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DNA: |la molecola della vita

= | 'acido desossiribonucleico (DNA) e un acido nucleico,
presente nel nucleo delle cellule, che contiene le
Informazioni genetiche indispensabili per lo sviluppo ed |l
corretto funzionamento degli organismi viventi

= || contiene il patrimonio ereditario di ogni organismo,
scritto in un linguaggio particolare chiamato codice genetico

= L rappresenta il tramite attraverso cui le istruzioni del
DNA si traducono in

3 rivestono un’importanza

fondamentale per lo svolgimento di tutte le attivita alla base
del processi vitali



| Gene

= e I'unita ereditaria fondamentale degli organismi viventi

= | geni corrispondono a porzioni di codice genetico localizzate in
precise posizioni all’interno della sequenza di DNA e
contengono tutte le informazioni necessarie per la produzione
di una proteina

= Essi sono contenuti ed organizzati all’interno dei cromosomi,
presenti in tutte le cellule di un organismo

= un gene , contiene l'informazione per quel
carattere
= un gene , prima di

ogni divisione cellulare avviene la duplicazione del materiale
cromosomico e poiché i geni si trovano all’ interno del
cromosoma si duplicano e copiano I'informazione che
contengono

“un gene , 'informazione
genetica si esprime nei caratteri



Mutazionli, geni e malattia

= Ogni singolo cambiamento nella sequenza del
DNA costituisce una mutazione e puo causare una
conseguente alterazione nell’espressione e/o nel
funzionamento di una proteina che puo essere
responsabile del manifestarsi di una malattia

= E stato calcolato che le alterazioni dei nostri geni
sono responsabili di circa 5000 malattie ereditarie.

= Malattia genetica:una qualsiasi malattia che
Implica una mutazione genomica, cromosomica o
genetica. Se gquesta e trasmessa alla prole si parla
di malattia ereditaria.

= Altre mutazioni, anziché evidenziarsi in maniera
diretta come malattia, possono causare una
predisposizione ad esse.




Riepilogando: cos’e il Genoma?

= |l genoma e l'insieme di tutte le informazioni genetiche
depositate nella sequenza del DNA contenuto nel nucleo delle
cellule sotto forma di cromosomi

= Nel genomarisiedono i geni, cioe le sequenze in cui risiede
I'informazione genetica per la sintesi delle proteine, che
stabiliscono le caratteristiche peculiari di ogni individuo

= Si stima che nel genoma umano siano presenti circa 50000
geni

= La sequenza del DNA risulta dalla disposizione lineare di
guattro molecole differenti, i nucleotidi o basi

= A ogni tripletta di nucleotidi corrisponde una determinata
informazione per la sintesi delle proteine, i macchinari che
eseguono tutte le funzioni fondamentali delle cellule

= Se una di queste lettere cambia, subisce cioe una mutazione,
I'informazione genetica puo risultare alterata e le proteine
potrebbero non venire piu prodotte in modo funzionale
causando lo sviluppo di una malattia genetica



Analisi del DNA: leggere ogaqi Il
DNA completo dellluomo a fini
diagnostici e terapeutici

= L’analisi del DNA permette I’acquisizione di informazioni
utili per individuare I'eventuale implicazione di alterazioni
nella sequenza del DNA nello sviluppo di patologie
genetlche e per comprendere le basi genetlche
dell'evoluzione e del funzionamento dell'organismo umano

= Il sequenziamento consiste nell'individuare e ordinare tutti |
nucleotidi che costituiscono il nostro patrimonio genetico
cosi come sono posizionati nel genoma

= Sequenziare vuol dire quindi leggere l'ordine in cui sono
disposte lungo il DNA le basi, cioe le lettere del codice
genetico

= || sequenziamento costituisce una tappa fondamentale per
la comprensione del ruolo delle varie parti del genoma
umano, e un trampolino di partenza per decodificare il
nostro patrimonio genetico



Test molecolari per identificare le
malattie

= Nel caso delle malattie rare l'identificazione di una mutazione
porta alla certezza di una malattia

= Piu rapida ed efficace sara la lettura del genoma, prima si
arrivera a comprendere i geni responsabili di alcune
patologie, con la possibilita di arrivare a diagnosi rapide e
allo sviluppo di una medicina personalizzata, fatta anche di
farmaci intelligenti studiati per la malattia e I'individuo
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Malattie retiniche ereditarie

= Le malattie ereditarie della retina colpiscono circa 1 su 2,000
individui, piu di 2 milioni di persone nel mondo

= |[n alcuni gruppi di pazienti la malattia puo essere stazionaria
e lieve (cecita notturna stazionaria congenita, acromatopsia)

= Altri disordini sono progressivi come la retinite pigmentosa

= Negli ultimi 20 anni la conoscenza delle basi molecolari delle
malattie retiniche ha avuto un importante sviluppo

= La ricerca ha permesso di migliorare la valutazione
diagnostica tramite I'uso di nuovi test genetici

= L'introduzione di tecnologie avanzate ha cambiato
I'approccio allo studio delle malattie genetiche



Malattie retiniche ereditarie

= Le malattie retiniche ereditarie sono causate da mutazioni del
DNA ed in particolare di geni che codificano per proteine
coinvolte nel processo che determina la trasformazione di
impulsi luminosi in segnali nervosi.

= Questo fa si che le proteine non funzionino regolarmente ed
Il metabolismo della cellula retinica ne sia alterato. La
conseguenza di cio e che le cellule programmate per durare
molti anni muoiono prima.




Malattie retiniche ereditarie

= | 'eterogeneita dei disordini retinici ereditari si riflette
nell’elevato numero di geni mutati correlati

= Piu di 150 geni responsabili sono stati identificati come
responsabili ( )

= Ad oggi non e stato ancora possibile identificare mutazioni

geniche responsabili della malattia in un significativo numero
di pazienti


http://sph.uth.tmc.edu/Retnet/home.htm

Rod > cone photoreceptor diseases

|

(non syndromic ) [ oynaromi |

Night blindness:
GNATT1, PDEEB,
RHO

—{ recessive '

Incompilete night blindness
CABP4, (CACNAZD4)

Complete night blindnass
GRMSE, TRPM1

Oguch: disease:

SAG, GRK1

X-linked

Incompilete night blindnass
CACNATF

Compilete night blindness
NYX

Retinitis pigmentosa
BEST1, CA4. CRX,
FSCN2, GUCA1B,
IMPDH1T, KLHL7.
NRZE3, NRL, PAP1,
PRPF3, PRPFS8,
PRPF31, PRPH2,
RDH12, RGR, RHO,
ROM1, RP1. SEMA4A,
SNRNP200, TOPORS

—{ recessive |

Retinitis pigmentosa
ABCA4, BEST1, CERKL,
CNGA1, CNGB1, CRBT,
EYS, LRAT, MERTK,
NRZE3, NRL. PDEGA,
PDEGB, PRCD, PROM1T,
RBF3, RGR, RHO, RLBFP1,
RP1, RPEGS5, SAG, TULPT,
USH2A

*-—{ dominant l recessive

Bardet Biadl syndrome:
BEBS1, B6S2, BBS3, B854,
B8B8SS5, BBS6, BBS7, BBSS,
BBSS9, BBS10, BBS117,
8B8S12, CEP230

Joubert syndrome:
AHL?T, ARL13B,
CC2D2A, CEP290,
NPMHPT, RPGRIPTL.
TMEME?7, TMEM216

Primary ciliary dyskinesia (PCD)
DNAHS, DNAH1T1, DNAIT,
DNAIZ, KTU. TXNDC3

Refsum disease
PAHX, PEX1, PEX7,
PEX26, PXMP3

CEPZ290, NPHP1, NPHP2,
NPHP3, NPHP4, NPHPS

—'l X-linked I

Retinitis pigmenlosa
RP2 (semi-dominant and
recessive), RPGR
{dominant and recessive)

Usher syndrome:
CLRN1, CLRN3,
DFNB31, GPRS8,
MYOT7A, PCOMH15,
SANS, USHI1C, USH1D,
USHZ2A

—I X-linked '

Joubert syndrome: OFD7

Retinitis pigmentosa with deafness
and sinorespiratory infections: RPGR




Mutazioni e disordini retinici |.
ereditari

CEP290,
LCAS,
RD3,
SFATAT RP: Retinitis
CRB1, IMPDH1 Pigmentosa
LRAT, MERTK, LCA: Leber Congenital
ADAMS, e ' : Amaurosis
ot iores NB: Night Blindness
KCNV2, PDEGH, .
prislitit] CORD/COD:Cone rod
RDHS, RIM1 CA4, CERKL, CNGA1, CNGB1, and cone Dystrophies
EYS, KLHL7, NRL, PAP1, . .
PDEGA, PRCD, PRPF3, PRPFS, CVD:Colour Vision
PRPF31, RBP3, RGR, ROM1,
RP1, RP2, SNRNP200, Defects
kiR MD: Macular
Degeneration
ERVR/EVR: Erosive
C1QTNFS5, and exudative
EFEMP1, . . .
ELOVL4, vitreoretinophaties

HMNC1, FZD4, KCNJ13,
RS1, LRPS, NDP,
TIMP3 TSPAN12, VCAN




Malattie retiniche e vitreoretiniche non sindromiche

Malattie dei bastoncelli

Congenital stationary night blindness
Retinite pigmentﬂ-ﬁa

Malattie dei coni e dei bastoncelli
Disfunsioni stazionarie dei coni

Degenerazioni maculari { monageniche e age-relat
Malattie generalizzate dei fotorecettori

Amaurosi congenita di Leber (LCA)

Coroideremia

Atrofia girata della coroide e della retina

Vireoretinopatie

= (NCL)
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Tecniche molecolari
In patologia oculare

= Diagnosi
= Prognosi
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Tecniche molecolari in patologia
oculare

= La diagnosi molecolare dei disordini retinici € basata sull’analisi
del DNA

= Diversi meodi possono essere usati per I'identificazione del
difetto genetico:

|l Sanger sequencing e il gold-standard nel determinare il gene
mutato, ma a causa dell'eterogeneita di questi disordini € costoso e
richiede tempi lunghi

* Alcuni kit di microarrays in commercio permettono di identificare
soltanto i geni conosciuti in base al pattern di ereditarieta

* Gli SNP microarrays sono tools utili per I'analisi di linkage

|l Next-generation sequencing (sequenziamento di nuova
generazione) permette di identificare nuove mutazioni, oltre a quelle
gia note, in tempi brevi e a costi ridotti



Next-generation sequencing:
dalla ricerca di base alla
diagnostica

 Ricerca: sequenziamento del genoma,
scoperta di nuovi geni implicati nella
patogenesi della malattia, identificazione di
eventuali target terapeutici

- Diagnosi ad alta processivita: diagnosi
molecolare di patologie con elevata
eterogeneita genetica con costi e tempi ridotti




Muco ot ol. Drphanet ownal of Rars Disegses 2012, 72
Iapadf e ojod o woonen 77178 ) ) ORPHAMET J OURMAL
! OF RARE DISEASES

RESEARCH Open Access

Development and application of a next-generation-
sequencing (NGS) approach to detect known and
novel gene defects underlylng retinal dlseases

[ ul Sar.:li'-.'a",
Mélanie Letexier®, José=Alzin Sahe : mi 5 Bhattachan and Lhr|'1 +

Next-generation sequencing in health-care
delivery: lessons from the functional analysis of
rhodopsin

‘Naynel L. Davies MA, PhD Susan M. Downes FRCOphth, MD Josephine K. Fu ESe Worag
=. Shanks PRD Rlzhard R Caplay A, CPRI S'atane Liss PRD Siman C. Ramsden PRD
Sraems C. M. BElack FRCOphth, DOFhil Hate Gibson BEc Russell G. Foster BESc, FhO Mark

Y. Harkins PhD Andrea H. Németh FRGP, CFPhl

Human Mutation

Next-Generation Genetic Testing for Retinitis Pigmentosa

Komaelia Mevaling,'* Rob W.J. Collin,-3 Christiar Giliegen,'3* Ramen ALC. van Huet? Linda Viseer,” Michael P. Kwint,
SabincJ. Gijsen,! Marijie N. Zonneveld, Nienke Wies<amo,' Joep de Ligt,'* Anna M. Sicmiathowska,’

Lies H. Hoefs oot,'* Michael F. Buzkley,' Ulrich Ke Iner.f Kari E. Erenham” Anneke |. den Hollander,

Llexander Heischen,'** Carel Hoyng,™® B. Jzroen Klzvering,* L Ingeborgk var den Born® Joris A. Veltman,' 44
Frans F.M. Cremers,"* and Hans Schefler™




La Retinite Pigmentosa

= Retinite pigmentosa (RP) e la denominazione applicata ad un
gruppo di malattie ereditarie della retina, che e il tessuto sensibile
alla luce dell'interno dell'occhio preposto alla ricezione dello
stimolo luminoso e alla sua trasformazione in stimolo elettrico.

= La prevalenza e di circa 1:3500 individui (Hartong et al., 2006)

= Comprende un gruppo geneticamente eterogeneo di malattie
ereditarie della retina con un simile fenotipo clinico

= Da un punto di vista cellulare, la malattia interessa il sistema dei
fotorecettori, bastoncelli e coni responsabili della visione

= Morfologicamente la RP mostra una riduzione dello spessore dello
strato nucleare esterno della retina e depositi di pigmento nel
fondo oculare



Genetica e Patologia molecolare
della Retinite pigmentosa

= Piu di 50 geni sono associati alla RP

= Le forme familiari possono avere una trasmissione autosomica
dominante (30-40%), recessiva (50-60%) o X-linked (5-20%)

= Le funzioni dei diversi geni RP-associati possono essere
raggruppati in 5 categorie:

* Fototrasduzione
* Metabolismo retinico

- Sviluppo tissutale mzzrze AR
» Struttura cellulare prcir ol 1

- Splicing

metabolic operations
such a

)
Fig. 10-37
Ci 25
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Genetica e Patologia molecolare
della Retinite pigmentosa

= | geni che sono stati caratterizzati codificano per proteine
Importanti nella visione

= Le alterazioni piu frequenti (presenti in circa i110% dei
pazienti) riguardano il gene della (il pigmento
visivo che permette il funzionamento dei bastoncelli
dell'occhio) localizzato sul cromosoma 3

= Un altro gene che risulta alterato in alcuni casi di RP e quello
della , (un'altra proteina importante per la visione)
situato sul cromosoma 6

= Altre forme sono state associate ad alterazioni presenti nel




ccccc

Normal Retina Retina affected by
retinitis pigmentosa

La sindrome di Usher

= Questo disordine coinvolge non solo la retina, ma anche
I'orecchio interno

= E’ caratterizzata da RP e compromissione neurosensoriale
uditiva
= Clinicamente si presenta in 3 sottotipi

= || sottotipo 1 rappresenta la forma piu severa con
sordomutismo e RP precoce

= Trasmissione prevalentemente autosomica recessiva
= Rappresenta il 10-30% dei casi di RP autosomica recessiva
= | geni prevalentemente colpiti sono MYO7A e USH2A
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