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Laboratorio di Citogenetica e Genetica Molecolare
Diagnosi molecolare di connettivopatie ereditarie

Sindromi di Ehlers-Danlos . >anger sequencing -
Sindrome di Marfan
Sindromi di Loeys-Dietz
Sindrome delle arterie tortuose
Forme non sindromiche di aneurismi aortici
Displasie scheletriche
Osteogenesi imperfetta Rt
Pseudoxantoma elastico | P— ‘

Piattaforma Next Generation Sequencing lon Torrent

lon Proton lon S5



Test genetici: metodologie

. GAGATANGAGGAL
PCR + Sanger sequencing:

= analisi di diversi amplimeri/gene l
analizzati uno alla volta
= un campione alla volta

Next generation sequencing, NGS
Analisi simultanea di:
= tutti i geni (cds) in un solo sequenziamento esomico, WES
= dei geni chiaramente associati a malattia in OMIM .5.000 geni, esoma clinico
= di pannelli di geni mirati per gruppi di malattie su 10-15 individui

ATP6VOA2 - ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a2 | GRCh37 (Chr 12)

Overview of Transcript NM_012463.3
4 | ! I ! H | -1 I I | B

» Genome - chri2:124,221,740-124,221,824 (GRCh37) - 85 bps.
» Hucleotide Conservation
¥ NM_012463.3: Homo sapiens ATPase, He transparting, ysosomal VO subunit a2 (ATP6VOA2), % NA. @ <53
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Partecipazione al bando di Ateneo Health & Wealth

Sviluppo e l'ottimizzazione di un pannello custom per il sequenziamento di
geni coinvolti in diversi disordini ereditari del tessuto connettivo con
prevalente coinvolgimento vascolare e cutaneo:

Connective Tissue Panel, CTP

Finanziamento ateneo 25.000 euro, cofinanziamento 27.000 euro



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP PER 31 GENI

COL5A1, COL5A2, TNXB, COL3A1,
COL1A1, COL1A2, ADAMTS2, FKBP14, I:> Sindromi di Ehlers-Danlos
B4GALT7, SLC39A13, DSE, CHST14

FBN1 EEEE)  Sindrome di Marfan

;g[igg,l; I7\;Ic;;4Fg 5 2, SMAD3, TGFBZ2, I:> Sindromi di Loeys-Dietz
SLC2A10 I::> Sindrome delle arterie tortuose
ACTA2, MFAP5, MYH11, MYLK, PRKG1, :> Forme. Sin.drom_ic.he e non di
SMAD4, FLNA, NOTCH1, SKI aneurismi aortici

COL1A1, COL1A2 I:> Osteogenesi imperfetta

B3GAT3 I:> Sindrome Larsen-like
ABCC6 I:> Pseudoxantoma elastico



CONNECTIVE TISSUE PANEL,CTP: DISEGNO

Tecnologia AmpliSeq
software lon AmpliSeq Designer v5.4.2: primers per PCR multiplex

31 geni: 739 esoni
5 nt intronici flanking

913 ampliconi
lunghezza media 306 bp
Target totale: 116.053 bp

b

B 0.53% 0amplicon
67.55% 1 amplicon

B 27.79% 2amplicons

B 4.12% >3 amplicons
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Copertura regione target: Amgicon length

67.6% 1 amplicone

27,8% 2 ampliconi c d
4,1% 3 ampliconi
0,5% nessun amplicone
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CONNECTIVE TISSUE PANNEL, CTP: PIPELINE

Creazione di librerie individuali con multiplex PCR
Ligazione di adapter universali e barcode individuo-specifici
Quantificazione librerie con QPCR
Amplificazione di 15 librerie in pool con PCR in emulsione
Sequenziamento delle 15 librerie con lon S5 su chip lon 520

Analisi bioinformatica:
Allineamento delle sequenze con il genoma di riferimento hgl9 e
software lon Torrent Suite v.5.0.2
Identificazione varianti: software lon Torrent variant caller v.5.0.2.1: file VCF
Annotazione e filtraggio varianti con coverage >10x e MAF <0.01:
software lon Reporter 5.6
Analisi varianti candidate: Software Alamut Visual 2.15
Verifica varianti: sequenziamento Sanger

243 varianti in media per ogni individuo di cui 16 rare (MAF<0.01)



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP: CAMPIONI ANALIZZATI

DNA di 90 individui:
Validazione: 38 pazienti con varianti patogenetiche puntiformi gia identificate con
sequenziamento Sanger e 5 pazienti con CNV patogenetiche note
2 DNA standard con varianti polimorfiche note
32 pazienti con sequenziamento Sanger negativo per alcuni geni candidati

Applicazione: 18 individui con un sospetto clinico di una delle connettivopatie
ereditarie associate ai geni presenti nel pannello
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Coverage medio per amplicone: 573x
con piu del 98% coperto da un coverage minimo di almeno 10x



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP: VALIDAZIONE

SEQUENZIAMENTO DNA DI 38 PAZIENTI CON 41 VARIANTI PATOGENETICHE NOTE

40
3 SNV
30- I mm INS/DEL
a - annotate correttamente

b - annotate in modo errato
¢ - non chiamate dal pannello

n° varianti
N
<

-
o
l

E 85.37% annotate correttamente
3 7.32% annotate in modo errato

Bl 7.32% non chiamate dal pannello 0 | “_

Totale=41 a b ¢

ANNOTATE IN MODO ERRATO:
1 INS/DEL - Sostituzione puntiforme
2 INS/DELs - due varianti separate



ANALISI DELLE 3 VARIANTI PATOGENETICHE NON CHIAMATE DAL PANNELLO

SMAD3
c.862_871+8del

SMAD3 - SMAD family member 3 | GRCh37 (Chr 15)

[GTCAAC,
CAGTTGTCCTTACGTCGTCACCTCGACTGTGCCETGTGTAGCCATACCCCACCGAGGTAAGGGGC!
nnnnn ipts
: ]
= U = S0 i S
GTCAACAGGAATGCAGCAGTGGAGCTGACACGGAGACACATCGGTATGGGGTGGCTCCATTCCCCG]
[ T g o i i v o e e s | e - RN

V| Reads
GTCAACAGGAATGCAGCAGTGGAGCTGACACGGABACACATCGGTATGGGGTGGCTCCATTCCCCE]

A

Presente nel file BAM ma

non annotata nel File VCF

dir/non rev

COL3A1
c.217G>C
p.(Asp73His)

FBN1
c.1453_1466dell4ins
GTGGGGGACCTCCGA

COL3A1 - Collagen type lll alpha 1 chain | GRCh37 (Chr 2)

(N}
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FBN1 - Fibrillin 1 | GRCh37 (Chr 15)

iy

V —1 |

TGACATAATATGTGACGATCAAGAATTA

TGACATAATATGTGACGATCAAGAATTA
ACTGTATTATACACTGCTAGTTCTTAATE

TGACATAATATGTGACGATCAAGAA

p|Asp | lle | lle | Cy | Asp | Asp | GIn | Glu | Le

Al |I_.I.IIIII_III.| .._»I.HI.II .IIII.II,VIA|..

BACTGCCCCAACCCAGAA
FGACGGGGTTGGGTCTT

TTAGRCTGCCCCAACCCAGAA
ey 201G o o b (G |

sp| Cys | Pro | Asn

GACTGCCCCAACCCAGAA

I . L Lt )

GTTTCCCAAGGTCGACCTGGAGRLACCCCTCACATAACCATGCACT]
CAAAGGGTTCCAGCTGGACCTCLETGGGGAGTGTATTGGTACGTGA|

CAAAGGGTTCCAGCTGGACCTCEGTGGGGAGTGTATTGGTACGTGA|
n eu |2 | Gly |Glu| Oy | lle D

GTTTCCCAAGGTCGACCTGGAGELACCCCTCACATAACCATGCACT]

Coverage<10x

Insdel complessa



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP: VALIDAZIONE

RICERCA DI VARIANTI PATOGENETICHE NEL DNA DI 32 PAZIENTI CON
SEQUENZIAMENTO SANGER NEGATIVO PER ALCUNI GENI CANDIDATI

A COL1A2: NM_000089.3, NP_000080.2
exon 5: c.133G>T, (p.Gly45Cys)

Controllo Paziente n° 70
[+ =~ - B = a = - =2 = - 15 &4 o -
S S cRGFEE Iy clF CF & €

[TAACAGEETCCAC
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1 di 32 - caratterizzato
31 di 32 - la variante non e presente nei geni del CTP
Analisi esomica, WES



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP: PERFORMANCE
VARIANTI POLIMORFICHE NEL DNA DEI 70 (38+32) PAZIENTI SEQUENZIATI

92 37

1 SNV
100- 1 INS/DEL

a - false positives
b - false negatives

= 88.37% true positives
3 8.30% false positives
B 3.34% false negatives

Totale polimorfismi: 1109 a b

ACCURATEZZA = 97%
FDR (false discovery rate) = 4%

Buona performance del pannello confermata dal sequenziamento dei 2 DNA standard
in cui erano note 251 varianti polimorfiche nelle regioni coperte dal CTP

con accuratezza > del 98% e FDR del 2%



CONNECTIVE TISSUE PANEL, CTP: APPLICAZIONE
SEQUENZIAMENTO DEL DNA DI 18 PAZIENTI MAI INDAGATI

Caratterizzati 12 Pazienti:

4: Sindrome di Ehlers-Danlos classica: 3 varianti COL5A1, 1 variante COL1A1
2: Sindrome di Ehlers-Danlos vascolare: 2 varianti COL3A1
3: Osteogenesi imperfetta: COL1A1
2: Sindrome di Marfan: FBN1
1: Sindrome di Loeys-Dietz 1: TGBR1

Per 6 pazienti negativi - analisi esomica

Conclusioni

Messa a punto e applicazione di un valido approccio NGS per I'analisi
simultanea dei 31 geni per la diagnosi dei disordini di interesse
Acquisizione di know how per lo sviluppo di pannelli NGS
Diagnosi molecolare di 13 pazienti—> follow up mirato
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