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SIE incontra i pazienti

la biologia molecolare moderna => due scoperte rivoluzionarie

DaNcing Nakep 1. nel 1984 => la PCR ~ 2.nel 2005 => il NGS
i e MID FIEE (Polymerase Chain Reaction) (Next Generation Sequencing)
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WINNER OF THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

KaRY MULLIS

e

“Kary Mullis, perhaps the weirdest human ever to win the Nobel Prize in Chemistry, y
[has written] a chatty, rambling, funny, iconoclastic tour through the wonderland
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that is [his] mind2” —THE WASHINGTON POST R
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NGS = leggere una biblioteca di DNA

“sequenziamento massivo in parallelo”
=>» milioni di frammenti di DNA sono sequenziati CONTEMPORANEAMENTE
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eggere solamente un libro vs leggere unz| /i \ iteca
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- quantita maggiore di genoma sequenziabile in un — nto

- copertura maggiore della regione di genoma sequ

=> maggiore probabilita di rilevare mutazioni rare (pres quenza)
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eterogeneita genetica delle malattie oncologiche

omogeneita clonale eterogeneita clonale

sub-cloni diversi, ma
che condividono
alcuni caratteri

4b cloni diversi

(NON condividono

alcuna
caratteristica)

tra cloni

tra cellule (all’interno dello stesso paziente)
(all’interno dello stesso tumore)
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eterogeneita genetica = elemento-chiave per la sopravvivenza

“d founder effect

progenitor ce

"Preservation of favoured races in the STRUGGLE for Iife”

M.Greaves et al. (2012), Nature
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eterogeneita genetica delle malattie oncologiche

Gender
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1. limita l'effetto della terapia

Spatial heterogeneity

-

- =» subsets di cellule resistono al trattamento
= -
2. limita |’ accuratezza della
prognosi e la capacita di predire
la risposta al trattamento

=» il singolo prelievo potrebbe non essere
rappresentativo

- - - -

A.Poletti et al., Haematologica (2025)
Z.Dai et al., Biomarker Research (2020)
L.Laplane et al.. Nature Rev. (2024)
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NGS: un solo termine, molteplici significati

DNA Strand 3\_
S

WES = whole E \;~‘\x\.§\y o
WGS = whole ¢ J Gene - _
RNAseq = seq Gl = o -
scSeq = seque £xo% ' |
chipSeq = stug Whepeenoms” o ow  [TF)
methyl-Seq = -
long-read Se el

rficiale

low-pass WG

ILLUSTRATION BY MEAHGAN HARRIGAN
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targeted ultra-deep sequencing
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targeted ultra-deep sequencing

ABL1
ASXL1
ATRX
BCOR
BCORLA1
BRAF
CALR
CBL
CBLB
CBLC
CDKN2A

CEBPA
CSF3R

CuXx1

DNMT3A
ETV6/TEL

EZH2

FBXW7

FLT3

GATA
GATA
GNAS

ACVR1B
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AKT1
ATM
BAP1
BRCA1
BRCA2
CBFB
CDH1
CDKN2A
EGFR

HRAS
IDH1
IDH2
IKZF1
JAK2
JAK3
KDM6A
KIT

EP300
ERBB2
ERBB3
ESR1
EXOC2
EXT2
FBX032
FGFR1
FGFR2
GATA3

TruSight Myeloid 54-Gene Panel
Targets Hematological Mutations

MYD88
NOTCH1
NPM1
NRAS
PDGFRA
PHF6
PTEN
PTPN11

! Human Breast Cancer Panel: 45 Genes

IRAK4
ITCH
KMT2C
MAP2K4
MAP3K1
MDM2
MUC16
MYC
NCOR1
NEK2

SF3B1
SMC1A
SMC3
SRSF2
STAG2
TET2
TP53
U2AF1

PBRM1
PCGF2]
PIK3CA
PIK3R1
PPM1L
PTEN
PTGFR|
RB1
RET
SEPT9

UMA panel — Multiple Myeloma

Societa Italiana di Ematologia

Number GENE Mean cov Min cov Max cov Number GENE Meancov  Min cov Max cov

1 ATM 255 27 816 42 KDM6A 142 4 358

2 ATR 253 1 643 43 KMT2B 168 1 537

3 BAX 167 10 512 44 KRAS 217 33 409

4 BCL7A 161 3 368 45  LEMD2 180 12 522

5 BIRC2 268 26 866 46  LTB 147 48 394

6 BIRC3 243 9 886 47  MAX 164 23 411

7 BRAF 235 13 689 48  MYC 202 65 520

8 BTG1 143 2 303 49  MYD88 241 53 577

9 CARD11 173 22 559 50  NF1 222 4 534

10 CCND1 145 36 607 51  NFKB1 206 9 544

1 cDp19 156 25 415 52 NFKB2 156 19 396

12 cp27 150 21 368 53 NFKBIA 169 14 382

13 cDp38 196 18 502 54  NOTCH2 199 11 642

14  CDKN1B 194 47 446 55 NRAS 222 83 402

15 CDKN2C 193 43 368 56  PIK3CA 266 13 675

16  CKS1B 188 53 496 57  PRDM1 196 31 533

17 CRBN 233 25 582 58  PRKD2 182 29 601

18 CuLaB 172 6 425 59  PSMBS5 227 41 489

19  CvD 191 10 448 60  PSMD1 218 4 441

20  DDB1 237 32 757 61  PTEN 175 2 417

21 DIs3 183 25 402 62  PTPN11 189 1 450

Tp ! 22 DNAHS5 239 10 622 63 RASA2 234 2 599

23 DTX1 138 17 330 64  RB1 173 1 389

24 DUSP2 110 18 239 65  RBX1 209 42 430

25  EGR1 219 60 492 66  RPL10 155 29 434
0 ptiS el 185 31 428 67  RPLS 169 26 455

27 FAF1 197 7 441 68  SAMHD1 229 31 479

28 FAMA46C 223 92 373 69  SETD2 240 13 715

29  FANCA 181 3 476 70  SF3B1 225 35 467
ABL1 30  FBXO4 221 15 610 71 SGPP1 133 10 364 1 BRCA2 (CDH1

31 FGFR3 81 3 312 72 SNX7 176 3 434
CDKN2, 32 wistiHe 133 29 303 73 sP140 194 1 57 2 ERBB3 ERBB4
t 33 HISTIHID 159 42 367 74 STAT3 218 57 512 t
EZH2 34 HISTIHIE 125 47 243 75  TGDS 178 19 413 9 GNA11l IGNAQ

35  HISTIH4H 278 106 539 76 TNFRSF17 188 42 413 !

36  IDH1 230 56 454 77 TNFSF12 95 7 373 |
GNAS 37  IDH2 190 1 735 78  TP53 144 10 423 KDR KIT

38 IGLLS 68 0 344 79  TRAR2 187 16 624 |
KRAS 39 IKZF1 227 36 672 80  TRAF3 184 6 221 R NF1 INF2
. 40  1L6ST 245 28 670 81  XBP1 173 12 389 4
NOTCH—Strerlfifr—l 2226 000 L @2 X0l | 20 8 53]  [PTEN PPTPN11
RB1 RET SMAD4 SMARCB1 |SMO SRC STK11 TERT [TP53
TSC1 [VHL
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problemi nuovi: la gestione dell'informazione

Impossible to assemble manually
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NGS: cos’e? a cosa serve?

=>» NGS ¢é una tecnica di sequenziamento ad alta risoluzione che permette di
studiare in maniera approfondita le malattie onco-ematologiche:

1. analizzando i meccanismi patogenetici

2. identificando caratteristiche di alto rischio

3. individuando nuovi possibil target terapeutici

=>» NGS é una tecnologia ampiamente diffusa nella maggior parte dei laboratori
di biologia molecolare ed e sempre piu utilizzata anche nella diagnostica clinica

grazie alla sua precisione e versatilita
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il rischio delle malattie ematologiche: la leucemia acuta
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S.Loghavi et al Mod.Path. (2024)
C.M.Alonso et al., Jour.Mol:diagn. (2019)
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ogiche: il Mieloma Multiplo
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=>» stratificazione del rischio su

base genomica nel MM
(studio su 120 pazienti)

- identificazione di 98 alterazioni associate a

rischio prognostico

- il numero si alterazioni aumenta al’laumentare

del rischio prognostico

- la profilazione genomica ha permesso di
dividere i pazienti in categorie di rischio in

maniera piu accurata
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lo studio della malattia minima residua
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messaggi-chiave =5

1. l'adozione di tecnologie next-gen richiedono una elevata
specializzazione e nuove competenze

2. icosti di NGS sono elevati, ma sono giustificati dalla qualita e
guantita di informazioni ottenute => medicina di precisione!!

3. approcci personalizzati migliorano I'efficacia clinica e consento una
ottimizzazione dei costi
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