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1. INTRODUZIONE
1.1 La Sindrome di Prader-Willi: panoramica storica

La Sindrome di Prader-Willi (PWS, OMIM 176270) éaupatologia dello sviluppo
neurologico che colpisce entrambi i sessi con gidienza stimata di 1/22000-1/25000
nati vivi (Whittington 2001, Smith et al.,2003, &g et al.,2004). Venne descritta per
la prima volta nella letteratura scientifica nel 569 da tre medici svizzeri
dell'Universita di Zurigo: Andrea Prader, Alexis lt@art e Heinrich Willi (Prader et
al., 1956), sebbene rappresentazioni e descridiandividui verosimilmente affetti da
PWS siano riscontrabili nell’arte e nella letteratudei secoli precedenti. La
pubblicazione rimase tuttavia ignorata per anmi fa quando nel 1972 Hall e Smith
risvegliarono l'interesse della comunita scienéfmon uno studio su 32 soggetti affetti
da PWS (Hall and Smith, 1972). Da allora, iniziar@d emergere nuove conoscenze
sia dal punto di vista clinico che genetico.

Con lintroduzione del cariotipo ad alta risoluzéofu possibile osservare che la
maggior parte dei pazienti con PWS presentava uslazidne interstiziale del
cromosoma 15 a livello delle bande q11-13 (Ledbettel., 1981) e che insorgeda 3

novo sul cromosoma di origine paterna (Butler and Pglih@83). Nel 1989, lo studio
di soggetti affetti da PWS non portatori di delewp permise di identificare come
causa della condizione la presenza di disomia vempale materna del cromosoma 15
(Nicholls et al.,1989). Quattro anni dopo vennecd#sa per la prima volta la presenza
di una metilazione alterata della regione impringad cromosoma 15 (Glenn et
al.,1993, Buiting et al., 1994, Reis et al., 19%1)successivamente, nel 1995,
l'identificazione delle prime microdelezioni port definire la struttura del centro
dell'imprinting (IC) e la sua regolazione sull'imtedominio imprinted (Buiting et al.,
1995).

Da un punto di vista clinico la condizione e camatizata nel periodo neonatale
dalla presenza di ipotonia e difficolta di suzionel periodo postnatale si riscontrano
inoltre deficit di accrescimento, iperfagia con seguente obesita, ipogonadismo,
bassa statura, disabilita intellettiva di grado ialsite da lieve a moderato e
caratteristiche comportamentali tipiche. Criterr @ diagnosi clinica furono proposti
per la prima volta da Holm nel 1981 e formalizzedi 1993 in una consensus dedicata
(Tab. 1) (Holm and Laurnen, 1981; Holm et al., 1998l 2001, in seguito ad uno

studio retrospettivo che analizzava l'effettivaguenza delle caratteristiche osservate



nei pazienti con PWS confermata geneticamenteata giroposta una revisione dei
criteri diagnostici in relazione all’eta (Gunay-Ayget al.,2001) (Tab. 2).

Restano ad oggi da delucidare alcuni dei meccargemetici che sottendono alla
PWS: sebbene studi recenti abbiano dimostrato aipeidita dell’espressione paterna
dei geni SNORD116 sia responsabile dell'insorgedele caratteristiche cardinali
della sindrome (Sahoo et al.,2008; de Smith et28l09; Duker et al., 2010), non e
stato ancora possibile stabilire un chiaro ruoliostegoli geni nella determinazione del

fenotipo.

Tab. 1: criteri diagnostici di Holm 1993 per la PWS

Criteri maggiori (1 punto per ogni criterio):

- ipotonia neonatale e infantile
- problemi di nutrizione infantile o ritardo nellaescita
- eccessivo o rapido aumento di peso tra il 1° & drého di vita
- tratti del viso caratteristici
- ipogonadismo
- ritardo dello sviluppo, disabilita intellettiva agblemi di apprendimento
- iperfagia o ossessione del cibo
- anomalie a carico del cromosoma 15 (del(15), URI), |
Criteri minori (0,5 punto per ogni criterio):

- movimenti fetali ridotti

- problemi comportamentali tipici

- disturbo del sonno o apnea durante il sonno

- bassa statura (in assenza di terapia con GH)

- ipopigmentazione (paragonata alla famiglia)

- Mani piccole (<25° cent.) e/o piedi piccoli (<108nt.)

- mani strette con bordo ulnare rettilineo

- anormalita degli occhi (esotropia, miopia)

- saliva viscosa e densa

- difetti nell'articolazione della parola

- Lesioni cutanee da grattamento (skin picking)
Criteri di supporto (0 punti):

- soglia del dolore alta

- incidenza del vomito ridotta

- alterazioni della termoregolazione

- scoliosi e/o cifosi

- adrenarca precoce

- osteoporosi

- abilita inusuale nel costruire puzzle
- reperti neuromuscolari neltlama




Tab. 2: Criteri clinici in relazione all'eta, progtb a seguito della revisione della
consensus del 1993, per poter identificare i paiziéa indirizzare al test genetico
(Gunay-Aygun et al., 2001)
Eta (anni) Caratteristiche cliniche presenti e suftienti per sottoporre

al test genetico
. ipotonia e problemi di nutrizione

. ipotonia e storia di problemi di nutrizione
. ritardo di crescita

. ipotonia e storia di problemi di nutrizione

. ritardo di crescita

. iperfagia legata a obesita

. problemi cognitivi; disabilita intellettiva liev

. iperfagia legata a obesita

. ipogonadismo ipotalamico e/o problemi comportataié tipici

Meno di 2
2-6

[E=Y

6-12

Oltre 13

WNRF WNR N R

1.2 Caratteristiche cliniche della PWS

E’ ben noto che la PWS presenta due differentii stadhtteristici (Holm et al.,
1993), separati da uno stadio intermedio, propostentemente, e seguiti da uno
stadio tipico in eta piu adulta (Butler et al., Q8L Fortemente caratteristi@il primo
stadio, a cui si assiste nel periodo neonatalesepte generalmente dal primo anno di
vita fino ai 3 anni. Questa fase e caratterizzada utha marcata ipotonia con >
conseguente difficolta di alimentazione tale daigdere spesso un’alimentazione per
gavage, ritardo dello sviluppo neuropsicomotoriogfigit di accrescimento,
ipogonadismo, letargia e nessun interesse pebad. dlla nascita la lunghezza risulta
solitamente nella norma, mentre il peso e generakna centili inferiori (Dudley and
Muscatelli 2007, Whittington et al., 2008); di cegsenza l'accrescimento staturo-
ponderale risulta inizialmente ridotto. Gradualneehipotonia diminuisce e compare
invece linteresse per il cibo, che successivamesitdrasforma in una ricerca
spasmodica e in un evidente insaziabile appetitpetfagia puo portare a gravi
conseguenze come malattie cardio-polmonari, dialetléto di tipo 2, tromboflebiti e
ad un aumento della mortalita (Schrander-Stumpal.g004; Stevenson et al.,2004;
Einfeld et al.,2006; Grugni et al.,2008); e quifaiidamentale un controllo adeguato
della dieta nei bambini con PWS. Altre carattectst, che potrebbero essere osservate
nellinfanzia includono una facies tipica carattedta da fronte stretta con
restringimento del diametro bitemporale, occhi “anghorla”, ponte nasale stretto,

labbro superiore sottile con aspetto della bocvaravesciata, palato ogivale (Fig.1).




La cute e gli annessi sono frequentemente ipopitatiee mani ed i piedi sono

piccoli con dita affusolate (acromicria); i genitasterni sono ipoplasici.

Fig.1 Fenotipo facciale caratteristico di PWS melblescenza e in eta adulta. (a) Paziente maschio
all'eta di 15 anni. (b) Paziente femmina all'eta 4li. Da notare il restringimento del diametro
bitemporale, occhi “a mandorla”, ponte nasale &tydabbro superiore sottile (ripresa da Cassidy an
Driscoll, 2009)

Problemi agli occhi, in particolare strabismo, el®&si possono essere presenti fin °
dalla nascita 0 emergere successivamente, genetaliimeeta adolescenziale (de Lind
van Wijngaarden et al.,2008, Odent et al.,2008%sBoo inoltre essere osservate altre
caratteristiche conseguenti ad una alterata reigolezdell’asse ipotalamo-ipofisario
quali I'eccessiva sonnolenza durante il giorno (Maa al.,2010), I'instabilita della
termoregolazione e I'elevata soglia del dolore (itirgton and Holland 2004).

Un caratteristico pattern comportamentale comircisvilupparsi fin dalla prima
infanzia, fino a raggiungere la massima espressiefia fase adolescenziale tardiva e
nella prima eta adulta; sintomi caratteristici soostinazione e cocciutaggine,
temperamento collerico con esplosioni di rabbiammllata solitamente scatenati da
aspettative disattese, sintomi compulsivi qualinffieazione dettagliata e ripetuta e
grandi difficolta nell'introdurre variazioni all’terno di una routine ((Dykens and
Cassidy, 1995; Clarke et al.,1996; State et aB91€larke et al., 2002).

Molte delle caratteristiche comportamentali legalia sindrome suggeriscono la
possibile presenza di disordini dello spettro aigtis diagnosticati nel 25% degli
individui affetti da PWS (vedi review Veltman et,aP005). Sembra inoltre che la

sintomatologia di tipo autistico sia piu frequen&ne presente nei soggetti in cui la



condizione €& causata da disomia uniparentale namt€dmUPD) (vedi review
Dimitropoulos and Schulltz, 2007).

Un’altra anomalia comportamentale caratteristicaloé skin-picking, ovvero |l
procurarsi lesioni cutanee con le proprie mani o lagso di oggetti, che in alcuni casi
puo essere cosi importante da richiedere anchécowvero ospedaliero (Holm et al.,
1993, Holland et al., 2003b).

Nell'eta scolastica le difficolta cognitive diventapiu evidenti. | pazienti affetti da
PWS presentano disabilita intellettiva (ID) di goadariabile da lieve a moderato; nella
maggior parte dei casi il QI € compreso fra 60 etut@avia, in alcuni pazienti si
osserva un QI che rientra nel range di normalitarf€Cet al., 1991; Whittington et
al.,2004). Sono frequenti le difficolta di relazéoron i coetanei e la preferenza a
dedicarsi ad attivita solitarie come i puzzles. @nie il periodo adolescenziale i
soggetti con PWS presentano oltre ad obesita leaghtperfagia, ipogonadismo con
conseguente sviluppo puberale incompleto ed ififarthella maggior parte dei casi
(Crino et al., 2003), deficit dell'ormone di cresc{GH) e bassa statura.

Nell’eta adulta possono manifestarsi gravi disty$ichiatrici e disordini affettivi
come depressione e psicosi, in modo particolaresoggetti in cui la condizione e
causata da mUPD (Boer et al., 2002, Vogels e2@04, Soni et al., 2007).

Negli ultimi anni la terapia con GH ha miglioratensibilmente il quadro clinico dei
pazienti affetti da PWS, soprattutto se sommintatrarecocemente. Diversi studi
hanno riportato un miglioramento della velocitacdescita, della composizione della
massa corporea (con aumento della massa magrazéone della massa grassa), della
funzione muscolare e un’azione positiva sulle altemi della facies(Angulo et
al.,2007; Lindgren and Lindberg,2008; Carrel eRall0; Colmenares et al.,2011).

1.3 Genetica della PWS

| diversi meccanismi genetici causativi della PWS8tedninano la mancata
espressione degli alleli di origine paterna prasahinterno della regione q11-q13 del
cromosoma 15 (regione critica PWS o PWSCR, Figéllanquale normalmente il
contributo materno risulta essere silenziato ealdgili di origine paterna sono i soli ad
essere espressi (Nicholls, 1993). La regolazionegdri imprinted della regione é
svolta dal centro dell'imprinting (IC) localizzatall’estremita 5’ del gen&SNURF-
SNRPN che contiene due distinte regioni funzionali: PWSO (PWS-Shortest Region




of Deletion Overlap) e AS-SRO (AS-Shortest Regibeletion Overlap) (Buiting et
al.,1995).

PWS-SRO e localizzato a livello del promotore maggie dell’esone 1 del gene
SNURF-SNRPN, mentre AS-SRO si trova in posizione centromerispetto a PWS-
SRO, ad una distanza di 35 kb. PWS-SRO, che é raiitato ed e quindi attivo sul
cromosoma paterno, agisce come promotore sulldnteita trascrizionale @NRPN,
inclusi anche l'intero cluster dei geni snoRNA (dnmaucleolar RNA) e il trascritto
antisenso diUBE3A, e attiva “a lunga distanza”, con un meccanismaoemn
sconosciuto, la trascrizione dei geMKRN3, MAGEL2 e NDN (vedi review
Horsthemke and Wagstaff, 2008) (Fig. 3). Sul croonos 15 materno, dove PWS-
SRO é invece metilato e inattivo, si ha il silenzémto dei genMKRN3, MAGEL2,
NDN e SNRPN e la trascrizione dUBES3A nel cervello (vedi review Horsthemke and
Wagstaff, 2008) (Fig3).
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Fig. 2. Struttura della regione cromosomica 15q13-¢ripresa da Cassidy and Driscoll 2009). Nella
regione PWS (rappresentata in blu) ci sono 6 geamichi blu) e una famiglia di 5 geni snoRNA (ovali)
ad espressione esclusivamente paterna. 3BESA e ATP10A (cerchi rossi), associati alla Sindrome di
Angelman, sono ad espressione materna tessutdispedl centro dellimprinting ha una struttura
bipartita ed & localizzato al 5’ del geSBIRPN. Il cluster di geniGABR, OCA2 e HERC2 non sono
imprinted ed hanno un’espressione biparentale licésianchi). Sono indicati i breakpoints comuni
prossimali, BP1 e BP2 e quello comune distale BRa.BP1 e BP2 sono presenti altri 4 geni non
imprinted: TUBGCP5, CYFIP1,NIPA1 e NIPA2 (non rappresentati).
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Fig.3 Regolazione dell'IC sull'espressione geniedlanregione 15q11-13. Sul cromosoma paterno dove
PWS-SRO e non metilato e attivo si ha la trascneiaei geniMKRN3, MAGEL2 e NDN e |l
silenziamento mediante trascritto antisens@BE3A nel cervello. Sul cromosoma materno dove PWS-
SRO ¢ metilato e inattivo si ha il silenziamento gieni MKRN3, MAGEL2 e NDN e la trascrizione di
UBE3A nel cervello (ripresa da Horsthemke and Wags2aig).

La causa di gran lunga piu frequente della PWSaedahezione interstiziale insorta
de novo di 5-7 Mb nella regione 15911.2-q13 di origine guaa (Fig.2 e 4). La

delezione della medesima regione di origine mat@ausa, invece, la Sindrome di g

Angelman (AS). Meno frequente e la disomia unip@ienmaterna e ancora piu rari

sono i difetti del centro dell’imprinting (Fig 4).
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Frequenza 65-75% 20-30% 2-5%
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50% delezione IC
ereditata

Fig.4: Meccanismi genetici responsabili della PWiprésa da Buiting et al.,2010). Per ognuno dei
meccanismi vengono riportate le frequenze e ihisdi ricorrenza.



1.3.1Delezioni interstiziali della regione cromosomica3q11.2-q13

Nella maggior parte dei casi le delezioni appar@oega due classi, dette classe |
(Type I, TPI) e classe 1l (Type Il, TPII), rispetimente definite dai punti di rottura
(breakpoints, BP) ricorrenti BP1-BP3 e BP2-BP3 (§ltan et al.,1995; Amos-
Landgraf et al.,1999) (Fig. 2). Le delezioni sigmmano con il meccanismo della
ricombinazione omologa non allelica (NAHR, Non Alie Homologous
Recombination) mediata dai dupliconi (0 LCR, Lowp@dRepeat) presenti a livello
dei BP. Entrambe le delezioni includono:

- una regione ad espressione esclusivamente paentenente i gertMKRN3 (OMIM
603856) MAGEL2 (OMIM 605283), NDN (OMIM 602117) Ci5orf2 (OMIM
610822), INURF-SNPRN (OMIM 182279) ed un cluster di oltre 70 geni C/Dxb
snoRNA @HBII-436 o SNORD107, HBII-13 o SNORD64, HBII-438A e B o
SNORD109A e B, HBII-85 0 SNORD116 e HBII-52 0 SNORD115). Gli snoRNA sono
molecole coinvolte nella modificazione delle vadkassi di RNA, tra cui la 2'-O-
metilazione (Cavalille et al., 2000; de los Santoale 2000; Runte et al.,2001; Kiss,
2002).

- la “regione AS” con i genUBE3A (OMIM 601623) eATP10A (OMIM 605855), ad

espressione materna tessuto-specifica
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- una regione distale non-imprinted contenente luster di tre geni codificanti per il
recettore GABA,GABRB3 (OMIM 137192), GABRAS5 (OMIM 137142) eGABRG3
(OMIM 600233), il geneDCA2 (OMIM 611409) e il genélERC2 (OMIM 605837).

Le delezioni TPI differiscono dal tipo Il perché imeolgono la regione piu
prossimale in cui sono contenuti altri quattro gexd espressione biparentale:
TUBGCP5 (OMIM 608147) CYFIP1 (OMIM 606322) NIPAL (OMIM 608145) e
NIPA2 (OMIM 608146). Tre di questi geni, sono implicaelle sviluppo e/o nella
funzione del sistema nervoso centrale; in partregldlPAL € noto essere associato a
paraplegia spastic@Rainier et al.,2003Goytain et al.,2007)NIPA2 codifica per un
trasportatore di magnesio altamente espresso stehs nervoso centrale (Goytain et
al., 2008) eCYFIP1 codifica per una proteina che interagisce con FMRRgile
Mental Retardation Protein) (Napoli et al., 2008).

Delezioni atipiche, con punti di rottura propri,nso piuttosto rare (Buiting et
al., 1993, Caolunova et al.,2008; Kanber et al.,.9200e microdelezioni recentemente
descritte che si localizzano distalmente rispettgeae SNRPN o includono gli ultimi

esoni del gene e si estendono al cluster dei g@RNA, hanno portato a definire la




regione contenente gINORD116 come critica per la sindrome (Sahoo et al., 20@8, d
Smith et al.,2009; Duker et al.,2010).

Delezioni che si estendono distalmente al BP3,imvotgenti i BP piu distali BP4
BP5 e BP6, sono solitamente associate a traslagazoonvolgenti altri cromosomi
(vedi review, Butler e Thompson, 2000, Mignon-Ragixal.2007) e quindi associate
anche ad altre manifestazioni cliniche, come anenealrdiache, renali e neurologiche;
in alcuni casi sono state descritte delezioni stieali de novo che si estendono
distalmente fino alla banda 15914 (Galan et aB1]1@alounova et al., 2008, Butler et
al., 2010b).
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2. MATERIALI E METODI
2.1 Pazienti

La casistica descritta in questa tesi comprendpa&ienti affetti da PWS portatori
di delezione, con etd compresa tra i 2 e 38 anutti iTpazienti si sono resi disponibili
nell’eseguire questo tipo di studio previa compdae di un consenso informato. La
diagnosi di PWS in tutti i pazienti & stata confatansia clinicamente, attraverso i
criteri diagnostici del consensus del 1993, siapdaito di vista genetico con il test di
metilazione, risultato positivo in tutti i casi,cen FISH con sonde commerciali che
hanno evidenziato la presenza di delezione. Pel pgmiente I'analisi per la
caratterizzazione delle delezioni e stata effestuaédiante MLPA su DNA genomico
estratto a partire da un prelievo di sangue pécderQuattro pazienti sono stati anche
studiati mediante tecnica di array-CGH per unagpécisa definizione ddireakpoints.

2.2 Estrazione del DNA genomico

L’estrazione di DNA genomico viene effettuata atiparda un prelievo di sangue

periferico in EDTA. L'estrazione & stata eseguitdizzando il kit “GenElute Blood 12

Genomic DNA” (SIGMA) composto da: colonne (Minipremding columns), tubi di
raccolta da 2 ml (Collection tubes), buffers e gimdsi K. E’ possibile estrarre DNA
partendo da 500 ul di sangue a cui si aggiung@npl4i proteinasi e 40 ul di RNasi
A Solution. Le provette vengono lasciate per 2’ emperatura ambiente e
successivamente, dopo aver aggiunto 550 ul di LSsistion C, agitate tramite vortex
per 10” e poi incubate a 55°C per 10'. Si aggiumg®50 ul di etanolo assoluto e si
vortexa per 10”. Prima del loro utilizzo, € neca$s preparare le colonne Miniprep
binding column aggiungendo 500 ul di Column Prejp@ameSolution, centrifugandole a
12000 x g per 1’ ed eliminando l'eluato. Il contemuaelle provette, pud cosi essere
trasferito nelle Miniprep binding column. Le col@mengono centrifugate a 6500 x g
per 1’ e viene eliminato I'eluato; il passaggioneeripetuto fino ad esaurimento del
campione. Le colonne vengono trasferite sopra wvatubo da 2 ml e si aggiungono
500 pl di Pre-Wash Solution, segue una centrifuagyezia 6500 x g per 1'. Si elimina
I'eluato e si procede aggiungendo 500 ul di Washit®m e centrifugandole 3’ alla
massima velocita (13000 x g). Per eliminare I'etamesiduo si procede con una nuova

centrifugazione alla massima velocita per 1’, daere eliminato I'eluato. Ogni



colonna viene trasferita in una nuova provetta dal 2lla quale vengono aggiunti 50
pl di Elution Solution. | campioni vengono lasciatitemperatura ambiente per 5’ e
centrifugati per 2’ a 6500 x g.

2.3 Valutazione della concentrazione e della quaditdel DNA.

La quantificazione del DNA genomico estratto e ssteffettuata mediante lo
strumento NanoDrop ND1000 UV-Vis Spectrophotomatéizzando 1ul di campione.
Lo strumento sfrutta una nuova tecnologia, basdta gensione superficiale che piccoli
volumi di liquidi esercitano quando si trovano ochiti tra due superfici vicine; in tal
modo una goccia di campione posizionata sull’agpopiastra di lettura crea una
colonna di liquido a diretto contatto con due filmttiche, e puo essere analizzata in
modo semplice e veloce. Lo strumento esegue auianante la lettura del campione
a 260 — 280 — 230 nm di lunghezza d’'onda, la cangeione ed i relativi rapporti per
determinare il grado di purezza del campione apaiiz Un rapporto tra la densita
ottica a 260 nm e 280 nm maggiore o uguale a f¢ica che I'estrazione del DNA é 13
stata ben eseguita poiché abbiamo un buon rappari®NA estratto e proteine che lo
accompagnano. Un altro indice di purezza del cangi@ il rapporto tra le densita

ottiche 260 e 230, che dovrebbe essere compredBtea?2,2.

2.4 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

La metodica MLPA permette di rilevare perdite o wsgioni nel numero di
copie di sequenze del DNA in esame. Il principio gu si basa tale tecnica é
'amplificazione simultanea di sonde ibridate sgioai target di interesse. Ciascuna
sonda MLPA é costituita da un oligonucleotide dintee un oligonucleotide derivato
da DNA fagico M13.L'oligonucleotide sintetico contiene una sequenniversale
allestremo 5 (sequenza Y) e una regione compldéarenalla sequenza target
all'estremo 3’ (Fig.5). L'altro oligonucleotide cbene una regione complementare alla
sequenza target all’estremo 5, una sequenza isateletta stuffer di lunghezza
variabile, per analisi contemporanea di piu targaina sequenza universale (sequenza

X) all'estremo 3’ (Fig.5). Gli oligonucleotidi chei ibridano alle sequenze target




vengono uniti mediante una ligasi termostabile @lditati contemporaneamente con
una sola coppia di primer grazie alla presenza & 3 di sequenze universali. Gli
amplificati ottenuti che differiscono per la lunghkea della sequenza stuffer possono

dunque essere separati per elettroforesi cap{lages).

a b
Oligonuclectide sintetico Oligonucleotide derivato da M13
X
PrimerX
PrimerY "\
Targe1A =3
Sequenza daibridizzare 3' TargetB &'
C d
q 50 / Y X Y X
<) TargetA -
3 TargetB 5 TargetB 5 5 3 5 3

Fig. 5. Principio della tecnica MLPA. a) Rappreseimne schematica di una sonda MLPA. Gli
oligonucleotidi sintetici contengono la sequenzambsciuta dal primer universale Y (in nero), meriktr
frammento derivato da M13 contiene la sequenzaifsgeqer il primer universale X (in nero) e la
sequenza stuffer (in verde). La sequenza targatliéata in blu; b) Reazione di ibridazione. || DNA
genomico € denaturato ed entrambi gli oligonuadtkati ogni sonda MLPA si ibridano sulla sequenza
target; c) Reazione di ligazione. Solo le sonddepmmente appaiate vengono legate da una ligasi
termostabile; d) Reazione di PCR. Tutte le sondgmtke sono amplificate mediante PCR utilizzando
un’unica coppia di primers (X e Y). Il prodotto dimplificazione di ciascuna sonda ha una lunghezza
caratteristica, per cui ciascun frammento € ricoitdle in seguito a separazione mediante elettesior
capillare.

Per la caratterizzazione delle delezioni sono stalizzati due diversi kit: Salsa
MEO028-B1 PWS-AS e Salsa P211-B2 HSP region (MRQdddl, Amsterdam). Il
primo prevede la contemporanea possibilita di esutlo stato di metilazione e
'eventuale presenza di alterazioni nel numero dpie della regione critica
responsabile di PWS/AS (Tab. 3). Il secondo, comagger lo studio dei loci specifici
associati alla paraplegia spastica ereditaria (H®Bhtiene un numero di sonde
aggiuntive, rispetto al kit ME028-B1, per i genildeegione 15911, che permettono di

differenziare con piu precisione tra i due tipddiezione comune TPI e TPII (Tab. 4).

14



Tab. 3 Sonde contenute nel kit ME028-B1 PWS-AS.

Length SALSA MLPA Hhal | Distance to o Distance to
Gene . Chromosomal position
(nt) probe site | p-telomere next probe
434 A 06249-L05755 NIPAL BP1-BP2 region 214.0 Kb
154 A 02018-L00865 TUBGCPS BP1-BP2 region
End of copy number variable region
172 02020-L12922 MKRN3 21.362.818 77.5 Kb
409 11155-L11839 MAGEL2 21.440.355 42.0 Kb
445 11149-111833 NDM 21.482.381 1.0 Kb
419 04027-L13937 NDM + 21.483.412 1136.5 Kb
287 ~ 11178-111862 SMNEPM 22.619.902 Exon ulB 6.2 Kb
238 ~ 12178-L13090 SMNRPN 22.626.072 Exon ulB* 64.9 Kb
278 12179-113383 SNRPM 22.690.980 Intron u2 12.3 Kb
270 12182-113094 SMNRPN 22.703.328 Intron u2 13.4 Kb
256 ¥ 02027-112881 SNRPN 22.716.713 Exon uS [AS-SRO) 0.6 Kb
391¥ 12477-113519 SNRPN 22,717.321 Exon u5 [AS-SRO) 33.8 Kb
250 11181-113997 SNRPN + 22.751.105 | SNRPN CpG island promotor 0.1 kKb
178 » 04106-L13905 SNRPN + 22.751.213 | SNRPM CpG island exon 1 0.3 Kb
190 04104-L04294 SNRPN + 22.751.480 | SNRPN CpG island intron 1 0.3 Kb
142 04103-L02951 SNRPM + 22.751.772 | SNRPM CpG island intron 1 12.5 Kb
254 01318-L13088 SNRPN 22.764.247 SMNURF-SMNRPN &xon 3 8.3 Kb
400 11177-111861 SMNEPM 22.772.555 SMURF-SMNRPN exon 7 75.7 Kb
214 = + 12719-113907 SHNRPN 22.848.250 | SMNORD116 snoRMA cluster 24.4 kb
472 = + 12721-11379 SNRPM 22.872.658 | SNORD116 snoRMA cluster 16.0 Kb
328 = + 12723-113798 SMRPM + 22.888.662 | SMORD116 snoRMA cluster 247.7 kb
355 02034-112925 UBE3A 23.136.395 exon 13 20.3 Kb
301 12082-L13474 UBE3A 23.156.677 exon 8 11.1 Kb
160 04620-L00863 UBE3A 23.167.740 exon 7 4.2 Kb
197 10880-L11550 UBE3A 23.171.919 exon_6 29.8 Kb
373 10878-L11548 UBE3A 23.201.674 exon 5 33.5 Kb
184 04641-L04293 UBE3A + 23.235.184 exon 1 287.0 Kb
366 11162-L11846 ATP1OA 23.522.207 137.7 Kb
226 11159-111843 ATP10A 23.659.906 684.3 Kb
220 013153-L09339 GABRB3 24.344.242 exon 9 19.6 Kb
382 10874-111544 GABRB3 24.363.881 2832.9 Kb
< C_AC
2024 | 01314-L00867 APBA2 27.196.749 | Outside it NSRS 8 éﬁfg_oﬁg
346 # 01709-112924 BLM + 89.061.432 15g26

Tab. 4 Sonde contenute nel kit P211-B2 HSP region spefper la regione 15q11.2

Length | SALSA MLPA a Partial sequence (24 nt | Distance
(nt) probe s adjacent to ligation site) to next
probe
179 + 00875-L12230 WHAMMLL (WHDC1L1) exon 2 TTCAAGGACACC-GAAAAGCCAACA 4.9 kb
373+ 09876-L10288 WHAMMLL (WHDCLLL) exon 5 GCGAAAGAGTTA-TGTTTAAATCAC 139.4 kb
391 07125-L05755 NIPA1 exon 4 (3) GCCAGATTGGAA-ACTTCCTGGCTT 11.7 kb
265 07124-1L05206 NIPA1 exon 6 (5) GCTGGGCAGTTT-CACCETGCCTTC 21.4 kb
214 05767-L05718 NIPAZ exon 4 (3) TCTGAGAATAGT-GAAGCAACTCAT 13.3 kb
202 07123-105171 NIPAZ exon 8 (B) GTGGCCAACTTC-GCTGCGTATGCG 3.9 kb
418 05117-1L04501 NIPAZ exon 10 (7) TGAGCATTCGAT-GGCCTTAGCACC 36.4 kb
382 01818-101317 CYFIP1 exon 22 (1) CTGTTGGAAATC-AACCGCATGACC 122.3 kb
346 01321-112279 TUBGCPS exon 8 (3) CAGTGATCCATT-GTATGTTCCAGA 13.3 kb
142 * 02017-L01537 TUBGCPS exon 1 AGCGCGGAACAT-GEOGCGGCACGE ?
124 £ 09878-L10290 HERC2FZ exon 23 GOCCAGTTAGAT-GACTACTTCCCT 151 kb
428 £ 09877-L11168 HERC2PZ exon 13 TACTGTTACAGA-TGTTCACAAATA 358.1 kb
314 00874-112277 GOLGAGLZ (FLI36144) exon 9 AAGAGAAAGATG-AAGATCATCAAT 2.2 kb
154 00373-L10235 GOLGAGL2 (FLI36144) exon 7 AGGAGCTGAAGA-AGAAMMATGCCG 123.6 kb
158 02019-1L01538 MKRN3 exon 1 (2) GAAGCCTCCGAG-CGCGGCCGCCAT 0.5 kb
208 04901-104285 MKRN3 exon 1 (3) GGCTGCGCACAT-CGAGCCCCCGAC 77.9 kb
409 11155-111839 MAGEL2 exon 1 AGCAAGATGCTT-GTCCTGAGGTTT 1212|;|§
245 ¥ 02026-L10004 658 nt before SNRPN exon 3 (5) CATGGTACAACT-GCGCTTGCGCAL
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Per eseguire l'analisi di MLPA, oltre al DNA genami da analizzare, sono
necessari dei DNA di controllo (Promega). | camp@inDNA vengono diluiti ad una
concentrazione di 100 ng/ul e portati al volumalendi 5 pl di TE. La metodica di
MLPA si compone di tre reazioni: denaturazionedbmione, ligazione e PCR
(Polymerase Chain Reaction), che vengono eseguntd’tilizzo di un termociclatore

e seguendo il protocollo fornito dalla ditta pradae (MRC Holland).

- Denaturazione eibridazione

v' Denaturare il DNA per 10’ a 98°C e raffreddare fm@a5°C
v" Aggiungere 1,5 ul di Salsa Probemix e 1,5 pl di MUuffer
v" Denaturare a 95°C per 1’ e ibridare a 60°C per (@vkrnight).

- Ligazione
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v Portare la temperatura a 54°C

v" Aggiungere 32 ul della mix di ligazione (3 ul digaisi-65 buffer A, 3 ul di
Ligasi-65 buffer B, 25 ul di acqua distillata e lldiiLigasi-65)

v Incubare 15’ a 54°C

v Incubare 5’ a 98°C per inattivare la ligasi

- PCR

v Dispensare 10 ul del prodotto di ligazione in nupvevette in cui sono stati
aggiunti 4 ul di Salsa PCR Buffer 10X e 26 ul dija distillata

v/ Caricare nel termociclatore e portare a 60°C

v" Aggiungere a ciascun campione 10 pl di mix di PERI(di Salsa PCR primer,
2 ul Salsa Enzyme diluition buffer, 5,5 pl di acqlistillata e 0,5 ul di Salsa
Polymerase)



v" Awviare il seguente programma di PCR: 30” a 95307 a 60°C, 60” a 72°C
per 35 cicli.

Al termine della reazione di PCR, ad 1 ul del ptoaldi amplificazione si aggiungono
0,5 ul di ROX e 15,5 pl di formammide deionizzateampioni vengono poi incubati a
94°C per 2’, raffreddati in ghiaccio ed infine cati nel sequenziatore ABI Prism 310
(Applied Biosystems) per la separazione dei frantmenl’analisi tramite software

GeneMapper. | dati relativi alle corse elettrofarie¢ vengono importati ed elaborati
nel software di analisi dedicato “Coffalyser” (MR&blland). Le alterazioni vengono
considerate significative se i valori presentan@ weviazione maggiore del 30%

rispetto al controllo.

2.5 Array-based Comparative Genomic Hybridization Array-CGH)

Questa tecnologia permette di identificare la preaedi microdelezioni e
microduplicazioni di un campione di DNA (DNA testjspetto ad un DNA di —
riferimento (DNA reference). Il principio della teica si basa su una ibridazione
comparativa dei due genomi differentemente maroati fluorocromi rossi (Cy5) e
verdi (Cy3) che vengono coprecipitati in presentaCdt-1 DNA per bloccare le
sequenze ripetute e coibridati su un array su acuosimmobilizzate sequenze
omologhe di DNA (sonde) (Fig.6). Le sonde possosgere cloni BAC (cromosomi
artificiali batterici), cloni PAC (cromosomi arttfiali di fago P1) o sequenze di
oligonucleotidi. La fluorescenza é rilevata medéamho scanner a laser, grazie al quale
si acquisisce un'immagine per entrambi i fluorocrom seguito, le immagini sono
quantificate con metodo digitale mediante softwspecifici dedicati, che quantificano
I'intensita di fluorescenza emessa per ogni sondkolando quanto il rapporto tra i
segnali emessi dal campione e dal DNA di riferiroeshtvia dai valori attesi. Dato che
le misurazioni possono essere riferite direttamesite posizioni sul genoma, e
possibile definire, con precisione, i punti di uw# (breakpoints) dei riarrangiamenti
eventualmente presenti.

La sovrapposizione dei due segnali corrisponddntiua fluorocromi, nel caso di un

soggetto normale produce un valore di intensitdudirescenza uguale a 1, poiché il



rapporto tra i 2 fluorocromi 2/2 e pari a 1. La pegsentazione grafica fornita dal
software trasforma questo valore in logaritmo iseba. Quindi i cloni in cui & avvenuta
una normale ibridazione tra DNA di controllo e DN@st si trovano lungo la linea
grafica dello 0. L’elaborazione finale del programmroduce uno schema in cui e
possibile vedere la distribuzione dei segnali dofescenza dei cloni nell'intorno del
valore “zero” ad indicare un uguale dosaggio dedzione del DNA test e del DNA di
controllo. Cloni che si discostano da questa lidedzero” verso +0.58, dove |l
rapporto tra i 2 fluorocromi e di 3/2, sono indieati una regione duplicata e cloni che
si discostano verso —1, dove il rapporto tra idfbcromi € 1/2, sono indicativi di una
delezione (Fig. 6).

L'analisi di array-CGH é stata condotta con oligoag 244K (Human Genome
CGH Microarray 244K, Agilent) contenenti circa 2381 sonde ad una distanza
spaziale media di 8.9 Kb con una risoluzione medigrca 50 Kb. Sono stati utilizzati

per I'analisi 2ug di DNA test e reference (Promega)
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DELEZIONE DUPLICAZIONE

Fig.6. Rappresentazione schematica di un espernmamnay-CGH. (a) | DNA test e di controllo sono
differentemente marcati, coprecipitati e ibridatium array. Dopo le procedure di lavaggio, I'imnmegi
dei vetrini & acquisita attraverso uno scanner adtermina l'intensita di fluorescenza di ogni sanda
Dopo l'elaborazione e la normalizzazione dei datiapporti in log2 delle sonde sono tracciati come
funzione della posizione cromosomica. (b) Profilelldrray visualizzato dal software. Ogni punto
rappresenta una singola sonda presente individsialtarray; le sonde con valore uguale a zero
rappresentano un uguale rapporto dell'intensitBudirescenza tra il test e il controllo. Le sond& wn
valore uguale a -1 indicano la presenza di unazideie.
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Digestione del DNA

v' Aggiungere al DNA acqua Nuclease-free fino ad unmwe di 20.2 pl

v" Aggiungere ad ogni campione 5.8 pl della Mix diedijone (2 pl di acqua
Nuclease-free, 2,6 pl di Buffer C, 0,2 pl di BSA (ig/ul), 0,5 pl di Alu I (10
U/ul), 0,5 pl di Rsa | (10 U/ul))

v Incubare i campioni per 2 ore a 37°C

<

Bloccare la reazione incubando a 65°C per 20 minuti
v' Verificare la digestione del DNA mediante gel el#tiresi caricandone 2 pl
(Agarosio 0,8% in TAE; Etidio Bromuro 0,01 mg/ml).

Marcatura del DNA mediante Agilent Genomic DNA Labelling Kit PLUS
(Agilent)

v Incubare a 95-100°C per 5 minuti e successivanmteniauti in ghiaccio;

v" Aggiungere ad ogni campione 21 ul della mix di mtua (2 pl di acqua
Nuclease-free, 10 ul di 5X Buffer, 5 pl di 10X dNT® pl di CY3-dUTP (1
mM) oppure CY5-dUTP, 1 ul di Exo-Klenov fragment)

v Incubare per 2 ore a 37°C;

v Bloccare la reazione incubando a 65°C per 10 minuti

Purificazione del prodotto di marcatura (Clean-up)

v' Aggiungere alla miscela di reazione 430 pl di BuffE (Promega) e trasferire
l'intero volume in una colonnina Amicon YM30 (Mplbre) adagiata
nell'apposita provetta

v' Centrifugare a 14000 rpm per 10’

v' Eliminare l'eluato e lavare il contenuto della amkina con altri 430 pl di
Buffer TE

v Centrifugare nuovamente a 14000 rpm per 10’

v Trasferire la provetta capovolta in una nuova pitave centrifugare a 14000
rom per 1’

v' Misurare il volume di DNA marcato eluito e ripetagk ultimi passaggi fino a
che questo sia inferiore a 80.5 ul; raggiungevelilime desiderato aggiungendo

ai campioni Buffer TE
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v' Valutare concentrazione e attivita della marcatumediante NanoDrop ND-

1000 UV-VIS Spectrophotometer.

Ibridazione mediante Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit (Agilent).

v

v

Unire i campioni di DNA test e DNA di riferimentoarcati

Aggiungere 520 pl della mix di ibridazione (50 plHuman Cot-1 DNA (1
mg/ml, 52 pl di 10X Blocking Agent, 260 ul di 2X Hidization buffer

Incubare a 95/100 °C per 5 minuti e successivanme&C per 30’

Depositare l'intero volume sul coprioggetto (sligasket) precedentemente
adagiati sulla parte inferiore della Agilent Microsy Hybridization Chamber

Posizionare quindi il vetrino con il barcode “Agité rivolto verso i campioni e

chiudere la Agilent Hybridization Chamber

Posizionare cosi il vetrino nell'apposito fornormealdato a 65°C e lasciare per
48 ore.

Lavaggi post-ibridazione mediante Oligo aCGH Wash Buffer 1 e 2 (Agilent)

v

v

Dissamblare la Agilent Hybridization Chamber

Separare il vetrino dal coprioggetto immergendoliuna vaschetta contenente il
Wash Buffer 1

Lavare il vetrino immergendolo nel Wash Buffer 1 agitazione su piastra

magnetica per 5’

Spostare velocemente il vetrino nel Wash Bufferr@ripcaldato a 37°C e

tenerlo in agitazione su piastra magnetica per 1’

Estrarre il vetrino molto lentamente dalla solueoa caricarlo nell'apposita

navicella per la lettura con scannner a laser ghg)l
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Dopo la scansione del vetrino, si procede corirBzgone dei dati mediante software
Feature Extraction (v 10.7.1.1) ed analisi conoitware dedicato DNA Analytics (v
4.0, Agilent).

Lo studio delle regioni shilanciate evidenziatéaahlisi viene effettuato mediante

I'impiego di browser e database dedicati (UC&tip://genome.ucsc.edudatabase of

Genomic Variantshttp://projects.tcaqg.ca/variation/

21




3. RISULTATI

L’analisi con tecnica MLPA dei 50 soggetti (25 femnme e 25 maschi), di eta
compresa tra i 2 e 38 anni, affetti da PWS e panitali delezione, ha evidenziato nel
92% (46/50) dei casi una delezione comune: il 420650) e portatore di TPl e il 52%
(26/50) di TPIL.

Nell'8% dei casi (4/50) sono state definite deleziatipiche, che sono state
ulteriormente caratterizzate mediante array-CGH yrex piu precisa definizione dei
breakpoints.

| risultati e i dati relativi ai singoli pazientoro riportati nelle tabelle 5 e 6.
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Tab.5 Criteri diagnostici nei pazienti TPl. Pembgaziente viene indicata la presenza
maggiori, minori e di supporto. L'eta riportatargerisce all'eta al momento della valutazione. Niati non disponibili.
A destra la legenda relativa ai criteri diagnostici

(si) o asséno) dei criteﬁ

Criteri Diagnostici Tipo di
pt | sesso] eta maggiore minore supporto score delezi g 1 ipotonia neonatale e infantile
elezione = 2 problemi di nutrizione infantile o ritardo nella crescita
112]13]14]1516|7]|8]19]10]11|12|13]14]|15]16]17]|18]|19]20]|21|22|23{24|25]26] 27 o - probi ; ; [P _—
1 7 e - - - - —T - - - TPL % 3 eccessivo o rapido aumento di peso tra il 1° e il 6° anno di vita
si| si [no| si [no|sijnofsi]jnofno]lno|no] si|si|nof si| si|no|nolnolno|no] si |nolno|no| si S 4 trarti del viso caratteristici
2 F 2 |si| si|no| si|no|sijno]si| si|no| si| si[nojno|no|no|no|no|no] si| si| si|nofnofjnofno| si 0.5 TPL g 5 ipogonadismo
3 F 7 |si| sifsi| silsi|si|sifsi] sifsi|si]|si|no|si|nofsi]si]si|si|nofsi|no|nofsi|nofsi| si 12.5 TPI E 6 ritardo dello sviluppo, disabilita intellettiva o prob. di apprendimento
41 M | 10 |si] si| si]| si| si]si]si|si] si| si|no|no]| si|nolnofno|no] si| si|no|no] si| si[no]nofsi] si 10.5 ‘TPL © 7 iperfagia o ossesione per il cibo
5] M | 10 |sif si [no]| si] si|sijno|si| si] si|no|no| si|nofnof si| sifsi|si]si]si|nolno|si|no]|si| si 9.5 TPL 8 anomalie a carico del cromosoma 15 (del(15), UPD, IC)
1 ] ; 1 . N T T T e N ] 9 movimenti fetali ridotti
61 F | 10]si] si |no| si |no|silno|si] si |[no|no| si | silnof si|si|si|si]|si]si]|si|no|sifsi]si]sifsi 9 TPI movimentt fetal ndo
1. K 1. K X 1. X K X X K K X 10 problemi comportamentali tipici
71 M | 11 ]si] si|no] si| si]sijnofsijnojno]no| si |nojsi| si |nojno| si| si|no] sif si|si]si|nolnof si 9 TPI — = £ L ;
NEE - - = s - - - —T— T - - - - - - —T— - 3 T & 11 disturbo del sonno o apnea durante il sonno
8 F 13 |si] si| si] si| si]si|sifsijno| si| si| si|si]sifsi|si]si|si]si]si]sifsi|si|nojno]si|[ND 1 PL % 12 bassa statura (in assenza di terapia con GH)
9 F 14 |si| si| si| si|nofsi|si|si] si]si|si|si|si|si|si|no|si]|si|no|si]si|no|si|si|no|sif si 11.5 TPI S 13 ipopigmentazione (paragonata alla famiglia)
10] M | 16 si| si |nof si| si|sijno|si| si |no| si| si| si|nofno| si] si|no| si|no| si|nof si|nofno| si]| si 9.5 TPIL EJ 14 mani piccole (<25° cent.) e/o piedi piccoli (<10°cent.)
11] M | 19 |sif si [no]| si ] si|sijno|si] si| si |no|no| si|no| si | si| si| si|nolno] si| si] si|no]si]si| si 9.5 ‘TPL g 15 mani strette con bordo ulnare rettilineo
12] M |20 |si| si|si|silsi|si|si|si| si|si|no|no| si|no| si|si]|si]|si|nolsi|si]|silsi]|si|lnolno| si 11.5 TPI O 16 anormalith degli occhi (esotropia, miopia)
1 1 1. 1T 1. 1. - 1T 1 1. ] - ; - 17 saliva viscosa e dens
13] M [ 20 |si] si |no| si| si|sijno|si] si| si| si|nof silnof si]si]si|si]si]no]si|nol|si[nolno]si| si 10.5 TPI :f”vflo” ¢ lc s al :
1 . . . 11 -1 . X B X X X X X X 18 difetti nell’articolazione della parola
14] M | 23 )si| si| si| si] si|si|si|si] si] si] si|no|no|no|no|no] si|no| si]no| si|no| si [nofnof si]| si 10.5 TPI 19 skin oicki L
1. ; ] 11 .1 X ] ] X X X ] X ] - A A X skin picking
15] F 26 |si| si| si| si] si]si|si|sijno] si] si| si] si|no| si]si| si|nofno] si]si]|si]si|nolnofsi| si 11.5 TPI -
19 20 soglia del dolore alta
16] F 27 |sif si| si| si] si|si|si|si|jnof si]si]si]|si]si|nofnof si|no|si]si]si|no|si|no| ? |sif si 11.5 TPL g 21 incidenza del vomito ridotta
17] F 28 |sif si| si| si] si|sijno|si| si] si|no|no| si|si|nof sifsifsi|si]si]si]si]|si|no]si|no| si 11 TPL & 22 alterazioni della termoregolazione
18] M | 30 |sif si| si| si] si]si|si|si| si| si|no|no|no|no|no| si| sifsi|si]si]si|no|si|no|si]|si| si 11 ‘TPL 2 23 scoliosi e/o cifosi
—
19] M [ 34 |si| si| si| si] si|si|sifsi] si| si|no| si|si]si|no]|si]si[no]si]nolnolno] si[nolno|no|ND 12 TPI 8 24 adrenarca precoce
20 F | 38 Jsi| si|si|sifsi|si|sifsi|si]sifsi|si|si|si|si|si|si]sifsi|silsi|no|si[no]sifsi| si 13.5 TPI 2 & 25 osteoporosi :
= 20 abilita inusuale nel costruire puzzle
o

27 reperti neuromuscolari nella norma




Criteri Diagnostici . .
- - gn Tipo di
Pt sesso| eta maggiore minore sup porto score d 1 .
elezione
112]13|14]15]6|7]|8]9]|10|11|12|13|14|15]|16]|17|18]|19]20|21|22|23|24|25]|26]| 27
21 M 7 Isi| si |no|no] si|silnglsi] si |[nolno|no] si| si|no|no| si| si [no]jnolno] si| si [no]no|no| no 7.5 TPIL
221 F 7 |Isi| si |no| si |no]silng|si] si |[no|no|no] si|si| si]|si] si]si|nolno| si|si]si|[nolnolno| si 8.5 TPIL
23] F 7 |si| si |no|no| si|si|no]si] si jno|no|no| si|si| sif si|no|no|nolno] si|no| si [no|no]f si| si 7.5 TPIL 2 1 ipotonia neonatale e infantile
24] F 7 Isi| si [nof si [no|si|si|si|jnolno] si |no| si [no|no|no| si| si|si|silsi|no|si|nolnofsif si 8.5 TPII g 2 problemi di nutrizione infantile o ritardo nella crescita
251 M 9 |si| si |no|no] si|sijno]si| si [no|no|no| si|si|no| si| si]|si] si] si|nolno|nof si|nofsi] si 8.5 TPIL g 3 eccessivo o rapido aumento di peso tra il 1° ¢ il 6° anno di vita
261 M | 9 [|si| si [no] si| si|silno]si] si |no] si [no] si |nolno|no] si| si |no]no| nolno| si | si |no] si | no 8.5 TPIT 5 4 tratti del viso caratteristici
27] F 13 Isi| si| si| si| si|si|si|sijno] si |no| si |[no|no| si| si] si| si| si]no] si |no| si [no|no]f si| si 11.5 TPIL B 5 ipogonadismo
1 . . 1. 1 . - - - . . . . - . - 6 ritardo dello sviluppo, disabilita intellettiva o prob. di apprendimento
28] F 13 Isi| si |no| si| si|sijno|si| si |no|no|no| si|no| si|si] si| si|nolno| si|no| si|si|nofsi| si 9 TPII g . . ,W S P PR
o M sl s - - = S N - - . —— . . - ND 115 TPIL 7 iperfagia o ossesione per il cibo
si| si| si|[ si| si|si|si|si] si] si|no| si|no|si|no]si]| si|nofsi]si]no|no| si|nolno|no . 8 anomalic a carico del cromosoma 15 (del(15), UPD, IC)
30] M | 15 |si| si| si| si| sifsi|si|si] si] si|si|nofsi|no|si]|si]si]si|no]sifsi|si|nojnolno] si]| si 12 TPII 9 movimenti fetali fidot
31] M | 15 |si| si| si| si] si]si]si|si] si]si] si|no] si|nolno] si| si]sifsi]si]si|no]si[nolnof si| si 12 TPIL 10 problemi comportamentali tipici
32] F 15 |si| si | si |no| si|si]si|si| si| si| si| si|no|si|no| si]| si|no| si]si|si|no| si|nolnolno|ND 11 TPII &2 11 disturbo del sonno o apnea durante il sonno
33 M | 17 |si] si| si| si| si]si]si]si] si| si|no] si| si|nolno[no]no| si [no]no] si| si| si|nolno[ND| si 10.5 TPII Z 12 bassastatura (in assenza di terapia con GH)
34] M | 19 Isi] si| si| si| si]si]si]|si] si| si]no] si]| si]si|no]si]si]si|si|nof si|nolnolnolnofno|{ND 12.5 TPII é 13 ipopigmentazione (paragonata alla famiglia)
N - N 111 N N N N - - - - - - N 14 mani piccole (<25° cent.) e/o piedi piccoli (<10°cent.
350 M | 20 |si| si| si| si| si|si]|si|si]jno] si |[no|no| si [no| si| si|] si| si|no] si| si|no|no|no| si| si]| si 10 TPII E ,p ( ) & _,p ( )
X - X 11 1.1 N 3 N 1.1 . N N n - - - - - N - = 15 mani strette con bordo ulnare rettilineo
36] F 21 Isi|no| si| si| si|si|si|si| si] si]si|si]|si|si|si]si|si]sif|si]si]si]si]si|si]nofsi|no 12.5 TPIL & N . . S
O 16 anormalita degli occhi (esotropia, miopia)
37] M | 25 |si| si| si|no| si|si|si|si] si|no| si|si|si|si|no|si]si|nolno]si]si|noflno|nojno|no|ND 10.5 TPII 17 saliva viscosa e densa
381 M | 26 |si] si| si|no| si|si|sifsi] si] si|no| si|no|si|no|si|si]si|no|si]si|no|si|nojno|nof si 10.5 TPII 18 difetti nelParticolazione della parola
39] F | 28 |si|no|no| si| si|sijnolsi] si |no|nof si| si|si]| si|no]si]si|nolno|jnofno| si|no] si|no| si 8.5 ‘TPII 19 skin picking
40 F | 30 Ino| si | si| si| si|si|si]sijno] si] si| si]si|sifsi|si]si|no|si|no]si|si]|si|nofsi]si] si 11.5 TPII [9 20 soglia del dolore alta
1 N T D D D D T I N e > incidenza romito ridotta
4| F |31 |si| si |no| si| si|si|si|si] si| si|si| si|no]si]|si]si|no|no|noNDINDINDINDINDINDIND|ND| 10.5 TPII g 2l incidenza del vomito ridotta
1. 11 -1 X X X X X X X - - X X ] . . K & 22 alterazioni della termoregolazione
42 F 32 |si| si |no|no] si|si|si|sijno] si] si| si| si|si|si]si|si]sifsi]si]si|no]si|nolnofsi]| si 11 TPII & e e &
1. X X 1. X X X X X X X X X X X X X X % 23 scoliosi e/ o cifosi
43] F | 33 |sif si| si] si] si]sijno|lsijnojno] si| si] si]si|sifsi|si|no| si]no] si|no] si|no] si]si| si 11 TPIL =
1. . X 11 .11 X X X X X B X X B X X X X 8 24 adrenarca precoce
441 F 35 |sif si | si| si|] si|si|si|si| si] si|no|no| si]|si|si|si|si|nolsi]si]si|no| si|no]si]si| si 12 TPIL ) E 25 osteoporosi
45] M | 35 |si] si| si| si| si|si|si|si] si| si|nolno| si]si|si|si]si|si]si]|si]sifsi|si|nofsi]sif si 12.5 TPIL E 26 abilita inusuale nel costruire puzzle
461 M | 36 |si| si| sif si]si]sijno|si| si] si]no|nofno|si|si|si|sif[nofnof si]si|nofsifsifsifsi] si 9.5 ‘TPIL © 27 reperti neuromuscolari nella norma
47] F 2 |si| si |no|no|no|sijnolsijno|no|no| si| si [no|no] si |no|no|no]no| si| si| si [no|no|no] si 5.5 atipica
48] M 19 Jsi] si| si| si| si|si|sifsi] si| si]si|si]|si]si|no|si]si|si]si]|si]sifsi|si|nofsi]sif si 3 atipica
491 M | 33 |si| si| si| si|si|si|si|si|si|si]si|si|no|sifsi|si]si|no|no]|si|no|no] si|nofjno|no|ND 12 atipica
501 F | 37 |si] si| si|noj si|si]sifsi] si]no| si] si|no] si|no|nojno|nofno]jnolno|no] si [no|no|ND[ND 9 atipica

Tab.6 Criteri diagnostici nei pazienti TPIl e

coelekione atipica. Per ogni paziente viene inditatpresenza (si) o

assenza (no) dei criteri maggiori, minori e di sapg. L'eta riportata si riferisce all'eta al monterdella valutazione.
ND: dati non disponibili. A destra la legenda refatai criteri diagnostici.




Pazienti con delezione atipica

Paziente 47 (# OG): 3 anni al momento dell’ultinadutazione

Unicogenita, nata alla 38° settimana di gestazidaetaglio cesareo per riscontro
ecografico a partire dalla 30° settimana di ritadiocrescita intrauterino (IUGR).
Vengono riportati movimenti attivi fetali validi. Il nascita il peso era 2525 g (3°
centile), venivano inoltre riscontrati ipotonia, oipattivita e pianto flebile. La
deambulazione autonoma e stata acquisita all’efa adnesi. La polisonnografia non ha
evidenziato alterazioni di significato patologitéecocardiogramma ha rilevato pervieta
del forame ovale. All'esame obiettivo effettuattesh di 3 anni e 3 mesi si rilevavano:
altezza 101.5 cm (95° centile), peso 16.900 kg (@0ftile), BMI (Body Mass Index)
15.8, circonferenza cranica 49.5 cm (50° centlleye scoliosi, piede piatto di | grado,
fototipo chiaro, non caratteristiche facciali peau) lieve strabismo in occhio sinistro,
area ipercromica caffé-latte alla gamba sinist@ acromicria, non skin-picking. Si

evidenziava lieve ritardo cognitivo con prevalecvenpromissione del linguaggio.
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Risultato Array-CGH I'analisi ha evidenziato una delezione intersizidi circa 4,22

Mb con breakpoint prossimale localizzato in 15qgl#.2distale in 15913.1 (ultimo
oligomero presente in posizione 21610007 bp, prohgomero deleto in posizione
21636667 bp, ultimo oligomero deleto in posizior&823589 bp, primo oligomero
presente in posizione 25860035 bp) (Fig.7).

20.4Mb

Y

27.2Mb

Fig.7. Profilo di array-CGH del cromosoma 15 ngllziente 47. Sulla sinistra € rappresentato
Iideogramma del cromosoma 15 con la visualizzazidal log2 dei rapporti delle 2 “probes” per
ciascun oligonucleotide; sulla destra I'ingrandineetiella delezione con i geni contenuti.
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Paziente 48 (#PD): 19 anni al momento dell’ultiratutazione

Nato da taglio cesareo alla 42° settimana di gestaz La madre riporta scarsi
movimenti fetali rispetto alla precedente gravidanilla nascita il peso era 3170 g (10-
25°centile), l'indice di Apgar 6 al 1 minuto e 7 &l venivano rilevati ipotono, pianto
flebile e letargia. Nel primo anno di vita venivaidenziato incremento ponderale e
iperfagia; veniva inoltre riscontrato ritardo dedialuppo neuromotorio.

All’eta di 2 anni veniva sottoposto ad intervent@thidopessi bilaterale.

Dall’eta di 8 anni e 6 mesi per i 2 anni successistato effettuata terapia con GH,
successivamente sospesa per ridotta tollerandaaigio. All'eta di 14 anni e 9 mesi é
stato diagnosticato diabete mellito di tipo Il taéb con insulina.

Per la presenza di obesita grave e stato tratt@meapcon inserimento di palloncino
intragastrico (BIB) (x 4 volte) ed all'eta di 17 rare stato sottoposto ad intervento di
diversione-bilio-pancreatica.

Le indagini strumentali e di laboratorio effettuéi@nno evidenziato ipertrigliceridemia,
ipertensione arteriosa, anemia ferrocarenzialeopsirosi.

All'ultimo esame obiettivo effettuato all’eta di Ehni e 10 mesi si evidenziavano pesoL
103.600 Kg (>>97° centile), altezza 168.3 cm (3htike), BMI 36.6, cifoscoliosi,
ginecomastia bilaterale, importante elefantiasilidagi inferiori, sviluppo puberale
equivalente al lll stadio secondo Tanner, in palie venivano segnalati: scroto
ipoplasico bilateralmente, gonadi piccole di votudi 7 ml in sede.

Il deficit intellettivo risulta di grado lieve-mod&o; sono presenti gravi disturbi
comportamentali insorti gia in eta infantile cagattzati da aggressivita, scatti d’ira e

nervosismo ed atteggiamenti autolesionistici



Risultato Array-CGH I'analisi ha evidenziato una delezione intersiizidi circa 2,19

Mb con breakpoints localizzati in 15911.2 (ultimtigomero presente in posizione
20079935 bp, primo oligomero deleto in posizion@ZB16 bp, ultimo oligomero

deleto in posizione 20454985 bp, primo oligomerespnte in posizione 20462294 bp).
E’ presente, inoltre, sempre nella regione 15q1ina,delezione di circa 235 Kb (ultimo
oligomero presente in posizione 20851679 bp, prohgomero deleto in posizione

21195208 bp, ultimo oligomero deleto in posizior@&200 bp, primo oligomero

presente 23440964 bp). (Fig.8)

19.7Mb
|

22477

21.2Mb
|

3

24.2Mb

Fig.8. Profilo di array-CGH del cromosoma 15 netipate 48. Sulla sinistra, I'ideogramma del
cromosoma 15 con la visualizzazione del log2 dgipoati delle 2 “probes” per ciascun
oligonucleotide; sulla destra I'ingrandimento deliezione con i geni contenuti.
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Paziente 49 (#SV): 33 anni al momento dell’'ultinadutazione

Nato alla 40° settimana di gestazione. La madegisife movimenti fetali scarsi rispetto
alla gravidanza precedente della sorella sana.ndzita viene segnalata la presenza di
ipogenitalismo (criptorchidismo e scroto ipoplasjicLa storia post-natale € segnata da
ipotonia marcata, difficolta di alimentazione aurito dello sviluppo. All’'eta di due anni
compare un insaziabile appetito con rapido aumdnizeso. Nell'infanzia oltre ad un
ritardo globale dello sviluppo neuromotorio si aggmano anomalie comportamentali
tipiche della PWS. All'eta di 11 anni viene sottsfibad intervento di orchidopessi del
testicolo sinistro. A causa della bassa statunaevietrapresa terapia con GH dagli 11 ai
13 anni. A 19 anni, data la grave obesita, viefettefito intervento di diversione bilio-
pancreatica. Al'esame obiettivo effettuato a 3Riat eta si evidenziano: peso 108.9 kg
(>97° centile), altezza 161 cm (<3° centile), BM, 4ronte stretta, occhi a mandorla,
labbro superiore sottile, mani e piedi piccoli enimstrette con bordo ulnare rettilineo
(Fig.9). Lo sviluppo sessuale risulta incompleta testicoli di volume di 5 ml. Non si

apprezzano lesioni cutanee né ipopigmentazionegdeninoltre rilevati: miopia, grave

scoliosi, saliva viscosa, ridotta sensibilitd amito ed al dolore. La polisonnografia ha 2°

rilevato irregolarita del ritmo respiratorio coniggdi di apnee notturne. La valutazione
neuropsicologica mediante WAIS-R (Wechsler Adulteligence Scale-Revised) ha
evidenziato un quoziente intellettivo (Ql) globdies7, verbale 58 e di performance 66.

Fig. 9. Foto del paziente all'eta di 33 anni



Risultato Array-CGH I'analisi ha evidenziato una delezione intersizidi circa 6,27

Mb con breakpoint prossimale e distale localizzaspettivamente, in 15q11.2 e
15913.2 (ultimo oligomero presente in posizioneIBPA7 bp, primo oligomero deleto
in posizione 21813423 bp, ultimo oligomero deletopbsizione 28087557 bp, primo
oligomero presente in posizione 28109371 bp) (Big.1

30Mb

Fig.10. Profilo di array-CGH del cromosoma 15 natipnte 49. Sulla sinistra, I'ideogramma del
cromosoma 15 con la visualizzazione del log2 deipoati delle 2 “probes” per ciascun
oligonucleotide; sulla destra I'ingrandimento deliglezione con i geni contenuti.
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Paziente 50 (#BA): 37 anni al momento dell’'ultirutazione

Nata alla 42° settimana di gestazione da gravidanm@odecorsa. Alla nascita a causa
di importante ipotonia muscolare con consegueritieaia di suzione € stata alimentata
con un sondino nasogastrico per 8 giorni. Vienertgio un pianto molto flebile. La
bambina ha acquisito con ritardo le principali ®gello sviluppo motorio, iniziando a
camminare a 19 mesi. Il linguaggio e stato acquisitepoca e con modalita fisiologica.
L’accrescimento ponderale € rimasto deficitariotpéo il primo anno di vita. | genitori
riportano che l'obesita € comparsa intorno ai 6npniaa seguito dell’sviluppo di
iperfagia. Allesame obiettivo effettuato all’'et& 37 anni si evidenziano: peso 81.9 Kg
(>97° centile), altezza 141.3 cm (<<3° centile), BM, fronte stretta, occhi a mandorla,
mani e piedi piccoli, scoliosi, skin-picking, saliwiscosa (Fig.11). Ha presentato
amenorrea primaria per la quale e stata sommitadiegapia ormonale sostitutiva.

La valutazione neuropsicologica mediante WAIS-R havidenziato un quoziente
intellettivo (QI) globale di 71, verbale di 76 e performance di 72. La valutazione

polisonografica ha rilevato la presenza di ipovantbne e apnee notturne.
31

Fig. 11. Foto della paziente all'eta di 37 anni



Risultato Array-CGHI'analisi ha evidenziato una delezione intersilizidi circa 372 Kb

con breakpoints localizzati in 15q11.2 (ultimo oligero presente in posizione
22643367 bp, primo oligomero deleto in posizion&48348 bp, ultimo oligomero

deleto in posizione 23020695 bp, primo oligomerespnte in posizione 23034364 bp)
(Fig.12).
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Fig.12. Profilo di array-CGH del cromosoma 15 ngllziente 50. Sulla sinistra, I'ideogramma
del cromosoma 15 con la visualizzazione del logR rdpporti delle 2 “probes” per ciascun
oligonucleotide; sulla destra I'ingrandimento deliglezione con i geni contenuti.




4. DISCUSSIONE

La classe TPIl rappresenta la delezione piu fregueei soggetti PWS con una
percentuale del 60-70% dei casi con delezione §Gani et al.,1995; Butler et al., 2004).
In accordo con quanto riportato, nella nostra tiasisa maggior parte dei casi (52%) é
portatore di una delezione di classe Il e il 40% uwha di classe |, mentre
inaspettatamente una percentuale non indifferdi@®, presenta una delezione con
breakpoints propri. Tale risultato potrebbe essenaito alla tecnica con la quale viene
effettuata I'analisi molecolare, che ancora oggirévalentemente eseguita con FISH
(Fluorescent in situ hybridization) rispetto alldLRA di piu recente introduzione che
consente una migliore definizione dei breakpoints.

Dal confronto tra le caratteristiche fenotipichel gertatori delle due classi di
delezione comuni, alcuni autori hanno concluso cheortatori di delezione TPI
presentano un quadro clinico piu grave, soprattattbvello neurocomportamentale
(Butler et al.,2004, Hartley et al.,2005). Sebbepesti dati siano supportati dalla
recente probabile associazione di microdeleziom BP1-BP2 con disfunzioni

neurologiche e ritardo dello sviluppo e del linggiag(Doornbos et al., 2009, Burnside 33

et al., 2011), nella nostra casistica non sone@ staidenziate differenze significative a
livello comportamentale tra i pazienti con TPI ellT i accordo con quanto riportato da
altri autori (Milner et al.,2005, Varela et al.,Z)0Le anomalie comportamentali che si
riscontrano nei pazienti descritti in questo stu@iccetto il paziente 48) non sono gravi,
sono per lo piu legate all’'ossessione per il cibmadudono testardaggine, ripetitivita,
oppositivita e scatti d’'ira. Anche per quanto rigleai dati relativi ai criteri diagnostici,
non sono state evidenziate differenze: i criteriggi@ri, minori e di supporto sono
omogeneamente rappresentati nelle due classielzidaeke (Tab 7).

Differente e invece, il fenotipo neurocomportaméntiel caso 48 che presenta gravi
disturbi comportamentali insorti gia in eta inféataratterizzati, oltre che da scatti d’ira
e nervosismo, da aggressivita ed atteggiamentilemibmisticic Una delezione molto
simile, con breakpoint prossimale a livello di BEXistale nel gen®&/BE3A e stata
descritta da Calounova (Calounova et al.,2008,emézi1). Come nel nostro caso, la
delezione non include i geAPT10A, i geniGABR e OCA2 e il paziente presenta tutte le
caratteristiche tipiche di PWS (Fig.13). Il nosti@so presenta un’ulteriore delezione in

posizione prossimale rispetto a BP2 che si estpedecirca 235 Kb a partire da BP1,



includendo il gendfUBGP5 e interrompendo il gen€YFIP1. Tuttavia, sulla base dei
riscontri evidenziati nella nostra casistica, I'e;y@mento del quadro comportamentale
non sembra essere causato dalla perdita di quegiane, che potrebbe, invece,
rappresentare una CNV (Copy Number Variation) beauiginoltre, variazione nel
numero di copie di questa regione sono riportatth@amel database delle varianti

genomiche (Database of Genomic Variahttp://projects.tcag.cal/variatign/Non é

tuttavia escludibile che la microdelezioneTdlBGCP5 e CYFIP1, possa avere un ruolo
come fattore modificatore del fenotipo, come giporiato per altre sindromi da
microdelezioni/duplicazioni come la 16pl11.2, 1641222911.2 nella quale é stato
recentemente introdotto il modello “two hitGigirajan et al.,2010). A tal proposito la
conservazione d@&lIPA1 e NIPA2 potrebbe esacerbare le manifestazioni della nealatt

La delezione caratterizzata nella paziente 47 gaupiu piccola di una comune TPII
in quanto non sono inclusi i geMKRN3, MAGEL?2 e NDN ed € interessante notare che
lo score clinico raggiunto, pari a 5.5, e apperficsente per la diagnosi clinica di PWS
(Fig.13). La paziente in particolare non preseit@asda, non e tuttavia da escludere che
vista I'eta infantile della bambina, tale condizigmossa comparire in seguito.

Gli stessi geniMKRN3, MAGEL?2 e NDN, non sono compresi nella delezione del caso

49 e dei pazienti 2 e 3 riportati da Kanber (Kandteal.,2009) (Fig.13). Tuttavia da un 34
punto di vista clinico le caratteristiche riportageno perfettamente sovrapponibili a
quelle delle delezioni comuni; sembra pertanto glzle che questi geni non siano
determinanti per il fenotipo. Bisogna pero teneespnte che sebbene si tratti di
delezioni atipiche tutte includono I'IC e quindiresimilmente potrebbero comunque

avere effetto sulla metilazione anche dei geni smessione paterna che non risultano
deleti; per chiarire meglio il contributo dei sitiggeni sara necessario studiarne lo stato

di metilazione e il livello di espressione.

La delezione del caso 49 si estende distalmeneafiBP4, includendo altri geni non
imprinted che nelle delezioni comuni sono normalt@epresenti:APBA2 (OMIM
602712), FAM189A1, NDNL2 (OMIM 608243) eTJP1 (OMIM 601009) (Fig.13).
Delezioni tra BP3 e BP4 sono piuttosto rare; woida recente suggerisce una possibile
associazione tra delezioni di questa regione, pertemente considerata una CNV, e un
guadro sindromico caratterizzato da bassa staturaitawmdo dell’accrescimento,
microcefalia, ipotonia e precoce sviluppo dellaagdola mammaria (Rosenfeld et
al.,2011). Il paziente 49 presenta un QI di 56 iaiiti inferiori rispetto al range

solitamente descritto nei pazienti con PWS, 60Vkbiftington et al., 2004); tale dato



potrebbe essere influenzato dalla deleziondRBA2 e TIJP1 che svolgono un ruolo
nello sviluppo e nella funzione del sistema nervf®&amoto et al.,1997, Zhang et
al.,2009, Ebnet 2008, Kiener et al.,2007).

La delezione piu piccola tra quelle da noi cardmte (paziente 50) ha
un’estensione di 382 Kb ed include tutto il ge8MRPN e i cluster dei geni snoRNA
(Fig.13). Ad oggi sono stati descritti tre pazietdn delezioni dei soli geni SNoRNA,
senza interessamento dell’lC (Sahoo et al.,, 20@8,Schith et al.,2009, Duker et
al.,2010). Il fenotipo emergente non sembra dismael da quello delle delezioni tipiche,
se non per I'assenza di alcune delle carattersstiahciali. Analogamente dal confronto
tra il paziente 50 sia con i tre casi di deleziatipica che con le delezioni comuni non si
riscontrano differenze significative nel quadrando. Tali dati supportano le evidenze
che la sola delezione degli sSnoRNA sia sufficientieterminare il fenotipo PWS.

Solo due delle quattro delezioni atipiche (pazidiite 49) includono il cluster dei tre
geni codificanti per le subunita del recettore GAB&SABRB3, GABRAS e GABRG3.
Un coinvolgimento di questi geni € stato descrito numerose condizioni
neuropsichiatriche, incluso l'autismo (Hogart et, &007). | dati relativi alla nostra
casistica non evidenziano tuttavia differenze ttae gruppi di pazienti nell'incidenza di

disturbi dello spettro autistico, che risultano alguente rappresentati in entrambi. 35




Tab.7 Confronto dei critdiagnostici tra i portatori di delezione TPI, TRIAatipiche.

Criteri di Holm TPI (20 pazienti) TPII (26 pazienti Atipiche (4 pexzti)
ipotonia neonatale e infantile 20/20 25/26 4/4
problemi di nutrizione infantile o ritardo nelleesrcita 20/20 24/26 4/4
eccessivo o rapido aumento di peso tra il 1° dého di vita i 11/20 16/26 3/4
tratti del viso caratteristici 20/20 19/26 2/14
ipogonadismo 16/20 24/26 3/4
ritardo dello sviluppo, disabilita intellettiva agblemi di apprendimentd 20/20 26/26 4/4
iperfagia o ossesione per il cibo f 12/20 17/26 3/4
movimenti fetali ridotti 15/20 20/26 3/4
problemi comportamentali tipici 15/20 15/26 2/4
disturbo del sonno o apnea durante il sonno i 10/20 2611/ 3/4
bassa statura (in assenza diterapia con GH) i 11/20 /26 13 4/4
ipopigmentazione (paragonata alla famiglia) 15/20 20/26 2/4
mani piccole (<25° cent.) e/o piedi piccoli (<10ité i 9/20 18/26 3/4
mani strette con bordo ulnare rettilineo i 9/20 15/26 1/4
anormalita degli occhi (esotropia, miopia) 14/20 20/26 3/4
saliva viscosa e densa 18/20 23/26 2/14
difetti nellarticolazione della parola 13/20 17/26 14
skin picking 13/20 13626 14
soglia del dolore alta r 10/20 14725 2/4
incidenza del vomito ridotte. 17/20 20/25 2/14
alterazioni della termoregolazione i 8/20 7/25 2/4
scoliosi e/o cifosi 17/20 20/25 4/4
adrenarca precoce i 6/20 6/25 0/4
osteoporosi i 5/20 7125 1/4
abilita inusuale nel costruire puzzle 14/20 16/25 1/3
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Fig.13. Localizzazione genomica della regione caspitra BP1 e BP4. In alto sono riportate le n@sttelezioni atipiche (pazienti 47, 48,
49 e 50), in basso sono visualizzate le deleztpiche descritte in letteratura.
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