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Introduzione:

Nel mondo circa 18 milioni di persone muoiono ogni anno per malattie 
cardiache . Di queste, circa 4,5 milioni sono colpite da morte cardiaca

improvvisa (SCD), 60milla solo in Italia.

Le cause della morte improvvisa dipendono anche dall’età del paziente. In 
soggetti di età inferiore ai 35 anni le cause genetiche sono molto frequenti

e possono causare sia cardiomiopatie sia malattie dei canali ionici.

Questi decessi possono essere causati sia da patologie genetiche , sia da 
patologie acquisite e, spesso, vengono classificati con il termine di “morte
in culla”, rappresentata da un decesso improvviso in assenza di sintomi.



Per cardiomiopatia si intende una serie di patologie che 
colpiscono il muscolo cardiaco, causando una riduzione 
della capacità di contrazione del cuore.⃝  Dilatativa⃝  Ipertrofica
Canalopatia cardiaca: anomalie genetiche di proteine delle 

cellule cardiache che controllano l’attività elettrica del 

cuore e pertanto possono causare la comparsa di 

irregolarità del ritmo.



Materiali e metodi:

Lo studio ha incluso 740 pz non correlati con diagnosi clinica confermata: 350 con aritmia (250 con 

LQTS e 100 con sindrome di Brugada), 280 pazienti con HCM e 110 con DCM.

Il DNA genomico è stato estratto utilizzando un kit di purificazione WIZARD.

Il rilevamento delle mutazioni è stato eseguito utilizzando una strategia di sequenziamento HRM.

Sono stati sottoposti a screening:

Per predire lo splicing è stato utilizzato Alamut, che integra quattro diversi algoritmi. Nelle variazioni con effetto in silico positivo, l’esone viene amplificato con PCR e 
successivamente Wild-type e mutanti sono stati inseriti nel sito di restrizione Ndel del 

vettore del minigene pTB.

Casi di LQTS KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, KCNE2

Casi di Brugada SCN5A

Pazienti con HCM MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3

Pazienti con DCM LNMA



Risultati:Un primo ciclo di selezione è stato fatto con l’eliminazione sia dei comuni 
polimorfismi sia delle variazioni con effetto patogeno.L’uso degli algoritmi per il punteggio computazionale dei siti di splicing 5’ e 3’ ha 
selezionato 15 variazioni genomiche che potrebbero influenzare i siti naturali o 

creare nuovi siti di splicing.

Le varianti positive al test di splicing in silico sono state trasfettate nel minigene e 

studiate in vivo.

Predizione in silico e risultati in vitro dell’effetto sullo splicing delle variazioni nel sito di splicing donatore.



Siti di splicing del donatore 5’ss
9 variazioni genomiche sono state selezionate e ulteriormente studiate in vivo: 4 di esse hanno 
interessato la G altamente conservata (80%) in posizione intronica +5

Nel dettaglio:

MYBPC3 c. 3190+5G>A introne 29
Tre dei cinque algoritmi testati hanno previsto un impatto sullo splicing mediante la completa 
abolizione del sito di splicing donatore. Nelle cellule HeLa trasfettate con la sequenza wild-type, alcune delle trascrizioni mancano dell’esone 29 e la trascrizione risultante codificherebbe una 
proteina troncata contenente i 1063 aminoacidi seguiti da 10 aminoacidi aberranti e un PTC



MYBPC3 c.1090G>A esone 12
Questa variazione colpisce l’ultimo nucleotide dell’esone 12 e cambia il residuo 
di Ala altamente conservato in posizione 364 in un Thr. Tutti e 4 gli algoritmi 
hanno previsto un impatto sullo splicing e, in effetti, il test del mini gene 
mutante ha mostrato il salto completo dell’esone 12 che produce un PTC e la 
trascrizione anomala verrebbe degradata dall’NMD.



Siti di splicing dell’accettore 3’ss
6 mutanti sono stati selezionati per il test di splicing del minigene in vitro

Nel dettaglio:

MYBPC3 c. 655G>T esone 6
Questa sostituzione ha influenzato il primo nucleotide esonico con variazione G>T . L’analisi in silico ha previsto una diminuzione del punteggio che va da 5% al 57% 
tuttavia nel test del minigene la mutazione ha indotto il salto completo dell’esone 6.



MYBPC3 c.927-9 G>A introne 11Il debole sito di splicing accettore dell’introne 11 è stato rilevato solo da HSF che ha predetto 
la creazione in posizione 927-9 di un sito accettore più forte del WT. Le cellule HeLa

trasfettate con la sequenza WT hanno mostrato due diverse trascrizioni: un prodotto normale 

da 410 pb contenente l’esone 12 e il prodotto da 248 pb corrispondente allo skippingdell’esone 12. Il test del minigene ha mostrato il salto completo dell’esone 12 e la trascrizione 
priva di questo codificherebbe una proteina troncata.



Discussione:

Considerando il sito di splicing del donatore, 4 mutanti su 9 hanno influenzato la posizione +5 con un cambiamento 

del nucleotide da G>A e 4 varianti hanno modificato l’ultima base esonica. Le posizioni -1 e +5 sono altamente 

conservate e il 35% delle mutazioni che interessano questa posizione ha causato splicing aberrante rispetto al 9% 

per le altre posizioni. Le posizioni -1 e +5 sono le più importanti nell’accoppiamento di basi con lo snRNA U1. 

L’analisi di 45519 5’ss ha mostrato che il numero di paia di basi varia da 3 a 9 ma la media è intorno a 7 ma vi è 
anche una forte dipendenza delle basi adiacenti.

L’accuratezza della previsione in silico per le variazioni che influiscono su 5’ss dipende dall’algoritmo utilizzato e dal 
numero di legami idrogeno con lo snRNA U1.

Riguardo il sito accettore 3’ss, esso è costituito da 3 elementi che, fatta eccezione per AG, sono degenerati e la sua 
identificazione da parte della bioinformatica può essere molto difficile, rendendo quai impossibile la previsione 

delle varianti. Una possibile spiegazione è che il nuovo AG creato da MYBPC3 c.927-9 G>A recluti componenti 

spliceosomici che potrebbero competere con il sito autentico, oppure che modifichi un elemento normativo 

necessario per il riconoscimento del sito di splicing dell’accettore debole dell’introne 11.



Conclusioni:

L'identificazione di queste mutazioni è 
importante in quanto è stato dimostrato
che i pazienti con mutazioni di splicing 
MYBPC3 hanno un rischio più elevato di 
morte improvvisa prima dei 35 anni. Il 
nostro studio sottolinea l'importanza delle
strategie che combinano l'uso di test in 
silico e in vitro per essere in grado di 
identificare quelle varianti genetiche degli
UV che hanno un significato clinico.
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