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Malattia Multifattoriale
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Diabete Mellito
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Spettro Continuo del DM:

modello unificato del rischio
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* Severe insulin
resistance

T2DM subtype with
reduced insulin

dystrophies sensititvity

Mutations

Less
severe

T2DM subtype with

reduced B-cell
function

Regolazione Trascrizionale b-cell
Flannick, J. et al. (2016) Common and rare forms of diabetes mel

I Mutations causal for monogenic diabetes mellitus

B Mutations with moderate effect on insulin levels
Mutations with moderate effect on glucose levels

B Mutations with moderate effect on TD2M risk
Mutations with weak effect on insulin levels
Mutations with weak effect on glucose levels
Mutations with weak effect on TD2M risk

Nature Reviews | Endocrinology

litus: towards a continuum of diabetes subtypes

Nat. Rev. Endocrinol.



Ereditarieta del Diabete di Tipo 2

L’'ereditarieta stimata per il DT2: 20%-70% 4
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Il rischio di sviluppare DT2 e: 40% con un solo genitc 5@\&‘@9&0
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Parenti di primo grado hanno 3 volte plu @ﬁﬂ)@e&?ﬁta di sviluppare il
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Parte dell’ereditarieta osservata potrebbe riflettere l'ereditarieta dei fattori
predisponenti (ad es. obesita) o di processi epigenetici;
Fattori neonatali e ambientali condivisi possono modificare [I'ereditarieta

osservabile.
Ali O. et al Diabetologia 2011
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Catalogo studi genetica del DT2
http://www.type2diabetesgenetics.org

ACCELERATING MEDICINES PARTNERSHIP (AMP)
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TYPE 2 DIABETES KNOWLEDGE PORTAL
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Providing data and tools to promote understanding
and treatment of type 2 diabetes and its
complications

About the Portal W 6‘

The T2D Knowledg ables \
browsm ,and ana

|cinfor6 dto
eZdla refated traits,

ing the integrity and confidentiality of

(‘a\a Q @ngunderlymg data.

Vo
o @ 90 Datasets 47 tai
\‘6 {\Oe\le
Brovse datahere

Cimi"“ fallowing citation when referring fo data acoessed via

‘Send feedback

Em\oredata N @ gene, variant, or region

Variant Finder
S X
fifter by prvalue, odds ratio, predicted effect on protein, and more. ~

View full genetic association 25U’ "3 Jienotype
esm mare sbout phenotypes in the Ports! @

BT

Q(Q(}Jlﬂt snew ™ .

All for one {population) and one for al Typs 2 diabetes (T20)is 2
world-wide heaith problem, but it hits especially hard in_.. Read
more

E=nn
About the project

The Knowledge Portal is being developed by a team of scientists
and softwere engineers at the Broad Institute, the University of
Michigan, University of Oxford, and many other collaborators as
part of aworldwide scientific consortium with contributors from
academia, industry, and non-profit organizations.

‘We welcome the invohvement of interested researchers. Click
heretolearn bout c d ing with
us on analyses, methods, or tool dzvelupmenr_ Or contact us for
mare information.

The AMP T2D Consortium iz & collaboration among the following
erganizations, which also provide funding and/or governance:

[ e QFNIH |anssen7' %

AEE.

Funding and guidance are also provided by:
UNDACION

Carlor Slivm

Home VariantFinder Data About Policies Resod
RS




Architettura Genetica
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Forme Monogeniche di Diabete Mellito

Family-based
linkage studies
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NEUROG3
NKX2.2
MNX1
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PTF1A

ZFP57

MT-TE
MT-TK
MT-TL1

NDM
* Age of onset <6 months

¢ Autosomal dominant or recessive
¢ B-cell failure

NDM plus organ dysfunction
* Bone * Eyop\\
* Blood . e\:ﬁ]g%% al
* Cardiovascular systesfo® %@&%\
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* Endocripgsyitem e * Kidney
AN e Skin

. Ex%(b

» Age of onset 6 months — 35 years
* Autosomal dominant
¢ B-cell failure

MODY plus organ dysfunction
* Adipose tissue * Castrointestinal

* Blood system

* Cardiovascular system  ® Genitalia
* Central nervous system ¢ Kidney

* Exocrine pancreas * Lung
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Mitochondrial diabetes mellitus

* Deafness
* Mitochondrial inheritance

Flannick, J. et al. (2016) Common and rare forms of diabetes mellitus: towards a continuum of diabetes subtypes
Nat. Rev. Endocrinol. doi:10.1038/nrendo.2016.50

PPARG
_ TRMT10A

o

CEL
_ HNF1B

Nature Reviews | Endocrinology



Studi di Associazione
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Genome-Wide Association Studies (GWAS)

GWAS: Studi Associazione Caso/Controllo sull’'Intero Genoma
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Confronto della frequenza di un polimorfismo tra un gruppo di casi e di controlli

Thomas lllig. Nature Genetics 42, 137-141 (2010)



Limitli degli Studi per Gene Candidato

e Selezione basata sulle attuali conoscenze, spesso incomplete.\a‘
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Limiti degli Studi di GWAS

e Focalizzati su Varianti Comuni (>5%MAF) sparse su tutto il genoma:

evidenzia loci o clusters genici. be\o\o
Possibile confondenti: Linkage, Regioni Regolatorie eé@lagte\l%

o\
e Associazione rileva spesso tag-SNPs in Imkag@ei?ngd@@anante causale

piuttosto che la variante causale stess\ga\\ 6@
e Sfuggono varianti rare o dall e{{ebt%@léhdo (statistica).
e Genetic Risck Score (GRé)aﬁ gﬁ?c\.lente

e Eterogeneita gengt\?akoodﬁ?erentl meccanismi genetici e frequenze

alleliche nqg@@éﬁf&ﬁ%ntl popolazioni
o Erro&d@&gt}‘%]‘la metodica (Coverage, QC, potere statistico).

e |ncorrettezze nel disegno o nell’'analisi: Studi di Associazione
Su popolazioni

— Fenotipi scarsamente definiti o differenze intrinseche tra casi e controlli

— Errori nella correzione per analisi di sotto-gruppi e comparazioni multiple. O 0O -o O OI:I%
. . = (@)
— Numero di soggetti “gao 03 0o
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Genetica del Diabete

Forme Monogeniche Geni associati a DT2

Insulin secretion/ Insulin
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120 susceptibility genes primarily found through:

q{ Linkage studies

4 Candidate genes studies

4 GWAS and GWAS meta-analyses

4  GWAS and GWAS metaanalyses of both imputed and genotyped SHPs
4 GWAS and GWAS meta-analyses for T2D-related quantitative raits

4 GWAS based on Metabochip custom beadehips

4 wes

Bonnefond, Froguel. Cell Metabolism 2015



Missing Heritability
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Malattie Multifattoriali

Modello soglia per descrivere I'eredita:
Correlazione genotipo-fenotipo

Manifestazione Malattia:
guando il numero dei fattori o |l
tipo di interazione (additiva o
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Razionale dello Studio

Gli Studi di Associazione Caso-Controllo sull’intero genoma (GWAS)
Insulinsecretion/ hannO del Ilmltl
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La conferma definitiva delle associazioni genetiche puo derivare solo dal
sequenziamento dei geni o di un cluster di geni segnalati come
fortemente associati.




Distribuzione delle varianti rare e comuni sulla curva della

distribuzione normale

> 200 loci

Normal range >97% overgrowth

Height
Rare variants Common variants Rare variants
High penetrance Low effect size High penetrance

Durand, C. & Rappold, G. A. (2013) Height matters—from monogenic disorders to normal variation

Nat. Rev. Endocrinol. doi:10.1038/nrendo.2012.251 nature _
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Comparazione degli estremi di un fenotipo

Mutazioni Nonsenso e
Missenso

Tratto Quantitativo

Accumulo di
varianti rare <
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Focus dello studio

Secrezione Insulinca

Calcium channel

>
G\O\OQ
. @\0

Sulphonylurea recepior
ATP-sensifive K™ channel

OUTSIDE
Positive charge

Il metabolismo del Glucosio genera aumento di ATP. L'alta concentrazione di
ATP innesca l'inibizione dei canali K* ATP-dipendenti. Il blocco dell’efflusso di
loni K* depolarizza la membrana attivando i canali Ca*? voltaggio-dipendenti.
L'influsso di Ca+2 induce la liberazione delle vescicole contenenti Insulilna



Obiettivi

Ri-sequenziamento mirato di loci associati da GWAS
(p<108) alla secrezione insulinica, in un carr{ga_mne
selezionato dagli estremi del tratto misu a&@’ \gramlte
Dispostion Index, alla ricerca di varlan\u\q‘fggéﬁuentl
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= valutare il singolo contributo delle varianti e 1l loro

effetto cumulativo nei casi rispetto ai controlli.



Study Design

Studi di Associazione di Varianti Infrequenti

Ri-sequenziamento NGS nei quintili estr@m? ‘del

ov
Disposition Index (Dlalaﬂad\d\@@\
00\6\66\6\\6
Fase 1 — NGS regioni codificanti gaﬁaﬁﬁamentl selezionati dai

6
quintili estremi del DlI. 6\606@6\

Fase 2 — confermaowhgém su ulteriore campione (n=384)
selezionato da aﬁ%@cﬁ%eo reclutata di ca. 1000 soggetti
Fase 3 — taa@i'bne e conferma associazione delle varianti
|nfreq\l¢aeh‘t¢e\xe‘eprecedentemente evidenziate  con tratti
@n‘é’tlmél In esame mediante genotipizzazione su tutti |
soggetti restanti.



Study Population

Pazienti afferenti presso il Policlinico Umberto I
(n=2200) sottoposti al OGTT e valuta2|ogb®\°gdelle
principali caratteristiche cliniche ed ani;w@@m%trlche
compresi indici di secrezione e sens@mﬁg@\n@suhmca
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Campione esplorativo \ge‘ude%%equenmamento (n=383)
selezionato dai %léd@ﬁlc_l,@% stremi della distribuzione del
Dl. 52
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% e

In ¥ors8 reclutamento ulteriore casistica di ca. 1000
soggetti da cul selezionare un secondo campione

esplorativo (n=384)



Materiali e Metodi

DISpOSItIOn Index
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Reduced Normal Insulin Sensitivity

CIaUdIO CObe”I et al' AMERICAMN JOURMAL OF PHYSIOLOGY
Am J Physiol Endocrinol Metab 2007 Endocrinology and Metabolism



Materiali e Metodi

= Analisi dati NGS: Chiamata della Base (Base calling), Allineamento
(Read Mapping), Chiamata della Variante (Variant Calling), Annogazioni
(Variant Annotation), Filtraggio (Variant Filtering-doSNP, 19@90\@enome,
5000 Genome, EXAC, ESP, wAnnovar, CRAVAT) e Pr(qgl&@&ei\fPolyphen,
SIFT, Mutation Taster, Mutation Assessor, SN P&Gga\%)g@@? RT)
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PCTGT ( GTGGGACAGTATCAGGTGAAAGGACAGCTGAATCGATAGAAGACACTGGGGAGTCTGTATTCAAGGAGTACT]
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TTTATGTIGAACCTIGTITTAGA ccttttcccattgggacgtggtcagogtgalATTAcagectaAATCAATATAAGACACTGAGGAATCTGTATICAAGGAGTACT
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<)‘2§ TaTITDGRaCCT ITAGATCATATGGAAGITCCIGIICCCCGIGGGACAGTATICAGGEQaaAGeaCAGCIGAATCCATAGAAGACACTIGGGOASECIGEATTICAAGAAGEACE)
TTTAETtEgaaccta I TTAGATCATATGGAAGITCCIGTIcccagogGGacagralBABGERAAAGGACAGCTGAAECOATAGAAGACACLAGGAAGLCEQEATCCARGGAQUACE
EF T A TGIIGAACCTGTTTAGATCATATGGAAGTTCCTGTTCCCAGTGGGACAGTATCAGGTGAAAGGACAG TAAGACACTGAGGAATCTGTATTCAAGGAGTACT]
EEFAEGEPEANCCTIGTTTAGATCATATGGAagEttceTgTgCCCAGTGGGACAGTATCAGGTGAAAGGACAGCTGAATCGATAGAAGACAC

B Q232 SRR Q24.3 R R e —

Base Positon 42 589.347 42 589,367 42 589,367 42 589.377 42 589387 42.589.397 42 589.407 42 689.417 42 589.427 42 589.437 42 589 447

Cytogenetic Band
Sequence(+)

i 1_TS_1 ga...
anel_TS_1_ga T a




Glossarlo NGS

=

-
Reads: lettura dei nucleotidi
 Coverage: % di copertura del target di interesse \o@a
 Depth Coverage: numero di volte in cui una base del tuo target ;(@@‘8 Igtta in
maniera indipendente. Indicata con una X: ex. 300X cover ng\\
« Breadth Coverage: % del genoma sequenziato all’ 1\ \ﬂh@a@con %: ex. 80%
coverage breadth \\960

 Quality score (Phred score): e una mls%a\’éiel@\ﬁuallta con cui viene chiamato
un nucleotide in una data posamng(wt?agyéé nella percentuale di errore).

P‘\\zeeg\‘)
\
Phred @N%? (\gf-‘?obablllty o Base call
\o Incorrect base
( () call accuracy
(GQ
AT 1in 10 90%
9\Cs 20 1in 100 99%
‘ 30 1in 1000 99.9%
40 11n 10,000 99.99%
50 1 in 100,000 99.999%

60 1in 1,000,000 99.9999%



Workflow NGS

MiSeq
\ l Frag Q&IA
Pannello . Disegno Sonde l 5 O‘\Q\OR ir ends
« Ottimizzazione O Y\ A overhang
) ‘ 6(\@ O 2
# G e |
. o\O . \'\6\"’-7 Ligate adapters
_ . Selezione Estremi ) 600\6 6‘6\\6 /!
(S:eIeZIQne_ SESiazionciDIA — a\\@ © (o Select ligated DNA
ampioni » Valutazione quantita e)\}\a O-;'\\\e
e qualita DNA ) o c 6\6
,"ﬂ\ g@
V9
N e
Preparazione| | « Ampliconi da PC O ‘g\(\‘& s
: 1 o\ ita
Librerie . Agglunta'Baéeg@ e\o &
Adattat(ggqa ©° My

Frammenti amplificati per PCR (AMPLICONI)

Aggiunta adattatori + Barcodes (multiplexing)



Workflow NGS

Extend first base,
read, and deblock

!

Repeat ste =2

to ext-:%zr%e and
O %
; (@EQI%@\A sase calls

AN e

S0 aé\d\ MiSeq

Amplificazione clonale
(Bridge Amplification)

3 O Sequenziamento e acquisizione delle immagini
2 ‘GQ\le@\a e/o dati

‘\‘q \C; - - . . .

S e Analisi 1° : De-Multiplexing / Base Calling

Analisi 2° : Allineamento con sequenza di
riferimento / Quality Assessment

Analisi 3° : Variant Calling, identificazione varianti
geniche e Annotazione



Risultati

S
'(‘\‘ (Gga

P\\\/ DR%@E%EJS. 149 HWUSI-EAS505:1:1:15:14 length=51
O% N CAAGCGCACAACGTTTCTCTCAAGGGCCANNNNNTNNNNNNNTNNNNNNN
\66 O{\g\ +DRROODG15. 149 HWUSI-EAS505:1:1:15:14 length=51
O . (\6 O57A /3@CACCAA+ABCCEBCCCCEMAAAA#! L LI LI LIl
6‘6\0 RDRRO00G15 . 1305 NWUSI-EAGS05 1.1 123 13 Length=51
o0 \

\‘e(e +DRROO0DG15. 1395 HWUSI-EAS505:1:1:123:13 L4gngth=51
<\06 @B (92 (==9=20=0####adaaadaa# LI Tl 11T
®) ?@( QDRROOOBIS. 3018 NWOSI -EASSNS 1.1 : 4nath=51

TACGAACACTTTCT@RATTTATTCCTGCCTATCNNANNNNNNNCNNNMNNNN

+DRRO0O615. 3018 HWUST -EAS505:1:1: 2]
TAAS->=0@75CA3=BEGER  BAD . . S=###i#!
@DRROOOG] 1 read data AS505:1:1:221:13 length=51
CTAAAAGTE CATCCNNNNNNNNNNNNMNNGNNMNMNNN
+DRRODDG15. 3021 HWUSI-EAS505:1:1:221:13 Llength=51

3o

sequence data I

Esempio File FastQ



Principali caratteristiche cliniche del campione esplorativo

(n=383)
20% DI 80% DI P
N 186 197 e,\O\og\"”"
GENDER 62M 124 F 49 M 148 F 0.054 d\g\’&z’a\\
WA\ L
AGE 43.8 357 <0.0001 5@ S
B.M.1. 43.6 371 <0.000f ¥
o~ o2
%)
ISI_M 2.1 5.1 o0 <0801
\ . .
IGI30 0.2 B3 0P <0.0001 N: Number, .
CIR30 0.43 O@P\F?}\esz <0.0001 CIR: corrected
g’ o insulin response;
DI 66-©\% (\e 0( 1087 <00001 P: p_va'ue Of
DI (CIR30%IS) a(a\aa\le&‘a‘g 800  <0.0001 comparison
D|AGNO§\@R‘1§E\@<G\ gIGTi NOmeﬁ“
O (W o 30 ucose Tollerance;
oy ©¢ NeT 03 181 0710 IFG: Impaired
IFG 26 / Fasting Glucose;
IGT 16 7 IGT: Impaired
IFG+IGT 39 3 Glucose Tollerance;
DM 41 0 DM: Diabetes

Mellitus.



Strategia di Filtraggio




Localizzazione delle varianti QC (n=1360)

N= : : :
passing Quality Filter ] E<oniche
360
o
e,&0\09
: O\Q\OSy(nounimous
200 >
2 o

W Stop
O‘\@Q
Upstream:
14 M non-
synonymous

ncRNA: 32/ Splice: 17



Distribuzione delle varianti “deleterie” e dei loro
portatori nel campione di esplorazione

SUM variants| Subjects mutated W @2 .

20% 80% |20% n=J 186 80% n\;m?‘fi’\é‘z?‘a\\a b oddratio

TOT| 43 28 36 023,42 4.33 0.037 1.815
ADAMTS9| 14 7 66\60"’3{;6\?" 1.30 0.255 1.809
ADCY5 | 9 2 %Neé\eé\v‘e 2 4.06 0.044 4.382
IGF2BP2 | 0 2 o (0” 2 1.90 0.168 n.c.
CDKALL | 0 % & 0 2 1.90 0.168 n.c.
JAZFL | Jo® @ 1 1 0.00 0.968 n.c.
GCKWP 5?5 4 5 0.06 0.802 0.844
N2 ©F 2 1 2 1 0.40 0.529 2.130
KCNQ1 | 9 0 6 0 6.46 0.011 n.c.
ARAP1 | 3 7 3 7 1.42 0.234 0.445

20%, 80%: rispettivamente il quintile inferiore e superiore del DI,
x2: Chi-quadro test; p: p-value




Associazione delle varianti, considerate colletivamente,
con gli estremi del DI

Predittori

p O.R. | ,295% Tl
AGE | <0.0001 | 1.0581:089 1.077
BMI | <0.0001 »#:08%'1.054 1.110
ADCY5 | 0.037%.[5.861 | 1.107 31.031
Regressiqgmﬁg@%et(ica Binaria: stepwise, corretta

A n N
pe()r\a%m, ?%(M:Fe Sesso.

..lli




Associazione portatori delle varianti con gli estremi del DI

Predittori B
5 OR 95%9@ | e O.R.
Superiore
Passo 3c  AGE .000 Mﬁs@’ °T.040 1.078
BMI 0008?1083 1.055 1.111
ADAMTS9 01 _<\911p>2.123  1.187 3.795

Regressione logistica blna(g@P*\é’tg{whse wald- corretta per eta,
sesso e bmi (geni ca@@ﬁﬂz

52 g0
S 95% Cl per O.R.
\,{Nfa"fr_exxe‘e P O.R. |Inferiore Superiore
Oeew@?é?s&:“" AGE 000 1.057 1.038 1.076
BMI 000 1.084 1.057 1.113

rs6787633_01(1) 026 12.006 1.339 107.654

Regressione logistica binaria - stepwise wald- corretta per eta,
sesso e bmi. rs6787633 (categorizzato)




Conclusionit e Limiti

Conferma geni associati da GWAS.
Conferma ruolo geni associati alla Secrezione |nSU|InIC@>‘ﬁ%? DT2
Alcuni geni mostrano forte associazione (AD((:\;(&O‘MSAI\/ITS%
mentre altri solo un trend s 0%

: : : AN
Osservato accumulo di varianti |nfr ?)gcmﬁﬁ nel gruppo con
ridotta secrezione insulinica. In Ilr@@ Q@P‘«modello Omnigenico»

(Boyle et al. Cell 2017).

’(\ e e shuld for Development of a Complex Disease

\ Bl Genet

%P‘ 0\6 B Gene2

Molteplici varianti 50@66 S S oo

necessarie per @@8@5@% una %1 cucn

determma@a@@&@ﬁa B Goncer
0\0Q06\ oe' « Senelic  Non-Genelic  Genetic and Non-Genelic

Risk Risk Factors ;
Eaickons Risk Factors

Numerosita del campione in relazione alla bassa frequenza non
permette solide associazioni statistiche.
Risultati non generalizzabili a diverse popolazioni geografiche.



Prospettive Future

L . . . o\og\a‘
Conferma delle associazioni evidenziate tramite seg\%en%amento

gli estremi di un ulteriore campione indi@g\ %(a;é\e‘zFase 2)

Conferma e  valutazione  delle 60@5%:&3@3& loni  tramite
genotipizzazione di tutti | campi%ﬂ,\\?[‘@@tﬁ?\ti piu un ulteriore

casistica indipendente (Fase :(’Q\ eoezz 5
%N\,?/\eé\ﬂ)(e
Valutare I'effetto singglo‘s @iifnbinato delle variant

Y 0O
(0\6 S 6(6\0

- %) N : : : : : .
migliorare cefigse€nza dei geni e dei meccanismi patogenetici
. LN e
coinvoitP ?e(‘
O\

migliorare approcci terapeutici e preventivi

medicina personalizzata
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Funzionl Geni Selezionatl

ADCY5 NM_183357 7311 pb 1261 aa 21ex chr3
Adenilato Ciclasi legata a membrana stimolata da Prot G. Produce AMPgche

induce aumento di Ca* e conseguente secrezione granuli insulin%be\o\o
. 0\ X
d\ \\@‘\
PR
ADAMTS9 NM_182920 7624bp 1935aa 40ex chr3 (3" 5e8™

Metallo-proteasi escreta, cleavage membrana exté@eé‘i?%ab‘é?%egione GON

permette trafficking cellulare tra RER, Golgi %s&Jggéiéﬁ’e extracellulare

SO o

S
IGF2BP2 NM_006548 3688pb 59%3\1"’@@;@%6

.

: \ Y.
Lega RNA di IGF moduli@g@i‘\’gﬂmnzmne
PR\
CDKAL1 NM_017774°3278bp 579aa 16ex chr 6

Traduce tRNAJEr AXR

wne v, _oN
W e

.00
GCKONM_ 00162 2729pb 465aa 10ex chr7

1° step del metabolismo epatico e pancreatico del glucosio, produce G6P.



Funzionl Geni Selezionatl

.
\oO
JAZF1 NM_175061 3125 pb 243 aa 5ex chr 7 O é‘\g
Inibisce I'espressione dell’enzima della gluconeogenesi P%Ke?}g(( oRrerso
I'inibizione dell’attivita del recettore NR2C2 _ (@\‘3‘\\\\@@5\
6Oc,\G ‘\d\\‘a

NAT2 NM_000015 1322pb 290aa 2ex chr, o2 ae®

: : . : AV N
Metabolizza farmaci a base di |draz(|Q@@e>%géjaYﬁmme.
\\f/ 5\9(6
ARAP1 NM_001040118 5&45 :\1\&\§Oaa 35ex chr 11
Modula actina e citosgb&\g\gz@?/ia ARF-RHO, GTP-dipendente. Attivato da
PIP3, associato iefégola trafficking cellulare

(e@‘ff\lg“ g g

‘\&\\13 e N
KCNQaNMe000218 3245 bp 676 aa 16 ex chr 11
Canale K+ voltaggio-dipendente. Induce rilascio granuli insulina in seguito a

depolarizzazione dei membrana



Glossario Genomica

C)\OQ\(&'

Polimorfismo — un area del DNA che varia da pgrg\@tﬁ\ a
\ ‘ \\3‘
persona . &\?o@ SO

“Single nucleotide polymorphism” (S&Ri@q@ Imorfismo a

singola base 6\)\?6\2?\\‘6@3

“Copy number variant” QN‘V}:@BSIimorfismo nel numero di
ripetizioni nella se%lé@&aa\d@?DNA che variano da persona a

AN
\C O
persona 6’3‘0 \0(\60

é ” 2 . -~
Indel @@Eilr\aeffﬁsmo nella sequenza del DNA In cui e

preog\eﬁ’g%\caﬁ‘inserzione 0 una delezione di materiale genetico
0‘\6\) e



Catalogo GWAS
http://www.ebl.ac.uk/gwas/

woout evel-eai’ [T

N . A2
GWAS Catalo @\ @%\“
\6 6\ \\0
The NHGRI-EBI Catalog of published genome- W%S%la& studies
Search the catalog 6\)\6 0‘\\‘6 Q
Examples: breast cancer, rs7329174, Yang, 2q37. L&S@G%OOOO%Z@\)OOO

() o2 o0 i
Q Search (0\ e’ @ Diagram & Download
Search the @Qa numw}a% including by Explore an interactive visualisation of all SNP-trait Download a full copy of the GWAS Catalog in
@\tﬁi\@d |f er gene associations with genome-wide significance (ps5 x10°). spreadsheet format and current and older versions of
(\ GWAS diagram in SVG format.

O\OQO 1% ef

i Documentation i Summary statistics iit Ancestry

Including FAQs, our curation process, training materials, Alist of all studies for which summary statistics are An introduction to our ancestry curation process.
related resources and a list of abbreviations. available in the Catalog.




Number of
individuals

Estremi di Fenotipo

\O
)
: \06\
. 0\6 X
66\ ‘ \'\6‘\
Low LDL-C leyeh} \6\\3 High LDL-C levels
* PCSKQ (EQ&&— @6 * LDLR
funei{@h allelgi\Q * APOB
c OG"' '6\\-" * PCSK9 (gain-of-
2 D 66\ function alleles)
a\\‘ (© * LDLRAP1
\\]6
e
Nz
c
Phenotype 3
g
A2 -;C;\O(\
ce ate genes or  / \
"\‘QQ( f\l}@@egennme;’emme
09\\\ ‘{\G‘a LDL-C levels
VP ©
O\ ? Drug Company
S = Evolocumab (Repatha) Amgen
o ._"?_._ Alirocumab (Praluent)  Regeneron/Sanofi
- '
E = Bococizumab Pfizer
= E
= ‘ _
low high Nature Reviews | Genetics

Phenotype



Ghost Slide

Patologia metabolica complessa, multifattoriale, (vita, ambiente, genetica) osservata pero componente genetica. S
Ad oggi molti (88) geni e locus associatia DT2 e CVD. \O\Og
Genetica predominante nelle forme precoci (monogeniche - MODY) e stadi iniziali, mentre i fattori ambiental @@?ﬁnano in forme
tardive (come per MI) [Rosamond et al. Circulation, 2008] o\ \\33
o0 L AN
Diversi metodi utilizzati per chiarirne genetica e meccanismi molecolari. 6\\6 %\6\
1° 1992 GCK in famiglia francese. [Froguel et al. Nature, 1992] DT2 non solo IR. ‘e\‘a\\‘ 2o
Altri tramite studi di associazione estesi al genoma (GWAS) ‘500\ é\d\\a
N\ 2
22 et
60 O
A

Incubo dei genetisti [Neel JV. The Genetics of Diabetes Mel%’u{ﬁ\) (3

pur se riconosciuta forte clusterizzazione familiare ne%i?\(r al. Diabetologia, 1982],

GCK in famiglia francese [Froguel et al. Nature é@z B Zolo IR.

Ereditarieta Mancante:

Genetica < classici predittori di rls qo@ gllcemla a digiuno, etc) [Walford et al. Diabetes Care, 2014].

ruolo principale della genetica pg deIIo sviluppo del DT2 ed un ruolo preminente dei fattori ambientali nei pazienti piu anziani,
come per altre patolo eﬁy&’& ipo l'infarto del miocardio (MI) [.

I'alto rischio con aI q\ nt| (eg. TCF7L2) puo essere azzerato attraverso interventi sullo stile di vita [Florez ett al. N. Engl. J. Med.

2006] %\@Q ee

associazione non significa causalita (spesso tagSNP)

GWAS per SNP noti vs WGS/WES.

meccanismi genetici 0 epigenetici diversi da SNP (eg CNV marker di obesita) possono contribuire al rischio genetico di DT2.
(Eg. PCSK9)



APPLICAZIONI NGS

v" Le macchine NGS ad oggi disponibili sono dispositivi molto flessibili
v" Un sequenziatore puo essere utilizzato per diversi tipi di applicazioni

X00C000C00C ] Vi
L LAE B =5E EE \\/ 3" nﬂnz :F':Z
\ =l :':'D:';Cg;;) QP‘ =3 o5
Exon bait \6 (‘\ Exon baits
Yl Yy ? b e O !

ST VY

—— c%?f?.ta

®
e~ 5g

p— %ﬁ-.‘ . - = =] = == o el
L - =] =- == = by =5
/“'mi_:-:a':;«r.'.ﬁ- g@‘) S RS 88 Smegeee
"EEsauaR BONTE e = T == SS=ERY
.00 el
R
Whole §énome Whole-exome (1%) PCR amplicon Transcriptome RNA Exon capture transcriptome

Predominant applications:
® Structural variants

* Point mutations

» Copy number variation

| Predominant applications:
* Point mutations
* Copy number variation

Predominant applications:
» Point mutations
s Deletions

Predominant applications: |
* Gene expression

* Gene fusions

* Splice variants

Predominant applications:
» Gene expression

» Gene fusions

s Splice variants

Nature Reviews | Drug Discovery




WORKFLOW NGS

Materiale di partenza
DNA/RNA

Analysis

Secondary

Analisi Dati

Variant Annotation

Tertiary
Analysis

Variant Filtering
SA PATHOL



Geni candidati identificati da studi di assoclazione

confermati da GWAS

Locus Gene L|pid\;c\r&' .
1p32.3 PCSK9 X

1p31.3 ANGPTL3 . \,\g@g\}ycerldes
2p24.1 APOB LDL-C

5913.3 HMGCR LDL-C

6925.3 LPA P\ Lipoprotein(a)
8p21.3 LPL Ged\)\a\ %g(\\‘e Triglycerides
9g31.1 ABCAT_<\© egad HDL-C
11912.2 F \gs;/?i\os Triglycerides
11923.3 \QGQ %\x\@ Triglycerides
12924.31 690 \o(\GlHHA Total cholesterol
15G21.3 ,a(a@\a\,e“f’ LIPC HDL-C

16013 ‘ QQ@Q e CETP HDL-C

16922.1 (3 (¢ LCAT HDL-C
18Oy © LIPG HDL-C
19p31,2 ANGPTL-4 HDL-C
19p23.3 LDLR LDL-C
19913.32 APOE LDL-C
20913.12 PLTP HDL-C




Receliver operating characteristic (ROC) curve

AUC = C-statisticsyo\®
U sa|5|€Os\og

The numeric Xaﬂ)ﬁ%\oq{ the C
statistic @ {\gﬁ@\nts the
pro\@@b\g@(\'& of correctly
6\\9 I@n% 2 randomly selected
c,(\‘iﬁdlwduals (one likely to
develop disease and one
not so predisposed) on the
basis of their predicted risk
from the prediction model
under evaluation.

Perfect test
AUC 100%
\
1®
0,9 {
s AUC=0.80
0,7 1
q) O 6 4
> .
. — \2
o ’ 2 \
Q e
Q 0,4 1
~
I_ 0,3 ]
0,2
O‘\QQ 0 T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

False positive
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Why genetic risk scores don’t work

. . . 0O
Some of the risk alleles commonly incorporated in GRS %\@déibwn to
act via pathways that are already captured by the (j\%kef%\\gt@li?‘
Included in standard prognostic models (egbé@i‘@!\%{‘i@@@ are therefore

. . L K
unlikely to improve pre- diction, A° e ?

. . O . .
Genetic effect estimates fromx@/\?%ﬁca% hkely to be inflated owing to
the “winner’s curse”, ar;gx ggab‘setudies have used extreme subjects
to identify genetlg\@@g@ﬁons by sampling high genetic-risk cases
and low gggg@tfé?‘g&b@ifontrol subjects.

Fin\g@&fi&eﬁr\gdiction IS particularly challenging in the context of

.

O\aﬂiﬂﬁiv@tﬁéls with established coronary artery disease, given that

different pathophysiologic mechanisms could be involved in the
development and progression of atherosclerosis versus
complications of established disease such as Ml,



THE GENETICS OF MULTIFACTORIAL DISORDERS
Future prospects

1. Finding additional novel loci 02

— GWAs in other large populations ‘aﬂad}g’:&\a'\‘
 Intermediate phenotypes ‘ \a\\a\\\\a S
« High density maps \6500\25\6\\6
* Low frequency variants <1% (1%%@5@%!{@6‘1% project)

— Copy-number variations (C{NWGQQQ‘\%G
— Next-generation geng eg@bencing
- o\ :
2. Defining the ge@e@@ofm‘é of new variants
— Gene-quim\%géﬂ\nteraction (FTO in active/inactive subjects)
6 . .
— ‘S‘\t,%@fg?xé‘hé extre.mes/mtermedlate phenotypes
0 Ye-sequencing
()\0Q : L.
— Mendelian Randomization
— Functional studies

— Pharmacogenomics
3.Traslating discoveries to clinical practice



LESSONS LEARNED FROM GENETIC
STUDIES OF MULTIFACTORIAL DISEA&ES

: (\06‘\?’:6\\6\\
+ Many genes involved R
. ‘500\6 é\d\\a
Modest effect 2° e?
oed\)d\%d\
powggws‘aevérythmg” (p<5x108) ”
OF o o

¥ 0
232 6\16‘5\0

\\\1@\9‘6 «>“replication ”
()\0Q et

Chanock SJ Replicating genotype-phenotype associations Nature 447, 2007.
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