ha permesso il 

sequenziamento dei medesimi. Il risultato mostra la presenza della variazione in due di 

questi (fig. 17). 

 

 

 

Fig. 17: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nella TTN del paziente MFM 6, il 
pedigree della famiglia, il cromatogramma indicativo della presenza della variazione in due dei 
tre fratelli sani. 
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- Paziente 7. In questo paziente applicando il filtro per i 880 geni candidati ed escludendo le 

variazioni presenti in altri pazienti non MFM rilevate nel nostro database interno di variazioni 

WES, abbiamo ottenuto una variazione nonsenso nel gene VIM che non è stata validata 

mediante Sanger e tre variazioni missenso a carico dei geni CD180, AKAP4 e CAMK2D, solo 

la variazione in quest’ultimo gene (NM_001221 c.C229T p.H77Y) è predetta come 

patogenetica (fig. 18).  

 

 

 

Fig. 18: in figura è rappresentato la specifica della mutazione nel gene CAMK2D del paziente MFM 7, 
il pedigree della famiglia e la predizione di patogenicità mediante mutation taster 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). 
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DISCUSSIONE 

Il sequenziamento dell’ esoma (WES) mediante la piattaforma di nuova generazione Illumina GaIIe 

è stato applicato allo scopo di identificare un nuovo gene malattia in una famiglia affetta da 

miopatia di Bethlem (BM) e allo scopo diagnostico in un gruppo di soggetti affetti da miopatia 

miofibrillare (MFM). 

 

I geni noti essere responsabili della BM sono i COL6A1, COL6A2, COL6A3 che codificano per le tre 

catene che associandosi equimolarmente formano il collagene VI, una proteina localizzata nella 

matrice extracellulare che tramite il suo esteso network di legame ha il compito di mantenere 

l’integrità cellulare. Un’ ampia casistica di pazienti (circa il 25%) rimangono orfani di una diagnosi 

molecolare, ciò suggerisce una possile eterogeneità genetica (Lampe AK & Bushby KM 2005). 

Allo scopo di identificare un nuovo gene malattia abbiamo analizzato quattro individui (due affetti e 

due sani) della famiglia BM con ereditarietà autosomica dominante; il risultato ottenuto dal 

sequenziamento massivo in parallelo ha indicato un solo possibile gene candidato (PDE9A) che 

viene espresso, seppur non ad elevati livelli, nel tessuto muscolare.  

Il gene PDE9A fa parte di una classe di proteine, le fosfodiesterasi (PDE), composta da 11 membri 

che hanno diversa affinità per l’adenosina monofosfato ciclasi (cAMP), la guanosina monofosfato 

ciclasi (cGMP) oppure entrambe. Il compito di questi enzimi è di mediare regolare mediante idrolisi 

la concentrazione intracellulare dei nuceotidi ciclici implicati nella trasduzione del segnale di una 

varietà di pathway cellulari tra i quali regolazione di canali ionici, recettori, proteine del 

citoscheletro o fattori di trascrizione (Bender and Beavo 2006). 

In particolare l’attività di idrolisi dell’enzima PDE9A è specifica per il cGMP che è implicata nel 

pathway dell’ossido nitrico (NO) (Lakics et al. 2010). 

Alterazioni dell’attività delle fosfodiesterasi sono già note essere implicate nell’infertilità, nell’ asma, 

nel diabete e nella depressione, ma non in patologie neuromuscolari (Bingham et al. 2006). 

In un recente lavoro si può tuttavia trovare un punto di contatto tra le fosfodiesterasi e le distrofie 

congenite: Percival et al. allo scopo di amplificare il segnale dell’ NO, solitamente attenuato nelle 

patologie neuromuscolari, ha trattato topi mdx (ovvero il modello murino della distrofia muscolare 

di duchenne) con un inibitore della fosfodiesterasi 5, anch’essa con attività specifica per il cGMP. 

Il risultato ottenuto è stato una riduzione delle disfunzioni muscolari soprattutto a livello del 

diaframma e l’induzione di una corretta organizzazione della matrice extracellulare (Percival et al. 

2012). Questi risultati potrebbero suggerire come mutazioni nelle fosfodiesterasi possano portare 
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all’insorgenza di miopatie mediante un meccanismo di “gain of fuction” ovvero con un’aumentata 

attività enzimatica che si ripercuote in un’elevata espressione intracellulare di cGMP. 

Sfortunatamente il sequenziamento del gene PDE9A in altri 20 pazienti con quadro clinico 

comparabile ma esenti da mutazioni nei geni del collagene VI, non ha permesso l’identificazione di 

nessuna mutazione a carido del gene candidato.  

Tuttavia il risultato dello screening potrebbe indicare come la mutazione identificata 

(NM_001001580 c.C55T p.P19S) sia solamente una variazione privata della famiglia, o potrebbe 

segnalare la presenza di un alto livello di eterogeneità genetica; infatti altre patologie 

neuromuscolari come ad esempio la Charcot-Marie-Tooth, dove sono noti 35 geni causativi, hanno 

un numero elevato numero di geni correlati alla malattia (Montenegro et al 2011). 

Secondo un’ipotesi alternativa, rafforzata anche dalla presenza della variazione (NM_001001580 

c.C55T p.P19S) nel Seattle database, la variante identificata potrebbe essere solamente un 

polimorfismo con bassa frequenza nella popolazione o un biomarcatore di severità fenotipica.  

In tal caso l’identificazione del reale gene malattia non sarebbe riuscita per motivi legati alla 

complessità dell’analisi dei dati o per una bassa efficienza nella fase di cattura dell’esoma; infatti 

nei primi esperimenti rimaneva una quota pari all’8% che resisteva all’arricchimento, sebbene i 

sistemi di arricchimenti siano migliorati la catturata non arriva al 100% (Singleton 2011). 

Inoltre uno studio approfondito dove si è comparata l’efficienza di tre diverse piattaforme ha 

riportato come siano state identificate solamente il 60-70% delle varianti riscontrate mediante 

sequenziamento Sanger (Hoppman-Chaney 2010). 

 

Le MFM sono un gruppo di miopatie con una nota eterogeneità genetica ed una bassa  “detection 

rate” pari al 50%. Lo studio della nostra coorte di pazienti MFM risultati negativi all’analisi di 

sequenza in cinque dei sei geni noti (DES, MYOT, CRYAB, LDB3 e BAG3) mediante tecniche ad alta 

efficienza come l’array CGH e l’analisi WES. Il CGH è in grado di identificare variazioni del numero 

di copie (delezioni o duplicazioni) che rappresentano il 5-6% delle mutazioni genetiche causative 

non determinabili mediante la tecnologia standard (Armour et al. 2002). Il CGH-array utilizzato in 

grado di coprire 50 geni noti coinvolti in NMD ci ha permesso di identificare un evento duplicativoin 

eterozigosi che coinvolge l’esone 56 del gene LAMA2 in due pazienti della nostra coorte. 

Mutazioni in omozigosi o eterozigosi a carico del gene LAMA2 sono associate alla distrofia 

muscolare congenita di tipo 1A (MDC1A), un gruppo di patologie ad esordio neonatale o nei primi 

mesi di vita che si manifestano con ipotonia, debolezza muscolare degli arti e del tronco e 

contratture muscolari. 
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Mutazioni puntiformi in eterozigosi del gene LAMA2 sono anche state identificate in pazienti con 

distrofia muscolare prossimale (Rajakulendran et al 2011), mentre variazioni del numero di copie 

sempre in eterozigosi sono state associate a distrofia muscolare dei cingoli o ad una generica 

miopatia (Piluso et al. 2011). Dai dati di letteratura emerge un’elevata eterogeneità allelica 

associata a variazioni del gene LAMA2. 

Nella determinazione delle variazioni causative nei cinque pazienti MFM corsi su piattaforma 

Illumina è risultato un utile strumento la lista dei geni candidati, individuati mediante il software 

MedScan Pathway Studio mediante il quale sono stati selezionati geni coinvolti nel meccanismo 

patofisiologico della MFM.  

Nei pazienti 3 e 4 sono state identificate due nuove variazioni, rispettivamente nonsenso e 

missenso, all’interno del gene FLNC noto coinvolto in MFM (Vorged et al. 2005) ma non analizzato 

in sequenza a causa della sua estensione genica. In particolare, la variazione nonsenso identificata 

nel paziente 3 (W2677X) mappa nell’ ultimo esone del gene, dove è stata descritta la variazione 

sempre nonsenso più frequente (W2710X) della FLNC (Vorged et al. 2005). La patogenicità della 

variazione identificata è supportata dall’analisi di segregazione nel fratello affetto dove si riscontra 

la medesima variazione in eterozigosi. 

L’analisi WES oltre ad uno scopo puramente diagnostico di indagine nei geni noti, ha permesso 

l’identificazione di un nuovo gene candidato: la titina (TTN). La titina è la proteina descritta più 

grande con 363 esoni differenzialmente spliciato per originare cinque diverse isoforme, una singola 

molecola della proteina si estende da un disco Z alla linea M adiacente, la sua funzione consiste 

nello stabilizzare la posizione dei filamenti contrattili e consentire, grazie alla sua elasticità, al 

muscolo striato di tornare alla lunghezza di partenza. 

Mutazioni a carico di questo gene sono associate sono associate ad un ampio spettro fenotipico e 

non è sempre possibile un’esatta correlazione genotipo-fenotipo: mutazioni puntiformi in 

eterozigosi che colpiscono gli esoni all’estremità carbossi-terminale sono associati a distrofia 

muscolare della tibia (Hackman et al. 2002), nella stessa regione mutazioni in omozigosi sono 

causa di una severa forma di miopatia scheletrica ad esordio precoce, LGMD2J (Udd et al. 2005). 

Mutazioni a carico del dominio chinasico nella banda M e nella banda A causano una miopatia 

ereditaria con precoce insufficienza respiratoria (Ohlssonet et al. 2012), mentre eventi delettivi in 

omozigosi provocano cardiomiopatia ad esordio precoce (Carmignac et al. 2007). Le variazioni 

identificate in due pazienti (paziente 5: P862L; paziente 6: K4646E) cadono rispettivamente sui 

domini immunoglobulin-like 3 e 26. La variazione P862L è stata predetta mediante tool 

bioninformatici come patogenetica in quanto colpisce una zona altamente conservata 
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immediatamente vicina al sito di legame con il disco Z, tuttavia per una certa correlazione è 

necessaria un’analisi in altri pazienti affetti da MFM; ancora meno sicura è la correlazione tra la 

seconda variazione identificata K4646E e la patologia in quanto la medesina variazione è stata 

osservata in due fratelli sani suggerendo un significato benigno della variante oppure la necessità 

di una seconda mutazione all’interno del gene in base ad un modello di eterozigosi composta. 

Nell’ultimo paziente indagato è stata riportata la variazione missenso H77Y all’interno del gene 

CAMK2D, questo gene appartiene alla famiglia delle protein chinasi calcio-calmodulina dipendenti di 

tipo II ed è coinvolto nella patogenesi della cardiomiopatia dilatativa e dell’insufficienza cardiaca 

(Toko et al. 2010). Ad oggi non è evidente nessun coinvolgimento del gene CAMK2D nei disordini 

neuromuscolari, solo la definizione genetica di altri casi di MFM o studi funzionali potranno 

attribuire una certa patogenicità. 

In breve l’analisi WES si è dimostrata efficiente a scopi diagnostici ovvero nella ricerca di variazioni 

in geni noti (identificazione di mutazioni nel gene FLNC per i pazienti MFM 3 e 4); invece  

l’identificazione di nuovi geni-malattia si è constata essere limitante nella ricerca di mutazioni in 

eterozigosi in base al modello dominante: infatti, ad oggi, sono stati identificati svariati geni 

causativi in famiglie con ereditarietà recessive spesso con consanguineità, ma pochi casi di famiglie 

dominanti (Zhi and Chen 2012). Un altro aspetto limitante è l’analisi di casi sporadici non relati 

(pazienti MFM), una possibile soluzione è da ricercarsi nell’ ampliamento della casistica; infatti Zhi e 

Chen spiegano che anche nelle patologie che colpiscono il 5% della popolazione, il gene causativo 

può essere facilmente identificato solamente mediante il sequenziamento di 200 casi non relati (Zhi 

and Chen 2012).   
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CONCLUSIONI 
 

L’analisi della famiglia BM tramite tecnologia NGS ha permesso, dopo importanti strumenti di filtro, 

l’identificazione di un solo gene candidato (PDE9A), purtroppo la valutazione dell’impatto della 

mutazione mediante diversi strumenti bioinformatici sottolinea un significato patogenetico 

discordante; inoltre la dubbia patogenicità è stata evidenziata dal riscontro della medesima 

variazione nel Seattle database seppur con bassa frequenza nella popolazione e dalla mancata 

identificazione di mutazioni in altri 20 pazienti con paragonabili segni clinici, suggerendo la 

presenza di una mutazione famigliare o il fallimento dell’analisi informatica di WES. 

Sarebbe quindi oppurtuna un’implementazione delle conoscenze riguardo alla frequenze alleliche 

dei polimorfismi in ampie popolazioni di riferimento, infatti la nostra variazione non riportata in 

1000 genomi ha avuto un riscontro nel Seattle database che raccoglie informazioni derivanti da 

10.000 individui; la costituzione di database per analisi WES con una moltitudine di dati di 

frequenza potrebbe riflettersi in una più accurata ricerca di nuovi geni con un numero inferiore di 

falsi positivi. 

Le fasi maggiormente limitanti nella tecnologia WES si riscontrano: nello “step” iniziale di 

preparazione della libreria con l’arricchimento dell’esoma, infatti nonostante continui sviluppi 

rimane una percentuale di esoma, nei primi arricchimenti l’8%, che fallisce la cattura (Singleton 

2011), e la fase finale di analisi dei dati, che rappresenta il passaggio più critico. Infatti si 

riscontrano falsi positivi, solitamente presenti in tutti i campioni analizzati in quanto associati ad 

errori sistematici, e falsi negativi conseguenti appunto ad una bassa cattura delle regioni di 

interesse, a un basso “coverage” delle letture o reads che ne implica l’eliminazione dall’ analisi o 

alla presenza di regioni ripetute che vengono scartate determinando “gap” nell’ allineamento (Lin et 

al. 2012). 

Per questi motivi è in corso una ri-analisi dei dati della famiglia BM ai fini di aumentare il numero di 

geni candidati mediante aggiustamento di parametri informatici, sebbene una seconda analisi 

potrebbe non portare all’identificazione del gene-malattia in quanto tramite la tecnologia WES non 

possono essere individuate mutazioni introniche profonde ed estese variazioni del numero di copie 

(delezioni, duplicazioni); inoltre solamente il 60-70% delle varianti riscontrate mediante 

sequenziamento Sanger sono verificate mediante tecnologia NGS (Hoppman-Chaney 2010). 

Un successo maggiore di questa tecnologia è stato evidenziato nell’applicazione diagnostica ovvero 

nella ricerca di mutazioni in geni noti, infatti nei cinque pazienti MFM corsi su piattaforma Illumina 
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sono state identificate due variazioni nel gene noto coinvolto nella miopatia, più precisamente nel 

paziente 3 si è individuata una mutazione non senso mentre nel paziente 4 una variazione 

missenso, entrambe non precedentemente descritte. 

La ricerca di mutazioni nei rimanenti pazienti MFM, applicando una lista di geni candidati associati 

ai meccanismi di contrazione e rigenerazione muscolare, ha portato ad individuare due variazioni 

nel gene TTN associato ad un’elevata eterogeneità allelica e nel gene CAMK2D di cui non è  

attualmente noto un coinvolgimento in disordini neuromuscolari. 

Per una determinazione certa di patogenicità si rendono necessari ulteriori studi volti ad un 

aumento del numero di pazienti indagati e alla valutazione dell’ impatto delle mutazioni mediante 

studi funzionali.       
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