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INTRODUZIONE 

1. SEQUENZIAMENTO DI NUOVA GENERAZIONE 

1.1 Avvento delle tecnologie di nuova generazione 

 

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

umano e il codice genetico, dalla scoperta della struttura del DNA sino al primo progetto sul 

genoma umano. 

Nel 1990 coordinato dal National Institutes of Health degli Stati Uniti e dal U.S. Department of 

Energy (DOE) era stato avviato lo Human Genome Project, con l'intento di sequenziare il genoma 

umano ed identificare e mappare i geni in esso contenuti. Il progetto, basato dal punto di vista 

tecnico sul sequenziamento di tipo Sanger, ha visto il suo compimento in circa tredici anni di 

lavoro
1,2

, la maggior parte dei quali sono stati necessari per la parte sperimentale del progetto 

stesso. 

Il progetto Genoma umano ha consentito una evoluzione nell’innovazione scientifica nel campo 

biologico ed informatico, determinando il progresso delle piattaforme per il sequenziamento 

massivo di nuova generazione (NGS), tecnologia che negli anni ha consentito di abbattere i costi e i 

tempi di sequenziamento ed individuare geni sconosciuti che sono stati associati a malattie.  

Questo tipo di tecnologia ha consentito il sequenziamento dell’esoma che corrisponde solo alle 

regioni codificanti dei geni comprese le regioni fiancheggianti che fino a questo momento era 

impensabile identificare geni nuovi malattia senza conoscere i geni target che erano sequenziati per 

Sanger
3,4

. 

Per anni la tecnica proposta da Sanger
5
   stata il gold standard per il sequenziamento del DNA.  

Dall’avvento del NGS c’  stata una vera   propria rivoluzione nel campo del sequenziamento 

degli acidi nucleici. In tempi brevissimi, diverse piattaforme tecnologiche basate su questo 

nuovo sistema sono state sviluppate e perfezionate, dando origine ad una notevole quantità di 

dati prodotti e la velocità con cui essi vengono generati.  noltre  negli ultimi anni si   assistito 

ad una considerevole diminuzione dei costi di processamento dei campioni, fattore essenziale 

che ha favorito l'ampia diffusione di questi sistemi.  

Nonostante ciò, ad oggi il sequenziamento di Sanger, per la sua affidabilità, mantiene ancora la 

sua preminenza nella pratica clinica. 

Le tecnologie NGS presentano diversi vantaggi rispetto al sequenziamento di tipo Sanger: 

 

1) Produce molte gigabasi di sequenze a costi e tempi inferiori 

2) Determina in maniera accurata la presenza di alleli a bassa frequenza 



3) Capacità di processare diversi campioni in un unico esperimento attraverso marcatura 

con barcoding delle sequenze
6
  

 

Nonostante tutti gli aspetti positivi, le tecnologie NGS presentano delle caratteristiche limitanti 

che ne condizionano l'applicazione: 

  

1) Lunghezza dei frammenti (reads) che possono essere sequenziati, generalmente intorno 

alle 200- 300 bp, contro le 1000 bp di un sequenziatore capillare. 

2) Aumentata percentuale di errore ( falsi positivi e negativi), ma tale limite è superato 

attraverso l’aumento del coverage ( quantità sequenze generate) 

  

E' questo uno dei principali motivi per cui  nella pratica clinico-diagnostica  il sequenziamento 

Sanger mantiene la sua preminenza. Strettamente legata a questo aspetto   la necessità di 

continuo sviluppo di algoritmi bioinformatici, che consentano di analizzare con efficacia i dati 

prodotti. L'aspetto informatico ha profonda rilevanza nelle tecnologie di Next Generation.  

Questa complessità di livelli di analisi informatica, complica notevolmente il compito, in 

particolar modo nei casi in cui sia necessario confrontare risultati ottenuti attraverso differenti 

piattaforme, poiché ciascuna tecnologia sfrutta programmi e parametri di analisi differenti, ma 

che alle volte permettono di identificare varianti che non risulterebbero con singoli algoritmi. 

Inoltre, l'interpretazione dei dati e la gestione di un sistema in ormatico cos  complesso prevede 

competenze specialistiche e richiede la presenza di figure professionali specifiche.  

 

1.2 Applicazione delle tecnologie NGS 

 

Durante gli ultimi 20 anni i determinanti genetici delle malattie mendeliane monogeniche sono stati 

identificati principalmente attraverso studi genetici tradizionali 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim). Il cosiddetto "clonaggio posizionale" è stato essenziale per 

l'identificazione della maggioranza dei circa 3000 geni mutati in patologie mendeliane. 

Tuttavia ancora per molte di queste malattie le limitazioni tecnologiche, come per il clonaggio 

posizionale, hanno impedito di giungere all’identi icazione del difetto genetico causativo. 

Recentemente lo sviluppo delle tecnologie NGS ha dimostrato di poter superare queste limitazioni e 

di poter catturare in un singolo esperimento tutte le varianti genetiche presenti in un genoma. 

Diversi sono gli ambiti in cui viene a essere utilizzato il Next Generation Sequencing, uno di questi 

è il Whole Exome Sequencing (WES). 



 

1.3 Whole Exome Sequencing (WES)  

 

Il Whole Exome Sequencing è il sequenziamento di tutte le regioni codificanti dei geni di un 

individuo (esoma). Esistono per questa tecnologia differenti kit di sequenziamento, grazie ai quali 

vengono analizzati tutti i geni del genoma ed altri ai soli finora notoriamente associati a malattia 

(circa 6000) nella pratica dell’esoma clinico.  

 uest’approccio   il pi  diretto per comprendere le basi molecolari coinvolte nella patogenesi di 

malattie ereditarie e presenta un riscontro anche a livello clinico. L’identi icazione di un gene 

malattia, infatti, permette di poter svolgere una diagnosi molecolare diretta con una ricaduta 

immediata, sia per quanto riguarda gli aspetti di prevenzione della malattia  sia per un’accurata 

consulenza genetica e sia per un corretto calcolo del rischio di ricorrenza.  

L’analisi molecolare di un gene può consentire di determinare il  enotipo atteso sulla base della 

correlazione genotipo/fenotipo e/o la prognosi della malattia. La comprensione dei meccanismi 

patogenetici responsabili della patologia, inoltre, può talvolta indirizzare verso nuovi approcci 

terapeutici per la cura di difetti biochimici alla base delle malattie genetiche.  

 

2. RAZIONALE 

 

La genetica di numerose malattie mendeliane del neurosviluppo è stata studiata ampiamente negli 

ultimi venti anni. Tuttavia  l’eziologia di molte malattie rare o ultrarare a trasmissione mendeliana   

ancora sconosciuta, con significative implicazioni per la diagnosi, il counselling genetico e la 

terapia. 

Finora  l’identi icazione di geni associati a malattie rare del neurosviluppo   stata 

significativamente limitata da difficoltà metodologiche come la limitata informatività di famiglie 

per studi di linkage, di marcatori polimorfici ed il costo elevato per la genotipizzazione e il 

sequenziamento. 

Tuttavia, gli enormi progressi nelle ricerca genomica hanno oggi reso disponibile per la comunità 

scientifica la sequenza consenso del genoma umano e una mappa ad alta densità di varianti 

polimorfiche osservate in differenti popolazioni, e hanno reso disponibili potenti tecnologie per 

esplorare il DNA a livello di singole basi, rapidamente ed a basso costo. 

Negli ultimi anni, il completo sequenziamento del DNA codificante (cosiddetto “esoma”)   stato 

applicato con successo per identificare mutazioni patogenetiche mediante il confronto delle varianti 

esoniche tra pazienti non imparentati ed affetti dalla stessa malattia. 



 l sequenziamento dell’esoma può essere applicato a pazienti affetti da patologie rare non 

classificate e geneticamente eterogenee dovute sia a meccanismi genetici recessivi che dominanti.  

Al  ine di chiarire l’eterogeneità genetica di alcune rare patologie neurodegenerative  abbiamo 

deciso di combinare l’approccio di “exome sequencing” con “homozygosity  mapping”  metodica 

che permette di localizzare loci associati a malattie mendeliane a trasmissione autosomica recessiva. 

Il progetto si basa sul sequenziamento di 7 famiglie selezionate riferite dalle unità operative di 

Neurologia Pediatrica e Malattie Muscolari e di Neurochirurgia dell’ stituto Giannina Gaslini.  

Per questo tipo di studio abbiamo  ocalizzato l’attenzione su  amiglie nucleari  con un parente 

affetto da malattia rara non diagnosticata del neurosviluppo, in relazione al bacino di utenza nel 

nostro istituto. 

E’ stato necessario il reclutamento di popolazioni di controllo di adeguate dimensioni in modo da 

poter, infine, differenziare varianti rare codificanti e fenotipicamente neutre da mutazioni 

patogenetiche. 

Sebbene, ci si aspetti che tale approccio permetta di individuare in maniera inequivoca le mutazioni 

che sottendono alle malattie in esame, non è possibile escludere la possibilità che più di una 

variante possa essere identificata in una singola famiglia con possibile significato patogenetico. 

Per discriminare varianti fenotipicamente neutre da mutazioni patogenetiche, abbiamo analizzato il 

grado di conservazione delle sequenze  l’espressione tissutale  la possibile  unzione molecolare dei 

geni, ed il possibile effetto delle mutazioni mediante strumenti bioinformatici. 

Le potenziali varianti di incerto significato clinico richiedono una validazione sperimentale per 

dimostrare il probabile significato biologico. 

L'identificazione di nuovi geni responsabili delle patologie che coinvolgono lo sviluppo neuronale 

potrà far luce sui meccanismi che regolano le funzioni cerebrali e sugli eventi patogenetici che 

sottendono ad alterazioni dello sviluppo cerebrale. 

 

3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 Estrazione del DNA 

 

Per l’estrazione e la puri icazione del DNA da sangue periferico è stato utilizzato il QIAmp DNA 

Blood Midi Kit della Qiagen, 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). 



Ulteriore controllo di qualità del DNA prima del sequenziamento dell’ esoma   stata la corsa 

elettroforetica su gel di agarosio allo 0,8% che ci esclude la presenza di  eventuali degradazioni del 

campione. 

 

3.2 Genotipizzazione e Homozygosity Mapping  

 

I pazienti ed i loro parenti di primo grado sono stati genotipizzati utilizzando un vetrino ad alta 

densità Human610-Quad Infinium HD BeadChip utilizzando la piattaforma Illumina iSCAN e i dati 

elaborati mediante il Genotyping Module GenomeStudio.  

È stato calcolato un rapporto Z-scores nonparametrico (ZLR scores) con il software Allegro per 

identificare SNPs omozigoti. I segmenti omozigoti con almeno 100 SNPs o di dimensione superiore 

ad 1 Mb saranno successivamente analizzati mediante NGS. 

Inoltre, è stato calcolato il coefficiente di incrocio (coefficiente F) di ogni individuo in base alle 

informazioni genomiche e i loro LOD scores sono stati usati  mediante la funzione statistica FLOD 

sviluppato appositamente per il mappaggio per omozigosi ed implementata nel programma FEstim 

che consente  l’inclusione di individui consanguinei senza conoscenza della loro genealogia. 

Le mutazioni responsabili di malattie recessive si trovano su un frammento cromosomico che viene 

trasmesso attraverso le generazioni ( “identical-by-descent”   BD) e può variare di dimensioni in 

base al numero di ricombinazioni avvenute durante la trasmissione. Tale segmento IBD è 

caratterizzato da un insieme di polimorfismi in omozigosi ed è rilevabile pertanto mediante 

genotipizzazione. 

Le attuali metodologie microarray-based permettono la tipizzazione di centinaia di migliaia di SNPs 

per poter identificare segmenti IBD molto piccoli originari da progenitori molto lontani
7
. 

 

3.3 Sequenziamento NGS 

 

Il DNA di interesse così ottenuto è stato trattato in service per alcune famiglie con un kit Illumina 

(Nextera Exome Enrichment Kit 62MB) ed altre con un kit Agilent Technologies (SureSelect 

Clinical research exome 54Mb). 

I frammenti generati sono stati sequenziati paired-end tramite piattaforma Illumina HiSeq2000 e 

HiSeq1000, sequenziatori che utilizzano la tecnologia ad epifluorescenza che, mediante il software 

estrae l’intensità delle immagini ed esegue qualitativamente l’identi icazione delle basi. 

Il sequenziatore è in grado di leggere in una sola corsa 6 miliardi di reads della lunghezza di circa 

200 bp in 8-10 giorni.  



Il flusso di lavoro con HiSeq  è suddiviso in tre fasi principali: generazione della libreria, 

preparazione dei cluster e sequenziamento (Fig.1) 

 

Fig.1: Rappresentazione schematica della procedura di sequenziamento della 

piattaforma Illumina HiSeq2000 (Illumina Inc., 2013).  

 

In una prima fase (a), i campioni di DNA vengono frammentati in maniera randomizzata per la 

produzione di librerie di frammenti della lunghezza di 100-300 bp, alle cui estremità vengono 

aggiunti degli oligonucleotidi adattatori necessari ad ancorare e immobilizzare i frammenti sul 

supporto dove avverrà la successiva amplificazione.  

La seconda  ase (b)   rappresentata dall’ampli icazione necessaria per generare il numero di copie 

di ogni singolo frammento di DNA (generazione di cluster). La generazione di copie dei singoli 

frammenti avviene su un supporto solido (flow cell) sul quale sono presenti oligonucleotidi 

complementari agli adattatori ligati. I frammenti di DNA si legano con entrambe le estremità a 

questi oligonucleotidi, formando delle strutture a ponte (bridge PCR amplification). A questo punto 

la DNA polimerasi sintetizza i filamenti complementari a quelli presenti, formando strutture a 

doppio filamento, che vengono poi denaturate. Con la rottura dei legami idrogeno che tengono unito 

il doppio filamento, si ottengono nuovamente due filamenti separati, numericamente raddoppiati 

rispetto allo stato iniziale. La catena di processi appena descritta si ripete un gran numero di volte, 



fino ad ottenere un cluster (o fascio di frammenti), ciascuno composto da circa 100-200 milioni di 

ampliconi clonali separati. Poiché i clusters contengono sia la copia identica all’originale  sia il 

filamento inverso, è necessario ripulire il cluster dai frammenti antisenso prima di procedere con 

l’operazione di sequenziamento vera e propria.  

L’ultima  ase (c) prevede che ai  rammenti di ogni cluster venga eseguita la sintesi del primer 

(innesco), il frammento di DNA che dà il via alla reazione di sequenziamento; questa, grazie alla 

tecnologia, può essere effettuata su centinaia di milioni di cluster in parallelo.  

Ogni ciclo coinvolge una DNA polimerasi e i quattro dNTP (deossinucleotidi, usati dalla 

polimerasi per formare la doppia catena) a cui sono state apportate due modificazioni: 

l’incorporazione di un marcatore  luorescente e l’aggiunta di un terminatore reversibile.  l 

marcatore reagisce in maniera diversa per ognuno dei quattro nucleotidi quando sottoposto a 

onde laser e permette dunque l’identi icazione della base che   stata sequenziata.  l terminatore 

  una molecola che blocca il gruppo ossidrile impedendo l’ulteriore sintesi, in modo da 

garantire l’incorporazione di una sola base;   detto reversibile in quanto può essere dissociato 

chimicamente, riattivando la sintesi. Dopo ogni incorporazione, un laser eccita il fluorescente 

del dNTP generando un’emissione luminosa che ne permette l’identi icazione. Dopodich  il 

terminatore e l’etichetta  luorescente vengono rimossi  in modo da abilitare il sequenziamento 

della base successiva. 

Terminato il sequenziamento  le sequenze nucleotidiche vengono “estratte” dai dati di 

immagine generati dalla piattaforma di sequenziamento tramite algoritmi di base-calling che 

consentono di convertire l’in ormazione di immagine in in ormazione di sequenza. 

 

3.4  Analisi bioinformatica 

 

Per quanto le varie tecnologie di sequenziamento seguano strade diverse, forniscono tutti come 

output delle sequenze.  

Per ciascun paziente vengono generate due sequenze grezze, forward e reverse, in formato Fastq 

che subiscono un processo bioinformatico di: 

  

1. Controllo qualità e Allineamento 

2. Variants calling  

3. Annotazione e filtraggio 

 



3.4.1 Controllo qualità e Allineamento  

 
 l primo step dell’analisi   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 sequenze grezze che passano il controllo di qualità vengono allineate e 

mappate ad un genoma umano di riferimento (GrCh37/Hg19) usando il tool BWA (Burrows-

Wheeler Aligner)
8
. 

Il software alla fine del processo genererà un file BAM (binary alignment mapping), il quale verrà 

sottoposto ad annotazioni e filtraggi. 

 

3.4.2  Variants Calling  

 
Una volta che le sequenze dei geni sono state ricostruite tramite l'allineamento , occorre individuare 

tutti i punti nei quali i geni differiscono dalle sequenze di riferimento del genoma umano archiviate 

nei database.   

Tecnicamente il variant calling viene eseguito in automatico grazie all'ausilio di un software detto 

Genome Analysis Toolkit (GATK). Una volta terminata l'operazione, il risultato viene 

generalmente salvato in un file VCF (Variant Call Format). Uno dei problemi maggiori di 

un'operazione di variant calling è data dalla difficoltà nel riuscire a distinguere le varianti vere dalle 

varianti irreali, dovute ad artefatti del sequenziamento o ad errori nella fase di allineamento
9,10

. 

 

3.4.3 Annotazione e Filtraggio 

 
Con i passaggi precedenti viene generata una lista di migliaia di potenziali differenze tra il genoma 

di riferimento e il genoma preso in esame, con valori di qualità della chiamata delle varianti. Il 

passaggio successivo è quello di determinare quale di queste varianti, non dovute a errori di 

sequenziamento, contribuiscono alla patologia.  

Si eseguono annotazioni attraverso database di popolazioni come dbSNP147, ExAC, GnomAD e di 

predizione di varianti come il dbNSFP che contiene i dati relativi a tools come Polyphen, Sift, 

Mutation Taster, CADD, GERPP+, fondamentali per il successivo filtraggio delle varianti 

patogenetiche di un certo impatto funzionale.  

 

3.4.4 Pipeline 

 

Il workflow utilizzato per lo scopo del progetto si articola in 10 fasi: 



 

 MapReads to Reference: in questa fase le reads vengono mappate, ossia allineate alla 

versione più recente del genoma umano di riferimento hg19 (GRCh37), al fine di 

determinare l’esatta localizzazione e rilevare eventuali mismatch di sequenza.  

 

 Local realignment: consente la rifinitura del mappaggio delle reads a livello locale in 

funzione della presenza di polimorfismi noti di tipo indel.  

 

 Coverage Analysis: consente di analizzare la percentuale di quanto   coperto l’esoma  

stimando il grado di e  icienza dell’esperimento eseguito.  

 

 Remove duplicate: è una plug-in che consente al sistema di eliminare tutti i duplicati di 

sequenza generati da amplificazione di PCR. 

  

 Probabilistic variants detection: attraverso calcolo logaritmico il programma fornisce la 

probabilità che vi sia o meno una variante. Generalmente, si richiede una coverage 

minima di 10X (ovvero di 10 sequenze) al fine di ottenere la presenza o meno della 

variante d’interesse ottenuta da almeno una sequenza forward ed una reverse. 

  

 Filter Base on Overlap: si basa su un sistema di confronto, che sfrutta un file di 

riferimento contenente le informazioni relative alle posizioni genomiche del kit di 

arricchimento utilizzato per l’allestimento della library. A tale scopo  il programma scarta 

tutte le varianti “o   target” che non rientrano in questi parametri.  

 

 Variant or Annotation Track: consiste nell’annotare ovvero dare un’identità ai 

polimorfismi rari e comuni, assegnando loro un codice numerico identificativo (detto 

RS). Si possono così distinguere polimorfismi frequenti o rari nella popolazione, mentre 

per le varianti non presenti nei database di popolazione non verrà assegnato alcun codice 

identificativo corrispondenti a varianti ultrarare. 

 

 Annotate with Overlap Information: tale plug-in permette di annotare, attraverso un file 

di riferimento di testo (bed file), le posizioni genomiche di tutti i geni sequenziati 

consentendo di assegnare ad ogni variante il gene di riferimento. 

 



 Filter against know in Variants (filtraggio dei polimorfismi comuni): dai passaggi 

precedenti si ottengono varianti rare, polimorfismi comuni e rari. Con questo ulteriore 

filtraggio si eliminano i polimorfismi con incidenza nella popolazione >1%  individuando 

solo i polimorfismi e le varianti rare. 

  

 Amino Acid Changes/Splice sites ( annotazione predizione degli amminoacidi e siti di 

splicing): è un plug-in che usa due bed files, di cui uno relativo alle coordinate delle 

coding-sequences (CDS) dei geni che saranno tradotti in proteine e l’altro con le 

sequenze di riferimento di predizione di splicing.  

 

Con tale sistema è possibile capire, in base al tipo di variante, quale nuovo amminoacido si viene a 

generare e quindi se si tratta di una mutazione sinonima, non-sinonima o una variante di splicing.  

 l risultato sarà l’annotazione di eventuali varianti di splicing, sinonime, missenso, non-senso e 

frameshift, che determinano la possibile patogenicità dell’alterazione genica. Ulteriori  iltraggi che 

vengono effettuati si basano sul probabile meccanismo genetico, isolando soltanto le varianti 

d’interesse e sul possibile impatto funzionale. 

Le varianti candidate sono state poi validate  attraverso l’analisi di segregazione in Sanger 

sequencing.  

 

3.5 Validazione Sanger 

 

Tutte le varianti individuate sono state sequenziale nei probandi e nei genitori attraverso 

sequenziamento Sanger
5
 che utilizza il metodo a terminazione di catena (DNA sequencing with 

chain-terminating inhibitors). 

Durante il processo elettroforetico i segmenti vengono eccitati da una luce laser, passano davanti a 

un rilevatore che capta la lunghezza d’onda e l’intensità  delle emissioni  luorescenti  identi icando 

quale nucleotide è presente.  

Le informazioni sono trasformate in picchi di colore diverso (uno per ogni nucleotide) con aree 

proporzionali all'intensità di emissione, vengono poi lette in modo automatico. 

 

3.6 Coltura di fibroblasti 

 



È stata eseguita una biopsia cutanea dei pazienti (punch biopsy), utilizzando un bisturi a lama 

circolare in anestesia locale. I frammenti di tessuto ottenuti, si adagiano su piastra petri con 

terreno di coltura dando così origine ai fibroblasti. 

I fibroblasti ottenuti sono stati messi in coltura utilizzando come terreno RPMI contenente FBS 

(16%), Glutamax (100X), Pen/Strep (100X), Fungizone (100X), il quale va a mimare le 

condizioni presenti nel derma in vivo e che consente ai fibroblasti di crescere e moltiplicarsi in 

due settimane.  

 

3.7 Estrazione delle proteine 

 

La procedura di estrazione delle proteine consta di diverse fasi. Inizialmente i fibroblasti dei 

pazienti cresciuti in cultura, vengono lisati con una soluzione di RIPA Lysis Buffer, rompendo 

cos  le cellule e mantenendo l’integrità delle proteine.  

Successivamente, il campione viene sonicato e centrifugato andando così a ottenere due fasi: 

una fase liquida, surnatante, e una fase solida, pellet.  

Infine si preleva il materiale di interesse e si effettua un dosaggio proteico, con metodo 

Bradford. 

  

3.8 Western blot 

 
Per dimostrare l’impatto della variante a livello proteico abbiamo effettuato un Western Blot. 

Tecnica che permette di valutare la presenza o assenza delle proteine
11

.  

Queste vengono separate in un gel di poliacrilammide in base al proprio peso molecolare e 

immobilizzate su una membrana per poi essere acquisita attraverso anticorpi specifici. Le fasi 

principali sono: 

 

1) Elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE)  

2) Trans-blotting su nitrocellulosa o PVDF 

3) Blocking o saturazione  

4) Incubazione con anticorpo primario 

5) Lavaggi in PBSt  

6) Incubazione con anticorpo secondario 

7) Lavaggi in PBSt  

8) Acquisizione di proteine con ECL 

 



3.9 Estrazione RNA 

 

L’estrazione di RNA totale da  ibrobalsti   stato ottenuto attraverso risospensione in Trizol che 

separa una miscela in una fase organica apolare, composta da  enolo cloro ormio  un’inter ase  

contenente DNA  e una  ase acquosa superiore  in cui si trova esclusivamente l’RNA. 

È stato estratto l’RNA con il   AGEN RNeasy mini kit utilizzando una DNasi.  

 

3.10 Retrotrascrizione 

 

Una volta estratto l’RNA dai fibroblasti è stato effettuato una retro-trascrizione per ottenere il 

cDNA. 

L’enzima che catalizza questa particolare reazione   la trascrittasi inversa  e consiste in una 

particolare DNA polimerasi che utilizza come filamento stampo una molecola di RNA. 

La trascrittasi inversa, per catalizzare la sintesi di una catena di cDNA, necessita di un RNA 

stampo, deossiribonucleotidi trifosfati (dNTPs), e random examer primer, i quali fungono da 

inneschi per l’enzima. È stato utilizzato il kit della ditta Bio-Rad iScript cDNA Synthesis Kit. 

   

3.11 qPCR e primers ER stress 

 

La qPCR è stata effettuata in triplicato con 2x Sso Fast EvaGreen Supermix in CFX96 Real Time 

detection system (biorad) usando oligonucleotidi disegnati secondo criteri e programmi 

bioinformatici ( Primers3 , Primer-BLAST, UCSC-Blat tool)  specifici, generando frammenti di 

~100bp ciascuno: 

 

 BIP:  

o 5’-TGTTCAACCAATTATCAGCAAACTC-3’; 

o 5’-TTCTGCTGTATCCTCTTCACCAG-3’;  

 CHOP: 

o 5’-AGAACCAGGAAACGGAAACAGA-3’; 

o 5’-TCTCCTTCATGCGCTGCTTT-3’. 

 

 3.12 Immunoistochimica (IHC) 

 



Questa procedura consente di evidenziare la formazione di complessi antigene-anticorpo  all’interno 

di un tessuto grazie ad appositi sistemi di rivelazione.  

Sono state tagliate con criostato sezioni di 7 um del tessuto d’interesse, processati con protocolli di 

colorazione di ematossilina-eosina. 

 

3.13 Immunocitochimica (ICC) 

 
Questa tecnica permette di confermare la presenza di una proteina in cellule in coltura e di 

determinare la posizione a livello cellulare. Si utilizzano anticorpi monoclonali o policlonali. 

 

o 1:200 Novocastra Rabbit Polyclonal Antibody S-100 Protein (NCL-L-S100; 

o 1:30 Mouse Monoclonal 1H2G8 anti-human EMILIN1; 

o 1:200 Rabbit Polyclonal AS556 anti-human EMILIN1. 

 

4. RISULTATI 

 

I risultati ottenuti si sono focalizzati su casi familiari di malattie rare del neurosviluppo non ancora 

diagnosticate geneticamente, composte da almeno due soggetti affetti. Per ogni famiglia sono state 

create diverse pipeline bioinformatiche sulla base della modalità di trasmissione genetica attesa e 

dei possibili meccanismi patogenetici, in modo da selezionare tra le molteplici varianti identificate 

con l’esoma, quelle con significato clinico. 

Dopo aver ricevuto il consenso delle 7 famiglie per lo studio ed in accordo con il centro di 

sequenziamento del TIGEM di Napoli e del CRS4 di Pula, sono stati sequenziati il DNA di pazienti 

e di genitori attraverso piattaforma Illumina Hiseq1000/2000. 

L’analisi dei dati grezzi ottenuti al next generation sequencing (NGS) mediante pipeline 

bioinformatiche selezionate per le diverse famiglie; sono state individuate in 4 famiglie mutazioni 

patogenetiche, supportate anche da dati sperimentali. Inoltre, non è stato possibile raggiungere un 

risultato positivo nelle restanti 3 famiglie, probabilmente dovuto all’implicazione di meccanismi 

genetici non valutabili attraverso exome sequencing. 

 

 

4.1 Famiglia 1 

 

La prima famiglia è composta da 3 pazienti affetti con microcefalia, ipoplasia pontocerebellare con 

difetti dello sviluppo, epilessia ed anomalie dei denti (Fig.2). 



Abbiamo eseguito un homozygosity mapping attraverso un vetrino ad alta densità Human610-Quad 

Infinium HD BeadChip su piattaforma Illumina iSCAN, individuando diverse regioni di omozigosi 

sui cromosomi 1-2-3-11 con regioni di circa 1Mb come descritto in Figura 3. 

 

 

Fig.2: pazienti appartenenti alla famiglia 1 con microcefalia, epilessia ed anomalie dei denti 

 

 

 

Fig.3: regioni di omozigosi presenti nel paziente sui cromosomi 1-2-3-11 

 

 

Il DNA genomico della famiglia è stato sottoposto a NGS e  trattato con un kit di arricchimento 

della ditta Agilent Technologies (SureSelect Clinical research exome 54Mb) e sequenziato 

attraverso sequenziatore HiSeq1000 dell’ Illumina, tale sequenziamento ha garantito una copertura 

media dell’intero esoma del 95% a 10X (ogni base   coperta da almeno 10 sequenze) riuscendo ad 

arricchire diverse varianti all’interno di queste regioni. 

Le sequenze grezze ottenute sono state analizzate attraverso una pipeline informatica costruita nel 

nostro laboratorio con il software CLC Bio Genomics Workbench 7.5.1. 

Il numero di varianti ottenute dal processamento dei pazienti III.1, III.2, III.3 è rispettivamente di 

circa 40.738, 51.161 e 48.328. 



Le varianti sono state selezionate sulla base del grado di intolleranza dei geni alla variabilità e sulla 

base di database di frequenza di popolazione come dbsnp147,ExAC e GnomAD con frequenza 

dell’allele minoritario ≤ 0,001%. 

Inoltre, sono state selezionate le varianti condivise tra i pazienti e filtrate in base al possibile 

meccanismo ereditario, al tipo di mutazione (non-sinonima, insdel, splicing) e sull’impatto di 

patogenicità degli aminoacidi predetto attraverso programmi bioinformatici come Polyphen, Sift, 

Mutation Taster, CADD, GERP++. Infine, sono state effettuate le correlazioni genotipo/fenotipo 

sulla base delle varianti nei geni individuati. 

Dopo aver effettuato i filtraggi  l’analisi ha messo in evidenza una variante patogenetica condivisa 

nei tre pazienti affetti presente nella regione di omozigosi del cromosoma 1. 

 

Questa variante identificata è una delezione frameshift in omozigosi di una guanina a livello 

dell’esone 5 nel gene AMPD2 (adenosina monofosfato deaminasi) #NM_001257360.1, c.495delG 

p.R165fs. 

Tale gene codifica per una proteina che ha funzione di enzima deaminasico, importante nel 

metabolismo delle purine per la conversione di AMP in IMP. Un deficit di AMPD2 comporta un 

accumulo di nucleotidi di adenosina e una deplezione dei nucleotidi di guanosina provocando una 

alterata traduzione delle proteine e difetti nel metabolismo
14,15,16,17

. 

La variante è stata validata attraverso Sanger sequencing in tutta la famiglia, nella quale i soggetti 

affetti presentavano una delezione in omozigosi ed i genitori erano portatori sani di tale variante 

(Fig.4). 

 

 

 

Fig.4: Albero genealogico e sanger sequencing della famiglia 1 

 

 



Tale gene era stato precedentemente riportato da Aziu et al. nel 2013 sulla rivista Cell, in diverse 

famiglie con sindrome pontocerebellare (PCH)
15

. Il nostro studio espande il quadro fenotipico di 

questa sindrome la quale non era stata ancora associata a malformazione dentaria. Questa nuova 

variante patogenetica individuata espande lo spettro delle mutazioni e sottolinea quanto sia 

importante l’impatto di AMPD2 per questa sindrome. Tale studio è stato oggetto di pubblicazione 

nella rivista Neurology Genetics. 

 

Novel AMPD2 mutation in pontocerebellar hypoplasia, dysmorphisms, and teeth 

abnormalities.  

Accogli A, Iacomino M, Pinto F, Orsini A, Vari MS, Selmi R, Torella A, Nigro V, Minetti C, 

Severino M, Striano P, Capra V, Zara F.  Neurol Genet. 2017 Aug 9;3:e179. doi: 

10.1212/NXG.0000000000000179.  

 

4.2 Famiglia 2 

 

La seconda famiglia studio riguarda un paziente di nove mesi, originario di un piccolo paese 

siciliano (Fig.5) che all’ammissione presso il nostro ospedale nel 2015, presentava un quadro 

neurodegenerativo complesso e una grave encefalopatia ed atrofia muscolare, gravi ipotono, 

artrogriposi e ritardo dello sviluppo. 

 

 

Fig.5: localizzazione del piccolo paese siciliano da 50000 abitanti 

 

All’età di 6 mesi  so  riva di spasmi epilettici che coinvolgevano sia gli arti superiori che quelli 

inferiori e non ha risposto al trattamento con corticosteroidi. 

La valutazione neurologica ha dimostrato una grave ipotonia globale con movimenti ridotti, nessun 

controllo della testa, plagiocefalia frontale, problemi respiratori e pugno debole (Fig.7 A). 

Il paziente in esame soffriva di sporadici spasmi tonici degli arti superiori e inferiori. 



Abbiamo eseguito lo screening per anomalie metaboliche risultato essere normale tranne per 

l’aumento di CK (976 U / L). 

L'elettroencefalogramma (EEG) ha mostrato uno sfondo rallentato e anomalie epilettiche 

multifocali, più evidenti sulle aree occipitali sinistro e destra del cervello temporale (Fig.7 B). 

La risonanza magnetica (MRI) del cervello ha mostrato atrofia corticale diffusa, grave 

assottigliamento della sostanza bianca e cambiamenti del segnale nella materia bianca 

periventricolare e ponte (Fig.7 C,D). 

L’elettromiogra ia (EMG) ha con ermato un danno neurogeno con presenza di maggiori ampiezze e 

potenziali di unità motoria polifasici (Fig.7 E). Attraverso una colorazione di Ematossilina/Eosina 

(H&E) su tessuto muscolare è stato messo in luce un danno della rete miofibrillare, comprese le 

fibre anulari dove sono in evidenzia anche i nuclei (Fig.7 F). 

La biopsia muscolare ha indicato un grave coinvolgimento del secondo motoneurone con 

sostituzione fibrosa dei tessuti muscolari, la presenza di fibre atrofiche raggruppate e l'ipertrofia di 

fibre di tipo I (Fig.7 G).  

 

 

 

 

 

Fig7. (A-G): A) Paziente con variante PRUNE1;B) EEG presenta anomalie epilettiche multifocali; 

C-D) MRI, atrofia corticale e assottigliamento sostanza bianca con alterazioni del ponte; E) EMG 

presenta maggiori ampiezze e potenziali polibasici; F) H&E presenza di nuclei con  danno 



miofibrillare; G)ATPasi e NADH staining con presenza di fibre tipo I e II (freccia rossa) nell’ 

immagine sinistra, mentre in quella di destra lesioni di fibre grandi (stella rossa) e piccole fibre che 

indicano lesioni (testa-freccia)con depositi citoplasmatici. 

 

Per la concomitanza dei segni sia del sistema nervoso centrale che periferico ha permesso 

inizialmente di escludere una serie di geni coinvolti in un quadro SMA (SMN1, EXOSC3 e 

EXOSC8) attraverso sequenziameto di singoli geni, risultati negativi. Abbiamo quindi sottoposto il 

campione del soggetto ad homozygosity mapping, attraverso un vetrino ad alta densità Human610-

Quad Infinium HD BeadChip su piattaforma Illumina iSCAN, selezionando una regione di 

omozigosi specifica sul cromosoma 1 (Fig. 8). 

 

 

Fig. 8: Analisi di Homozygosity mapping della regione di omozigosi sul Cromosoma 1. 

 

Dopo aver ricevuto il consenso, abbiamo eseguito uno studio di NGS garantendo una copertura 

media del 90% ad una coverage del 10X,  per una migliore comprensione dei dati abbiamo 

sottoposto a sequenziamento anche i genitori. 

Abbiamo trattato il DNA genomico per l’arricchimento delle sequenze codificanti con un kit della 

ditta Agilent Technologies (SureSelect Clinical research exome 54Mb) e sequenziati attraverso un 

sequenziatore HiSeq1000 della ditta Illumina. 

Il numero di varianti ottenute dal processamento del paziente II.2 è di circa 135.738, tali varianti 

hanno subito una selezione sulla base della  requenza dell’allele minoritario ( ≤ 0.001%), dell’ 

impatto funzionale (non-sinonima, insdel, splicing) e del meccanismo genetico. Abbiamo quindi 

individuato 3 varianti rare nei geni PRUNE1, SPAG17 e ECM1 nella regione di omozigosi (Tabella 

1), validate attraverso metodica Sanger (Fig.9). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.9: Albero genealogico con relativo sanger della variante omozigote in PRUNE1. 

 

 

Recentemente sono state evidenziate mutazioni nel gene PRUNE1 in una piccola coorte di pazienti 

con un complesso fenotipo neurologico del neurosviluppo, caratterizzato da ipotonia centrale, gravi 

ritardi nello sviluppo, microcefalia, convulsioni, atrofia e atrofia corticale e/o cerebellare
19,20,21

. 

Tali mutazioni sono state identificate e descritte nel 2015 sulla rivista Neuron da Karaca et al. in tre 

famiglie consanguinee. 

Sulla base di questi dati ci siamo concentrati sul gene PRUNE1, unica variante che potesse spiegare 

il fenotipo del paziente. Ad oggi, i restanti due geni SPAG17 e ECM1 non sono stati descritti essere 

associati a malattia o dimostrati essere causativi di patologie umana. 

Le famiglie descritte da Karaca et al condividono con il nostro paziente la stessa variante c.316G>A  

p.D106N, che ricade all’interno di uno dei 4 domini fondamentali della proteina, il dominio DHH 

(Asp-His-His) per la ripetizione di questi tre amminoacidi
18,19,20

. 

Nel 2017 è stato dimostrato da Zollo et al. il coinvolgimento della proteina nella regolazione della 

motilità e della proliferazione cellulare attraverso le vie dei microtubuli
20

. 

Tale lavoro pubblicato sulla rivista Brain ha evidenziato anche il ruolo nello sviluppo fisiologico del 

neurite, nella formazione di sinapsi e nella sopravvivenza del precursore del neurone. 

 

Tabella 1. Lista delle varianti ereditate nel probando  

 



A differenza dei lavori descritti in precedenza il nostro paziente associa, oltre che un interessamento 

del sistema nervoso centrale anche un quadro con interessamento muscolare e quindi del sistema 

periferico. 

Questo paziente dimostra come il fenotipo sotteso da mutazioni in PRUNE1 presenti difetti del 

secondo neurone motorio, come documentato dai risultati della biopsia clinica e muscolare. 

Sebbene la combinazione del difetto del secondo motoneurone spinale e il disturbo dello sviluppo 

cerebrale non siano rari, questo coinvolgimento specifico non è mai stato riportato in altri pazienti 

PRUNE. 

Pertanto questo gene deve essere testato in pazienti con fenotipo complesso che coinvolge sia i 

neuroni centrali che periferici. Tale studio è stato pubblicato nella rivista European Journal of 

Pediatric Neurology.  

 

 

Spinal Motor Neuron Involvement In a Patient With Homozygous PRUNE Mutation. 

Michele Iacomino MS, Chiara Fiorillo MD, Annalaura Torella PhD, Mariasavina Severino MD, 

Paolo Broda BS, Catia Romano MD, Raffaele Falsaperla MD, Giulia Pozzolini BS, Carlo Minetti 

MD, Pasquale Striano MD,PhD, Vincenzo Nigro MD,  Federico Zara PhD 

European Journal of Pediatric Neurology 

 

 

4.3 Famiglia 3 

 

La terza famiglia è costituita da padre (I-1) e tre figli (II-1, II-2, II-3) (Fig. 10), i quali presentavano, 

già nella prima infanzia, un quadro clinico caratterizzato da una amiotrofia e una lassità distale dei 

lembi inferiori
22

. 

 

 

 

Fig.10: Albero genealogico famiglia 3 

 



 

In comparazione con il padre, i due figli maggiori dispongono di un quadro clinico più severo, 

caratterizzato da una anormale andatura,  una lassità articolare marcata ai piedi e un aumento del 

riflesso tendineo.  

Studi di elettromiografia mostrano un cambiamento neurogeno e una ridotta ampiezza dei potenziali 

di azione dei muscoli degli arti inferiori, le conduzioni nervose sensoriali sono del tutto normali. 

L’aumento del ri lesso tendineo e modello di andatura, con ginocchia addotte e piegate, 

suggeriscono anche il coinvolgimento del motoneurone superiore. 

Il fenotipo difficilmente può essere inquadrato in una diagnosi specifica; tuttavia la gravità clinica è 

più pronunciata nei bambini in comparazione con il padre, suggerisce una espressività variabile 

dell'allele mutante. 

La lassità articolare è marcata ai piedi e alle caviglie e minima agli arti superiori, quindi non può 

soddisfare i criteri per il tipo di ipermobilità di Ehlers Danlos (EDS)
23

.  

Sono inoltre documentati una bassa ampiezza di CMAP del nervo peroneo e, in associazione con 

alterazioni neurogeniche all’EMG e biopsia muscolare  possibili segni di una neuropatia motoria 

distale
22

. 

Abbiamo eseguito un NGS della famiglia attraverso piattaforma Illumina Hiseq2000 con un kit di 

arricchimento Nextera Rapid Capture Expanded Exome 62Mb. 

Abbiamo selezionato le varianti attraverso una pipeline disegnata per questo caso specifico.  

Il numero totale di varianti per i pazienti II.1,II.2,II.3 sono rispettivamente 18.508,  19.043, 18.628 

di cui 945 condivise allo stato eterozigote secondo un modello ereditario autosomico dominante, 

infine selezionate secondo criteri specifici come varianti ultra rare con una MAF ≤ 0 0001% sulla 

base di database di popolazione e sul tipo di mutazione (non-sinonima, insdel, splicing) con 

caratteristiche patogenetiche.  

Tra le varianti non sinonime riscontrate nei 3 pazienti, sono state selezionate due varianti 

patogenetiche: 

 

 Una variante non-sinonima c.748C>T p.R250C in EMILIN1 #NM_007046;  

 Una variante di splicing c.5478+1G>T p.Q1826fs in SPTAN1 #NM_001130438; 

 

Il sequenziamento Sanger ha confermato la presenza di entrambe le mutazioni nei 3 soggetti affetti 

(II-1, II-2, II-3) e nel padre (I-2)  mentre ne ha con ermato l’assenza nella madre sana (I-2). 

Entrambe le varianti nei suddetti geni sono risultate essere damaging da tools bioinformatici e 

assenti in database come ExAC e GnomAD. 



Non riuscendo a discriminare le varianti patogenetiche sono stati effettuati studi funzionali, in 

quanto il gene SPTAN1 era già stato associato ad un quadro di encefalopatia epilettica a differenza 

del gene EMILIN1, descritto in una unica famiglia di tre generazioni che causa un disturbo del 

tessuto connettivo associato ad una neuropatia sensoriale-motoria
24

. 

Attraverso studi funzionali con tecnica Western Blot (WB) per Sptan1, su proteine estratte da 

fibroblasti, i livelli di proteina Sptan1 marcata con anticorpo anti-Sptan1 erano sovrapponibili al 

confronto tra pazienti (II.2, II.1) e controlli (CN1,CN2), e per tale motivo questa variante di splicing 

non comportava nessun difetto a livello della proteina (Fig.11). 

 

 

Fig.11: Western blot SPTAN1: linea 1: Marker; linea 2-3 rispettivamente pazienti (II.2,II.1); linee 

4-5 rispettivamente controlli (CN1,CN2); nella parte inferiore la proteina di controllo GAPDH; 

sulla destra il rapporto tra i valori di SPTAN1/GAPDH. 

 

Risultando negativa l’indagine su SPTAN1, sono stati concentrati gli sforzi sulla variante p.R250C 

di Emilin1 che presenta un residuo di extracisteina a livello della regione coiled-coil. Attraverso il 

tool Lupas
12,13,25

 che esamina le strutture coiled-coil è stata evidenziata una riduzione della 

formazione del potenziale coiled-coil e quindi un probabile difetto di folding della proteina (Fig. 

12). 



 

Fig 12: Tools Lupas coiled-coil valori di probabilità tra amminoacido wt con variante in EMILIN1 

 

Conseguentemente, è stata effettuata una analisi funzionale su fibroblasti cutanei dei tre pazienti, e 

attraverso immunofluorescenza con anticorpo anti-Emilin1. Lo studio ha evidenziato un difetto di 

deposizione di Emilin1 nello spazio extracellulare, e disorganizzazione delle fibre di emilina 

scarsamente ramificate. Tali dati suggeriscono che la mutazione potrebbe compromettere la normale 

secrezione e/o la scorretta organizzazione della proteina nella matrice extracellulare (Fig.13a). 

Infatti, attraverso analisi di WB con anti-emilin1 e anti-tubulin (proteina di controllo) si può notare 

una riduzione massiccia dei livelli di Emilina nella matrice extracellulare dei pazienti (I-1,II-1,II-2) 

rispetto ai controlli (Wt) (Fig.13b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

a) 

 

 

b) 

 

 

 

Fig. 13: (a) Immunofluorescenza con anticorpo anti-emilin1 su fibroblasti, una riduzione del 

rilascio di Emilin1 nei pazienti (I-1,II-1,II,2) rispetto al controllo Wt. (b) Western blot su matrice 

extracellulare con anticorpo anti-emilin1 su pazienti e controllo, con proteina di controllo Tubulina 

su lisati cellulari. 

 

 

Dal precedente lavoro di Capuano et al, la variante individuata p.A22T presente nella regione N-

terminale del peptide segnale della proteina, mediante analisi qPCR dei geni CHOP e BIP che sono 

dei marker molecolari dello stress del reticolo endoplasmatico, hanno dimostrano che la variante 

provocava difetti di accumulo e rilascio da parte del reticolo
24

. 

Per tale motivo, è stata eseguita una qPCR da RNA totale di II-1 e II-2 con CHOP e BIP, dove non 

sono state ottenute variazioni significative, probabilmente dovuto al fatto che la variante p.R250C 

fosse collocata a livello del coiled-coil, regione proteica non implicata nel meccanismo di rilascio 

del reticolo endoplasmatico (Fig. 14 a-b). 

 

 

 



 

Fig.14: qPCR su RNA da fibroblasti per i geni responsabili dello stress del reticolo 

endoplasmatico: (a) CHOP e (b)BIP,  mentre PPIA e RPL13A sono stati scelti come geni 

housekeeping. Infine i livelli di espressione sono stati normalizzati usando il metodo comparativo 

Ct con i due housekeeping PPIA e RPL13A, da Biorad CFX manager software.  

L’analisi statistica è stata eseguita mediante il test di Kruskal-Wallis con le correzioni di Dunn’s 

per le comparazioni multiple (n=3). 

 

 

Infine, per sostenere il ruolo dell' emilina nel tessuto connettivo umano e/o nei nervi periferici, 

abbiamo studiato le sezioni muscolari del paziente II-2 e notato una forte presenza della proteina nel 

perimisio e in alcuni fasci nervosi intramuscolari. 

La proteina S100 è stata utilizzata come marker di componenti neuroectodermici.  

Abbiamo effettuato una co-immunofluorescenza delle proteine Emilin1 e S100  all’interno della 

struttura nervosa del muscolo.  

L’anticorpo monoclonale contro Emilin1 utilizzato in verde  mentre l’anticorpo policlonale contro 

S100  in rosso. 

Abbiamo notato che S100 è fortemente presente negli assoni nervosi, mentre emilin1 sembra 

marcare  prevalentemente gli strati del tessuto connettivo intorno ai fascicoli nervosi (Fig.15). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 15: Immunofluorescenza con anticorpo policlonare per Emilin1 su un nervo di una biopsia 

muscolare del paziente II.2. Immunofluorescenza su nervo II.2 con anticorpo monoclonare in verde 

per emilin1 e rosso per S100. 

 

Per sostenere ulteriormente un ruolo di EMILIN-1 nella funzionalità e nello sviluppo dei nervi 

periferici abbiamo inattivato emilin1a in zebrafish mediante un morfolino già testato.
26

  

Abbiamo osservato che emilin1a morphants a 48hpf mostrava difetti morfologici, come la curvatura 

del corpo (Fig.16A) e una compromissione dello sviluppo del cervello, con una differenza 

statisticamente significativa della fluorescenza nell'area cerebrale rispetto ai fratelli di controllo 

(Fig.16B-C). L'immunofluorescenza con l'anticorpo ZNP1 ha confermato che la down-regolazione 

di emilin1a era associata a difetti del motoneurone mostrando uno sviluppo anormale degli assoni, 

con diminuzione delle arborizzazioni (Fig.16D). Difetti locomotori sono stati osservati a 30hpf, 

attraverso l'aumento della frequenza di avvolgimento almeno tre volte superiore rispetto agli 

embrioni di controllo, suggerendo una compromessa eccitabilità neuronale (Fig.16E); inoltre, a 

48hpf (Fig.16F) e 120hpf (Fig.16G-H), gli embrioni e le larve di morphants hanno mostrato difetti 

motori, con una diminuzione dell'attività locomotoria rispetto al wild-type. I dati ricavati dagli 

esperimenti attraverso la co-iniezione di spliceMO e cRNA di mutanti umani portatori di p[R250C] 

hanno avvalorato i possibili effetti patogeni della mutazione (Fig.16I), poiché non era in grado di 

recuperare il difetto locomotore a 48hpf. Al contrario, questo è stato in parte osservato con la co-

iniezione di spliceMO e cRNA di umani e zebrafish WT (Fig.16L-M). 

 

 



 

 

Fig.16: A) emilin1a morphants a 48hpf mostrano difetti morfologici. B) Sviluppo del cervello 

alterato di larve morphant a 3dpf rispetto ai fratelli di controllo. C) Quantificazione della 



fluorescenza cerebrale che mostra un'intensità di fluorescenza ridotta nelle larve emlin1a. (*** P ≤ 

0,001). D) emilin1a morphants a 48hpf mostrano uno sviluppo anormale generale di assoni di 

motoneuroni spinali (80x), con una ramificazione assonale ridotta rispetto ai fratelli di controllo 

(200x). E) Analisi di avvolgimento di embrioni 30hpf che mostrano un aumento ipereccitabilità 

neuronale degli embrioni emilin1a iniettati (*** P ≤ 0,001). F) Diminuzione del movimento in 

risposta allo stimolo tattile dei morphants a 48hpf rispetto ai controlli non iniettati (*** P ≤ 0,001). 

G-H) Compromissione locomotoria di larve 5 dpf iniettate con emilin1a morfolino rispetto ai 

fratelli wild-type, utilizzando un sistema di localizzazione (**** P ≤ 0,0001). I) Analisi di risposta 

evocata tattile di embrioni co-iniettati a 48hpf con EMILIN1 p.R250C cRNA ed emilin1a MO umani 

che rivelano che il cRNA mutante non è in grado di recuperare il fenotipo locomotore. L-M) 

Recupero del fenotipo locomotore utilizzando cRNA di wt umani e zebrafish. (ns P> 0,05; *** P ≤ 

0,001; **** P ≤ 0,0001). 

 

 

Gli studi funzionali eseguiti hanno dimostrato l’e  etto patogenetico della mutazione in EMILIN1. 

Emilin1, è stato identificato come componente delle fibre elastiche ed è fortemente espresso nei 

tessuti dove flessibilità ed elasticità sono fondamentali. Attraverso lo studio del modello di 

zebrafish è stato dimostrato il coinvolgimento di EMILIN1 nel SNC (Sistema Nevoso Centrale) 

attraverso studi di locomozione e arborizzazione assonale da parte dei motoneuroni. È noto che la 

famiglia in esame abbia rilevato anomalie minori di rotazione e lieve deterioramento cognitivo che 

possa far pensare ad un coinvolgimento del SNC, seppure non grave, ed in linea con alterazioni 

lievi del SNC osservata in zebrafish. Lo studio confermato su embrioni di zebrafish può far pensare 

ad un coinvolgimento di EMILIN-1 nello sviluppo del sistema nervoso. Sicuramente con ulteriori 

pazienti mutati in questo gene sarà possibile espandere ulteriormente il fenotipo e giungere ad una 

correlazione genotipo-fenotipo definitiva. Tale studio è oggetto di un manoscritto in corso di 

pubblicazione. 

 

Proposal paper: 

 

A NOVEL EMILIN1 MUTATION IMPAIRS THE COILED COIL FORMING 

POTENTIAL AND CAUSES AXONAL MOTOR NEUROPATHY  

 

Michele Iacomino, Roberto Doliana, Maria Marchese, Alessandra Capuano, Pasquale Striano,  

Paola Spessotto, Rosa Iodice, Fiore Manganelli, Giulia Bosisio, Paola Lanteri, Simona Baldassari, 



Serena Baratto, Floriana Fruscione, Valeria Prada, Angelo Schenone, Paolo Broda, Alessandra 

Tessa, Alfonso Colombatti, Carlo Minetti, Filippo Maria Santorelli, Federico Zara*, Chiara 

Fiorillo*. 

 

 

 

4.4 Famiglia 4 

 

La quarta famiglia (Fig.17) è composta da un soggetto affetto con una grave ipoplasia del ponte e 

del verme, un quadro epilettico grave, con spasticità e profondo ritardo nello sviluppo. 
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Fig.17: Albero genealogico famiglia 4 con due soggetti affetti. 

 

 

Abbiamo eseguito exome sequencing con un kit Agilent SureSelect Clinical exome 54Mb su DNA 

genomico del probando II.2, il numero di varianti generate erano 45.848 . Tali varianti hanno subito 

diversi filtraggi specifici, consentendo di individuare una nuova variante in omozigosi c.790C>T 

p.R264X nel gene WWOX #NM_016373.3 già associato a certe forme di encefalopatia
27,28,29,30,31

. 

Recentemente, mutazioni in WWOX sono state identificate nell’ambito dei disordini del sistema 

nervoso centrale (SNC), evidenziando un ruolo precedentemente non rivelato di questo gene nel 

normale sviluppo e funzione del SNC
27,28,29

. 

Nel Gennaio 2018 il paziente   deceduto all’età di 13 anni  contestualmente la madre  rimasta 

incinta di un altro figlio, presentava ai dati strumentali di laboratorio livelli di alfa-fetoproteina 

alterati ed all’analisi eco-tesla3D evidenti alterazioni strutturali, come assenza del corpo calloso e 

ipoplasia del verme. 

È stata eseguita una diagnosi genetica su liquido amniotico con sequenziamento Sanger della 

variante già evidenziata nel fratello II.2, risultato essere positivo. 



Per i risultati ottenuti, la madre ha optato per una interruzione di gravidanza alla 21
a
 settimana di 

gestazione.  

All’analisi autoptica   stato osservata e con ermata una mancanza del corpo calloso ed una ipoplasia 

del verme, tali risultati sono in linea con la letteratura
31

 e tale caso potrebbe essere il secondo caso 

di feto descritto in letteratura, ma il primo con una caratterizzazione dei difetti anatomici strutturali 

evidenziati attraverso una colorazione di Ematossilina/Eosina dell’encefalo che ha messo in 

evidenza un evidente difetto importante di organizzazione nella corteccia (Fig.18 ). 

 

 

 

 

Fig18. Colorazione con Ematossilina/eosina di corteccia encefalica di un controllo e paziente II.3 

di 21 settimane, si osservano difetti di corteccia e disorganizzazione; Acquisizione con 

ingrandimento a 5 e 10X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. CONCLUSIONI 

 

Le tecnologie NGS hanno garantito alla comunità scientifica la possibilità di studiare una vasta 

gamma di malattie genetiche, garantendo un lavoro uniforme in ambito della ricerca clinica, con 

conseguente crollo dei costi e tempi di analisi, rispetto alle tecniche molecolari tradizionali. 

Le tecnologie informatiche hanno giocato un ruolo chiave nel passaggio della semplice 

identi icazione  all’interpretazione del ruolo patogenetico delle varianti genomiche determinando un  

miglioramento del lavoro del ricercatore nella elaborazione dei dati genetici. 

La tecnologia WES è stata utile negli ultimi anni per i casi non diagnosticati clinicamente, ma che 

presentavano un sospetto diagnostico di malattia. 

Nel breve futuro, il sequenziamento “whole exome sequencing” di malattie rare del neurosviluppo, 

negative ad analisi genetiche tradizionali, sostituirà i pannelli genetici custom per specifiche 

patologie, in quanto permette di ottenere sia informazioni su geni noti che geni non associati a 

malattia che potrebbero spiegare il fenotipo. 

Per tale motivo, lo studio ha evidenziato le potenzialità delle nuove tecnologie genomiche nel 

chiarificare le basi genetiche di patologie neurologiche rare, difficilmente diagnosticabili su base 

clinica. Tale approccio genome-wide, inoltre, consente di mettere in luce nuove correlazioni 

genotipo-fenotipo e di espandere lo spettro clinico di specifiche condizioni genetiche. 

Lo studio mette in luce anche l’identificazione dei portatori per un più efficace counselling genetico 

per le famiglie a rischio e per la diagnosi prenatale. 

L’identificazione dei meccanismi patogenetici alla base delle patologie neurodegenerative è 

essenziale per lo sviluppo di terapie più efficaci per la futura medicina personalizzata. 
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