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ABSTRACT

Lo studio delle anomalie cromosomiche strutturiaéi affermato negli ultimi anni
come un potente mezzo per l'identificazione dedese molecolari alla base di
disordini genomici responsabili di quadri fenotipicomplessi quali ritardo
mentale, autismo, epilessia, disordini psichiagieginomalie congenite multiple.
Da circa 10 anni € emerso sempre piu chiaramergel’ahalisi citogenetica
convenzionale non € in grado di rilevare anomainosomiche inferiori a 5-10
Mb che, seppur di dimensioni submicroscopiche, @ussassociarsi a ritardo
mentale e anomalie fenotipiche.

Questo limite é stato da qualche anno superatindiatiuzione di una tecnica di
citogenetica molecolare, I'array-CGH, che permati@nalisi completa e precisa
delle variazioni del numero di copie delle sequetiZ2NA e consente di valutare
contemporaneamente e con alta specificita piu negimmosomiche in modo da
poter evidenziare sbilanciamenti.

Nell'ultimo decennio con l'introduzione di arrggnome wideg risultato evidente
che i meccanismi molecolari alla base dei disorgi@nomici sono correlati a
riarrangiamenti di particolari regioni del genoreascettibili piu di altre ad andare
incontro a ricombinazioni aberranti.

Diversi studi hanno evidenziato infatti la presenzalcuni segmenti (sequenze
SINE, LINE, LCRs) che causano un alto grado diah#ita genomica portando a
riarrangiamenti cromosomici.

L’origine parentale delle anomalie cromosomicha eahsiderevole interesse in
guanto potrebbe aiutare a capire il loro meccanidnformazione.

Gli studi fatti fino ad ora riportano nella gametogsi maschile c’é€ una maggiore
tendenza alla formazione di riarrangiamenti cromusbd conseguente a un
maggior numero di divisioni premeiotiche delle akdlgerminali maschili rispetto
a quelle femminili.

In questo studio sono stati valutati mediante ar$H 66 soggetti che
presentano ritardo mentale e/o dello sviluppo, saut, anomalie congenite

multiple e dimorfismi con lo scopo di verificare paiesenza di riarrangiamenti



criptici e caratterizzare in modo piu preciso leormalie identificate grazie
all’esame cromosomico ad alta definizione.

E’ stata quindi determinata l'origine parentale dirrangiamenti mediante
l'utilizzo di marcatori polimorfici (STR o RFLP) péefinire se esiste un diverso
tasso di mutazione nei due sessi; infine sono satalizzati ibreakpointsper
verificare la presenza di regioni di omologia clesgano aver predisposto al
riarrangiamento.

| risultati ottenuti in questo studio mostrano ¢h&6% dei pazienti con fenotipo
patologico e cariotipo normale € portatore di uelgzione/duplicazione criptica;
inoltre nel 20 % dei pazienti in cui erano statecedentemente individuate
alterazioni del cariotipo, I'array-CGH ha eviderimialteriori anomalie.

L’analisi dei breakpointsha evidenziato la presenza di regioni di omolatia

possono aver favorito il riarrangiamento conferntarnche l'architettura del

genoma agisce come catalizzatore ’dhdtabilita cromosomica causando

riarrangiamenti genomici, tuttavia al contrario glianto riportato in letteratura
non ci sono differenze significative tra i due sesella formazione di

riarrangiamenti cromosomici.

The study of structural chromosomal abnormaliti@s émerged in recent years as
a powerful tool for the identification of moleculeauses underlying disorders
responsible for genomic complex phenotypes sucheagal retardation, autism,
epilepsy, psychiatric disorders and multiple cornigéanomalies.

For nearly 10 years it has increasingly becomerctbat the conventional
cytogenetic analysis is unable to detect chromosaimzormalities less than 5-10
Mb, that may be associated with phenotypic abnatiesaland mental retardation.
This limit has been exceeded in recent years byirttneduction of a molecular
cytogenetic technique, array-CGH, which allows ctatgpand precise analysis of
DNA copy number variations and allows to evaluatth\kigh specificity many
chromosomal regions in order to detect chromosamiadlances.

Over the last decade with the introduction of geaomide array, it became clear

that the molecular mechanisms at the basis oféhemic disorders are related to



rearrangements of some regions of the genome,cplary predisposed to
aberrant recombination.

Several studies have indeed revealed the preseinsenoe segments (SINE,
LINE, LCRS) that cause a high degree of genomidahibty leading to
chromosomal rearrangements.

The parental origin of chromosome abnormalitiesoisconsiderable interest
because it may help to understand their formatienhanism.

Many studies show thahale gametogenesis appears susceptible to thetforma
of structural chromosome abnormalities. This isegelty attributed to the much
larger number of premeiotic cell divisions undergdoy male germ cells in
comparison with female germ cells.

In this study 66 subjects with mental retardatiowl & or development, autism,
multiple congenital anomalies and dimorphisms wasgessed by array CGH, in
order to verify the presence of cryptic chromosomedrrangements and to
characterize more precisely the chromosomal abrdaiesaidentified by high-
resolution chromosome examination.

It was then analyzed the parental origin of chroonos rearrangements by use of
polymorphic markers (RFLP or STR) to determine \Wwketthere is a different
mutation rate in both sexes. Finally the breakoinere analyzed to verify the
presence of homologous regions which may predisptmseearrangements.

The results obtained in this study show that 16%aifents with clinical signs
and a normal karyotype have a cryptic deletionglidation. In 20% of patients
with karyotypic alterations, previously identifiéxy standard cytogenetic, array-
CGH detected other abnormalities.

The analysis of the breakpoints revealed the poesehhomologous regions that
may have predisposed the rearrangement confirnmagthe architecture of the
genome play a major role for genomic instabilityusiag chromosomal
rearrangements.

In contrast to the literature there are no sigaificdifferences between the sexes

in the formation of chromosomal rearrangements.






1. INTRODUZIONE

1.1 Anomalie cromosomiche strutturali

Intorno agli anni Settanta, con 'introduzione elttiche di bandeggio si € iniziato
ad analizzare e quindi a comprendere il ruolo sviddlle anomalie cromosomiche
nell'insorgenza o nello sviluppo di varie sindromi.

Fu presto chiaro che la perdita o l'acquisizionenthteriale genetico poteva
Spesso essere associato a ritardo mentale e araraafienite multiple.

Negli ultimi anni lo sviluppo di tecniche di citogetica molecolare ad alta
risoluzione come #rray-CGH ha messo in evidenza numerosi casi di
shilanciamenti cromosomici criptici in soggetti demotipo cromosomico (ritardo
mentale/dismorfismi/anomalie congenite) e cariotipormale (Vissers et al.,
2003; Shaw-Smith et al 2004).

Studi sulle cause molecolari dei disordini genorhi@hno quindi identificato un
importante ruolo svolto dalle anomalie cromosomistnetturali.

Esse possono essere distinte in quattro categoriecigali: delezioni,
duplicazioni, inversioni e traslocazioni

1. Le delezioni consistono nella perdita di un framtoedi cromosoma e
vengono classificate come terminali, se avvengagita rparte finale del
cromosoma, e interstiziali, quando, in seguito adtéura di un cromosoma
in due punti, avviene la perdita del frammento rmtedio e i punti di
rottura vengono saldati tra di loro. A livello feipm le conseguenze di
una delezione dipendono dal gene o dai geni cherdbno.

2. Le duplicazioni consistono nella presenza di dupiedali uno stesso
frammento di cromosoma; si dicono in tandem quaihdgegmento é
ripetuto nello stesso orientamento,inverse quaadduplicazione ha una
direzione opposta. Normalmente le duplicazioni soremo dannose delle
delezioni

3. Le inversioni derivano dalla rotazione di 180 gradii un tratto
cromosomico. Esse non comportano perdite di méeganetico ma

possono determinare la perdita di funzionalitaeigmportanti se i punti



di rottura da cui hanno origine ricadono all'interdella struttura di un
gene o nelle regioni regolatrici della trascriziohe inversioni possono
essere di due tipi: pericentriche, se il segmehi® subisce la rotazione
include il centromero,e paracentriche, se non tomende.

4. Le traslocazioni implicano un cambiamento nellaal@zazione di un
segmento cromosomico. Possono essere di due tgmiproche o
Robertsoniane. La traslocazione reciproca consisteuno scambio
bidirezionale di materiale genetico tra due cromasaon omologhi e
avviene sempre in seguito a rotture del DNA, inugegalle quali si
formano dei frammenti di cromosoma liberi che peore nel processo di
riparazione, vengono saldati in maniera errataradltto cromosoma non
omologo, dando cosi origine, a due cromosomi derivalella
traslocazione Robertsoniana, invece, due cromosacrocentrici non
omologhi si rompono a livello dei centromeri e atei lunghi si ritrovano
attaccati a un unico centromero. | bracci cortusiscono a loro volta a
formare il prodotto reciproco, che generalmentetieoe geni non

essenziali e viene abitualmente perduto entro pdetigioni cellulari.

1.2. Instabilitd genomica e variabilita genetica

Diversi studi hanno evidenziato la presenza nelogen di alcuni segmenti
particolarmente suscettibili a riarrangiamenti commici che causano un alto
grado di instabilitd genomica a livello di spedikc regioni cromosomiche. Si
ipotizza che ci0 sia uno dei meccanismi responsatellintroduzione di
variabilita genetica all'interno della specie. | coanismi che generano tali
riarrangiamenti e le conseguenze fenotipiche cheriainano, sono stati oggetto
di numerosi studi negli ultimi anni (Lee et al. ZQ0QLupski 1998; Lupski &
Stankiewicz 2005; Gu et al. 2008).

I genoma umano ha una proporzione molto elevatequenze di DNA ripetute
(es. sequenz8INE LINE, Low copy repeatstc), facilmente soggette a variazioni
nel numero di copie e a indurre scambi tra sequdédeee regioni cromosomiche,
in particolare quelle subtelomeriche e quelle @atimeriche, contengono



lunghi tratti di DNA duplicato e l'instabilita diwgste regioni pud predisporre a
patologie (Eichler 1998)

E’ probabile quindi ch€architettura stessa del genoma agisca come @iz

dellinstabilita cromosomica causando riarrangiamemntoggci.

1.2.1 Disordini genomici

Il concetto di disordini genomici e stato propogaw la prima volta da Jim Lupski
nel 1998, e si riferisce a grossi riarrangiamengdrati dalla struttura del DNA,
che portano alla completa perdita o duplicazionegdni dose-sensibili o
alternativamente alla rottura dell’'integrita stauétle di un gene (Lupski 1998).
Questi disordini rappresentano un ampéange di entita cliniche distinte, e
includono molte malattie che coinvolgono le funziatel sistema nervoso.
Parecchi disordini neurodegenerativi e dello sylumervoso sono causati da
riarrangiamenti genomici che sono mediati o stiroldalla complessa
architettura del genoma umaries. CMT1A, Charcot-Marie-Tooth1A HNPP,
Hereditary Neuropathy with liability to pressure Ilp@s SMS, Smith-Magenis
syndromg (Lee & Lupski 2006).

Nell'ultimo decennio con l'introduzione di arrayngenici, l'identificazione di
nuove sindromi, nonché l'individuazione degli shii@menti cromosomici é stato
notevolmente facilitato. Inoltre é risultato evitkerche i meccanismi molecolari
alla base dei disordini genomici sono correlatiaarangiamenti di particolari
regioni del genoma, suscettibili piu di altre adlam® incontro a ricombinazioni
aberranti. Questo presuppone, quindi, che le regioplicate nei disordini non
siano casuali, ma il loro coinvolgimento sia deteato dall’architettura stessa

del genoma umano.



1.3 Meccanismi di formazione delle anomalie struttxali

Le alterazioni cromosomiche strutturali sono iutiato di una o piu rotture del
DNA a cui fa seguito un ripristino erroneo dellantiouita dei filamenti
nucleotidici coinvolti. Tali alterazioni possono riare sia da un errore nel
processo di riparazione che da un difetto del miatedi ricombinazione. |
principali meccanismi che sono stati proposti ppregare i riarrangiamenti
cromosomici strutturali sono: la ricombinazione éoga non allelicaNon Allelic
Homologous Recombination NAHR -), 'unione non omologa delle estremita
(Non Homologous End JoinirgNHEJ -) e il modello FoSTe&d¢rk Stalling and
Template SwitchingGu et al. 2008).

1.3.1Non Allelic Homologous Recombination (NAHR)

| difetti nel processo di ricombinazione costit@iso uno dei principali

meccanismi responsabili delle alterazioni strutiwla cromosomi.

Molti riarrangiamenti genomici strutturali derivanala un evento di

ricombinazione omologa non allelicaldn Allelic Homologous Recombinatjon
NAHR) tralow copy repeat§LCRs) ossia blocchi di sequenze ripetute di 200-4
Kb che presentano un’elevata omologia di sequer@ap).

La NAHR avviene esattamente con lo stesso meccangetia ricombinazione

omologa (appaiamento filamenti omologhi, formazialet chiasma, risoluzione
del crossing-over) coridccezione che, nella NAHR alta omologia di sequenza
dei segmenti cromosomici che costituiscono ad egetepLCRs, fa si che il

meccanismo cellulare di controllo della ricombimeme non sia in grado di

riconoscere 'Bppaiamento di segmenti non perfettamente idef8biaffer &
Lupski 2000). Lappaiamento pud avvenire fra LCRs su cromosomi oghol

(intercromosomico), su cromatidi fratellinfracromosomico), o dlinterno di un
singolo cromatidioifitracromatide) (Stankiewicz & Lupski 2002).
In base al meccanismo di appaiamentdpaéintamento e alla complessita delle

LCRs, la NAHR puo risolversi in delezioni, duplitaazi, inversioni o altri



riarrangiamenti piu complessi che possono anchaevolijere cromosomi non

omologhi (Figura 1).
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Figura 1. Esempi di ricombinazione omologa non allelida Segmental duplicatiorfsingono da
substrato per la NAHRa(e b) NAHR intercromosomale, intracromosomale, o intpatatidica tra
sequenze ripetute orientate nello stesso sensa alszioni e/o duplicazionic(e d ) NAHR
intercromosomale, intracromosomale o intracromedidra sequenze ripetute orientate in senso
opposto causa inversioni. [Le sequenze ripetuteo soappresentate dalle box blu con

I’orientamento indicato dalla freccia gialla’ekento di ricombinazione € rappresentato da una
croce rossaj.

Per la ricombinazione omologa non allelica semimanscessaria la presenza di
segmenti di DNA di lunghezza minima (300-500 bpjaoiati minimal efficient
processing segmentMEPS) con un’identita di sequenza estremamentz al
(>90%) (Reiter et al. 1998). Waldman e Rubnitz langimostrato che
I'introduzione di un mismatch anche di soli due leotdi riduce di circa 20 volte
la frequenza di ricombinazione (Rubnitz & SubramB®84; Waldman & Liskay
1988). La maggior parte delle LCRs che sono sthgtificate ai punti di rottura
di riarrangiamenti cromosomici hanno dimensioni poese tra 10 e 400Kb e
hanno un’omologia di sequenza >95% (Lupski 199&rSket al. 2005)

Altri studi hanno osservato il verificarsi di NAHBnche in corrispondenza di
sequenze ripetute e intersperse che, complessivammeppresentano circa il 45%
del genoma. In particolare, sono stati osservangui NAHR fra sequenzAlu



(classe principale dil#rt Interspersed ElementSINES) e meno frequentemente
fra sequenze L1 (classe principale lddong Interspersed ElementdINES)
(Burwinkel & Kilimann 1998; Kolomietz et al. 2002).

Tuttavia i tratti di omologia tra due sequenze tupe intersperse hanno
dimensioni molto minori rispetto a quelli presemielle LCRs cido potrebbe
spiegare una piu bassa frequenza di eventi di bamzione mediati da tali

sequenze (Gu et al. 2008).

1.3.2 Non Homologous End Joining (NHEJ)

Il meccanismo di NHEJ prevale durante la fase GZid cellulare, quando non
e ancora disponibile una seconda copia del gennat@ssaria per il processo di
ricombinazione omologa.

Si basa sulla ligazione fra due segmenti di DNAunsi € verificata una rottura
del doppio filamentodouble strand brealOSB-), in assenza di una sequenza di
riferimento (Lupski & Stankiewicz 2005), e pu0 esséescritto in 4 passaggi:
identificazione di un DSB, formazione di un ponteletolare che tenga unite le
due estremita libere del DNA, processamento dalieemita danneggiate, unione
e ligazione (Weterings & van Gent 2004).

Il riconoscimento della regione interessata dabitura € realizzato da una
proteina nota come Ku, un eterodimero formato dalileunita Ku70 e Ku80. In
seguito al legame di Ku con le estremita rotte@&A, la formazione del ponte
molecolare si realizza attraverso il legame di pregeina chinasi DNA-dipendente
(DNA-PK). Questi due processi, tuttavia, possono realizzsslamente se le
estremita rotte del DNA sono tra loro compatib8e non lo sono vengono
processate fino ad ottenere regioni di micro-omialdgorte sequenze di DNA
omologhe da 1 a 4 paia di basi).

Una volta terminati questi processi, al ponte make assemblatosi sul DNA, si
lega il complesso XRCC4-DNA ligasi IV che mediaritongiungimento delle
estremita. (Lieber et al. 2003) (figura 2).

La riparazione & accurata se le estremita soncetpariente compatibili. Una
NHEJ inappropriata puo essere fonte di aberrazmmosomiche.
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Percio questo meccanismo che non sfrutta 'omolegia il cromatidio fratello,

viene dettaerror pronecioé introduce mutazioni rispetto alla sequenzgirwaria
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Figura 2: Nel processo NHEJ I'estremita rotte vengono ricoiubs dall'eterodimeroKu70-Ku80,
che ne impedisce la degradazione ed il coinvolgimanriarrangiamenti; la proteina DNAPKcs si
lega all'eterodimero ed al DNA solo in un momeriocessivo e va a costituire una piattaforma
proteica che puo essere riconosciuta dalla XRC@é4i#, che saldera infine le molecole di DNA.

1.3.3 Fork Stalling and Template Switching Model
(FoSTeS)

Recentemente € stato proposto un modello per spiegkuni complessi
riarrangiamenti genomici non ricorrenti.

Secondo questo modello, durante la replicaziondpiea replicativa si ferma
quando incontra un danno al DNA; il filamento lerdblibera dal filamento
stampo, si appaia, in virtu di microomologie ina®l un’altra forca replicativa, e
ricomincia la sintesi del DNA (figura 3). L’invasie di una forca replicativa

localizzata a valle risultera in una delezione, melinvasione di una forca
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localizzata a monte risultera in una duplicazigheeconda se ¢ il filamento lento
o il flamento guida ad essere invaso e copiattamelova forca, e a seconda della
direzione di progressione della forca, il frammentmorporato erroneamente dalla
nuova forca di replicazione sara orientato in mddetto o inverso rispetto alla
sua posizione originale. Questo meccanismo di iona@nnealing e
sintesi/estensione puo avenire numerose volterie, S&lettendo probabilmente
la scarsa processivita della DNA polimerasi coitev@ causando cosi complessi

riarrangiamenti (Lee et al. 2007).

Template switching
between forks

Microhomology

Figura 3: modello FoSTes

1.4 Origine parentale delle anomalie cromosomiche

strutturali

L’origine parentale delle anomalie cromosomicha eahsiderevole interesse in
guanto potrebbe aiutare a capire il loro meccanidnformazione.

Nell'uomo sono stati realizzati numerosi studi petagare 'origine (materna o
paterna) delle principali trisomie e la fase delacellulare in cui si generano.
Pochi studi invece sono stati condotti sull’'origiparentale delle anomalie

cromosomiche strutturali.
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Nel 1980, Chamberlin e Magenis pubblicarono i losultati su 19 anomalie
strutturali de novo e altre 23 riportate in lettara. Gli autori conclusero che
c’era una forte predisposizione nelle cellule deileea germinale maschile a
creare anomalie cromosomiche strutturali (Chantetdi Magenis 1980). Gli
autori proseguirono i loro studi e nel 1988 (OldbrMagenis 1988; (Magenis
1988) pubblicarono le loro osservazioni su altreaB@malie strutturali: di queste
27 erano di origine paterna e 5 di origine matermafermando le osservazioni
iniziali.

Recentemente e stato pubblicato uno studio sigliiwei parentale di 115 anomalie
cromosomiche strutturali de novo in cui € riportatea maggiore tendenza nella
gametogenesi maschile alla formazione di sbilaner@mcriptici associati a
riarrangiamenti cromosomici (Thomas et al. 2006).

Egli conclude che gli spermatozoi presentano una @ita frequenza di
riarrangiamenti strutturali rispetto agli oocitipsattutto a causa di una grande
differenza tra i due sessi nel numero di divisipnemeiotiche delle cellule
germinali (Chandley 1991).

Nelle femmine il numero di divisioni cellulari nessarie per generare il gamete
maturo, € costante, perché tutti gli oociti si famo durante lo sviluppo
embrionale e poi sono necessarie solo altre dusialiv per produrre ciascuna
cellula uovo. Si é stimato che vi siano circa 24silbni cellulari successive, dallo
zigote al gamete maturo.

Nel maschio invece sono necessarie circa 30 divigiellulari per produrre gli
spermatogoni staminali e poi altre 6 divisioni plare origine agli spermatozoi,
inoltre dalla puberta il ciclo della spermatogensdsiipete approssimativamente
ogni 16 giorni.

Quindi l'oogenesi avviene prevalentemente nellaa Vvigtale e comporta un
numero di divisioni cellulari considerevolmente anbre rispetto alla
spermatogenesi che continua per tutta la vita. dggior numero di divisioni
cellulari nel maschio spiegherebbe il fatto chéagso di mutazione nella linea
germinale maschile sia circa sei volte superispatto a quello femminile (Hurst
& Ellegren 1998).
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1.5 Sviluppo e potenzialita’ della tecnologia arrayCGH

nell’'analisi delle anomalie cromosomiche

La citogenetica tradizionale, pur utilissima neléntificare un gran numero di
anomalie cromosomiche, numeriche e strutturalimitdta nelle sue possibilita
diagnostiche dal potere di risoluzione del micrpsodBruce R. K. 2000,2001).

Lo sviluppo dellaFluorescence In Situ Hybridizatio(FISH), che consente di
individuare specifiche sequenze di DNA a livell@mosomico, ha sicuramente
costituto un passo in avanti neloreeningdei riarrangiamenti genomici, tuttavia
essa ha il grosso limite di rilevare solo particotautazioni a livello di precisi
loci cromosomici.

La messa a punto di una nuova tecnica, di citogenenholecolare, definita
“Ibridazione Genomica ComparataC¢mparative Genomic Hybridization-CGH
ha risolto la necessita di avere un mezzo di analgrado di valutare la presenza
di eventuali anomalie cromosomiche a livello detéro genoma, senza sapere in
anticipo cosa cercare.

La CGH é una tecnica che inizialmente é stata egialiallo studio di cellule
tumorali ma che si € poi rivelata di utile impiegella diagnosi di aberrazioni
cromosomiche costituzionali, sia in epoca posteathE, prenatale (Lapierre et al.
1998).

La metodica si basa su una ibridazione in situ frezda, che sfrutta la
competizione tra due campioni di DNA genomico mara@@n fluorocromi
diversi: un campione € quello del paziente, I'aBiroostituito da un pool di DNA
genomico di riferimento. Nella tecnica convenzienaDNA marcati vengono
coibridati simultaneamente su preparati metafasaomali.

Il vantaggio di tale tecnica € che in un’unica dldione si possono ottenere
informazioni sulla dimensione e sulla localizzasodi tutti gli sbilanciamenti
cromosomici, tuttavia, ha un basso potere di r@ohe (5-10 Mb).

L’avvento dellarray-CGH descritta per la prima volta nel 1997, ha aperto la
strada alla possibilita di una piu alta e piu ampsaluzione nella rilevazione

delle anomalie cromosomiche strutturali.
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E’ basata sugli stessi principi della CGH classina,anziché utilizzare matrici su
cui sono ibridati preparati metafasici normali,limfa piattaforme in cui sono
spottati cloni BAC (di 150-160 Kb, BAC arrays) oigad (di 10-100 bp, oligo
arrays) corrispondenti a loci specifici di ogni gito cromosoma, fino a
comprendere l'intero genoma umano. L'utilizzo diegte piattaforme permette
l'immediata correlazione tra l'eventuale alteragzi@una precisa posizione del
riarrangiamento nel genoma, grazie alla scomparsa ¢degnale corrispondente
alla sonda contenente la sequenza deleta, o, veagvallaumento di segnale
dovuto ad una duplicazione della sequenza. Lauismhe genomica dipende
dalla lunghezza delle sonde utilizzate e dalleadiza tra una sonda e I'altra.

Dai dati riportati in letteratura,diray-CGH si presenta come il metodo piu utile
per rilevare e localizzare simultaneamente perditguadagno di materiale
genetico, per tale motivo la sua applicazione mjaido incremento nello studio di
malattie genetiche (Pinkel et al. 1998).

Infatti sbilanciamenti cromosomici possono essaredusa di diverse patologie
quali, ad esempio, sindromi malformative, ritardentale, autismo, epilessia e
vari tipi di tumori.

Negli ultimi anni la tecnicarray-CGH ha dimostrato che circa il 15% di soggetti
con fenotipo cromosomico (ritardo mentale/dismaonfifanomalie congenite) e
cariotipo normale sono portatori di uno sbilanciatnecromosomico criptico
responsabile per la loro condizione (Vissers e2@03; Shaw-Smith et al. 2004).
Inoltre €& stato possibile individuare la presenz genoma di un numero
inaspettatamente grande di varianti strutturalidoihensioni intermedie (1Kb-
3Mb) che sono state trovate anche in individui Sgmercio non possono
rappresentare una causa diretta di malattia. $gdnti stanno mettendo in luce il
loro possibile coinvolgimento come fattori di susibdita di malattie complesse
ad eziologia ignota quali ad esempio la schizo&emil'autismo(Buckley et al.
2005).

L’ applicazione di questa tecnica permette quindittenere una rapida analisi di
tutto il genoma in un unico esperimento con un vai aumento della
risoluzione nella mappatura dell’anomalia rispedtle tecniche di citogenetica
convenzionali, tuttavia non € in grado di rilevam@omalie cromosomiche

bilanciate. Percio le tecniche citogenetiche comi@rali saranno sempre
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fondamentali e non potranno essere sostituiteto) toa indubbiamente Array-
CGH apre le porte verso analisi sempre piu accurgbeeeise a fronte di una

maggiore semplicita e tempi di risposta molto ploei.
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2. SCOPO

Gli scopi di questo progetto sono:

* mettere a punto le condizioni sperimentali e dedinie potenzialita, la
sensibilita e l'accuratezza delifray-CGH per la ricerca di anomalie
cromosomiche strutturali;

» valutare il possibile utilizzo di tale metodica laebdiagnostica e quindi
definire correttamente I'entita e la qualita delleomalie trovate;

» stabilire l'origine parentale del riarrangiamentcediante [I'utilizzo di
marcatori polimorfici (STR o RFLP) che mappanaorai#rno della regione
coinvolta;

» definire se esiste un diverso tasso di mutazionduesessi;

» verificare la presenza breakpointsdi regioni di omologia che possano aver
predisposto al riarrangiamento.
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3. POPOLAZIONE IN STUDIO

Sono stati valutati 66 soggetti afferenti al sawizli Genetica Clinica ed
Epidemiologica del Dipartimento di Pediatria deltidersita degli studi di
Padova che presentano ritardo mentale e/o delloppa, autismo, anomalie
congenite multiple e dimorfismi. In 10 pazienti §6 I'array-CGH e stato
effettuato per definire una anomalia cromosomicaidentificata tramite esame
cromosomico ad alta definizione (tabella 1); neianenti 56 pazienti, 'esame
cromosomico ad alta definizione e tutti gli accentati previsti dal protocollo per
lo studio del ritardo mentale erano nella norma.

Tutti i soggetti candidati allo studio sono statformati delle potenzialita di
questo studio ed é stato quindi chiesto loro ilsemso a procedere alle analisi ed
al trattamento dei loro dati genetici, secondoilerpcenti indicazioni del garante
dellaprivacy (novembre 2007).
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Caso

Caratterizzazione

# mediante bandeggio FENOTIPO
el/o FISH
4973 46 XX Ritardo psicomotorio,
FISH: del (1)(p36) microcefalia e
dismorfismi
5095 46 XY Ritardo psicomotorio,
FISH: del (1)(p36) epilessia, ipotonia
generalizzata, ipoacusi
neurosensoriale,
criptorchidismo
4461 46 XY Ritardo psicomotorio,
dup (9)( p13.1p24.2) | macrocefalia, dilatazion
tetraventricolare,
dismorfismi
5116 46,XX,der(17) Ritardo psico-motorio,
ipotonia, dismorfismi
4509 46 XX Ritardo mentale
del (18)(p11.21-->pter)| microcefalia, dimorfismi,
4904 46 XY, Difficolta
t(1; 18) (p36.1; g22) | nell'apprendimento,lieve
ginecomastia, ridotto
volume testicolare
5007 46, XX, der(18) Microcefalia, ritardo
psicomotorio,
dimorfismi cranio-faciali
4512 46 XY, Difficolta di
t(4;20) (g21;912) apprendimento, ugola
FISH: del(22)(g11.21) | bifida, lievi dismorfismi,
anomalie vascolari
4603 46 XX Dimorfismi facciali,
FISH: del (22)(g11. 21)| ugola bifida, cardiopatia
congenita complessa
5072 46 XX Difficolta di

FISH: del (22)(g11. 21)

apprendimento, deficit di

attenzione ed iperattivita
ugola bifida.

§

Tabella 1: pazienti caratterizzati mediante bandeggio e/o FISH

20

D



4. MATERIALI E METODI

4.1 Estrazione del DNA genomico

I DNA é stato estratto da prelievi di sangue pito trattati con EDTA alla
concentrazione finale di 50 mM. L'estrazione delAlenomico e stata eseguita
seguendo il protocollo del kit commercidiggh Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche).

La concentrazione e la qualita del DNA sono statsurate tramite uno
spettrofotometroNanoDrop ND-1000 UV-Vis Caricando 1ul di DNA lo
strumento fornisce sia la concentrazione del cangi@spressa in nd/ sia i
rapporti di assorbanza 260/230 e 260/280 nm; quéstii parametri permettono
di stimare la purezza del DNA da vari contaminguli proteine, polisaccaridi e
fenoli: un valore prossimo o superiore a 2 peragnbi € indice di una purezza

soddisfacente per il successivo impiego del canginarray-CGH.

4.2 Array Comparative Genomic Hybridization

L’'array-CGH é stato eseguito utilizzando microarrd¢K (Agilent Human
Genome CGH Microarray Kit 44/A9on una risoluzione media di circa 75 Kb.

Il protocollo utilizzato per I'array-CGH e costitaida 7 step (figura 4).

DMNA paziente | | DMNA controlle
L] ¥
Digestione | | Digestione
¥ ¥
|

|

| Marcatura Marcatura |

'] ¥
Purificazione Purificazione

*
| Ibridazione 24h |

| Lavaggi post—ihri:lazionel

| Scansione |

| Estrazione dati |

Figura 4: workflowarray-CGH
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Step 1. Digestione del DNA
800 ng di DNA del paziente e del controllo (deltesso sesso) sono stati digeriti

utilizzando la seguente mix di reazione:

Mix di reazione Quantita x1 (ul)
H>O 2
Buffer 10X (Promega) 2.6
BSA (10 pg/ul) (Promega) 0.2
Alul (10U/pul)(Promega) 0.5
Rsal (10U/ul) (Promega 0.5
TOTALE 5.8 ul

Tabella 2: mix di digestione

| due enzimi di restrizione creano estremita piattgliando in corrispondenza
delle sequenze 5-A@CT-3' 3'-TC|GA-5 (Alul) e 5-GT|AC-3’ 3'-CA|TG-5
(Rsal)

La reazione avviene a 37°C per 2 ore. Successivi@nsennattivano le attivita

enzimatiche ponendo i campioni a 65°C per 20 min.

Step2. Marcatura del DNA
Ciascun campione digerito viene mescolato cat & random primers (Agilent
Technologies) e incubato a 95°C per 3 min. Vienmdjyreparata la seguente

mix di marcatura per i pazienti (tabella 3) e peomtrolli (tabella 4)

Mix di reazione Quantita x1 (u])
Buffer 5X (Agilent) 10
dNTPs 10X (Agilent) 5
Cyanine 5-dUTP (1 mM)(Agilent 3
Exo Klenow fragment 1
TOTALE 19 pl

Tabella 3: mix di marcatura usata per i pazienti.
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Mix di reazione Quantita x1 (ul)
Buffer 5X (Agilent) 10
dNTPs 10X (Agilent) 5
Cyanine 3-dUTP (1 mM)(Agilent 3
Exo Klenow fragment 1
TOTALE 19 ul

Tabella 4: mix di marcatura usata per i controlli.

La reazione di marcatura avviene per 2 ore a 3t @hattivata a 65°C per 10

min.

Step 3. Purificazione del DNA marcato

La purificazione del prodotto marcato avviene metial’'uso di colonnine
Microcon YM-3Q(Millipore).

I DNA marcato e purificato viene controllato alnmalrop per determinarne la
concentrazione finale (&0hm) e l'incorporazione del fluorocromo £& nm per
Cy3 e Asso nm per Cyb).

Quindi viene calcolata l'attivita specifica per @gocampione utilizzando la

seguente formula:

[1]
Attivita specifica = pmol/ pl di Cy3 o Cy5
ug/ul di DNA

Questo valore deve essere compreso tra 25 e 40yBee tra 20 e 35 per Cyb5.

Step 4. Ibridazione

L'ibridazione é stata eseguita a partire dagsdi DNA marcato del paziente e del
controllo che vengono mescolati. Successivament® sbati aggiunti 5ul di
COT-1 DNA(1 mg/ml) (Invitrogen), 11 di Blocking AgentlOX (Agilent) e 55
ul di Hybridization Buffer2x (Agilent).
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| campioni cosi preparati vengono denaturati a 9p8€ 3 min e poi incubati a
37°C per 30 min per permettere@DT-1 DNAdi saturare le sequenze ripetute
presenti nel genoma e ridurre cosi i segnali aBpeci

L’ibridazione viene quindi effettuata su vetrini 48K che vengono incubati in

rotazione (20 rpm) per 24 ore a 65°C.

Step 5. Lavaggi post-ibridazione

Questo passaggio consente di eliminare I'ecces&iN& non ibridato. A questo
scopo si utilizzano due diverse soluzioni di lavag®ligo aCGH Wash Buffer,1
a temperatura ambiente per 5 minuti©Okgo aCGH Wash Buffer,Xcaldata a

37°C, per 1 minuto.

Step 6 e 7. Scansione degli array e analisi deiulati

La scansione degli array e stata eseguita con earmsr Agilent (G2505C) che é
in grado di rilevare i livelli di fluorescenza (CybCy3) di ogni spot e fornisce
I'immagine su cui poi si effettuera 'elaboraziates dati grazie all’'utilizzo del
sofwareFeature Extractiorv.10.1.1.1.

Esso elabora per ogni spot il logaritmo in baseeRrdpporto tra le intensita di
fluorescenza emesse da Cy5 e Cy3 Jld@y5/Cy3) inoltre sottopone
'informazione ottenuta dalla scansione del vetrimal un processo di
normalizzazione globale (sottrazione del backgroendorrezione mediana) in
grado di rimuovere le distorsioni sistematiche pnéis

Il rapporto delle intensita di fluorescenza traiedluorofori sono proporzionali al
rapporto di quantita di materiale genomico tra ciexmg@ e controllo. Se le
intensita dei fluorofori sono uguali la regione Emata non presenta alterazioni:
avro 2 copie di DNA da testare e 2 copie del DNAdaftrollo, per cui il rapporto
tra i 2 fluorocromi é pari a 1 (leg2/2 = 0). Se invece il rapporto Cy5/Cy3 é
alterato si € in presenza di amplificazioni o delez in caso di trisomia il
rapporto sara pari a 1,5 e cioé 3/2 {la = 0,5), viceversa in caso di monosomia
il rapporto sara pari a 0,5 e cioé 1/2 fla¢ = -1)

| dati elaborati d&eature Extractiorvengono visualizzati grazie al softwdd&lA
AnalyticsV.4.0.76..
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Per la valutazione dei dati si e fatto riferimeaioGenome Assemblyel 2006
(hg18,NCBI Build 36.1)e sono stati consultati Database of Genomic Variants
(http://projects.tcag.calvariation/)il Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in  Humans using Ensembl ResourcéDECIPHER)
(http://decipher.sanger.ac.yk/ e il sito UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/lhgGateway)

4.3 Analisi dei microsatelliti

I microsatelliti o STR (Short Tandem Repeats) haonomodulo fondamentale
costituito da 2 a 6 basi, ripetuto consecutivamdtesta-coda) in un numero
variabile di volte.

In una popolazione generale gli individui si diffaziano tra loro per il numero di
repeats presenti in un dato locus. L'insieme dti tutoci polimorfici in un
individuo rappresenta cosi una sorta di improntaetiea inequivocabile. Per il
loro elevato grado di polimorfismo e poiché sorastnessi alla progenie con le
modalita della eredita mendeliana semplice i mgt@bti rappresentano un
validissimo strumento per I'identificazione indiviale.

L’analisi dei microsatelliti &€ stata quindi utiliata per determinare l'origine
parentale delle delezioni.

Tali markers cromosomici (tabella 6) sono stati @pmamente selezionati
consultando UCSC  Genome  Browser  (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway) che fornisce le sequenze deiimers e il databaseCEPH
(Centre d'Etude du Polymorphisme Humaiittp://www.cephb.fr/en/cephdb/)
che consente di analizzare l'eterozigosita pere@datwdi ciascun marcatore
(percentuale che stabilisce la presenza, in trattispondenti di due cromosomi
omologhi, di alleli differenti).

Sul DNA estratto é stata effettuata una reazion®@R (tabella 5,6,7) con 2
primersche fiancheggiano la regione delgpeats Utilizzando uno dei primers
marcato in 5’, & stato possibile ottenere dei framtindi PCR fluorescenti che
sSono stati successivamente separati elettroforeéingée su un capillare (ABI 310

genetic Analyzer, Applied Biosystem). L’analisi neatte il softwareGeneScan v
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3.7.0.ha permesso di calcolare con precisione la graraddei frammenti ottenuti
in PCR.
Il confronto degli alleli del paziente con quelleidgenitori ha permesso di

stabilire I'origine parentale della delezione.

Chromosome
N ] Rangel Ta
STR position Repeat |Het Primers
bp | (°C)
bp
2,129,145 - FOR: [6EFAM]CACACAGGCTCACATGCC 130-
D1S243 GT 0.81 58
2,129,416 REV: GCTCCAGCGTCATGGACT 170
2,530,151 - FOR: [TET]GTTTCCAGGCTGCAGGAAGAC 242-
D1S171 CA |0.75 59
2,530,401 REV: CCCACATGTACACATGCACA 266
6,212,351 - FOR: [HEX]GATCATGCCAATGCACTAT 190-
D1S2870 CA |0.81 59
6,212,560 REV: CCAGGGTGACACAGCA 212
198,502,504 |- FOR: [6BFAM]GGAAGTTTCAGCCAACG 134-
D3S1311 CA |0.89 58
198,502,647 REV: TTAGTCCCACTGATGTTACATTT 152
198,500,532 |- FOR:[TET]TCACAAGGGAAATAACTGTTTTAC 260-
D3S1272 CA |0.85 55
198,500,795 REV: TTCCTGTAACCCTCCAAAAT 276
144,513,600 |- FOR:[6FAM]GGTTATTTAATTTTAGTAACGCATC 128-
D4S2981 CA |0.78 60
144,513,746 REV: GAACAGAAGTGCTGGAGAC 156
143,947,308 |- FOR: [TET]CTGCACTCGAGCCTGAGCA 218-
D4S1515 GAAA |0.80 62
143,947,552 REV: CCTTGGAAATGAGGCTGCTC 246
142,080,185 FOR: [HEX]TGCAAACTGTCACTCAAAAG 134-
D4S156%5 CA |0.75 61
142,080,336 REV: GCCAAGGCTGATCCTC 146
166,629,240 |- FOR: [6FAM]AGCTGACTTTATGCTGTTCCT 108-
D6S264 CA |0.74 58
166,629,361 REV: TTTTCCATGCCCTTCTATCA 122
167,156,768 |- FOR: [TET]CAAGAAGTGTCTCTAAAGATAAGG | 210-
D6S297 CA |0.71 57
167,156,985 REV: CAACCAACCACGGTATATG 224
169,739,769 |- FOR: [HEX]CTGGTAGTGTCAGGCATGGC 202-
D6S281 CA |0.74 60
169,739,977 REV: CCTATGTTTCAGGCAAAGGC 220
10,593,772 1 FOR: [6FAM]CTGAAGAGCAAATGGCCCT 179-
D8S520 CA |0.75 57
10,593,964 REV: TAAGATCACATGGCCCCCT 199
10,177,982 - FOR: [TET]JGACTTTCCTAAAAGCCCAGC 170-
D8S1721 CA |0.71 57
10,178,151 REV: GCATCTTGCATGGTGTATTG 212
10,918,965 FOR: [HEX]CCCAAAGTCATGAAATGAGA
D8S550 CA |0.86 94-13Q 57
10,919,233 REV: ACAACATACCTGTTAGGAGGTG
70,292,497 - FOR: [6BFAM]TGAAAAGTAATAATGTACCTGG 266-
D16S48%5 TAGA [0.84 57
70,292,791 REV: CTACTCAGGCCTTCAGATG 294
MAPT-| 41328173- cT lo 8CFOR: [6FAM]CTTCACTCTCGACTGCAGCCT 150- 64
17 41328344 " |REV: CCCGATCCACGTCTTTCTTA 180-
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Chromosome
. . Range| Ta
STR position | Repeat|Het Primers .
bp | (°C)
bp
41,094,544 - FOR: [TET]CCTGGGAGTTCACTGGTGTTTCA 154-
D17S612 CA |0.75 64
41,094,699 REV: CTGAGTAGGGGAAGGAGGTTGCA 284
3,428,521 - FOR: [6FAM]JAGCTCATGTTGGATGTATCA 255-
D18S63 CA |0.75 61
3,428,775 REV: GTCAGACTACGCGCCTT 279
12,586,972 - [FOR: TETJACCCGCTCAAAAGCCT 248-
D18S71 CA |0.89 58
12,587,243 REV: TTAATGGATTATCAAGAGTGGTTCT 282
636,461 - FOR: [HEX]JAGCTTCTATCCAACAGGGGC 146-
D18S59 CA |0.67 57
636,616 REV: ACCAGAATGTGAACGACCCT 164
61,065,895 - FOR: [BFAM]TTCTGCACAATTTCAATAGATTC | 193-
D18S4838 CA |0.77 57
61,066,105 REV: GAACTGAGCAAACGAGTATGA 225
61,046,915 - FOR: [TETJATATTCCCCTATGGAAGTACAG 232-
D18S465 CA |0.85 57
61,047,153 REV: AAAGTTAATTTTCAGGCACTCT 251
62,328,772 - FOR:[HEX]TAAATAAAATAACGTTGAAGTCTGC | 220-
D18S857 TAA .77 57
62,328,867 REV: CTTAGATTCAGGGGGGACAT 232
17,990,406 - FOR: [BFAM]CATGTGAAAGATGCTACTTCC 157-
D22S944 CA |0.64 58
17,990,571 REV: ATCCCATGCTCCTCCCCAT 165
18,320,453 - FOR: [TETJGACAGAGTGACAGCCCGTCT 256-
D22S873 AAAT D.76 61
18,320,725 REV: CTCTCCTCAAGGCTGAGTGG 272
18,027,170- FOR: [HEX]GAGTAGGCAGGGGCCATAAG 204-
22D_4 4 CTTC |0.73 56
~ 7| 18,031,886 REV: TGCTTTAGCCAAGGAGTTCG 236

Tabella 5: STR, posizione cromosomica, repeat, eterozigos#tquenza deyrimersutilizzati per

la PCR, dimensioni dell'amplificato, temperaturaadnealing

Mix di reazione Quantita x1 (ul)
H,0 15.85
Buffer 10X Gold 2.5
MgCl, 25uM Gold 1.5
dNTPs 10mM 0-5
pForward 10uM 1.25
pReverse 10uM 1.25
Taq Gold 0.15
TOTALE 23 + 2 pl DNA (80ng/pl

Tabella 6: mix della reazione di amplificazione
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Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 10' 1
95 30"
Ta 40" 40
72 1
72 30’ 1

Tabella 7: profilo termico.

4.4 RFLP e PCR quantitativa

Per determinare l'origine parentale delle duplioazie stata utilizzata I'analisi
RFLP unita alla PCR quantitativa.

| Restriction Fragment Lenght PolymorphismRFLP sono dei polimorfismi di
lunghezza dei frammenti di DNA generati mediantgedtione con enzimi di
restrizione.

Essi sono endonucleasi in grado di riconoscerespeaifica sequenza di DNA,
detta sito di restrizione, e di tagliare a livatlioquella sequenza o in prossimita di
essa idrolizzando I'ossatura zucchero-fosfato elyggendo frammenti di DNA a
doppio filamento di dimensioni esattamente definite

Gli enzimi di restrizione, consentono di distingaidacilmente due sequenze di
DNA che differiscono per uno o piu nucleotidi, cual tale differenza sia in
grado di modificare il sito bersaglio riconoscidtal’enzima.

| polimorfismi possono introdurre o eliminare unowa sito di restrizione nel
segmento di DNA che li contiene, in questo modoaaérso 'analisi depattern

di restrizione del campione si potranno distinguglieaplotipi dei soggetti in
esame. Percio la caratteristica variazione indafele la trasmissione mendeliana
fanno degli RFLP dei marcatori genetici.

Sfruttando questo principio, sono stati seleziodatiNCBI Variation Database
(dbSNP), degli SNPs, allinterno della regione duplicata, ncain’elevata
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percentuale di eterozigosita modo da riuscire a distinguere nel pazientdela
materno da quello paterno.

| polimorfismi selezionati sono stati amplificatrc specifiche coppie girimers
disegnate utilizzando il software disponibile online Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3_www.ggi

In tabella 8 sono riportati i polimorfismi, la lorposizione cromosomica,
I'eterozigosita, le sequenze delle coppiepdimers (forward e reversgcon la
relativa temperatura dinnealinge le dimensioni dell’amplificato.

Il protocollo di amplificazione e il profilo termic utilizzato sono riportati in

tabella 9 e 10 rispettivamente.

Chromosomg )
SNP . Primer s bp Ta (°C)
Position (bp)] Het
rs1188729p chr 2: 05 FOR: TGATAGAGACGGGGTTTTGC 204 5s
C>T 60845360 ' REV: GCCCACTGTTTAAAAGAACCA
rs35217978 chr 2: 05 FOR: TTTCACTGTGTGGCTTCTCCT 216 5s
A>G 61100052 ' REV: CAAAGTCAGTTCCATGTGGATT
rs755723Q9  chr 2: 05 FOR: GAGACCAGCCTGACCAACAT 240 -
A>T 61590156 ' REV: TAGCCCAATGAGCATTTCCT
1s46642071 chr 2: FOR: TCGCAGAGCAAGTTAGTGGA
0.460 199 54
C>T 157028440 REV: AAAGGGTTCGACTCAATATTCC
Rs716615 chr 2: FOR: TGATGCAAAATGGGAATCCT
0.473 192 57
A>G 160845236 REV: CCTGTTATCCCTGGATTGCT
rs582447 chr 2: FOR: CATCAGTGGACAGGAATGGTT
0.444 199 57
G>T 165074838 REV: CACCATTGGAGAATAAGACAGGA
rs3523740¢ chr 6: 05 FOR: CTTCTTCCTGCCTGAAATGC 47 60
A>G 118006364 ' REV: TGCCCTACTGTATCAGTTGGATT
rs3595787[¢ chr 6: 05 FOR: TGGCTGTATGCCTACCAAGA a1 60
A>T 118109060 ' REV: TGGATAGCATCTGTGGAGCTT
rs1115378p chr 6: 05 FOR: AGGAGGTGTCTGGATCATGC a1 60
C>G 119283533 ' REV: TGGTGCAGACATAGGCTCAG
rs6252217) chr8: 05 FOR: CTGGCCAGTGGTGCATTC 201 60
C>T 142209697 ' REV: ATCCATCCCCTAACGCTCCT
rs7841697 chr 8: FOR: CTCAAACTCCTGGCCTCAAG
0.487 204 59
A>G 142442331 REV: AAGTCCCAGGTGAGGGAACT
rs6252562p6 chr 8: 05 FOR: GGGTTTCTCAGGACACCAGA 921 60
G>T 143852336 ' REV: CAGCTGGGTGTGTGGACTC
1s4961491 chr 9: FOR: TCTTCTGTGAAGGTAACGACCTC
0.474 240 60
C>T 16431707 REV: TACTGTTTGCAAGGAGGACTAGTTT

29




Chromosomg )
SNP - Primer s bp Ta (°C)
Position (bp)] Het
rs2779772  chr9: FOR: AATGGCCAAAAACTGCATTC
0.477 205 60
G>T 17137191 REV: AAGGTTTGCCTATGGGCTTT
rs1028932  chr 9: FOR: TGCAAGTTGTGGCATAGTTCA
0.461 161 61
C>G 32381784 REV: TTTCAAATGTCCACCCATCA
rs2042403 chr 16: FOR: ATGTTAGTCACGCCCACCTC
0.464 179 60
C>G 57085908 REV: ACAAGGGTGAGGCTCAGAGA
rs1244660f chr 16: 05 FOR: AATGGGCCGATCAGTATCAA 249 61
A>G 60254103 ' REV : CATGGGTGCACAAAGTCTCTT
rs74705268 chr 16: 05 FOR: TGTTTGAAAAAGGGGTGAGG 158 -
C>G 65164354 ' REV: TATGGGTCCATCCTCTGTCC
rs11652704 chr 17: FOR: CAGGTCCAAGCAATTCTCCT
0.444 253 61
C>T 7525125 REV: GGAAGAAATAAAACACATTCACAGC
rs7225306 chr 17: FOR: CACTGTGCCCGACGATATTA
0.444 214 60
C>T 9773963 REV: GGAAGCAAAGAGAGCGAGAG
rs231021| chr 17: FOR: TGCCATGAGGCAGTCTAACA
0.428 221 60
C>G 15100165 REV: TCCCCACACTAAGCCTCTCT
rs513978| chr 18: 05 FOR: CTACCCAATGGCCTCATCTG 16 61
C>G 591087 ' REV: TGGGGCTATCAGCACAAGAT
rs3786347 chr18: FOR: GTGGTTCCATTCCATGTTCC
0.476 245 60
A>G 733226 REV: CCTCGAGAATCTTTGCGACT
rs1187637| chr 18: 05 FOR: TAAGCCTGTGGCTTCCTAGC 178 60
C>G 6957402 ' REV: AAGGAAAGGGCACACAGAGA

Tabella 8: polimorfismi analizzati, posizione cromosomica,refgosita, sequenze dprimers
utilizzati per la PCR, dimensioni del’amplificagotemperatura dinnealing.

Mix di reazione| Quantita x1 (u
H.0 15.2
Buffer 5X 5
MgCl, 25uM 0.5
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
Taq Takara 0.3
TOTALE 23 + 2 ul DNA
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Tabella 9: mix della reazione di amplificazione.



Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 ) 1
95 20"
Ta 20" 35
72 20"
72 S' 1

Tabella 10: profilo termico della reazione.

La resa della reazione, sia qualitativa che quativét, e stata valutata
sottoponendo 5 pl di prodotto di amplificazioneaasa elettroforetica su gel di
agarosio all’1,5% colorato cddYBR- safe.

Successivamente con l'ausilio del software  NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.plgd sono potuti individuare gli enzimi
di restrizione piu appropriati da utilizzare nefl&isi di restrizione e i specifici
siti di taglio (tabella 11).

Enzima Sito di riconoscimento Numero siti di Dimensione frammenti
SNP di restrizione dell’enzima riconoscimento di restrizione (bp)

2042405 5..G ANT C.. 3 129
C>G Hinfl 3..C TNALG..5 1 50
ASG Alul 3..TCsGA..5 L 121
rs74705268 5.AGCT..3 81
C>G Alul 3..TC.GA..5 L 7
c>G Mspl 3..GGC.C..5 ! 112

1} w 1}
rs513978 5.G ANT C..3 75
C>G Hinfl | 3...C TNALG..5' 1 141
1s3786347 5..C TNA G.. 3 144
' ' 1 101

A>G Ddel 3.6 ANT.C...5
7841697 5.CCGG..3 78
ASG Mspl 3..G GCiC..5 1 126
1562525626 5.RAATT Y ..3 92
G>T Apol  [3..Y TTAA.R..5 L 129
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Enzima Sito di riconoscimento Numero siti di Dimensione frammenti
SNP di restrizione dell’enzima riconoscimento di restrizione (bp)

(62522177 5.CCW GG...3 53
c>T BstNI |3...GG W.CC..5 1 148
1$231021 5.G ANT C..3 117
c>G Hinfi | 3...C TNALG..5 1 104
[S7995306 5.CCGG..3 158
c>T Mspl 3..G GC.C..5 1 56
1s11652704 5.CCGG..3 98
c>T Mspl 3..G GCiC.. 5 1 136
($359578771 5.CTNA G..3 126
. . 1 115

A>T Ddel 3..G ANT.C..5
rs11153780 5.GANT C..3 133
. . . 1 108

C>G Hinfl 3..C TNA.G..5
1$35237407 5.CCGG..3 134
ASG Mspl 3..G GCiC..5 1 113
151028932 5.CCW GG...3 68
c>G BstNI |3..GG W.CC..5 1 93
154961491 5.RAATT Y..3 121
C>T Apol  [3..Y TTAAR..5 L 119
P S—— 5.AG CT..3 130
G>T Alul 3. TC.GA..5 1 75
1s11887292 5.CCGG..3 116
c>T Mspl 3..G GC.C..5 1 88
1s35217978 5.GT AC..3 47
A>G Rsal 3.CA.TG..5 1 169
(S7557230 5.CTNA G..3 92
AST Ddel |3..G ANT.C..5' 1 147
1s582447 5.A AGCTT..3 105
G>T Hindlll |3...T TCGALA ...5 1 94
(4664207 5.TCTAGA..3 50
c>T Xbal |3...A GATC.T..5 1 149

1] ' 1]

(S716615 5. .TTT AAA .3 134
A>G Dral |3..AAA.TTT ..5 1 58

Tabella 11: enzimi di restrizione utilizzati per riconoscerpadlmorfismi, siti di riconoscimento e
dimensioni dei frammenti di restrizione.
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In tabella 12 sono riportate la mix e il profilan@co utilizzato per gli enzimi di

restrizione.

Mix di reazione| Quantita x1 ()
H,O 16
Buffer 3
Enzima 1
Totale 30
Incubazione 37°C 2h

Tabella 12: mix della reazione enzimatica e profilo termico.

| frammenti di restrizione sono stati sottoposti atbttroforesi su gel di
poliacrilammide al 10% colorato c@¥BR-safe

Il prodotto della digestione é stato quindi sot&tpoa RTg-PCR Real time
quantitative PCIR per determinare quale dei 2 alleli sia duplicao di

conseguenza la sua origine parentale.

Utilizzando i primers riportati in tabella 8 & stato messo a punto gusmte
protocollo:

Mix di reazione Quantita x1 (ul)
H,0 12.95
Buffer 5X 5
MgCl, 25uM 0.5
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10pM 0.75
Eva Green 1.25
Taq Takara 0.3

TOTALE | 23 + 2 pl DNA (50 pg/pl

Tabella 13: mix della reazione di amplificazione
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Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 5' 1
95 10"
35
Ta 20"
72 5' 1

Tabella 14: profilo termico della reazione.

La quantificazione dei campioni amplificati in RRER e stata effettuata

utilizzando ilComparative Quantitation softwaf{€orbett Research).

Esso calcola il tasso di amplificazione sulla basiaumento della fluorescenza
nella fase esponenziale della PCR e determina ntgpdi take off che viene
definito come il ciclo nel quale la derivata secartlla fluorescenza € al 20 %

del suo livello massimo indicanda fine del rumore di fondo e la transizione

nella fase esponenziale (Herrmann, 2002).

La pendenza della retta che va dal puntotake off alla fine della fase

esponenziale e usata per calcolare I'efficienzngplificazione (figura 5).

a2 - 100%
calculation of |—_
" amplification
efficiency
0.
0|
. - 1
H 1 |
H |
Take Off § -. \
b= Point i n \
1) y
1)
a Maximum
015
15 Mo g T 5 ET]

L

Tk

Figura 5: punto di take off ed efficienza di amplificazione determinata dabmparative

Quantitation Analysisoftware.
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Il softwarequindi fornisce lacomparative concentratioche € la quantita relativa
del genetarget in un campione, rispetto a un altro campione scelbme

calibratore ossia:

[2]

Comparative concentration (E)*[(control take-off point-(sampleake-off poin)]

dove (E) e l'efficienza di amplificazione.

In questo modo potra poi essere calcolata la gaantlativa del gene target

rispetto a un gene di riferimento con la formula:

[3]
(Egene targ*[(control take-off point-(sample take-off
(Egeneriferimentg[(control take-off point-(sample take-off

Il gene dellap-actina (ACTB) é stato utilizzato come geheusekeepindi
riferimento primer forward 5-TCGTGCGTGACATTAAGGAG-3’; primer
reverse’5’-GTCAGGCAGCTCGTAGCTCT-3").

Ogni analisi di RTg-PCR € stata ripetuta tre vatwicando in triplicato il
paziente, i genitori e campioni di DNA genomicoadintrollo precedentemente
digeriti. Per ciascun campione € stata considdeataedia dei valori ottenuti e
questi sono stati valutati tenendo conto di unkettahza del 10%, in accordo con
dati di precedenti pubblicazioni. (Laccone, 2004).

Come campione calibratore é stato utilizzato untroio sano omozigote non
taglio per il polimorfismo analizzato in modo d&eviere i seguenti rapporti:

35



Pattern di restrizione Gene target/gene riferimento
Omozigote non taglio (Omo NT 212
Eterozigote (het) 1/2
Omozigote taglio (Omo T) 0/2

Tabella 15: patterndi restrizione e rapporti gene test/gene riferitoen

Percio avendo verificato I'eterozigosita del pawenn caso di duplicazione
dell’allele non tagliato si avra un rapporto geaggét/gene riferimento pari a 2/2,
se invece e duplicato 'allele tagliato si avrarapporto pari a 1/2.
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4.5 Analisi bioinformatica

Per I'analisi dei punti di rottura sono stati cotetu ' UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGatewag) lo Human Genome Segmental
Duplication Database (http://projects.tcag.ca/hurdap/) mentre mediante il
software Pipmaker (http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmakerg stato possibile
allineare le sequenze di DNA che costituiscondréakpointsin modo da
verificarne la percentuale di identita e identifecéa presenza di sequenze ripetute

intersperse.
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5. RISULTATI

Caso #4973

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 1.49 Mb a liveld ctcomosoma
1p36.33p36.32 [1039874 By2532312 bp] confermandobrisultato ottenuto con
la FISH.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarmmgnto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante il softwar®ipmakerche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~ 75%.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D1S243, D1S171.(figura 6).

- . chrip26.23p36.32

Proximal
breakpoint
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Bri«poinl

Scale

chr:

STS Markers

Segmental Dups

1500000t
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E B

2000000t

D15243|

2500000t

D1S171|

Figura 6: grafico array CGH (A); marcatori microsatelliti adizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).
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In tabella 16 sono riportati i risultati ottenualfianalisi di microsatelliti mentre in
figura 7 sono riportati i grafici ottenuti dall’alm& con il software Genescaper |l

marcatore che e risultato informativo.

STS Probando Padre Madre Origine
D1S243 NI NI NI paterna
D1S171 250/- 246/252 246/250

Tabella 16: risultato analisi microsatelliti. NI = non inforrimeo

illf GeneScan 3.7 - [untitled 4, Display-2]

@ File Edit Project Sample Setkings Yiew ‘Windows Help
!!Q 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
4200 |
] A
2800 |
5 _ }k ﬂu Jl J\ h J\ [\A
ol
Ol 27G:E5C27f=a s 7R : ESC27 fza /
4200 |
2300 | B
1400 | ﬂ \ ﬂ A
ol
OE :2G:E7czefsal 18R EFCI%fza /
4200 |
2300 | [
= ﬂ A ﬂ ﬁ A
nt
O 29G:EACz9fsa/ 29R : EIC29 fsa /

Figura 7: risultato microsatellite D1S171 nel probando (49| padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 5095

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 6.1 Mb a livelld clemosoma
1p36.33p36.32 [1039874 Bx?532312] bp confermandbrisultato ottenuto con
la FISH.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante il softwar®@ipmakerche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~ 75%.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D1S243, D1S171, D1S2870.(figura 8).

= ; = i - : s chrip36-33p36.31

z%;ﬁ glj @% ERU s )
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chrtz 1 1500000} 2500000 - 3500 0004000000} -5 000000t - 6500000—
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STS Markers D15243] I D152870!
Segmental bups || [ [ m Il H

Figura 8: grafico array CGH (A); marcatori microsatelliti adizzati e duplicazioni segmentali

presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).
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In tabella 17 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in

figura 9 sono riportati i grafici ottenuti dall’al& con il software Genescaper il

marcatore che e risultato informativo.

STS Probando Padre Madre Origine
D1S243 146/- 144/146 130/144
D1S171 NI NI NI materna
D1S2870 NI NI NI

Tabella 17:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforriieo.

it GeneScan 3.7 - [untitled 3 Display-7]

@File Edit Project Sample Settings View ‘Windows Help

Q 100 120 140 160 180 200
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2400
1600
800
i
1B : Alchiara 1.f5a ¢ 1R : Alcl fsa /
3200
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200 |
b
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2400
1600 ]
200 jJ\
b
7B : Afchiara 3 fza / TR A3 fza !

Figura 9: risultato microsatellite D1S243 nel probando (A9 padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 4461

L’ array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 39 Mb a livel®d cromosoma
9p24.2p13.1 [204367 BP39277118 bp] confermandbrisultato ottenuto con la
citogenetica classica.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplication Databa$® evidenziato la presenza di una duplicazione
segmentale con un’omologia di sequenza di ~ 98%poebbe aver mediato |l
riarrangiamento.

All'interno della regione duplicata sono stati anzédti i seguenti polimorfismi:
rs2779772 G>T, rs4961491 C>T e rs1028932 C>G @diduy).

chr9p24.2p13.1

Proximal Distal
breakpoint breakpoint

Scale
chrd:

rs4961491| rs1028932|
SNPs rs2779772)

Segmental Dups Il 1] | 0 R

Figura 10: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicazieegmentali presenti nella
regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto
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In figura 11 sono riportati i risultati ottenutildanalisi RFLP.

SINPs Probando Padre Madre
re2 779772

GoT GIT T GIT
red 361491

C=T MI I I
rs1028932

=G NI NI HI

Figura 11: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide pler separazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs277977R1 = Non Informativo).

Il polimorfismo rs2779772 G>T e I'unico ad essaseltato informativo.
Per cui il prodotto della digestione € stato susieesnente sottoposto a RTg-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi

conseguenza la sua origine parentale.
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| risultati sono riportati in tabella 18.

rs 2779772 G>T ACTB Gene
Campione | Take E Comp. | Take £ Comp. | test/gene
off Conc. off Conc. rif
C1
(calibratore) 1,00

OmoNT 11 1,75 | 1,00E+00 10,8 1,83 1,00E+400
4461
het 12,39| 1,84 | 4,29E-01 11,1 1,74 8,31E01
Padre 105
OmoNT 10,46 1,83| 1,39E+00 10,3 1,86  1,33E400 ™’
Madre

0,52

het 1153 173| 749E00 103 186 1,36Et00 02°
C2 051
het | 11.14| 174 | 926E01 o988 19 180400 &
C3

OmoT nd i i 123 | 191| 3781 990
C4 1,01

OmoNT 11,18 1,73| 9,08E-0L 11 1,88 9,00E{01 ™

Tabella 18: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogampionetake off efficienza di
amplificazione (E),comparative concentratiofComp. Conc.) - ottenuti per il gene test
(rs2779772) e per il gene di riferimento (ACTB) H eapporto gene test/gene di riferimento (gene
test/gene rif.). (nd = non definito)

Il valore gene test / gene riferimento per il patee pari a 0.52. Questo significa

che I'allele duplicato € quello tagliato ossia duiehaterno (tabella 15).

Caso #5116

L’array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 11.44 Mb a lovetlel
cromosoma 17p13.1pl11.2 [7401533-p8B845678 bp] definendo il risultato
ottenuto con la citogenetica [46, XX, der(17)],Itr® ha rilevato una duplicazione
criptica di 1.67 Mb sul cromosoma 6q22.2¢g22.31 BUU129 bp>»119512023
bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni

segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.
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Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~80%.

| polimorfismi analizzati sono rs513978 C>G, rs18870 C>G, rs3786347 A>G

per la regione 17p13.1p11.2 e rs35237407 A>G, 58587 A>T. rs11153780
C>G per la regione 6g22.2922.31 (figura 12, 13).

chr17p13.1p11.2
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Figura 12: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicazieegmentali presenti nella
regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto
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Figura 13: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicatisegmentali presenti nella
regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto

In figura 14 e in tabella 19 sono riportati i rigui ottenuti dall’analisi RFLP per
le duplicazioni in 17p13.1p11.2 e 6(g22.2922.314ati8pamente.

5 SNPs Probando Padre Aladre
- rs231021
g B CG cc C'G
rs11652704
i NI NI NI
. 37225306
— NI NI NI

Figura 14: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide pler separazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs231028l1 = Non Informativo).
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SNPs Probando Padre Madre
rs35237407

ASG NI NI NI
rs35957877

AST NI NI NI
rs11153780

C>G NI NI NI

Tabella 19:risultato analisi RFLP. NI = non informativo.

Il polimorfismo rs231021 C>G e l'unico ad esseseiltato informativo.

Quindi il prodotto della digestione é stato suctessente sottoposto a RTq-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi
conseguenza la sua origine parentale. | risultetd giportati in tabella 20.

Per la duplicazione in 6g22.2922.31 non e statosipis definire I'origine

parentale in quanto nessuno degli SNPs analizzeiikato informativo.

rs231021 C>G ACTB Gene
Campione | Take e Comp. | Take e Comp. | test/gene
off conc. off conc. rif

C1

(calibratore)| 13,9 1,75 1,00E+00 11,8 1,87 1,00E+090 1,00
Omo NT

Sr}elf 138 | 1,75 | 1,06E+00 11,82 | 184 | 990E-0] 1,07
Padre nd i i 1234| 1.85| 7.19E-0L 0
OmoT
Mﬁstre 1466 | 1,76 | 649E-0] 1151 188 1,20E400 0,54
ﬁ; 1561 | 1,77 | 3,76E-01 123 1,86 7.34EHP1 05}
C3
Oma T nd ] ] 122 | 1,86| 7,81E-0L 0

C4 14,2 1,76 8,44E-01 12,03 1,86 8,65E01 0,98
Omo NT

Tabella 20: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogampionetake off efficienza di
amplificazione (E)comparative concentratiofComp. Conc.) - ottenuti per il gene test (rs23902

e per il gene di riferimento (ACTB) - e il rapporgene test/gene di riferimento (gene test/gene
rif.). (nd = non definito)

Il valore gene test / gene riferimento per il paee pari a 1.07. Questo significa

che I'allele duplicato € quello non tagliato osgieello materno (tabella 15).
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Caso # 4509

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 13.7 Mb a liveld ctcomosoma
18p11.32p11.21 [17276972 H13875315] confermandbrisultato ottenuto con

la citogenetica classica.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplication Databasgn ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante il softwar®ipmakerche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~ 70%.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D18S59, D18S62, D18S71 (figura 15).
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Figura 15: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiadizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).

49



In tabella 21 sono riportati i risultati ottenugildanalisi di microsatelliti mentre in

figura 16 e 17 sono riportati i grafici ottenutiltinalisi con il softwareGenescan

per i marcatori che sono risultati informativi.

STS Probando Padre Madre Origine
D18S63 NI NI NI
D18S59 154/- 152/160 146/154| paterna
D18S71 272/- 248/250 272/275

Tabella 21:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniab.
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Figura 16: risultato microsatellite D18S71 nel probando (2| padre (B) e nella madre XC
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ulf GeneScan 3.7 - [untitled & Display-12]
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Figura 17: risultato microsatellite D18S59 nel probando (4| padre (B) e nella madre C

Caso # 4904

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 6.57 Mb a liveld ccomosoma
18921.33g22.2 [58324742 By64985021 bp] rivelando che la traslocazione
(1:18) (p36.1;g22) definita con la citogeneticasslaa € in realta sbilanciata.
L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarrmmgnto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscorimaakpointssono state allineate
mediante il softwar®ipmake che ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~ 75%.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D18S465, D18S483, D18S857 (figu&y.1
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Figura 18: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In tabella 22 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 19 e 20 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.

STS Probando Padre Madre Origine
D18S465 NI NI NI
D18S483 212/- 194/216 212/214| paterna
D18S857 226/- 220/229 220/226

Tabella 22:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniao.
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Figura 19: risultato microsatellite D18S483 nel probando #¢l padre (B) e nella madre (C).
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Figura 20: risultato microsatellite D18S857 nel probando #¢l padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 5007

L’array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 14,74 Mb a lovetlel
cromosoma 18p11.32p11.21 [170229->t11918854 bp] definendo il risultato
ottenuto con la citogenetica [46,XX, der(18)].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
paria ~ 65%.

All'interno della regione duplicata sono stati anzdti i seguenti polimorfismi:
rs513978 C>G, rs11876370 C>G e rs3786347 A>G @@y).
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Figura 21: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicezi segmentali presenti nella
regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto

In figura 22 sono riportati i risultati ottenutildanalisi RFLP.
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Figura 22: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide pler separazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs51397RI = Non Informativo).

Il polimorfismo rs513978 C>G e l'unico ad esseseiltato informativo.
Per cui il prodotto della digestione e stato susie@snente sottoposto a RTg-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi

conseguenza la sua origine parentale. | risultetd giportati in tabella 23.
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rs 513978 C>G ACTB Gene

Campione | Take E Comp. | Take E Comp. |test/geng
off Conc. off ' Conc. rif
C1
(calibratore) 15,4 | 1,84 | 1,00E+00 13 1,87 | 1,00E+00 1,00
Omo NT
5007 ) ]
et 1673 | 1,87 | 436E-0] 1336 184 802El01 044
Padre | 1549 | 185 | 120E+0D 12,76 | 1,86 | 1,16E+0p 1,05
OmoNT
Madre nd 1274 1,87 | 1.18E+d0 0,00
OmoT
3614 i
A 1546 | 1,85 | 964E-01 121 1,87 1,76E4000,55
3599 nd 136 | 1.87| 687E-0L 0,00
OmoT
3618
1561 | 1,85 | 879E-0] 13,16 191 903E{01 047
OmoNT

Tabella 23: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogaimpionetake off efficienza di
amplificazione (E)comparative concentratiofComp. Conc.) - ottenuti per il gene test (rs58)97

e per il gene di riferimento (ACTB) - e il rapporgene test/gene di riferimento (gene test/gene
rif.). (nd = non definito).

Il valore gene test / gene riferimento per il paee pari a 0.54. Questo significa

che l'allele duplicato & quello tagliato ossia dp@haterno (tabella 15).

Caso # 4512

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 2.43 Mb a livel&d cromosoma
22011.21 [17276972 bp 19712953 bp] confermandlorisultato ottenuto con la
FISH.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplication Databasha evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza €v % che potrebbero aver
mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: 22D_4 4, D22S944, D22S873 (figui).2
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Figura 23: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).

In tabella 24 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in

figura 24 e 25 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.

STS Probando Padre Madre Origine
D22S944 160/- 160/160 158/158
D22S873 NI NI NI materna
22D 4 4 226/- 226/226 206/219

Tabella 24:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniao.
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Figura 24: risultato microsatellite 22D_4_4 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre}C
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Figura 25: risultato microsatellite D225944 nel probando @#9l padre (B) e nella madre)C
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Caso # 4603

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 2.43 Mb a liveld ccomosoma
22011.21 [17276972 bp19712953 bp confermandbrisultato ottenuto con la
FISH.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browsexr Human Genome
Segmental Duplications Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza 8v % che potrebbero aver
mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: 22D_4 4, D22S944, D22S873 (figufy.2
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Figura 26: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In tabella 25 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 27 e riportato il grafico ottenuto dall’arsalcon il software Genescaper il

marcatore che e risultato informativo.
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STS Probando Padre Madre Origine
D22S944 NI NI NI
D22S873 NI NI NI materna
22D_4 4 226/- 218/226 214/222

Tabella 25:risultato analisi microsatelliti. NI= non informadi.
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Figura 27: risultato microsatellite 22D_4_4 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre),C

Caso #5072

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 2.85 Mb a liveld ccomosoma
22011.21 [17276972 bp20128755 bp confermandbrisultato ottenuto con la
FISH.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza 8v % che potrebbero aver
mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: 22D_4 4, D22S944, D22S873 (figuB).2
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Figura 28: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).

In tabella 26 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 29 e 30 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.

STS Probando Padre Madre Origine
D22S944 NI NI NI
D22S873 257/- 209/261 257/261| paterna
22D 4 4 218/- 214/226 210/218

Tabella 26:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniao.
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Figura 29: risultato microsatellite D22S873 nel probando (#l padre (B) e nella madre (C).
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Figura 30: risultato microsatellite 22D_4 4 nel probando (#g| padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 5065

L’ array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 2.1 Mb a liveled cromosoma

2p16.1p15 [59866968 BP61969259 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome

Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni

segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscorimaakpointssono state allineate

mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media

pari a ~ 75%.

All'interno della regione duplicata sono stati anzédti i seguenti polimorfismi:

rs11887292 C>T, rs35217978 A>G, rs7557230 A>T (aged).
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Figura 31: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicezi segmentali presenti nella

regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto
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In tabella 27 sono riportati i risultati ottenualtianalisi RFLP.

SNPs Probando Padre Madre
rs11887292
CsT NI NI NI
rs35217978
ASG NI NI NI
rs7557230
AST NI NI NI

Tabella 27:risultati analisi RFLP. NI = non informativo.

Nessuno dei polimorfismi analizzati é risultatooimhativo per cui non e stato

possibile procedere con la RTg-PCR.

Caso # 4901

L’array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 11.48 Mb a lovetlel
cromosoma 2g24.1924.3 [154592157A66073025 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscormaakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a~75%.

All'interno della regione duplicata sono stati anzdti i seguenti polimorfismi:
rs4664207 C>T, rs716615 A>G e rs582447 G>T (fi@gkp
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Figura 32: grafico array CGH (A); SNPs e duplicazioni segraéinpresenti nella regione
cromosomica interessata dal riarrangiamento (B).

In figura 33 sono riportati i risultati ottenutildanalisi RFLP.
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Figura 33: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammiderga separazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs58244X! = Non Informativo).
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Il polimorfismo rs582447 G>T e I'unico ad essemailtiato informativo.
Per cui il prodotto della digestione € stato susieesnente sottoposto a RTg-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi

conseguenza la sua origine parentale. | risultaitd siportati in tabella 28.

Rs582447 G>T ACTB Gene
Campione | Take Comp | Take Comp | test/gene
E E ;
off conc off concen rif
C1
(calibratore)| 14,8 | 1,82| 1,00E+00 12,3 | 1,87| 1,00E+00 1,00
Omo NT
4901 i
A 1505 | 1.83| 858E-01 12,05 1,86 1,17E4000,73
Padre 1537 | 1.82| 7,09E-01 12,76 1,87 750E1 09
Omo NT
Mﬁgtre 16,23 | 1,83| 421E-0] 1255 1,87 855E01  04p
ﬁezt 1531 | 1.81| 7.40E-0] 11,82 1,86 1,35E4000,55
C3 1463 | 1.84| 1,11E+00 12,09 | 1.88| 1,14E+0p 0,97
Omo NT
E:t 1578 | 1.83| 552E-01 122 1,89 1,07E400 0,52

Tabella 28: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogaimpionetake off efficienza di
amplificazione (E)comparative concentratiofComp. Conc.) - ottenuti per il gene test (rs58244

e per il gene di riferimento (ACTB) - e il rapporgene test/gene di riferimento (gene test/gene
rif.). (nd = non definito)

In questo caso particolare I'array-CGH mostra ug tatio = 0.3 a livello del
cromosoma 2q23.3924.3.

Nei casi di duplicazioni costituzionali il valoréteso per il rapporto (DNA test
/DNA riferimento) e pari a 0.58 (Io@/2 = 0.58).

Un valore compreso tra 0 e 0.58 € compatibile camaondizione di mosaicismo.
Nel paziente in questione il rapporto dei segr@liy paziente / Cy3 riferimento)

e dato da:

[4]
log, (paziente/riferimento) = 0.3 > 2£3*=1.23
quindi
paziente/2 = 1.23>log; (2.46/2) = 0.3
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Tale dato é stato confermato con una RTg-PCR usgmilmerssuccessivamente
impiegati per analizzare 'origine parentale (RARPgPCR).

Il risultato ottenuto e:

[5]

(gene test / gene di riferimento) = 1.222

La percentuale di cellule duplicate é stata deteatai mediante la formula:

[6]
A+a+Xa=1.22

dove A e l'allele non duplicato, a & l'allele dugato e X é la percentuale di
cellule che presentano duplicazione.

In condizioni normali un eterozigote presenta 2lalin ugual quantita e |l
rapporto tra i segnali e pari a 1 (2/2); questonifita che ciascun allele
contribuisce al segnale per un valore di 0.5 (dit®); in duplicazioni costitutive
invece uno dei 2 alleli & presente in doppia cepiasegnale totale sara pari a 1.5.

Quindi ponendo A = a = 0.5 nella formula precedaintatiene:

[7]
0.5+0.5+X(0.5) = 1.22° 1+X(0.5) = 1.22> X = (1.22 — 1)/0.5> X = 0.44

Pertanto, circa il 44% delle cellule presenta Iplidazione.

Un valore analogo € stato ottenuto anche con lisirggll’origine parentale.

Infatti il valore gene test/gene riferimento per il pazedtpari a 0.73 (tabella 37).
Questo significa che I'allele duplicato & quellortagliato ossia quello paterno.
Come descritto nella tabella 15 se e duplicatdelalnon tagliato il rapporto
atteso € pari a 1 per una duplicazione costitutiva.

Diversamente dalle analisi precedenti (RTq-PCRray-CGH) nella RFLP-RT(Q-
PCR viene preso in considerazione un solo allélepéatanto la formula [6] si

modifica in:

67



[8]
A+a+Xa=0.73

a=0.5,

quindi

[9]
a+Xa=0.73

0.5+X(0.5)= 0.73> X = (0.73-0.5)/0.5 = 0.46

Ovvero circa il 46% delle cellule presenta la degutione.

Per avere un'ulteriore conferma €& stata messa dopuna radiolabeld
PCR/RFLP

E stato amplificato il frammento contenente lo ShB82447 G>T (l'unico
risultato informativo) nel paziente, nei suoi genite in alcuni controlli.
L’amplificato ottenuto & stato marcato carfP-dCTP seguendo il protocollast
hot cyclé (Sacconi et al., 2008). Gli amplificati sono s@gtindi digeriti, separati
su gel di poliacrilamideinfine visualizzati e quantificati mediant&torm
Phosphorimage(Molecular Dynamics).

Per ognilanedi carico e stato calcolato il rapporto dei singdleli (digerito e non

digerito), rispetto alla totalita del segnale emess

[10]
% a =[a/ (A+a)] x 100 % A=[A/(A+a)] x 100

Dovea eA sono i due allelG eT rispettivamente (rs582447 G>T).
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La madre del paziente e risultata eterozigote, raodb due valori prossimi al
50% (0,54 e 0,46, per G e T rispettivamentepadre, invece, € omozigote G
(100% del segnale a carico della banda di G). Melgnte, infine, il valore dei
segnali risulta essere ~ 0,7 per l'allele G e ~g&Bl'allele T; dato che conferma
sia l'origine paterna dell'allele duplicato, sia [sercentuale di cellule con
I'alterazione.

Riprendendo I'equazione [9]:

ataX=0,7

a=0,5

X=0,4-> 40%

Caso #5144

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 1.33 Mb a liveld ccomosoma
3029 [197393261 b 198723053 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza @a 96 % che potrebbero
aver mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D3S1272, D3S1311.(figura 34).
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Figura 34: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In tabella 29 sono riportati i risultati ottenugildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 35 e 36 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.

STS Probando Padre Madre Origine
D3S1311 142/- 140/146 142/146| paterna
D3S1272 260/- 264/264 260/264

Tabella 29:risultato analisi microsatelliti.
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Figura 35: risultato microsatellite D3S1272 nel probando (#l padre (B) e nella madre (C).
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Figura 36: risultato microsatellite D3S1311 nel probando (#8l padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 5085

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 9.47 Mb a liveld ccomosoma
40q28.3931.22 [135844470 1145316133 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplicatons Databas®mn ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscormaakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a ~ 80%.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D4S1565, D4S1515, D4S2981.(figura.3
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Figura 37: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In tabella 30 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 38 e 39 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.
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STS Probando Padre Madre Origine
D4S2981 NI NI NI
D4S1515 246/- 218/226 246/246| paterna
D4S1565 135/- 131/131 133/135

Tabella 30:risultatio analisi microsatelliti. NI = non inforrtiao.
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Figura 38: risultato microsatellite D4S1515 nel probando #¢l padre (B) e nella madre (C).
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Figura 39: risultato microsatellite D4S1565 nel probando ({#l padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 4392

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 4.9 Mb a livelld clemosoma
8p23.1 [7290597 b 12285523 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenzZab~% che potrebbero aver
mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D8S1721, D8S520, D8S550 (figura.40)
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Figura 40: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).

In tabella 31 sono riportati i risultati ottenugildanalisi di microsatelliti mentre in
figura 41, 42 e 43 sono riportati i grafici ottendgll'analisi con il software

Genescarper i marcatori analizzati.
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STS Probando Padre Madre Origine
D8S1721 204/- 202/204 170/170
D8S520 198/- 190/198 196/196| materna
D8S550 94/- 94/100 100/118

Tabella 31:risultato analisi microsatelliti.
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Figura 41: risultato microsatellite D8S1721 nel probando (#gl padre (B) e nella madre (C).
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Figura 42: risultato microsatellite D8S520 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre (C).
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Figura 43: risultato microsatellite D8S550 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre (C).
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Caso # 5099

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 3.54 Mb a liveld ctcomosoma
8p23.1 [8229404 b1170357 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplicatons Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza 8b % che potrebbero aver
mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D8S1721, D8S520, D8S550 (figura.44)
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Figura 44: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In tabella 32 sono riportati i risultati ottenuglfianalisi di microsatelliti mentre in
figura 45 e 46 sono riportati i grafici ottenutiltenalisi con il software Genescan

per i marcatori che sono risultati informativi.
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STS Probando Padre Madre Origine
D8S1721 NI NI NI
D8S520 180/- 180/196 196/198| materna
D8S550 103/- 103/103 101/115

Tabella 32:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforriieo.
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Figura 45: risultato microsatellite D8S520 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre (C).
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Figura 46: risultato microsatellite D8S550 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre (C).
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Caso #5136

L’ array-CGH ha evidenziato una delezione di 4.3 Mb a livelld clemosoma
6027 [166434362 b$170734227 bp] e una duplicazione di 9.5 Mb sul
cromosoma 8q24.23024.3 [136728904X4316250824 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni
segmentali che potrebbero aver mediato il riarr@meginto.

Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
pari a~ 75% per entrambi i riarrangiamenti.

All'interno della regione deleta (6q27) si sono lazati i marcatori microsatelliti
D6S264, D6S297, D6S281, mentre allinterno dellagioee duplicata
(8924.23924.3) sono stati analizzati i polimorfise$2522177 C>T, rs7841697
A>G, rs62525626 G>T (figura 47, 48).
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Figura 47: grafico array CGH (A); marcatori microsatelliti dizaati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).
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Figura 48: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).

In tabella 33 sono riportati i risultati ottenutaltianalisi di microsatelliti per
determinare l'origine parentale della delezion&d27. In figura 49 e riportato il
grafico ottenuti dall’analisi con ikoftware Genescamper il marcatore che é

risultato informativo.

STS Probando Padre Madre Origine
D6S264 115/- 107/107 107/115
D6S297 NI NI NI paterna
D6S281 NI NI NI

Tabella 33:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniab.
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Figura 49: risultato microsatellite D6S264 nel probando (#¢| padre (B) e nella madre (C).

In figura 50 sono riportati i
8024.23024.3.

risultati ottenuti Idanalisi RFLP nellaregione

-

SNPs Probando Padre Aadre
r=7 341697

AG AIG AIG GG
rsb2 523626

G-I NI NI NI
rsf2322177

CsT NI NI NI

Figura 50: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide darseparazione elettroforetica dei

frammenti di restrizione del polimorfimo rs784169MI = Non Informativo).

Il polimorfismo rs7841697 A>G € l'unico ad esseaselitato informativo.
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Per cui il prodotto della digestione € stato susieesnente sottoposto a RTg-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi

conseguenza la sua origine parentale. | risultaitd siportati in tabella 34.

rs78411697 A>G ACTB Gene
Campione | Take e Comp. | Take e Comp. | test/gene
off Conc. off Conc. rif
C1
(calibratore)| 13 1,81 | 1,00E+00 11,1 | 1,83 | 1,00E+00 1,00
Omo NT
5136
e 1365 | 1,79 | 685E-01 10,68 186 1,30E400 0,53
Pﬁgtre 1383 | 1,79 | 6,17E-01 1081 186 1,20E400 0,51
Madre nd - - 11,1 1,83 | 1,00E+00 0,00
OmoT
Eezt 1384 | 178 | 617E-01 1093 183 1,11E400 0,56
Ej’t 1306 | 1,77 | 577E-01 11,04 183 1,04E400 0,55
C4 1256 | 1,78 | 1,29E+00 10,81 | 1,87 | 1,20E+0p 1,08
OmoNT

Tabella 34: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogampionetake off efficienza di
amplificazione (E),comparative concentrationComp. Conc.) - ottenuti per il gene test
(rs78411697) e per il gene di riferimento (ACTBE 4l rapporto gene test/gene di riferimento
(gene test/gene rif.). (nd = non definito)

Il valore gene test / gene riferimento per il paee pari a 0.53. Questo significa

che I'allele duplicato € quello tagliato ossia duehaterno (tabella 15).

Caso #5166

L’ array-CGH ha evidenziato una duplicazione di 9.4 Mb e unaziehe di 414
Kb a livello del cromosoma 16 in posizione 16021G2§56788137 bp~>
66203027 bp] e 16022.3 [69976196-Bp70400340 bp] rispettivamente.

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databas®n ha evidenziato la presenza duplicazioni

segmentali che potrebbero aver mediato il riarrmmginto.
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Per cui le sequenze di DNA che costituiscoraakpointssono state allineate
mediante ilsoftware Pipmakeche ha evidenziato un’omologia di sequenza media
paria ~ 70% per entrambi i riarrangiamenti.

All'interno della regione duplicata (16g21g22.1) neo stati analizzati i
polimorfismi rs2042405 C>G, rs12446607 A>G, rs7£/&% mentre all'interno
della regione deletal6g22.3 €& stato analizzato il marcatore microsatellite
D16S485 (figura 51, 52).
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Figura 51: grafico array CGH (A); SNPs analizzati e duplicezi segmentali presenti nella
regione cromosomica interessata dal riarrangiam@jto
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Figura 52: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiadizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataaaangiamento (B).

In figura 53 sono riportati i risultati ottenuti Idanalisi RFLP nellaregione
169219g22.1.

SNPs Probando Padre Madre
rs204240%

G C'G GG c/c
rs12446607

ASG NI NI NI
rs74705268
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Figura 53: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide garseparazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs20424QR] = Non Informativo).
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Il polimorfismo rs2042405 C>G ¢ l'unico ad essesealtato informativo.
Per cui il prodotto della digestione € stato susieesnente sottoposto a RTg-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi

conseguenza la sua origine parentale. | risultaitd siportati in tabella 35.

rs2042405 C>G ACTB Gene
Campione | Take | . | Comp. | Take | _ | Comp. |test/gene
off Conc. off Conc. rif
C1
(calibratore) | 11,6 | 1,78| 1,00E+00 11,5 1,89 1,00E4001,00
Omo NT
5166 Il ]
et 1214 | 1.79| 7.32E-01 1197 189 7.41E01 049
Padre nd i i 1144 | 1,96 1,04E+00 0,00
OmoT
Madre 1141 | 1.81| 1,12E+00 1118 1,91 1,23E4000,91
OmoNT
hC:t 13 1,8 | 440E-01] 11,83 168 842E-p1  05p
f}gt 1312 | 1.81| 407E-01 121 177 7.10EH1 0457
C4 1217 | 18| 717E-01 12,13 176 7,02E01 142
OmoNT

Tabella 35: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogampionetake off efficienza di
amplificazione (E), comparative concentratioComp. Conc.) - ottenuti per il gene test
(rs20422405) e per il gene di riferimento (ACTBE -l rapporto gene test/gene di riferimento
(gene test/gene rif.). (nd = non definito)

Il valore gene test / gene riferimento per il paee pari a 0,99. Questo significa

che I'allele duplicato € quello non tagliato osgieello materno (tabella 16).

In tabella 36 sono riportati i risultati ottenuglfianalisi di microsatellite per

determinare I'origine parentale della delezion&édn22.3.

STS Probando Padre Madre Origine
D16S485 NI NI NI nd

Tabella 36:risultato analisi microsatelliti. NI = non inforniad. Nd = non definita.
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Caso # 5040

L’ array-CGHha evidenziato una delezione di 627,33 Kb a livddbcromosoma
17921.31 [41073486 bp41700815 bp].

L’analisi dei punti di rottura cotJCSC Genome Browser Human Genome
Segmental Duplications Databadea evidenziato la presenza di numerose
duplicazioni segmentali con omologia di sequenza ga 98 % che potrebbero
aver mediato il riarrangiamento.

All'interno della regione deleta sono stati anadizzi seguenti marcatori
microsatelliti: D17S612, MAPT-17.(figura 54).
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Figura 54: grafico array CGH (A); marcatori microsatellitiaizzati e duplicazioni segmentali
presenti nella regione cromosomica interessataataangiamento (B).
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In tabella 37 sono riportati i risultati ottenutildanalisi di microsatelliti.

STS Probando Padre Madre Origine
D17S612 NI NI NI nd
MAPT-17 NI NI NI

Tabella 37:risultato microsatelliti. NI = non informativo. Nelnon definita.

In figura 55 e in tabella 38 sono riportati i rigui ottenuti dall’analisi RFLP per
le duplicazioni in 17p13.1p11.2 e 6(g22.2922.314at8pamente.

-: SNPs Probando Padre Madre
= - rs231021
g — { ; | J
oG C/G c/iC C/'G

111652704

osT NI NI I
~ = rs7225306

LT NI NI NI

Figura 55: risultati analisi RFLP; foto gel di acrilammide pler separazione elettroforetica dei
frammenti di restrizione del polimorfimo rs231028l1 = Non Informativo).

SNPs Probando Padre Madre
rs35237407

ASG NI NI NI
rs35957877

AST NI NI NI
rs11153780

C>G NI NI NI

Tabella 38:risultato analisi RFLP. NI = non informativo.
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[l polimorfismo rs231021 C>G e l'unico ad esseraiitiato informativo.

Quindi il prodotto della digestione é stato suco@ssente sottoposto a RTq-PCR
(Real time quantitative PQRper determinare quale dei 2 alleli sia duplicatdi
conseguenza la sua origine parentale. | risultaitd siportati in tabella 39.

Per la duplicazione in 6g22.2g22.31 non e statcsipids definire I'origine

parentale in quanto nessuno degli SNPs analizzegiikato informativo.

rs231021 C>G ACTB Gene
Campione | Take e Comp. | Take B Comp. | test/gene
off Conc. off Conc. rif

C1

(calibratore)| 13,9 1,75 | 1,00E+00 11,8 1,87 | 1,00E+09 1,00
Omo NT

5116 )

e 138 | 1,75 | 1,06E+00 11,82 | 1,84 | 990E-01 1,07
Padre nd - - 1234| 1,85| 7,19E-00L 0
Omo T
Mﬁgtre 1466 | 1,76 | 6,49E-01 11,51 1,88 1,20E4000,54

Ejt 1561 | 1,77 | 376E-01 123 188 734EP1 051

c3
ome T nd - ; 122 | 186| 7,81E-01 0

C4 142 | 176 | 844E-01 1203 1,86 865EHP1 098

Omo NT

Tabella 39: risultato analisi RTg-PCR. Sono riportati per ogampionetake off efficienza di
amplificazione (E)comparative concentratiofComp. Conc.) - ottenuti per il gene test (rs23902

e per il gene di riferimento (ACTB) - e il rapporgene test/gene di riferimento (gene test/gene
rif.). (nd = non definito)

Il valore gene test/ gene riferimento per il paied pari a 1.07. Questo significa

che I'allele duplicato & quello non tagliato osgieello materno (tabella 15).
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Di seguito e riportata una tabella riassuntivareiltati ottenuti.

Caso
#

Fenotipo

Caratterizzazione
mediante a-cgh

Posizione cromosomica
(bp)

Dimensioni

Origine

Omologia ai
breakpoints

4973

Ritardo psicomotorio,
microcefalia e
dismorfismi

del (1p36.33p36.32)

1039874>2532312

1.49 Mb

pat

~ 75%

5095

Ritardo psicomotorio,
epilessia, ipotonia
generalizzata, ipoacus
neurosensoriale,
criptorchidismo

a del (1p36.33p36.31)

554268>6618291

6.1 Mb

mat

~ 75%

4461

Ritardo psicomotorio,
macrocefalia,
dilatazione
tetraventricolare,
dismorfismi

dup (9p24.2p13.1)

20436/~>39277118

39 Mb

mat

~ 98%
LCRs

5116

Ritardo psico-motorio,
ipotonia, dismorfismi

dup (6022.2q922.31)

dup (17pl13.1pl11.2)

117844129 119512023

7401533>18845678

1,67 Mb

11,44 Mb

mat

nd

~ 80%

4509

Ritardo mentale,
microcefalia,
dismorfismi

del (18p11.32p11.21)

1702293875315

13.7Mb

pat

~70%

4904

Ritardo mentale,lieve
ginecomastia, ridotto
volume testicolare

del (18921.33022.2)

583247%54904670

6.57Mb

pat

~ 75%
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Caso

Posizione cromosomica

. Caratterizzazione Dimensioni - Omologia ai
# Fenotipo mediante a-cgh (bp) Origine breakpoints
Microcefalia, ritardo
. . _ ro
5007 _psicomotorio, dup (18p11.32p11.21 1702294918854 14,74 Mb mat 65%
dimorfismi cranio-
faciali
Difficolta di
apprendimento, ugola a0
4512 bifida, lievi del (22q11.21) 17276972>19712053 | 243MP mat o
dismorfismi, anomalie
vascolari
Dimorfismi facciali,
ugola bifida, a0
4603 | cardiopatia congenita|  9€'(22d11-21) 17276972>19712953 | 243MP mat L(?FZSA’
complessa
Difficolta di
apprendimento, deficit
di attenzione ed del(22g11. 21) ~97%
5072 iperattivita, ugola 17276972>20128755 2,85 Mb pat LCRs
bifida.
Ritardo mentale, ~75%
5065 dismorfismi dup (2p16.1p15) 598669681969259 2,1 Mb nd
. . —
ago1 | Ritardomentale, | dup(2924.1024.3)In| 154595155 166073025  11.48Mb pat 75%
epilessia mosaico
Ritardo mentale, ~ 96%
5144 microcefalia, del (3929) 197393262198723053 1,33 Mb pat LCRsO
dimorfismi
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Caso ; : Posizione cromosomica . L L
. Caratterizzazione Dimensioni - OmOlOgla al
# Fenotipo mediante a-cgh (bp) Origine breakpoints
. . . —no
5085 R'targi‘;rﬁz'r‘;ios”r:l?tor'o’ del (4928.3q31.22) | 13584443045316133| 9,47 Mb pat 80%
Malformazione del (8p23.1) 729059/12285523 4.9Mb ~ 95%
4392 . X . mat
cardiaca, microcefalia LCRs
Malformazione
cardiaca microcefalia, ~ 950
5099 | dismorfismi facciali e del (8p23.1) 8229406211770357 3,54 Mb mat LCRs
ritardo dello sviluppo
psicomotorio
Ritardo mentale,
ventricolomegalia
cerebrale asimmetrica,
£136 fibrolipoma del filum del (6927) 166434362>170734227 4,3 Mb pat ~ 7504
terminale, forame ovale 5404 93424.3) | 136728904146250824| 9,5 Mb mat
pervio, lassita
legamentosa alle
articolazioni
5678813766203027
5166 Ritardo psicomotorio, dup (16921922.1) 9.4 Mb mat ~70%
dismorfismi del (16922.3) 69976196> 70400340 414,14 Kb nd
Ritardo dello sviluppo, ~ 98%
5040 | ipotonia, dismorfismi del (17921.31) 4107348941700815 627,33 Kb nd LCRs
facciali

Tabella 41: per ogni caso analizzato é riportata I'alteraziolevata mediante array-CGH, i punti di rottumdimensioni, I'origine parentale e la presenzamologia
di sequenza ai punti di rorrura.
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6. DISCUSSIONE

Lo studio delle anomalie cromosomiche strutturiaéi affermato negli ultimi anni
come un potente mezzo per l'identificazione delese molecolari alla base di
disordini genomici quali ritardo mentale, autismepjlessia, disordini psichiatrici
e anomalie congenite multiple(Shaffer & Bejjani 800

Cio é dimostrato dal fatto che circa il 15% deigettj affetti da tali patologie,
preventivamente investigati tramite analisi di oapo, FRAXA e screening dei
telomeri, risultano positivi all'analisi per micnoay (Vissers, de Vries et al. 2003;
Shaw-Smith, Redon et al. 2004).

Da circa 10 anni € emerso sempre piu chiaramergel’ahalisi citogenetica
convenzionale é del tutto insufficiente a rilevarmmalie cromosomiche inferiori
alle 5-10 Mb che, seppur di dimensioni submicrogdog possono associarsi a
ritardo mentale e anomalie fenotipiche.

Questo limite é stato da qualche anno superatondiatiuzione di una tecnica di
citogenetica molecolare dfray-CGH, che permette un’analisi completa e precisa
delle variazioni del numero di copie delle sequetiZ8NA e consente di valutare
contemporaneamente e con alta specificita piu negimmosomiche in modo da
poter evidenziare shilanciamenti.

Nell'ultimo decennio con l'introduzione di arrggnome wideg risultato evidente
che i meccanismi molecolari alla base dei disord@nomici sono correlati a
riarrangiamenti di particolari regioni, suscetiilpitu di altre ad andare incontro a
ricombinazioni aberranti.

Diversi studi hanno evidenziato infatti la presedzalcuni segmenti (sequenze
SINE, LINE, LCRs) che causano un alto grado diah#ita genomica portando a
riarrangiamenti cromosomici.

L’analisi deibreakpointse la determinazione dell’origine parentale defieraalie
cromosomiche potrebbero aiutare a comprendere rib Imeccanismo di
formazione.

In questo progetto sono stati valutati, mediaateay CGH 66 soggetti che
presentano ritardo mentale e/o dello sviluppo, saut, anomalie congenite

multiple e dimorfismi. Lo scopo e stato quello derificare la presenza di
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riarrangiamenti cromosomici criptici e caratterizzan modo piu preciso le
anomalie cromosomiche identificate grazie allesasremosomico ad alta
definizione.

E’ stata quindi determinata l'origine parentale dirrangiamenti mediante
l'utilizzo di marcatori polimorfici (STR o RFLP) péefinire se esiste un diverso
tasso di mutazione nei due sessi. Infine sono atalizzati ibreakpointsper
verificare la presenza di regioni di omologia chesgano aver predisposto al
riarrangiamento.

| risultati ottenuti dall’analisarray-CGH conuna risoluzione media di circa 75 kb
hanno evidenziato che il 16% dei pazienti (9/56h denotipo patologico e
cariotipo normale € portatore di una delezionefdaplone criptica, con
dimensioni comprese tra 414 Kb e 11.48 Mb.

Inoltre € stato possibile definire con piu preaig@nomalie individuate mediante
tecniche di citogenetica tradizionale; in 2 casilusono stati identificati degli
sbilanciamenti cromosomici criptici.

L’analisi bioinformatica mediant¢JCSC Genome Browsex Human Genome
Segmental Duplication Databaskelle regioni in cui ricadono i punti di rottura
delle aberrazioni rilevate carray-CGH, ha indicato la presenza inalterazioni
su 22 di duplicazioni segmentalLdw Copy Repeats-LCRs-) >1Kb, con
omologia di sequenza > 95%. Da quanto riportatoleitteratura, le LCRs

sembrano giocare un ruolo importante nel mediargctambinazione omologa

non allelica, in quanto’dlta omologia di sequenza fa si che il meccanismo

cellulare di controllo della ricombinazione non dgia grado di riconoscere

I’appaiamento di segmenti non perfettamente ide(@igiet al. 2008).

Nei restanti casi (15) l'analisi di sequenza consdftware Pipmaker ha
individuato la presenza adbreakpoints di corti frammenti (5-200 nt) con
un’omologia media tra il 65-80 %.

Quindi si puo ipotizzare che questi riarrangiamergno stati causati da eventi di
NHEJ o FoSTeS per i quali sono sufficienti dellgioai di micro-omologia (Gu
et al. 2008).
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E’ chiaro quindi che ’architettura del genoma agisce come catalizzatore

dell’instabilita cromosomica causando riarrangiamemog&ci

Dallo studio dell’'origine parentale € emerso che d@fbmalie cromosomiche
strutturali (5 delezioni e 5 duplicazioni) sonoatigine materna e 8 di origine
paterna (7 delezioni e 1 duplicazione).

Questo sembra contraddire gli studi fatti fino ad che riportano una maggiore
tendenza nella gametogenesi maschile alla formazidn riarrangiamenti
cromosomici; tale fenomeno e stato attribuito amaggior numero di divisioni
premeiotiche delle cellule germinali (Thomas eR806).

Tuttavia per il numero di soggetti analizzati, tadultati non sono da considerare
definitivi, quindi lo studio verra portato avanstendendo I'analisi ad un maggior
numero di individui.

Inoltre verranno fatte indagini piu approfonditeeqaenziamento) sui punti di
rottura per capire quali sono realmente i meccanishe hanno causato il

riarrangiamento.
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