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Abstract

Autism is a neurodevelpmental disorder characterized by impaired verbal
communication, limited reciprocal social interaction, restricted interests and
repetitive behaviours. Twin and family studies indicate a large genetic contribution
to ASDs (Autism Spectrum Disorders). During my Ph.D. | have been involved in
several projects in which | used different genetic approaches in order to identify

susceptibility genes in autism on chromosomes 2, 7 and X:

High-density SNP association and CNV analysis of two Autism Susceptibility Loci
The International Molecular Genetic Study of Autism Consortium (IMGSAC)

previously identified linkage loci on chromosomes 7 and 2, termed AUTS1 and
AUTS5, respectively. In this study, we evaluated the patterns of linkage
disequilibrium (LD) and the distribution of haplotype blocks, utilising data from the
HapMap project, across the two strongest peaks of linkage on chromosome 2 and 7.
More than 3000 SNPs have been selected in each locus in all known genes, as well as
SNPs in non-genic highly conserved sequences. All markers have been genotyped to
perform a high-density association analysis and to explore copy number variation
within these regions. The study sample consisted of 127 and 126 multiplex families,
showing linkage to the AUTS1 and AUTS5 regions, respectively, and 188 gender-
matched controls. Association and CNV analysis implicated several new genes,
including IMMP2L and DOCK4 on chromosome 7 and ZNF533 and NOSTRIN on the
chromosome 2. Particularly, my contribution to this project focused on the
characterization of the best candidate gene in each locus:

On the AUTS5 locus | carried out a transcript study of ZNF533 in different human
tissues to verify which isoforms and start exons were expressed. High transcript
variability and a new exon, never described before, has been identified in this

analysis. Furthermore, | selected 31 probands for the risk haplotype and performed a
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mutation screen of all known exons in order to identify novel coding variants
associated to autism.

On the AUTSL1 locus a duplication was detected in one multiplex family that was
transmitted from father to an affected son. This duplication interrupts two genes:
IMMP2L and DOCK4 and warranted further analysis. Thus, | performed a screening
of the cohort of IMGSAC collection (285 multiplex families), using a QMPSF assay
(Quantitative Multiplex PCR of Short fluorescent Fragments) to analyse if CNVs in
this genic region segregate with autism phenotype and compare their frequency with
a sample of 475 UK controls.

Evidence for a role of DOCKA4 in autism susceptibility was supported by independent
replication of association at rs2217262 and the finding of a deletion segregating in a
sib-pair family.

Analysis of X chromosome inactivation

Skewed X chromosome inactivation (XCI) is observed in females carrying gene
mutations involved in several X-linked syndromes. We aimed to estimate the role of
X-linked genes in ASD susceptibility by ascertaining the XCI pattern in a sample of
543 informative mothers of children with ASD and in a sample of 164 affected girls.
The study sample included families from different european consortia. | analysed the
XClI inactivation pattern in a sample of italian mothers from singletons families with
ASD and also a control groups (144 adult females and 40 young females). We
observed no significant excess of skewed XCI in families with ASD. Interestingly,
two mothers and one girl carrying known mutations in X-linked genes (NLGNS3,
ATRX, MECP2) showed highly skewed XCI, suggesting that ascertainment of XCI
could reveal families with X-linked mutations. Linkage analysis was carried out in
the subgroup of multiplex families with skewed XCI (>80:20) and a modest increased
allele sharing was obtained in the Xq27-Xqg28 region, with a peak Z score of 1.75
close to rs719489. In this region FMR1 and MECP2 have been associated in some

cases with austim and therefore represent candidates for the disorder. | performed a
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mutation screen of MECP2 in 33 unrelated probands from IMGSAC and italian
families, showing XCI skewness. Recently, Xq28 duplications including MECP2,
have been identified in families with MR, with asymptomatic carrier females
showing extreme (>85%) skewing of XCI. For these reason | used the sample of
probands from X-skewed families to perform CNV analysis by Real-time quantitative
PCR. No duplications have been found in our sample. | have also confirmed all data
using as alternative method the MLPA assay (Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification).

ASMT as functional candidate gene for autism

Recently, a possible involvement of the acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT)
gene in susceptibility to ASDs has been reported: mutation screening of the ASMT
gene in 250 individuals from the PARIS collection revealed several rare variants with
a likely functional role; Moreover, significant association was reported for two SNPs
(rs4446909 and rs5989681) located in one of the two alternative promoters of the
gene. To further investigate these findings, | carried out a replication study using a
sample of 263 affected individuals from the IMGSAC collection and 390 control
individuals. Several rare mutations were identified, including the splice site mutation
IVS5+2T>C and the L326F substitution previously reported by Melke et al (2007),
but the same rare variants have been found also in control individuals in our study.
Interestingly, a new R319X stop mutation was found in a single autism proband of
Italian origin and is absent from the entire control sample. Furthermore, no
replication has been found in our case-control study typing the SNPs on the ASMT

promoter B.






1.1 Introduzione

Durante l'ultima decade, tecniche di clonaggio posizionale hanno permesso
I'identificazione di centinaia di geni ad eredita mendeliana, in cui il fenotipo della
malattia dipende dall'azione di un unico gene. Gli approcci tradizionali utilizzati per
malattie monogeniche non sono sufficienti per individuare i geni che sono alla base
delle cosiddette malattie complesse, in cui il fenotipo, a volte eterogeneo, dipende
dall'azione concertata di un certo numero di loci, cui pud sommarsi l'azione di fattori
esterni o ambientali.

La difficolta nello studio di queste patologie complesse consiste proprio nel correlare
le varie componenti fenotipiche ad uno specifico fattore genetico e/o ambientale
(Elston, 1995).

Le malattie complesse hanno spesso una elevata incidenza nella popolazione, per
questo la sfida degli ultimi anni nel campo della genetica medica e lo sviluppo di
nuove tecniche o approcci che permettano di individuarne i fattori genetici coinvolti.
Lo studio di malattie complesse comporta la necessita di disporre di ampie casistiche
(famiglie o individui affetti) sia per ottenere un sufficiente potere statistico, sia per
avere un campione rappresentativo dell’eterogeneita della malattia a livello di fattori
genici e ambientali (Lander 1994). Infatti, i fattori genetici implicati in malattie
complesse hanno individualmente un modesto rischio relativo, che é difficilmente

quantificabile a-priori.

1.2 Determinare le componenti genetiche di una malattia complessa

L’ereditarieta delle malattie complesse puo essere descritto dal cosidetto “modello
multifattoriale a soglia”. Il fenotipo di una malattia complessa ¢ il risultato dell'effetto
di un numero variabile di geni di suscettibilita e di fattori ambientali. L'insieme di
questi elementi costituisce la predisposizione individuale, che rappresenta una
varibile continua con distribuzione gaussiana nella popolazione generale. Pertanto,

ogni individuo presenta un certo grado di predisposizione, mentre solo una piccola
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percentuale di individui si colloca agli estremi della curva, rispettivamente con una
predisposizione molto bassa o molto alta di sviluppare la malattia. Gli individui la cui
predisposizione supera un determinato livello, definito come “effetto soglia”,

manifestano la malattia (figura 1).

Thresheld

unaffected aftected

Frequency

Liahility

= =+ Distribution of liability in the general population
m— [istribution of liability in sibs of atfected individuals

Figura 1: Modello multifattoriale a soglia: I fattori che predispongono all’insorgere della malattia sono
distribuiti normalmente nella popolazione. Gli individui la cui predisposizione supera questa soglia
manifestano la malattia. | fratelli di individui affetti mostrano un rischio maggiore rispetto alla media della

popolazione e una maggiore proporzione di questi ultimi presenta una predisposizione che supera la soglia.

Gli studi di ricorrenza familiare sono spesso utilizzati per stimare 1’importanza di
fattori genetici nell’insorgenza di una malattia. Il grado di aggregazione familiare ¢
misurato come rischio relativo (Ar), ossia la probabilita di insorgenza della malattia in

parenti di individui affetti rispetto alla popolazione generale.

Ar = frequenza della malattia in parenti di probandi affetti (Kr)

frequenza della malattia nella popolazione generale (K)



La presenza di un elevato Ar tuttavia non ¢ sufficiente a stabilire la base genetica di
una malattia, poiché individui tra loro imparentati condividono gli stessi geni, ma
anche gli stessi fattori ambientali. Per questo motivo i classici studi di concordanza
tra gemelli monozigotici (MZ) e dizigotici (DZ) sono utili a stabilire il contributo dei
fattori genetici ed ambientali in una malattia. Maggiore ¢ la differenza di concordanza
tra gemelli monozigotici e dizigotici, maggiore sara il peso della componente
genetica, mentre una concordanza uguale indica una forte componente ambientale. |
dati di questi studi, ove possibile, vengono utilizzati per effettuare una stima

dell’ereditabilita e del numero di geni coinvolti nella malattia.
1.3 Strategie utilizzate per identificare le basi genetiche di malattie complesse.

Per I’identificazione di geni di suscettibilita di una patologia, sia essa ad eredita
mendeliana o complessa, si utilizzano differenti strategie, che possono essere
utilizzate in maniera combinata. Gli approcci che sono stati usati finora per

I’identificazione dei geni di suscettibilita di malattie oligo- o poligeniche prevedono:

1) Ipotesi del gene candidato funzionale: si ipotizza il coinvolgimento di un gene in

base al ruolo che ricopre nel processo fisiopatologico, se é noto.

2) Studi sulle aberrazioni cromosomiche: le anomalie citogenetiche possono risultare

cruciali nell'individuare i geni responsabili di una malattia

3) Studi di linkage: permettono di localizzare la posizione cromosomica del locus
malattia rispetto a quella di marcatori polimorfici, ossevando la cosegregazione di

loci in famiglie con almeno due figli affetti.

4) Studi di associazione allelica: mirano ad individuare associazione tra un

particolare allele o aplotipo e la malattia a livello di popolazione.



5) Studi sulle varianti strutturali: recentemente € stata individuta la presenza nel
genoma umano di numerosi varianti strutturali submicroscopiche, ossia tratti
cromosomici di dimensioni comprese fra 1Kb e 3Mb, che variano in termini di
numeri di copie. Tali varianti strutturali denominate Copy Number Variants (CNVs)

In alcuni casi possono essere associate amalattie.
1.3.1 Geni candidati funzionali

I Loci di suscettibilita di una malattia possono essere identificati in base
all’indicazione della funzione nota del gene e/o0 al profilo di espressione. Quando e
conosciuto il ruolo di una data proteina nel processo fisiopatologico di una malattia e
possibile ipotizzare il suo coinvolgimento diretto. Quindi e possibile risalire al gene
ed analizzare possibili eventi mutazionali che interessano la sequenza genica e
formulare quindi un’ipotesi sull’eziologia della malattia. Gli studi condotti su modelli
animali sono di particolare interesse in questo campo. Per numerose patologie il
modello murino e utilizzato in quanto mima le caratteristiche cliniche della patologia
in esame. Topi Knock in sono ad esempio utilizzati per analizzare I'acquisizione di
una nuova funzione da parte di geni mutati (gain of function), mentre topi knock out,
sono utili quando alla base di una patologia vi é I'abolizione della funzione di un gene

(loss of function).

1.3.2 Anomalie citogenetiche

L’analisi di anomalie cromosomiche (delezioni, inserzioni, traslocazioni o inversioni)
rappresenta un approccio alternativo e complementare che si & dimostrato molto utile
nel mappaggio e nell’identificazione di geni malattia, in quanto puo aiutare ad
individuare direttamente il gene malattia, qualora il punto di rottura cada in
corrispondenza del gene stesso, o a definire intervalli cromosomici critici per la
localizzazione di un locus di suscettibilita. Le anomalie cromosomiche determinano

cambiamenti genetici funzionali che si possono verificare in vario modo:



« “effetto dosaggio”: come conseguenza della variazione del numero di copie di un
gene in sequito a delezioni o duplicazioni.

« “effetto di posizione”: come conseguenza di un riarrangiamento cromosomico uno o
pill geni possono risultare separati da sequenze regolatrici.

* i punti di rottura direttamente associati ad un riarrangiamento cromosomico possono
distruggere il gene.

* delezioni in uno dei due alleli possono evidenziare una mutazione puntiforme
localizzata nella regione corrispondente sul cromosoma omologo non deleto.

La sovrapposizione di regioni che presentano riarrangiamenti cromosomici con
regioni individuate dai vari studi di linkage da una parte rappresenta una conferma di
linkage, e dall’altra permette di localizzare in maniera piu precisa la regione

cromosomica di interesse.

1.3.3 Mappaggio genetico mediante analisi di linkage

L’analisi di linkage classica, di tipo parametrico (nota anche come model-based
analysis), rappresenta una metodologia statistica classica dell’analisi genetica e si
basa sull’identificazione di marcatori che segregano insieme alla malattia all’interno
di famiglie. Il linkage si deve alla stretta vicinanza di due geni o marcatori lungo un
cromosoma e si verifica qualora la cosegregazione tra un marcatore (per lo piu
microsatellite) ed un gene che influenza il fenotipo di interesse si manifesta con una
frequenza maggiore di quella attesa per il puro effetto del caso. La base biologica ¢ il
concetto di ricombinazione o crossing-over, grazie al quale durante la prima fase
meiotica avviene lo scambio fisico di materiale genetico tra i cromosomi omologhi
paterno e materno. In pratica cio che si osserva e il grado di indipendenza con cui
avviene la trasmissione di un marcatore rispetto ad un altro, cio riflette il grado di
ricombinazione fra tali marcatori. Il parametro che esprime la frazione di
ricombinazione € 6, intesa come la percentuale dei gameti che ci si attende siano

ricombinanti.



Un genome wide screen consiste nel genotyping di 300-400 marcatori altamente
polimorfici (microsatelliti), distribuiti in maniera uniforme ad una distanza di circa 10
cM I'uno dall’altro, in un elevato numero di famiglie contenenti coppie di fratelli
affetti (sib-pairs) o altri tipi di parenti affetti (relative pairs). | dati di linkage, ottenuti
in seguito all’analisi di tutti i marcatori, sono utilizzati per effettuare un conteggio
diretto dei ricombinanti per ottenere il valore di 6. In alternativa si applica il metodo
del LOD Score. Il LOD Score ¢ il logaritmo in base 10 del rapporto tra la probabilita

che due loci siano associati e quella che non lo siano:

LOD score Z (0) = Zlog, 0= _ L (family se 0=X)

L (family se 0=1/2)

La soglia di significativita di linkage ¢ fissata per LODscore > 3 (Morton, 1955). Se
due loci si trovano lontani tra loro, allora i LOD score saranno per lo piu negativi.

I metodi di linkage parametrici sono generalmente applicati ai tratti mendeliani e
necessitano della preventiva conoscenza del modello di ereditarieta. Nelle malattie
geneticamente complesse non si conosce il modello di ereditarieta, ed e raro avere a
disposizione alberi genealogici estesi. Vengono pertanto utilizzati metodi di analisi di
linkage non parametrici (“model-free” linkage methods) nei quali non e necessario
specificare il modello d’ereditarieta (Weeks DE, 1995; Lander ES, 1994). Tali metodi
sono basati sull’analisi dello stato di condivisione degli alleli (allele sharing) fra due
0 piu individui malati in famiglie nucleari. Vengono studiati gli alleli identici per
discendenza (IBD, identical by descent), ossia quegli alleli che sono identici negli
individui in cui e presente la patologia. Fra le metodologie di analisi di linkage non
parametriche, 1’analisi di coppie di fratelli affetti (affected sib-pair method, ASP) é
quella piu frequentemente utilizzata, e si puo estendere anche a coppie di parenti che

non siano fratelli (affected Relative-Pair method).



La presenza di un aumento significativo della condivisione di alleli nei fratelli affetti
viene interpretata come prova di linkage genetico.In generale uno studio iniziale di
linkage di una malattia complessa si conclude con I’individuazione di regioni
candidate, generalmente molto ampie, all’interno delle quali dovrebbero risiedere 1

loci responsabili della malattia.

1.3.4 Gli studi di associazione

Gli studi di linkage model-free hanno un potere risolutivo relativamente basso,
quindi, quando si inizia lo studio di una malattia complessa, di cui non si conosce
I’eziologia e i geni coinvolti, I’approccio generalmente seguito prevede, inizialmente,
un’analisi dell’intero genoma utilizzando metodi di linkage non-parametrici e,
successivamente, un’analisi sempre piu fine delle regioni di linkage individuate
utilizzando ulteriori marcatori interni alle regioni stesse.

A tal fine, gli studi di associazione rappresentano un approccio particolarmente utile
in quanto mirano all’individuazione, all’interno di una popolazione, di varianti che si
trovano piu frequentemente associate alla patologia. Tale associazione puo essere
dovuta a diversi fattori quali: un effetto diretto della variante genica sul fenotipo
malattia, il linkage disequilibrium (LD), o associazioni spurie dovute alla
stratificazione della popolazione. Una variante allelica puo avere un effetto diretto sul
fenotipo in quanto puo alterare la sequenza aminoacidica di una proteina coinvolta
nel processo fisiopatologico, o alterare la regione regolatoria del gene determinando
anomalie a livello di espressione o, infine, interferire con la regolazione dello splicing
e la stabilita del messaggero. Quando si ha una associazione non casuale tra la
variante allelica analizzata e la vera variante eziologica siamo in presenza di Linkage
Disequilibrium, in quanto i due loci sono vicini sul cromosoma e vengono ereditati
insieme come unico blocco.

Esistono due tipi di studi di associazione:



 lo studio caso-controllo, condotto a livello di popolazione, che confronta la
frequenza di un determinato allele tra un campione di individui affetti (casi) e un
campione di individui non affetti (controlli) tra loro non imparentati. Il problema
maggiore in questo tipo di studio e rappresentato dalla stratificazione della
popolazione e, quindi, dalla presenza di sottopopolazioni genetiche, con diverse
distribuzioni alleliche (Slager SL et al., 2001).

« il Disequilibrium Trasmission Test (TDT), Questo test e condotto su famiglie
composte da entrambi i genitori con uno o piu figli affetti, e calcola se esiste
differenza nella trasmissione di un allele rispetto ad un altro nella progenie affetta da
genitori eterozigoti. (Spielman RS et al., 1993). Se la trasmissione dell’allele avviene
con una frequenza maggiore del 50% si € in presenza di associazione allelica e
linkage tra marcatore e malattia. A differenza del caso-controllo il TDT non é

sensibile alla stratificazione nella popolazione.

1.3.4a Il progetto HapMap negli studi di associazione delle malattie complesse

Il progetto internazionale HapMap ha ampliato le prospettive degli studi di
associazione in quanto ha portato alla formazione di un database delle varianti
comuni del genoma umano. Grazie alle informazioni contenute in questo database e
0ggi possibile intraprendere degli studi di associazione molto piu efficienti ed estesi
all’intero genoma, un approccio praticamente irrealizzabile fino a pochi anni fa. |l
progetto HapMap e nato nel 2002 con lo scopo di mappare la struttura di linkage
disequilibrium lungo tutto il genoma umano. (The International HapMap Consortium:
2003, 2005).

Secondo alcune stime, nella popolazione mondiale, si trovano circa dieci milioni di
SNPs per i quali entrambi gli alleli sono presenti con una frequenza superiore all’1% .
Lo specifico insieme di marcatori che si trovano sullo stesso cromosoma o nella
medesima regione sub-cromosomiale e detto aplotipo. Il linkage disequilibrium (LD)

deriva dal fatto che alleli vicini vengono piu facilmente co-ereditati in blocchi di
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aplotipi risultando quindi associati all’interno di una popolazione. Siccome la
probabilita di ricombinazione fra due SNPs aumenta con I’aumentare della distanza
fisica fra 1 due, di norma il grado di associazione fra SNPs diminuisce
progressivamente con la distanza (Reich et al. 2001). Uno dei risultati piu interessanti
scaturiti dal progetto HapMap e che il genoma umano risulta essere costituito da
regioni cromosomiche, dette “blocchi di aplotipi”, all’interno delle quali gli SNPs
hanno un alto grado di associazione. Questo significa che all’interno di un “blocco”
la diversita di una popolazione umana e rappresentata solo da pochi aplotipi (Patil et
al. 2001). I “blocchi di aplotipi” sono separati da regioni con un basso livello di LD
ed un’alta diversita, che corrispondono probabilmente a “hotspot™ di ricombinazione.
La conoscenza della struttura di LD e della struttura in blocchi del genoma ha dei
risvolti pratici molto importanti (Johnson et al. 2001). Significa che analizzando solo
alcuni SNPs opportunamente scelti (tag SNPs) € possibile conoscere le altre varianti
comuni presenti nelle vicinanze in modo tale da rappresentare tutti gli aplotipi

presenti nella regione cromosomica (figura 2).

SNP SNP SNF SNP
a ]
+ v v
Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome2 AACACGCCA.L,s: TTCGAGGTC,ass AGTCA ACCGanns
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....

Chromosomed4 AACACGCCA., s TTCGOUGGTC, a1 AGTCCACCG  uus

b Haplotypes _1r¢ r
Haplotype 1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplmypez CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

c Tag SNPs

[ e
O\ =
[~ AW+ BIE =

Figura 2: a) Sequenze genomiche caratterizzate dalla presenza di SNPs; b) Succesioni di SNPs (aplotipi) che
rappresentano una data sequenza genomica; ¢) Tag SNPs che rappresentano gli aplotipi di una data sequenza

genomica.
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1.3.5 Varianti strutturali nel genoma: Caratteristiche generali

Finora le differenze osservabili a livello genomico riguardavano rari casi di

variazione del numero e della struttura dei cromosomi, spesso associati a gravi

patologie (aneuploidie, riarrangiamenti, eteromorfismi, siti fragili, ecc.) osservabili

tramite 1’utilizzo del microscopio 0 con esami del cariotipo (Warburton D., 1991;

Jacobs PA et al., 1992). Questo tipo di anomalie coinvolgono segmenti di DNA di

lunghezza superiore a diverse Mb, abbastanza grandi da poter essere individuate a

livello citogenetico. Attualmente, in seguito al diffondersi di tecnologie specifiche

per gli studi a livello genomico é stato possibile individuare la presenza di un numero

inaspettatamente grande di varianti genomiche di dimensioni intermedie, comprese

fra 1Kb e 3Mb, complessivamente denominate Copy-Number Variants (CNVs) o

varianti struttuali (Tabella 1) e (Figura 3).

Copy-number variant (CNV):

Segpmento di DNA di lunghezza superiore ad 1Kb presente in un numero variabile di copie
rispetto ad un genoma di riferimento. Diverse classi di CNVs comprendono inserzioni,
delezioni, duplicazioni. Delle CNVs fanno parte anche le large-scale copy-number variants
che ripuadano segmenti di DNA superion a S0KbD.

Copy-number polymorphism (CNFP):
Un CNV presente nella popolazione con una frequenza maggiore dell’1%.

Segmental duplication o low-copy repeat (LCR):

Segmento di DNA di lunghezza superiore ad 1Kb presente in due o pin copie per genoma
aploide tale per cui le copie hanno un’identita di sequenza del 90%. Le LCRs possono anche
essere CNVs (fig.x).

Inversioni:
Un segmento di DNA con orientamento invertito rispetto al resto del cromosoma.

Traslocazioni:
Un cambiamento di posizione all’interno del genoma di un segmento di DNA senza perdita o
guadagno di mateniale genetico. Le traslocazioni possono essere infra- o infer-

cromosomiche.

Segmental uniparental disomy:
Si ha quando una porzione di cromosoma deriva da una coppia di cromosomi omologhi
ereditata da un singolo genitore.

Tabella 1: Definizioni relative alle diverse tipologie di varianti strutturali.
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Attualmente circa il 20% del genoma umano é stato visto associato a varianti
struttuali che sono state annotate (Copper GM, 2007), benché gli arrays finora
utilizzati mancano di alta risoluzione e probabilmente una piccola percentuale
rappresentano falsi positivi (Sharp AJ, 2009). Data la frequenza elevata, questa nuova
classe di polimorfismi contribuisce in modo rilevante alla diversita umana, insieme
ad altri tipi di polimorfismi come gli SNPs (Sharp et al. 2005), che costituiscono la
classe di varianti piu comuni nel genoma. Le varianti strutturali possono contenere
interi geni o intere regioni regolatorie con potenziali effetti a livello genico quale il
dosaggio di un gene o la sua regolazione (Sharp JA, 2009; Tuzun AJ et al., 2005;
Korbel JO, 2007). Sebbene, possiamo considerarle come una nuova classe di
polimorfismi che in alcune regioni del genoma non hanno alcuna conseguenza
fenotipica (Sharp AJ et al. 2005; Sebat J et al., 2004; lafrate AJ et al., 2004; Tuzun
Al etal., 2005)

Tuttavia si ¢ ancora lontani dall’intrepretazione esaustiva dell’effetto di determinate
varianti sul fenotipo e della loro frequenza nella popolazione generale (Sharp AJ,
2009). Per questo motivo sono sorti dei consorzi come Il Wellcome Trust Case
Control Consortium con 1’obiettivo di analizzare un numero elevato di individui per
meglio interpretare le varianti incontrate, ed in alcuni casi stabilire se siano varianti
rare 0 varianti polimorfiche con una bassa frequenza nella popolazione (Itsara A.,
2009). Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi allo scopo di chiarire il
significato evolutivo di questo tipo di varianti, il meccanismo in seguito al quale si
formano, in che modo contribuiscono alla variabilita genetica e la loro possibile
associazione con malattie ereditarie e complesse ad eziologia ignota quali, ad

esempio, 1’autismo (Buckley PG et al., 2005).
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Figura 3: a) Segmental duplication: copie di un segmento genomico con omologia minima del 90%
intersperse nel genoma aploide; b) Copy-number variants: quando un segmento genomico pud essere
presente un numero variabile di volte rispetto ad un genoma di riferimento; ¢) Esempio in cui alcune

segmental duplication possono essere copynumber variant.

1.3.5a Instabilita genomica e variabilita genetica

Diversi studi hanno evidenziato la presenza nel genoma di alcuni segmenti
particolarmente suscettibili a riarrangiamenti cromosomici che causano un alto grado
di instabilita genomica a livello di specifiche regioni cromosomiche. Si ipotizza che
cio sia uno dei meccanismi responsabili dell’introduzione di variabilita genetica
all’interno della specie. I meccanismi che generano tali riarrangiamenti e le
conseguenze fenotipiche che le determinano, sono stati oggetto di numerosi studi
negli ultimi anni. Analogamente, si ipotizza che la presenza nel genoma di varianti
strutturali comuni quali le CNVs, sia responsabile di parte della comune variabilita
fenotipica degli individui. Per molte malattie genomiche (CMT1A, Charcot-Marie-
Tooth1lA; HNPP, Hereditary Neuropathy with liability to pressure palsies; SMS,
Smith-Magenis syndrome), cosi come per le varianti strutturali comuni, si € osservato
che le alterazioni a livello genomico che ne sono la causa possono essere ereditate dali

genitori oppure insorgere de novo sporadicamente.
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1.3.5b Formazione di CNVs tramite NAHR

Spesso le CNVs sono delimitate da punti di rottura che mappano in corrispondenza di
specifiche segmental duplications (o low copy repeats, LCRs) fiancheggianti la
delezione o la duplicazione in questione. Si ipotizza che, nel 99% dei casi, tali
varianti strutturali siano il risultato di un evento di ricombinazione omologa non
allelica (non-allelic homologous recombination, NAHR) causato dall’appaiamento
scorretto tra sequenze ripetute che le fiancheggiano. La NAHR avviene esattamente
con lo stesso meccanismo della ricombinazione omologa (appaiamento filamenti
omologhi, formazione del chiasma, risoluzione del crossing-over) con 1’eccezione
che, nella NAHR, I’alta omologia di sequenza dei segmenti cromosomici che
costituiscono ad esempio le LCRs, fa si che il meccanismo cellulare di controllo della
ricombinazione non sia in grado di riconoscere 1’appaiamento di segmenti non
perfettamente identici (Lupski JR et al., 2000).

L’appaiamento puo avvenire fra LCRs appartenenti a cromosomi omologhi
(intercromosomico), fra cromatidi fratelli (intracromosomico), all’interno di un
singolo cromatidio (intracromatide) (Lupski JR et al., 2002). In base al meccanismo
di appaiamento, dell’orientamento e della complessita delle LCRs, la NAHR puo
risolversi in delezioni, duplicazioni, inversioni o altri riarrangiamenti piu complessi
che possono anche coinvolgere cromosomi non omologhi (Figura 4).

Solo in pochi casi sono stati osservati riarrangiamenti originatisi da eventi di
ricombinazione non omologa (Non-Homologous End-Joing, NHEJ), un tipo di
ricombinazione che non richiede un grado minimo di omologia di sequenza e che si
basa sulla ligazione fra due segmenti di DNA in cui si € verificata una rottura del
doppio filamento (Gu W, 2008; Lupski JR, 2005).
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Figura 4: Esempi di ricombinazione omologa non allelica : Le Segmental duplications fungono da
substrato per la NAHR. (a e b) NAHR intercromosomale, intracromosomale, o intracromatidica tra
sequenze ripetute orientate nello stesso senso causa delezioni e/o duplicazioni. (c e d ) NAHR
intercromosomale, intracromosomale o intracromatidica tra sequenze ripetute orientate in senso
opposto causa inversioni. Le sequenze ripetute sono rappresentate dalle box blu con 1’orientamento

indicato dalla freccia gialla. L’evento di ricombinazione € rappresentato da una croce rossa.

Oltre che fra LCRs, la NAHR puo verificarsi in presenza di sequenze ripetute sub-
telomeriche. Si e osservato che tali riarrangiamenti sono associati in modo
significativo ad alcuni casi di ritardo mentale e/o a sindromi di malformazione (Flint
J. et al., 1995; Knight et al., 1999). Altri studi hanno invece osservato il verificarsi
della  NAHR in corrispondenza di sequenze ripetute e intersperse che,
complessivamente, rappresentano circa il 30% del genoma. In particolare, sono stati

osservati eventi di NAHR fra sequenze Alu (classe principale di Short Interspersed
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Elements, SINEs) e meno frequentemente fra sequenze L1 (classe principale di Long
Interspersed Elements, LINES) (Kolomietz E. et al., 2002; Burwinkel B. et al., 1998).
E’ probabile che molte varianti strutturali non rappresentino eventi rari, ma bensi il
risultato di una predisposizione al riarrangiamento cromosomico determinata
dall’architettura stessa del genoma che agisce come catalizzatore dell’instabilita

cromosomica.

1.3.5¢c CNVs e fenotipo

Gli studi effettuati sulle varianti strutturali nel genoma hanno mostrato che individui
sani differiscono per il numero di copie di ampi e numerosi segmenti cromosomici
(De Stahl TD, 2008; Conrad D et al. , 2006; Hinds DA et al, 2006; Mc Carrol S et al.,
2006). Ad oggi non & chiaro in che misura tali riarrangiamenti cromosomici possano
influire su tratti fenotipici complessi o essere causa di suscettibilita per una patologia
0 essere semplici varianti polimorfiche.

In generale, le varianti strutturali possono essere causa di variabilita o dell’insorgere
di una patologia, secondo molteplici meccanismi (Figura 5). Ad esempio, una CNV
puo influenzare direttamente il dosaggio di un gene oppure, indirettamente, alterarne
I’espressione genica per effetto di posizione in quanto si trova in una regione
regolatoria o potrebbe predisporre il locus in cui risiede ad ulteriori riarrangiamenti

Cromosomici.
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Figura 5: Casistica di effetti che la presenza di una CNV pu6 produrre a livello fenotipico.

Le varianti strutturali rappresentano una buona parte della variabilita genetica umana,

infatti si calcola che questa classe di polimorfismi e in grado di catturare circa il 20%

del totale della variabilita genetica umana (Stranger BA et al.,, 2007). Una

interessante sfida dei prossimi anni sara quindi associare a questa ampia fonte di

fattori genetici tratti fenotipici, anche se e di difficile interpretazione il contributo

specifico al fenotipo malattia delle varianti strutturali,

combinazione con altri fattori genetici e/o ambientali,

in quanto agiscono in

e distinguere tra quelle

responsabili di tratti legati a malattie e quelle benigne e frequenti nella popolazione

(Buchanan JA, 2008).
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1.3.5d Metodi per [’identificazione di CNVs

Lo sviluppo di nuove strategie sperimentali e computazionali ha permesso di
analizzare ad una risoluzione sempre maggiore le varianti strutturali umane (Speicher
et al., 2005). L’identificazione di nuove varianti strutturali segue principalmente due
approcci: uno basato sull’uso di array specificamente progettati per la loro

identificazione, 1’altro su metodi di PCR quantitativa.

Approcci basati sull’utilizzo di array: 1’approccio attualmente piu robusto é quello
basato su esperimenti di genomica comparativa con array-CGH (array-based
Comparative Genome Hybridization) (Solinas-Toldo et al., 1997; Pinkel D et al.,
1998). Questo approccio sfrutta I’ibridazione competitiva di segmenti di un genoma
di interesse e di un genoma di confronto diversamente marcati ad un array di target
genomici (BACs, cDNAs, prodotti di PCR, oligonucleotidi) (Figura 6).
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||p||r:|T|nn Spurious signal
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Figura 6: Schema di un esperimento con array-CGH.

In particolare, gli array-CGH con BACs (lafrate AJ et al., 2004; Tuzun E et al., 2005)
sono molto diffusi perché provvedono ad un’ampia copertura del genoma (1 clone

BAC ogni 1 Mb), perché sono disponibili mappe di BACs altamente affidabili,
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perché i cloni BAC sono facilmente reperibili e perche il loro limite di risoluzione &
abbastanza alto, (parte da 50Kb fino a raggiungere, teoricamente, poche Kb) (Feuk et
al., 2006). Gli array-CGH con oligonucleotidi di 60-100 bp sono in grado di
migliorare tale limite di risoluzione e vengono in genere utilizzati con un metodo
detto ROMA (Representational Oligonucleotide Microarray Analysis) (Lucito R et
al., 2003; Sebat et al., 2004). Il metodo ROMA consente di aumentare il rapporto
“segnale/fondo” riducendo la complessita del DNA utilizzato per 1’analisi (Kennedy
G et al, 2003). Infatti, il DNA che deve essere ibridato all’array viene
precedentemente trattato con enzimi di restrizione e poi ligato ad alcune sequenze
adattatore”. Tali frammenti di sintesi vengono quindi amplificati ottenendo un pool di
segmenti di lunghezza paragonabile che sono rappresentativi dell’intero genoma ma

hanno una complessita inferiore (Figura 7).
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Figura 7: Metodo ROMA (Representational Oligonucleotide Microarray Analysis), una variante degli

esperimanti con array-CGH.

Un altro metodo ultimamente molto utilizzato sfrutta gli array per il genotyping di
SNPs allo scopo di rilevare anche CNVs (Slater SR et al. 2005). In questo caso
vengono le intensita dei segnali di ibridazione di un campione di DNA genomico di
interesse sono confrontati con il valore medio di un DNA di controllo. Una
deviazione dell’intensita prodotta dal campione rispetto a quella prodotta dal
controllo é indicativa di una variazione del numero di copie e pud corrispondere ad
esempio ad una delezione o presenza di disomia uniparentale. (Lindblad-toh K et al.,
2000; Mei R et al., 2000; Altug- Teber O et al., 2005; Raghavan SK et al., 2005;
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Bruce M et al., 2005).Un approccio simile e stato utilizzato nel lavoro presentato in
questa tesi nel corso della tipizzazione ad alta densita di SNPs al cromosoma 2 e 7
per l’individuazione di CNVs che potessero essere eventualmente associate
all’autismo (Cap. 9 § 9.3.3).

Approcci basati su PCR quantitativa: per identificare CNVs in specifiche regioni
genomiche é preferibile un approccio che si basa su PCR. In particolare il metodo
della real-time quantitative PCR (qPCR) ¢ molto affidabile per 1’individuazione di
singole delezioni o duplicazioni, ma si adatta piu difficilmente ad esperimenti che
mirano alla rilevazione di diverse CNVs contemporaneamente in diverse regioni
genomiche (Ponchel et al. 2003). A tale proposito sono stati messi a punto metodi
alternativi quali la QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent
Fragments) (Charbonnier et al. 2000), la MAPH (Multiplex Amplifiable Probe
Hybridization) (Armour et al. 2000) e la MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) (Schouten et al 2002) che sono in grado di rilevare in un solo
esperimento la presenza di diverse CNVs fino a 40 regioni diverse. Ogni metodo per
I’1identificazione di varianti strutturali nel genoma risulta ottimale per alcune tipologie
di varianti strutturali. Nel lavoro presentato in questa tesi sono state utilizzate
differenti tecniche citate pocanzi quali: Real-time (Cap. 9 § 9.1.6), MLPA (Cap. 9 §
9.1.6) e QMPSF (Cap. 9 §9.3.3).
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2.1 Introduzione all’autismo

L’ autismo (OMIM #209850) ¢ una grave patologia neuropsichiatrica, la cui eziologia
e nella maggior parte dei casi sconosciuta, caratterizzata principalmente dall’inabilita
dei soggetti a sviluppare le normali capacita della sfera relazionale e comunicativa,
oltre che da comportamenti stereotipati e ripetitivi (American Psychiatric
Association, 2000).

La diagnosi di questo disturbo e complicata dalla mancanza di marcatori biologici e
dall’elevata eterogeneita dei sintomi di tipo comportamentale. L’autismo rappresenta
il prototipo di un gruppo piu ampio di disturbi, detti “Disturbi Pervasivi dello
sviluppo” (PDD, Pervasive Developmental Disorders) o “disturbi dello spettro
autistico” (ASD, Autism Spectrum Disorders), che si distinguono sulla base di
carenze in ambito linguistico o nella sfera cognitiva o in base alle relazioni sociali e
comportamentali. La categoria PDD comprende, oltre all’autismo propriamente detto
anche:

1. La Sindrome di Asperger, che include quei soggetti che pur presentando le
classiche problematiche di interazione sociale, non evidenziano alcun disturbo
nell’area cognitiva o nel ritardo dello sviluppo delle abilita linguistiche,

2. Il disturbo pervasivo dello sviluppo non altrimenti identificato (PDD-NQOS) che
include soggetti con caratteristiche simili a quelle osservate nell’autismo, ma non
sufficienti per la diagnosi della forma classica del disturbo.

3. Il disturbo disintegrativo dell’infanzia (CDD), piu raro delle altre forme, porta
dopo un periodo di sviluppo apparentemente normale, ad una regressione con perdita

delle capacita acquisite e ad una condizione di disabilita grave.

2.2 Aspetti clinici
Benché alcuni sintomi siano presenti fin dalla nascita, difficilmente & possibile
effettuare una diagnosi di autismo prima di 24-36 mesi (Bailey et al., 1996).

L’autismo si manifesta con sintomi variabili da un individuo all’altro e secondo
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molteplici livelli di gravita anche fra membri della stessa famiglia. Un individuo
autistico é caratterizzato anzitutto da una grave difficolta di gestione delle interazioni
sociali. Spesso ha gravi problemi di comunicazione, anche a livello di linguaggio, e
presenta comportamenti ripetitivi e stereotipati o interessi rigidi. Le principali
caratteristiche cliniche (World Health Organization, WHO, 1992) sono descritte in
tabella 2.
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Compromissione dell’interazione sociale:

- Comprende la componente non verbale del linguaggio, come difficolta a mantenere lo sguardo
diretto, espressioni facciali, postura del corpo e gestualita nel contesto dell’interazione sociale.

- Incapacita a sviluppare legami ludici con i coetanei.

- Raramente gli individui affetti richiedono la presenza di altre persone per condividere momenti di
gioia, difficolta o interessi e difficilmente si prestano ad interpretare gli stati d’animo delle persone
che li circondano.

- Mancanza della reciprocita socio-emozionale.

Compromissione della comunicazione:

- Ritardo lieve o grave nello sviluppo del linguaggio parlato, molto spesso caratterizzato da poca
flessibilita espressiva, creativita e fantasia. Inoltre circa un terzo dei soggetti non sviluppa il senso del
passato.

- Assenza nella comunicazione non verbale, della mimica, ma anche incapacita a svolgere giochi
basati sull’imitazione e sulla gestualita.

- In soggetti capaci di adeguata capacita linguistica, mancanza di sincronia e reciprocita nelle
relazioni interpersonali.

- Mancanza di risposte emozionali.

- Incapacita a modulare la voce e a conferirle giusta tonalita, per cui non & marcato alcun aspetto

emotivo nel linguaggio verbale.
- Mancanza di enfasi o stupore nella comunicazione non verbale.

Comportamenti ristretti, stereotipati e ripetitivi:

Attivita motorie ristrette ad azioni stereotipate o ripetitive.

Interesse per parti inusuali di oggetti, a volte dettagli non funzionali di giochi.

Gli oggetti spesso rappresentano mezzi per compiere azioni compulsive e ripetitive.
Stati d’angoscia per piccoli cambiamenti nel contorno familiare.

Sottomissione a rituali o abitudini slegate dal contesto del vissuto e del tutto fini a se stesse.

Tabella 2: Manifestazioni cliniche che si possono osservare negli individui con disturbo autistico.

Ulteriori comportamenti osservati in soggetti autistici sono risposte anomale ai suoni,
al tatto o ad altri stimoli sensoriali. Molti mostrano una ridotta sensibilita al dolore,
ma possono anche essere straordinariamente sensibili ad altre sensazioni. Inoltre,
sono frequenti disturbi del sonno, preferenze limitate per i cibi e problemi nel

camminare e nello scrivere.
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2.3 Diagnosi

Fondamentale per la ricerca genetica sull’autismo ¢ partire da individui la cui
diagnosi non sia erronea 0 ambigua, ecco perché e necessario avere mezzi che
possano identificare lo spettro preciso dei disturbi. Recentemente complessi strumenti
diagnostici sono stati messi a punto per consentire questo fine, come [I’ADI-R
(Autism Diagnostic Interview — Revised) (Lord,C. et al 1994) ¢ ’ADOS-G (Autism
Diagnostic Observational Schedule) (Lord,C. et al 2000), che, insieme, permettono

una diagnosi con un’elevata specificita e attendibilita.

2.4 Anormalita neurologiche e fisiologiche correlate all’autismo

Al tipico quadro autistico spesso si possono sommare patologie non assimilabili alla
sfera relazionale, come ad esempio anormalita fisiologiche a carico del sistema
nervoso, del sistema dei neurotrasmettitori ed epilessia. E’ da chiarire comunque, se
si possa parlare di vera relazione o siano dei casi sporadici in cui le distinte patologie

si manifestano in maniera non associativa.

2.4.1 Anomalie cerebrali

Nei soggetti autistici € possibile riscontrare caratteristiche cerebrali anomale, ed in
particolar modo:

1) Un aumento del volume del cervello, evidenziato mediante studi condotti con MRI
(magnetic resonance imaging), studi post-mortem, e misure della circonferenza
cranica. Non é chiaro se cio sia causato da un incremento della proliferazione
cellulare non seguita da morte cellulare o se sia dovuto alla mancanza dello
sfoltimento delle sinapsi. Comungue attualmente ci sono pochi studi per poter trarre
conclusioni definitive.

2) Diminuzione delle cellule del Purkinje nel cervelletto, rilevato mediante studi post-
mortem. Tale riduzione cellulare, avverrebbe nel tardo periodo prenatale o all’inizio

dello sviluppo postatale (Whitney ER, 2008).
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3) Ipometabolismo di alcune aree della corteccia cerebrale, evidenziate mediante
studi di PET e fMRI. Cio non vuol dire che tali aree del cervello siano direttamente
coinvolte (Ring,H. et al 2000).

2.4.2 Epilessia

L’associazione tra epilessia ed ASDs é stata descritta fin dal 1960. La stima delle
persone affette da epilessia varia, ma sicuramente e in percentuale molto piu alta nei
soggetti con autismo rispetto alla popolazione normale. Si calcola che almeno un
terzo delle persone adulte autistiche manifesti disturbi epilettici, con schemi differenti

in base all’eta dell’insorgenza (Spence SJ, 2009).

2.4.3 Sistema dei neurotrasmettitori

Numerosi studi hanno indagato il coinvolgimento dei vari sistemi di
neurotrasmettitori nell’autismo, con risultati poco significativi. L’unica eccezione ¢ il
sistema serotoninergico.

Alcuni tra questi studi hanno infatti confermato che una certa proporzione di
individui autistici (un terzo circa) hanno aumentati livelli di serotonina (5-HT) nel
sangue e/o nelle urine. Cio sembra dovuto probabilmente ad un aumento dello
storage nelle piastrine piuttosto che ad anormalita di sintesi (Croonenberghs, J. et
al.2000).

Questo potrebbe riflettere una bassa disponibilita di serotonina nel SNC, come
evidenziato da studi di PET(Cook, E. H. & Leventhal, B. L 1996).

Inoltre, il trattamento dei pazienti con inibitori dei trasportatori o del re-uptake
selettivo della serotonina, ha dimostrato di migliorare alcuni sintomi del disturbo
autistico. Il gene che codifica per il trasportatore della serotonina (5-HTT) é stato
oggetto di numerosi studi come possibile gene candidato per 1’autismo, con risultati

ancora poco chiari.
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2.5 Trattamenti farmacologici e terapia

Non esistono cure psicofarmacologiche per 1 disturbi centrali dell’autismo, e fino a
quando non saranno chiare le basi delle disfunzioni neurologiche che investono
I’autismo nessuna terapia farmacologica potra essere considerata specifica.

La terapia psicofarmacologica per 1’autismo cerca di migliorare la sintomatologia
associata al disturbo come: la scarsa attenzione e concentrazione, i fenomeni
ossessivi ¢ compulsivi, I’eccessiva ansieta, 1 problemi legati al sonno, la depressione
¢ ’autolesionismo.

In particolare, i farmaci che regolano la via serotoninergica, come gli inibitori dei
trasportatori o del re-uptake selettivo della serotonina (SSRIs), riducono i
comportamenti ripetitivi ed aggressivi (Gordon,C., 1993; Sanchez,L.E. et al. 1996;
Remington,G., 2001). Altri farmaci inibiscono la trasmissione dell’impulso nei
neuroni  dopaminergici, riducendo alcune sintomatologie comportamentali
(Anderson,L.T. et al 1989; Naruse,H. et al. 1982). Altri ancora agiscono sul sistema
adrenergico e noradrenergico riducendo [I’iperattivita (Gordon,C., 1992;
Jaselskis,C.A., 1992; Lichter,D.G. 1996).

L’approccio farmacologico nella terapia deve essere affiancato con un valido
programma psicopedagogico, in modo da migliorare gli aspetti cognitivi e

comportamentali.

2.6 Autismo: dalla sua scoperta al riconoscimento dell’importanza dei fattori
genetici

L’ autismo fu descritto per la prima volta da Leo Kanner nel 1943, quando descrisse
11 bambini la cui condizione differiva da quella di ritardo mentale; infatti Kanner
parlava di “inabilitd innata per i contatti interpersonali”, dovuta ad un disturbo dello
sviluppo cerebrale, annotandolo come “autismo infantile” poiché mancava

I’interazione sociale del bambino (Kanner L, 1943). Un anno dopo Hans Asperger in

27



Germania descrisse casi simili che chiamo soggetti a “psicopatia autistica” (Asperger
H, 1944).

Kanner e Asperger ipotizzarono che questi individui fossero affetti da una malattia di
origine neuropatologica. Questo primo tentativo di spiegare 1’eziologia dell’autismo
con una base biologica fu ben presto sostituito da altri autori che ne sostenevano la
natura psicologica; infatti negli anni *60-°70 la psichiatria tendeva a spiegare molte
malattie come il risultato di esperienze traumatiche nei primi anni di vita. Ci sono
molti autori quali: Mahler, Bettelheim, Winnecott, Klein e Tustin che incentrano i
loro lavori sulla rottura troppo precoce del rapporto di dipendenza madre-bambino (le
madri vengono definite “ frigorifero”). Si ¢ successivamente dimostrato che i genitori
di bambini autistici erano assolutamente nella norma, confrontati con genitori
controllo.

Nel 1977 Rutter e Folstein furono i primi a condurre studi genetici con metodiche
quantitative quali concordanza tra gemelli e studio di alberi genealogici che fornirono
sufficienti prove sull’importanza della componente genetica nell’autismo. In uno
degli studi piu importanti compiuto finora (Bailey et al., 1995), il tasso di
concordanza per 1’autismo in coppie di gemelli monozigotici (MZ) e risultato
notevolmente piu alto (circa 60%), rispetto al valore riscontrato nelle coppie di
gemelli dizigotici dello stesso sesso (DZ) (vicino al 3%). Nello studio di Bailey et al.
(1995), la concordanza dei gemelli MZ per lo spettro piu ampio di anormalita
socio/comunicative, in cui le caratteristiche fenotipiche sono presenti in forma meno
grave (il cosiddetto “broader phenotype”) & del 92%, rispetto ad una concordanza del
10% nei gemelli DZ (figura 7).
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Figura 7: Concordanza nei gemelli monozigotici (MZ) e diziotici (DZ) dello spettro dei

disturbi connessi all’autismo.

In studi di ricorrenza familiare (Szatmari et al., 1998), la percentuale di rischio in
fratelli di individui affetti ¢ stimata attorno al 3%: valore quest’ultimo di 10-30 volte
maggiore, rispetto al tasso di prevalenza nella popolazione generale (Cap. 2 § 2.7).

Gli studi di ricorrenza familiare e quelli sui gemelli sono stati fondamentali per
dimostrare la forte influenza di fattori ereditari nell’autismo, tuttavia ne hanno anche
indicato la complessita genetica. | pattern di ereditarieta infatti non sono compatibili
con i modelli monogenici mendeliani, ma suggeriscono il probabile coinvolgimento
di molteplici geni di suscettibilita (ereditarieta poligenica o oligogenica). Secondo
questo modello di ereditarieta complessa, varianti funzionali nei geni di suscettibilita
hanno verosimilmente un effetto debole o moderato: ciascun locus, da solo,
contribuisce ad aumentare il rischio di sviluppare la malattia, ma non € in grado di
determinare il completo fenotipo clinico. Inoltre diversi set di geni potrebbero essere
coinvolti in diversi individui (eterogeneita genetica). Probabilmente i geni
responsabili, agirebbero in maniera concertata con una combinazione di fattori
epigenetici e ambientali diversi.

Quali siano gli specifici geni che contribuiscono alla patogenesi dell’autismo, rimane

fino ad oggi sconosciuto. Solamente in una minoranza di casi (meno del 10%)
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I’autismo ¢ associato a patologie causate da un singolo gene, tra cui la sindrome

dell’X fragile e la sclerosi tuberosa (TSC).

2.7 Prevalenza dell’autismo

Dagli anni 60 in poi sono stati portati a termine piu di 30 studi epidemiologici
sull’autismo (Volkmar et al., 2004;Baird et al., 2001; Wing et al., 2002; Fombonne et
al., 2003; Croen et al., 2002). L’aspetto piu rilevante di questi studi ¢ un sostanziale
aumento della prevalenza dell’autismo nella popolazione generale, la cui stima passa
da 4.4 casi per 10.000 negli studi epidemiologici pubblicati dal 1966 al 1991, a 12.7
casi su 10.000 negli studi degli ultimi dieci anni. Tale incremento potrebbe essere
dovuto, piu che all’aumento effettivo della prevalenza, a piu sensibili e precoci
strumenti diagnostici.

Fombonne suggerisce, in base ai dati disponibili, che la stima di prevalenza sia di
circa 10 casi di AD su 10.000 (Fombonne et al., 2003). Se si prendono in
considerazione tutti i diversi sottotipi di PDD la prevalenza generale é nettamente piu
alta, raggiungendo il valore di 60 individui su 10.000 (Fombonne, 2003).

Tutti gli studi epidemiologici inoltre indicano una piu elevata incidenza dell’autismo
nei maschi rispetto le femmine, con un rapporto stimato di 3.50 4 : 1 (Fombonne, E.,
2003; Lord, C., 1982; Volkmar, F., 1993).

Inoltre non vi sono evidenze di associazione tra autismo e particolari classi sociali 0

appartenenza etnica (Fombonne, E., 2003; Ritvo, E.R., 1989).

30



31



3.1 contributi monogenici associati all’autismo

La presenza di eterogeneita genetica é anche indicata dal fatto che in una minoranza
di casi (<10%) I’autismo ¢ associato a patologie causate da un singolo gene, tra cui la
sindrome dell’X fragile (FRAXA), la sclerosi tuberosa (TSC), la neurofibromatosi
(Klauck, 2006) o a varie anomalie cromosomiche (Smalley et al. 1998; Dykens and
Volkmar, 1997; Feinstein and Reiss, 1998).

TSC: La Sclerosi Tuberosa (Omim # 191100) e un disturbo autosomico dominanate
neurocutaneo caratterizzato dalla presenza di tuberi nella regione corticale e
cerebrale, lesioni renali, attacchi epilettici durante I’infanzia, resistenza a trattamenti
antiepilettici (Bolton et al., 2002; Gutierrez et al., 1998; Jambaque et al., 2000).
Questo disturbo e causato da mutazioni in due diversi geni: TSC1 (Omim # 605284) e
TSC2 (Omim # 191092)Studi epidemiologici hanno mostrato che la prevalenza di
Sclerosi Tuberosa in bambini autistici e di autismo in casi di Sclerosi Tuberosa é
cento volte superiore a quella attesa (Harrison et al., 1997; Fombonne, 2003).
FRAXA: La Sindrome dell’X-fragile (Omim # 300624) é un disturbo caratterizzato
da ritardo mentale con un incidenza di 1 : 4000 negli individui di sesso maschilee 1 :
8000 negli individui di sesso femminile (Lombroso, 2003). La causa eziologica di
questa malattia ¢ I’ ipermetilazione di una tripletta (CGQG) altamente ripetuta (>200
repeats) presente nella regione non tradotta al 5° del gene FMR1 (Omim # 309550)
localizzato sul cromosoma Xg27 con conseguente riduzione del prodotto proteico
(Sutcliff et al., 1992). 1l 2-5% di bambini con una diagnosi di autismo piu lieve sono
portatori di mutazioni associate a FRAXA (Fombonne, 2003; Bailey, 1993; Reddy,
2005; Wassink et al., 2001).

Neuroligine: La classe dei geni delle neuroligine é stata la prima ad essere associata
all’autismo. Una descrizione piu ampia degli studi finora condotti € riportata nel Cap.
9§9.3.6.

Questi studi mettono in risalto il ruolo del sistema glutamatergico nella

manifestazione del fenotipo autistico.
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SHANKS: Il gene SHANK3 (SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains 3) (Omim #
606230) mappa nella regione 22913.3 e codifica per una proteina espressa
preferenzialmente nella corteccia cerebrale e nel cervelletto (Bonaglia et al., 2001).
SHANKS3 ¢ responsabile della sindrome da delezione terminale del cromosoma
22013.3. Gli individui che presentano questa anomalia cromosomica presentano
ritardo mentale e/o disturbi del linguaggio e caratteristiche fenotipiche riconducibili a
quelle dello spettro autistico (Bonaglia et al., 2001; Anderlid et al., 2002; Wilson et
al., 2003; Durand et al., 2007)

I geni specifici che contribuiscono alla patogenesi nella restante maggioranza di

forme idiopatiche di autismo rimangono ad oggi sconosciuti.

3.2 Studi di linkage per ’autismo estesi all’intero genoma

Essendo ampiamente sconosciute le basi neurobiologiche dell’autismo, negli ultimi
anni diversi gruppi di ricerca hanno effettuato studi di linkage non parametrici estesi
all’intero genoma con lo scopo di identificare quelle regioni che contengono
potenziali loci di suscettibilita (affected relative pair method, descritto nel Cap 1)
(Auranen et al. 2003; Barret et al., 1999; Buxbaum et al., 2001; Cantor et al., 2005;
Coon at al., 2005; IMSCAC, 1998; IMGSAC, 2001; Lamb et al., 2005; Lauritsen et
al., 2006; Liu et al., 2001; McCauley et al, 2005; Philippe et al., 1999; Risch et al.
1999; Shao et al., 2002; Yonan et al., 2003).

Il primo genome scan sull’autismo & stato portato a termine, nel 1998, dall’
International Molecular Genetic Study of Autism Consotium (IMGSAC), un
consorzio composto da ricercatori e clinici di diversi paesi (Gran Bretagna,
Germania, Francia, Olanda, Italia, Danimarca, Grecia e U.S.A.) e di cui fa parte
anche il nostro gruppo di ricerca. La necessita di costruire un consorzio
internazionale per questo tipo di studi deriva dalla relativa rarita di famiglie con piu
soggetti affetti e dalla necessita di analizzare un grande numero di famiglie

diagnosticate con criteri omogenei.
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In questo primo studio sono stati analizzati 354 marcatori in un campione di 83
coppie di fratelli affetti (affected sibling pairs, ASPs), ed é stato calcolato il MLS
multipoint lungo i 23 cromosomi.

Sono state individuate 12 regioni, ma la regione con maggiore evidenza di linkage si
e rivelata la regione 7g con un MLS=2,53 (IMGSAC, 1998). Nel 2001 il genome
scan e stato esteso ad un campione di 152 ASPs, utilizzando 119 marcatori,
all’interno delle regioni di linkage individuate nel primo genome scan. La regione
con maggiore evidenza di linkage € risultata essere localizzata nella porzione
cromosomica 29 (MLS=3.74) in corrispondenza del marcatore D252188, mentre se si
considerano le coppie di fratelli affetti che soddisfano i criteri diagnostici piu
stringenti per 1’ autismo il valore di MLS sale a 4.80 (IMGSAC, 2001); tale valore
rappresenta un risultato estremamente significativo ed il dato pit importante finora
ottenuto nei differenti genome scans effettuati per I’autismo Altre regioni in cui €
stato osservato un valore significativo di linkage sono la regione 7q (MLS=3.20), 16p
(MLS=2.93), 16p (MLS=2.93) e 17q (MLS=2.34) (IMGSAC, 2001) (Figura 8).

D252188
D75477
D1653102

HTTINT2

Cl:rom:)som-é nur:n-ber'
Figura 8: Risultati del primo genome scan effettuato dall’IMGSAC. In rosso sono indicati i

marcatori in corrispondenza dei quali si ottiene il valore di LODscore piu significativo

rispettivamente sui cromosomi 2q, 7q, 6p, 17q.
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Nel 2005 1l consorzio ha esteso I’analisi a 219 ASPs analizzando 396 marcatori in
corrispondenza dei loci precedentemente individuati sui cromosomi 2, 7, 9, 10, 16, 17
e includendo nell’analisi, sulla base dei risultati riportati in letteratura, anche i
cromosomi 3, 13 e 15 (Lamb et al., 2005).

Valori di MLS>2 sono stati trovati per i cromosomi 2q (MLS=2.54) in
corrispondenza del marcatore D2S2314, posto nelle vicinanze del marcataore
D2S52218 individuato nel primo genome scan, 7q (MLS=2.31) in corrispondenza del
marcatore D75530 e 9p (MLS=2.12) in corrispondenza del marcatore D9S161.

| dati di linkage ottenuti dall’IMGSAC sono stati, in parte, replicati da altri 8 genome
scans, condotti da altrettanti gruppi, utilizzando campioni di famiglie indipendenti, da
cui sono emersi valori positivi (MLS>1) per regioni a livello del cromosoma 6q
(Philippe et al., 1999), 7q e 13qg (Barrett et al.,1999), 1p (Rich et al., 1999), 2q
(Buxbaum et al., 2001), 5q, 79, 199 e X (Liu et al., 2001), 2q, 3p, 79, 199, Xqg (Shao
et al., 2002), 1p, 3q, 79, 17q, Xq (Auranen et al., 2003), e a livello dei cromosomi
17q e 5p (Yonan et al., 2003) a dimostrazione dell’eterogeneita di questa patologia.
La figura qui sotto (Figura 9) mostra un quadro generale di tutte le regioni
cromosomiche che presentano valori significativi di linkage individuate da dieci
genome-wide scans effettuati da diversi gruppi di ricerca nel corso degli ultimi dieci

anni.
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Figure 9: Regioni cromosomiche che presentano valori significativi di linkage individuate da 10
genome-wide scans effettuati per la ricerca di loci di suscettibilita per ASD.

I risultati di ogni studio sono indicati da una lettera seguita da ** se MLS>3.6, da * se MLS>2.2, e
da ° se MLS>1. A: AGRE (Yonan et al., 2003); (a) AGRE2 (Cantor et al., 2005);(B) (Buxbaum et
al., 2001), (C) CLSA (Barrett et al., 1999); (D) Duke (Shao et al., 2002b); (F) Finland (Auranen et
al., 2002); (I) IMGSAC(Lamb et al., 2005); (M) (McCauley et al., 2005); (P) PARIS (Philippe et
al., 1999); (S) Stanford (Risch et al., 1999).

Le regioni sui cromosomi 2q, 7q, 3p, 179, 19q sono quelle per le quali sono stati
trovati risultati parzialmente sovrapponibili, confermati da almeno due diversi studi
di linkage condotti da gruppi indipendenti.

La sovrapposizione dei risultati € incoraggiante e rappresenta un primo passo Verso
I’identificazione di loci di suscettibilita all’autismo. Tuttavia, I’interpretazione dei
dati di linkage provenienti da diversi genome scans comporta alcune difficolta insite
in questo tipo di approccio applicato alle malattie complesse. Infatti, & tuttora poco
chiaro quale valore di linkage sia da considerarsi significativo in uno studio esteso
all’intero genoma, in quanto vengono effettuati molteplici test statistici e non si

conosce il numero dei reali loci di suscettibilita.
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Come gia detto, pur utilizzando strumenti diagnostici internazionalmente
standardizzati, la variabilita che si osserva tra i risultati ottenuti dai diversi studi
indipendenti puo dipendere da diversi fattori quali:

» criteri di inclusione adottati

» differenze nei metodi analitici

» differenze nella scelta dei marcatori tipizzati

* grandezza del campione

Per tutti questi motivi, anche condurre una meta-analisi dei dati, messi attualmente a
disposizione dai vari gruppi di ricerca, risulta particolarmente complicato (Lamb et
al., 2002; Klauck, 2006; Trikalinos et al, 2006).

Dato che I’autismo segue un modello di ereditarieta complesso in cui sono coinvolti
molti loci di suscettibilita, ciascuno con un effetto moderato, la non replicazione di un
risultato in uno studio indipendente non esclude completamente la possibilita che
questo sia un risultato reale, ma suggerisce semplicemente la presenza di eterogeneita
genica e I’esistenza di piu geni che

interagiscono in maniera epistatica.

Per limitare il problema rappresentato dall’eterogeneita genetica sono stati condotti
studi di linkage o utilizzando criteri di inclusione piu stringenti o suddividendo le
varie famiglie in sottogruppi che presentano tratti caratteristici del fenotipo autistico
(endofenocopie) quali problemi nel linguaggio, difficolta nella lettura, comportamenti
stereotipati e ripetitivi, sesso. Per esempio, stratificando le famiglie sulla base di tratti
relativi al linguaggio si e osservato un aumento del potere di linkage in
corrispondenza del cromosoma 7q (Folstein e Mankoski. 2000; Liu et al. 2001;
Bradford et al. 2001) e del cromosoma 2q (Buxbaum et al., 2001; Shao et al., 2002),
mentre utilizzando come endofenocopie famiglie con individui con comportamenti
ossessivi-compulsivi € stato individuato un ulteriore locus di suscettibilita sul
cromosoma 1qg (Buxbaum et al., 2004; Silverman et al., 2002). Inoltre, I’osservazione

di una prevalenza maggiore di casi di autismo in individui di sesso maschile rispetto
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ad individui di sesso femminile ha suggerito il probabile coinvolgimento di fattori
sesso-specifici e quindi la possibilita di stratificare le famiglie in base al sesso del
probando (Cantor et al., 2005; Stone et al., 2004; IMGSAC, 2001). Anche in questo
caso, la non riproducibilita dei risultati porta alla conclusione di uno scarso
coinvolgimento del cromosoma X nella maggioranza dei casi di autismo.

Benché la stratificazione delle famiglie puo essere un buon sistema per aumentare
I’omogenecita genetica e, di conseguenza, la probabilita di identificare loci di
suscettibilita, il problema fondamentale negli studi condotti fino ad ora rimane
probabilmente la dimensione del campione analizzato che non e sufficientemente
grande per identificare varianti con effetto moderato e per discriminare i veri dai falsi
positivi (Bacchelli et al., 2006).

Per ovviare questo problema é stato creato un Consorzio Internazionale, [’Autism
Genome Consortium (AGP), di cui il nostro gruppo di ricerca fa parte, che coinvolge
50 differenti gruppi di ricerca in tutto il mondo. Il consorzio ha raccolto un totale di
1168 famiglie multiplex provenienti da Stati Uniti, Canada ed Europa, creando un
campione di dimensione tre volte superiore a quello utilizzato da qualsiasi altro
studio genetico condotto fino ad oggi sull’autismo.

E stata condotta un’analisi di linkage estesa all’intero genoma analizzando pitl di
10.000 SNPs, utilizzando la piattaforma Affimetrix. Per ridurre 1’eterogeneita
presente nel campione, le famiglie sono state suddivise sulla base di tre diversi livelli
diagnostici: famiglie con un fenotipo autistico stringente, famiglie con un fenotipo
piu lieve, tutte le famiglie. 1l valore di linkage statisticamente piu significativo € stato
trovato in corrispondenza della regione 11p12-p13 se si

considerano tutte le famiglie, e in corrispondenza delle regioni 29 e 79 se si
considerano solo le famiglie di origine europea (AGP, 2007). Tenendo conto della
generale difficolta nella replicazione dei risultati di linkage nello studio delle malattie

complesse, & quindi molto interessante ed incoraggiante notare come le regioni sul
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cromosoma 7qg e cromosoma 24, inizialmente identificate dall’ IMGSAC, siano state

successivamente confermate da ulteriori studi indipendenti.

3.3 Geni candidati per ’autismo

Gli studi di linkage, intrapresi negli ultimi dieci anni, hanno identificato diverse
regioni cromosomiche di interesse per la suscettibilita all’autismo. Tuttavia, questo
tipo di analisi non ha circoscritto abbastanza gli intervalli cromosomici e per questo
motivo molti gruppi di ricerca hanno iniziato ad effettuare screening di geni candidati
e studi di associazione nelle regioni definite dalle analisi di linkage.

La disponibilita della sequenza completa del genoma umano ed il suo costante
aggiornamento ha facilitato I’efficienza nello screening di geni candidati che
mappano in determinate regioni cromosomiche. Un’indagine della letteratura mostra
I’enorme numero (circa un centinaio) di geni candidati analizzati e la quantita di
lavori sull’argomento pubblicati negli ultimi dieci anni.

Di solito, i geni candidati sono scelti in base al loro profilo di espressione e al
possibile ruolo nello sviluppo e funzionalita del SNC (candidati funzionali), alla loro
localizzazione all’interno di intervalli individuati tramite un’analisi di linkage o alla
presenza di riarrangiamenti cromosomici associati alla patologia (candidati
posizionali).

Un’analisi accurata dei geni candidati viene condotta attraverso il sequenziamento del
gene nelle regioni esoniche e nelle regioni regolatorie in individui affetti e in
individui sani.

Nel caso di malattie complesse non & immediato riuscire ad identificare varianti
funzionali in geni candidati anche perché queste varianti possono essere localizzate
all’interno di regioni introniche o lontane da elementi regolatori. Per questo motivo,
la maggior parte degli studi di associazione partono da un approccio “indiretto”
basato sul linkage disequilibrium (LD), dove per LD si intende un’associazione non-

casuale di alleli vicini. Quindi, un’associazione di tipo indiretto viene individuata
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solo se I’allele di un marcatore € in LD con la variante di suscettibilita, anche se il
marcatore stesso non ha alcun effetto funzionale.

Negli ultimi dieci anni sono stati analizzati piu di 100 geni candidati (posizionali e
funzionali) alla ricerca di varianti implicate nell’eziologia del disturbo autistico.
Tuttavia, per nessuno di questi geni e stato dimostrato un chiaro coinvolgimento nella
patogenesi della malattia. Alcuni esempi sono descritti di seguito:

RELN: La Relina (RELN) (Omim # 600514) € un gene che mappa nella regione
7022, una regione di linkage identificata da diversi genome scan. Questo gene
codifica per una proteina coinvolta nella migrazione neuronale durante lo sviluppo
cerebrale. Inoltre, si & visto che il topo reeler, un mutante naturale portatore di una
larga delezione di questo gene, mostra alterazioni nella posizione dei neuroni nella
corteccia celebrale e nell’ippocampo, le stesse regioni cerebrali in cui sono state
riscontrate anomalie in individui autistici (D’Arcangelo et al., 1995; Bailey et al.,
1998). In uno studio iniziale (Persico et al., 2001) era stata riportata 1’esistenza di una
trasmissione preferenziale dell’allele piu lungo di una sequenza ripetuta (tripletta)
presente nella regione non tradotta al 5° del gene. Gli autori suggeriscono che alcune
varianti alleliche di questo polimorfismo sono associate all’espressione del gene
(Persico et al., 2006). Inoltre, succesivi studi evidenziano interazione genica tra il
gene RELN ed il gene APOE, quest’ultimo ¢ coinvolto nella corretta formazione
della corteccia cerebrale insieme al gene RELN (Ashley-Koch AE, 2007). La
replicazione di questi risultati in campioni indipendenti ha fornito poche evidenze di
associazione tra il gene RELN e fenotipo autistico. (Krebs et al., 2002; Devlin et al.,
2004; Li et al., 2004; Dutta S., 2008).

SLC6A4: Questo gene codifica per il trasportatore della serotonina (SLC6A4/5-HTT)
(Omim # 182138) ed ha suscitato notevole interesse in seguito alle osservazioni sugli
elevati livelli di serotonina nel sangue e nelle urine di individui autistici e alla
risposta positiva a sintomi caratteristici del fenotipo autistico (comportamenti

aggressivi e ripetitivi) dopo trattamento con inibitori del trasportatore stesso
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(Hollander et al., 2005). Questo gene mappa nella regione cromosomica 17ql11-12,
precedentemente identificata tra tre distinti studi di linkage (Risch et al, 1999; Yonan
et al., 2003; Cantor et al., 2005; McCauley et al, 2005).

Benche rappresenti un ottimo gene candidato per 1’autismo gli studi finora condotti
mostrano risultati non significativi (Maestrini et al., 1999; Wu et al.,2005; Ramoz,
2006), o comungue contrastanti (Prasad HC, 2009; Guhathakurta S, 2008; Devlin et
al., 2005; McCauley et al., 2005), evidenziando la presenza di eterogeneita tra gli
studi condotti dai diversi gruppi di ricerca.

MECP2: 1l gene MECP2 (methyl-CpG-binding protein-2) (Omim # 300496) mappa
nella regione cromosomica Xq28 e codifica per una proteina responsabile di un altro
disturbo neurologico, la Sindrome di Rett (Amir et a., 1999) classificato tra i disturbi
pervasivi dello sviluppo. Screening di mutazioni di questo gene in individui autistici
hanno identificato alcune rare varianti presenti al 3’UTR del gene (Coutinho AM,
2007), altri studi invece non convergono su simili risultati (Xi C, 2007; Vourc’h et
al., 2001). Una descrizione piu dettaglita del gene MECP2, incluso nel lavoro di tesi,
verra trattato nel Cap. 4 §4.2.1.

MET : Il gene MET (Omim # 164860) mappa nella regione 7q31 e codifica per un
recettore tirosin chinasico. Nonostante il suo ruolo nella formazione di metastasi in
diversi tipi di cancro, MET ¢ stato considerato un buon candidato per 1’autismo in
guanto contribuisce allo sviluppo della corteccia cerebrale e del cervelletto, regioni
altamente compromesse negli individui autistici. Due recenti studi suggeriscono il
coinvolgimento di questo gene, in particolare nel primo studio condotto su 204
famiglie multiplex, e successivamente replicato su altre 539 famiglie, si ottiene
associazione con un polimorfismo funzionale nella regione promotrice del gene MET
(Campbell et al, 2006). Nel secondo studio condotto in 325 famiglie multiplex ed 82
trios del consorzio IMGSAC si ottiene associazione con un polimorfismo nell’introne

1 del gene MET (Sousa et al, 2009).
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FOXP2:1l gene FOXP2 (Forkhead Box P2) (Omim # 605317) € un gene che mappa
sul cromosoma 7q ed é stato considerato un buon candidato in quanto mutazioni di
questo gene erano state osservate in una famiglia con individui con problemi nel
linguaggio (Lai et al., 2000). Tuttavia, con I’eccezione di due studi (Gong et al. 2004;
Li et al., 2005) non e stata trovata associazione tra il fenotipo autistico e le varianti
individuate in FOXP2 (Gauthier et al., 2003; Marui et al., 2005; Wassink et al., 2002;
Newbury et al., 2002). Il prodotto genico di FOXP2 e un fattore di trascrizione che
regola 1’espressione del gene CNTAP2 (Vernes SC, 2008). Recentemente, numerosi
studi hanno evidenziato associazione di questo gene con 1’autismo (Bakkaloglu B,
2008; Arking DE, 2008; Alarcon M, 2008). Inotre é stato dimostrato che SNPs nel
gene CNTAP2 sono anche associati a disturbi specifici del linguaggio (SLI) (Vernes
SC, 2008). Il pathway FOXP2-CNTAP2 sembra quindi essere implicato in diversi
disturbi: mutazioni di FOXP2 causano forme monogeniche di disturbi del linguaggio,
mentre varianti comuni in CNTAP2 sono implicate nella predisposizione a ASDs ed
a SLI. 1l gene CNTAP2 codifica per un membro della famiglia delle neurexine, a cui
appartiene anche il gene NRXN1, anch’esso associato ad alcuni casi di autismo (Cap.
484.2.2).

Molti altri geni candidati, oltre agli esempi citati sopra, sono stati implicati nella
predisposizione all’autismo, ma la difficile riproducibilita dei risultati ottenuti dai
diversi studi non ne permette di evidenziare un chiaro coinvolgimento nell’eziologia
del disturbo autistico. Questi studi riflettono 1’elevata complessita ed eteogeneita

genetica che caratterizza questa patologia.
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4. 9

X
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Il cromosoma X e un cromosoma subcentrico in cui sono stati identificati ad oggi
1098 geni. E’ caratterizzato da regioni di omologia con il cromosoma Y localizzate a
livello dei telomeri e definite regioni pseudoautosomiche (PAR1 e PAR2) che si
comportano come regioni autosomiche in cui avvengono eventi di ricombinazione
omologa.

Studi recenti suggeriscono che motivi funzionali possano aver influenzato il
contenuto genico di questo cromosoma, con alcune classi di geni sovrarappresentate
ed altre sottorappresentate: ad esempio i geni espressi nel muscolo e nel cervello sono
particolarmente abbondanti sul cromosoma X rispetto ad altre classi di geni (Nguyen
and Disteche, 2006).

Durante I’evoluzione il cromosoma X ha accumulato un numero elevato di geni
coinvolti in funzioni cognitive. Infatti circa un terzo dei geni X-linked notisono

coinvolti in ritardo mentale (Skuse DH., 2005).

4.1 1l cromosoma X e ’autismo

L’autismo ¢ caratterizzato da un rapporto tra maschi e femmine di 4:1, facendo
ipotizzare un possibile coinvolgimento di geni del cromosoma X in questo disturbo.

| vari studi di linkage (genome scans) effettuati per I’autismo non hanno dimostrato la
presenza di un locus predominante sul cromosoma X, tuttavia una modesta evidenza
di linkage e stata riportata da Liu e collaboratori (Liu et al., 2001) con un MLS di
2.56 a livello del marcatore DXS1047, da Auranen e collaboratori (Auranen et al.,
2002) con un MLS di 2.75 a livello del marcatore DXS7132 e da Yonan e
collaboratori (Yonan et al., 2003) con un MLS di 2.27 sempre nella regione distale
del braccio lungo.

Oltre ai dati provenienti dalle analisi di linkage, a favore del coinvolgimento del
cromosoma X nell’autismo, ci sono dei riarrangiamenti cromosomici riscontrati in
alcuni pazienti autistici, ad esempio duplicazioni o delezioni nella regione Xp22 (Rao

et al., 1994; Thomas et al., 1999); oppure una traslocazione X;8, in una femmina
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autistica, con punto di rottura in Xp22.13, a livello del primo esone del gene GRPR

(gastrin-releasing peptide receptor) (Ishikawa-Brush et al., 1997).

4.2 Geni candidati per ’autismo che mappano sul cromosoma X

Il cromosoma X contiene un elevato numero di geni coinvolti nello sviluppo del
cervello e nelle funzioni cognitive. Le differenze tra 1’espressione del cromosoma X e
I’espressione degli autosomi nei tessuti cerebrali sono significative (Nguyen and
Disteche, 2006): nel complesso i geni dell’X hanno un’espressione nel tessuto
cerebrale 2.8 volte maggiore rispetto agli autosomi (figura 10); probabilmente proprio
per tale motivo mutazioni in un elevato numero di geni X-linked sono associate a

ritardo mentale sindromico e non.
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Figura 10. Espressione dei geni del cromosoma X e degli autosomi nel tessuto cerebrale rispetto
agli altri tessuti. In rosso sono rappresentati i geni che hanno un’espressione due volte maggiore nel
cervello, in verde quelli che hanno un’espressione due volte maggiore negli altri tessuti, in grigio i

geni che hanno un’uguale espressione in tutti i tessuti. (da Nguyen and Disteche, 2006).

Tra le sindromi X-linked associate a ritardo mentale vi sono: la sindrome dell’X-
fragile, dovuta a mutazioni nel gene FMR1; la sindrome di Rett, causata nella
maggioranza dei casi da mutazioni nel gene MECP2. E’ interessante notare che in

una minoranza di casi la sindrome dell’X-fragile & associata ad autismo, mentre la
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sindrome di Rett presenta alcune caratteristiche fenotipiche comuni ai disturbi dello
spettro autistico.
Inoltre, mutazioni in due geni codificanti per le neuroligine, NLGN3 in Xql3 e

NLGN4 in Xp22.3 (Jamain et al., 2003) sono state associati in alcuni casi di autismo.

4.2.1 MECP2

La sindrome di Rett (RTT, MIM 312750) €& un disturbo neurodegenerativo
progressivo che colpisce quasi esclusivamente le donne, circa 1 su 10.000-15.000,
caratterizzata da ritardo mentale, movimenti stereotipati, microcefalia progressiva,
aprassia e tratti autistici. La sindrome di Rett e ’autismo fanno parte entrambi dei
disturbi pervasivi dello sviluppo (PDD), condividono infatti la perdita delle capacita
linguistiche, sociali e cognitive e la comparsa di comportamenti ripetitivi e
stereotipati, che seguono un periodo iniziale di sviluppo apparentemente normale.
Mutazioni nel gene MECP2 sono coinvolte nella quasi totalita dei casi di sindrome di
Rett (Amir et al., 1999). Il gene mappa in Xq28 e codifica per una proteina di 486 aa,
MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2), che funziona come repressore
trascrizionale, legandosi ai dinucleotidi CpG metilati. La proteina ha due domini
funzionali: uno di 85 aminoacidi, MBD (methyl-cytosine-binding domain), che si
lega alle isole CpG metilate; 1’altro di 104 aminoacidi, TRD (transcriptional
repression domain), che interagisce con il corepressore trascrizionale SIN3A per
reclutare delle deacetilasi, che agiscono a livello degli istoni. L’effetto finale ¢ la
repressione della trascrizione dei geni target (Nan et al., 1998).

La proteina MeCP2 ¢ altamente espressa a livello cerebrale, dove é importante per lo
sviluppo delle cellule nervose e per la formazione delle sinapsi. Le mutazioni del
gene alterano la struttura della proteina o ne riducono la quantita totale, con un
conseguente effetto inibitorio sul processo di silenziamento genico.

Mutazioni nel gene MECP2 sono state riportate anche in rarissimi casi di autismo

(Carney et al., 2003) e in casi di ritardo mentale non sindromico in individui di sesso
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maschile (Meloni et al., 2000; Zappella et al., 2001). Uno studio recente ha inoltre
mostrato una ridotta espressione di MeCP2 nel cervello di pazienti autistici, in
particolare a livello della corteccia frontale e del giro fusiforme, in correlazione ad
un’eccessiva metilazione di due isole CpG al 5” del gene (Nagarajan et al., 2006).
MECP2, quindi, rappresenta un buon candidato per I’autismo per diversi motivi:
svolge funzioni importanti per lo sviluppo cerebrale; é coinvolto nella sindrome di
Rett e nel ritardo mentale (frequentemente associato anche all’autismo); mutazioni in
questo gene sono state individuate in alcuni pazienti autistici (Lam et al., 2000;
Carney et al., 2003). Infine é stata dimostrata la presenza di duplicazioni a carico del
gene MECP2 in individui di sesso maschile caratterizzati da ritardo mentale. Le
duplicazioni sono trasmesse da madri asintomatiche con XCI shilanciato (Van Esch
et al., 2005; Del Gaudio et al., 2006).

4.2.2 NLGN3

Il gene NLGN3 fa parte di una famiglia di geni codificanti le neuroligine, molecole di
adesione cellulare presenti a livello postsinaptico. Oltre a NLGN3, localizzato in
Xq13, appartengono alla famiglia i geni NLGN1 (3926), NLGN2 (17p13), NLGN4X
(Xp22.39) e NLGN4Y (Ygl11.2). NLGN4X e NLGN4Y sono omologhi e sfuggono al
processo di XCI.

Le neuroligine agiscono legandosi a proteine di membrana chiamate -neurexine, e
tale interazione e fondamentale per la formazione di sinapsi funzionali
glutamatergiche e GABAergiche (Graf et al., 2004; Chih et al., 2005). Il ruolo
fondamentale delle neuroligine nello sviluppo delle sinapsi e nella trasmissione di
messaggi neuronali porta ad ipotizzare un loro possibile coinvolgimento nei processi
di sviluppo cognitivo e negli ASD.

Recentemente sono state individuate mutazioni nei geni NLGN3 e NLGN4X in due
famiglie con ASD (Jamain et al., 2003). La mutazione nel gene NLGN3 causa la

sostituzione di una cisteina con un’arginina (R451C) a livello del domino esterasico,
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con possibile alterazione del legame delle neuroligine con le neurexine. La mutazione
nel gene NLGL4X determina un frameshift con produzione di una proteina tronca.
Studi successivi su modello murino hanno dimostrato che la sostituzione R451C
provoca una riduzione della proteina NLGN3 a livello neuronale del 90%, con una
maggiore ritenzione all’interno del reticolo endoplasmico ed il knock out per NLGN4
nei topi ha mostrato delle alterazioni nei comportamenti sociali (Tabuchi et al., 2007;
Jamain et al., 2008). Una ulteriore mutazione nel gene NLGN4 e stata riscontrata in
una famiglia multigenerazionale, con 13 individui maschi affetti da ritardo mentale
non specifico (MRX), alcuni dei quali presentano anche autismo o ASD; la
mutazione segrega con il fenotipo MR, e causa un frameshift con produzione di una
proteina tronca (Laumonnier et al., 2004). Recentemente, una delezione degli esoni
4-6 del gene NLGN4X é stata individuata in una famiglia con individui affetti da
differenti disturbi neuropschichiatrici, facendo ipotizzare che mutazioni in NLGN4X
siano in realta associate a un ampio spettro fenotipico (Lawson-Yuen et al., 2008). Lo
screening di mutazioni di questi due geni, condotto su ulteriori individui affetti, ha
comungue prodotto risultati contrastanti (Gauthier et al., 2005; Vincent et al., 2004;
Yan et al., 2005; Blasi et al., 2006; Wermter et al., 2008). L’ipotesi piu plausibile,
comungue, € che difetti funzionali di questi geni possano influire sullo sviluppo
cognitivo e condurre ad un fenotipo autistico solo in una piccola percentuale di casi.
Recentemente, numerose evidenze suggeriscono il coinvolgimento nell’autismo del
gene NRXNL1, che codifica per un partner molecolare delle neuroligine. Le neurexine
rappresentano una famiglia di proteine, altamente espresse nel cervello, coinvolte
nella formazione e nel mantenimento delle sinapsi attraverso il legame con le
neuroligine (Graf et al., 2004).

Il consorzio internazionale AGP (Autism Genome Project Consortium) effettuando un
ampio studio su famiglie con autismo ha individuato una delezione submicroscopica,
in eterozigosi, in una coppia di fratelli affetti in corrispondenza di esoni codificanti

del gene NRXNL1, delezione non presente in un campione di individui di controllo
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(AGP,2007). Ulteriori lavori hanno evidenziato rare varianti strutturali e varianti di
sequenza del gene NRXNL1 in individui autistici (Feng et al, 2006; Yan J. Et al., 2008;
Kim HG, 2008). Di notevole interesse sara comprendere il ruolo che ricopre questo
gene nello scenario delle malattie neuropsichiatriche, infatti un recente studio
evidenzia che benché varianti strutturali siano presenti anche nella popolazione
generale, microdelezioni che coinvolgono regioni esoniche in NRXN1 sono altamente

associate alla schizofrenia (Rujescu, 2009).

4.2.3 FMR1

Il silenziamento del gene FMR1 rappresenta la causa genetica della sindrome dell’X-
fragile (FXS, MIM 300624), una patologia monogenica X-linked che colpisce
maggiormente gli individui di sesso maschile e responsabile di circa il 10% dei casi
di ritardo mentale X-linked.

Normalmente il gene FMR1 contiene tra 6 e 53 ripetizioni del codone CGG. Negli
individui affetti dalla sindrome dell'X fragile si ha un’amplificazione del numero di
queste triplette fino a piu di 230 ripetizioni. Questo grado di espansione provoca la
metilazione delle citosine nel promotore del gene FMR1, con conseguente
silenziamento dell'espressione del gene FMR1. La metilazione del locus FMR1, che
mappa in Xqg27.3, provoca in questo punto la costrizione e la fragilita del cromosoma
X, fenomeno che da il nome alla sindrome.

La metilazione del gene FMR1 porta all'abolizione della produzione della proteina
per cui il gene FMR1 codifica, detta FMRP (fragile X-mental retardation protein).
FMRP é una proteina che lega gli RNA (RNA-binding protein) e viene espressa
soprattutto nei testicoli e nel cervello. | targets della FMRP sono messaggeri
codificanti importanti proteine neuronali, di cui regola alcuni aspetti essenziali, quali
il trasporto lungo i dendriti verso le sinapsi, ma anche la stabilita dei trascritti per la

traduzione in proteine.
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I sintomi neurocomportamentali della sindrome presentano vari tratti fenotipici in
comune con I’autismo, tra cui comportamenti ripetitivi e stereotipati, il ritardo nello
sviluppo del linguaggio. Secondo le piu recenti stime circa il 4% dei casi di autismo
sono associati alla FXS, mentre la prevalenza dell’autismo nella popolazione con
FXS variatrail 18% e il 33% (Rogers et al., 2001).

La presenza dell’espansione della tripletta nel gene FMR1 ¢ stata esclusa negli

individui affetti da autismo appartenenti al campione utilizzato nel nostro studio.

4.3 Inattivazione del cromosoma X (XClI)

Il processo di inattivazione del cromosoma X €& uno dei migliori esempi di
regolazione epigenetica, messo in atto dalle cellule per evitare che ci sia uno
sbilanciamento dell’espressione dei geni del cromosoma X tra uomo (XY) e donna
(XX). Questo processo esemplifica anche la plasticita degli eventi epigenetici, dato
che durante 1’oogenesi si verifica una riattivazione dell’X.

Si tratta di un meccanismo di dosage compensation, tramite il quale uno dei due
cromosomi X va incontro a silenziamento genico, e inizia nelle prime fasi dello
sviluppo embrionale (Lyon, 1961). La scelta del cromosoma X da inattivare in
ciascuna cellula é casuale, ma una volta effettuato, il silenziamento e ereditato nelle
successive divisioni cellulari (figura 11). Nel caso di triploidia o tetraploidia saranno
inattivati tutti gli X tranne uno (Migeon et al., 1979).

Ogni femmina adulta in teoria avra un 50% di cellule somatiche con I’X paterno
attivo e un 50% di cellule somatiche con I’X materno attivo; il rapporto tra Xp attivo
e Xm attivo (X inactivation pattern) seguira una distribuzione gaussiana in cui i

valori estremi saranno rari.
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Figura 11. L’X-inactivation & un processo casuale che inzia nelle prime fasi dello sviluppo

embrionale e rende la donna adulta un mosaico per quanto riguarda il cromosoma X.

Le principali differenze tra X attivo e X inattivo sono: I’Xi replica tardivamente
durante la fase S della mitosi, presenta ipoacetilazione delle proteine istoniche, da
luogo ad un ammasso di eterocromatina detto Corpo di Barr e ha una localizzazione
nucleare periferica.

Il processo di XCI si svolge in tre fasi: inizio, diffusione e mantenimento. Nella
prima si ha la selezione del cromosoma X da inattivare, grazie alla presenza dell’X
Inactivation Centre (XIC) che agisce in cis e mappa in Xgl3. In questa regione il
gene XIST (X Inactive Specific Transcript), viene espresso solo dall’X inattivo e
codifica per un RNA non tradotto (Brown et al., 1991). Nelle cellule staminali
embrionali entrambi i cromosomi X esprimono XIST a bassi livelli; successivamente
I’RNA XIST ricopre il cromosoma X che verra inattivato, permettendo la diffusione
dell’inattivazione a partire da XIC. L’accumulo di XIST in cis recluta specifici fattori
proteici di silenziamento e porta alla riorganizzazione della cromatina in uno stato
Inattivo, caratterizzato da ipoacetilazione degli istoni e metilazione delle isole CpG.
L°’RNA attorno all’X attivo, invece, rimane visibile solo per un breve periodo di
tempo, dopodicheé il gene XIST sara metilato su questo cromosoma, rimanendo in
uno stato represso. Per il mantenimento dell’inattivazione ¢ importante la continua
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trascrizione di XIST nelle cellule adulte, ma anche la metilazione delle isole CpG
sul’Xi e la sua replicazione tardiva sono importanti fattori di regolazione
dell’inattivazione.

Non tutti i geni del cromosoma X vanno incontro ad inattivazione: alcuni infatti sono
espressi da entrambi i cromosomi X e sono localizzati principalmente a livello delle
regioni pseudoautosomiche PAR1 (2.7 Mb) e PAR2 (330 Kb) (Carrel et al., 1999).
Inoltre i geni che sfuggono 1’inattivazione che non appartengono a queste due regioni
hanno generalmente omologhi funzionali sul cromosoma Y, per cui probabilmente
non € necessario il meccanismo di compensazione. Esistono anche altri geni, al di
fuori di queste regioni, che sfuggono all’inattivazione (Carrel & Willard, 2005).
Nello specifico, solo il 65% dei geni X-linked va incontro ad una completa
inattivazione nelle femmine normali, mentre un 20% é inattivato in alcune ma non in
tutte le cellule e un 15% sfugge costantemente all’inattivazione (figura 12).

Sono necessarie spiegazioni differenti per questa mancata inattivazione, come
un’assenza di conseguenze per lo squilibrio nell’espressione di tali geni tra uomo e
donna oppure un’utilita della doppia dose di essi per alcune specifiche funzioni

femminili.
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Figura 12. a. cromosoma X umano con bandeggio G. b. geni che sfuggono all’XCI. I geni che

sfuggono sempre (sinistra) o in maniera variabile (destra) all’XCI sono raggruppati in blocchi di 10

Mb (da Carrel e Willard, 2005).

4.4 Inattivazione shilanciata del cromosoma X

Nonostante nella grande maggioranza dei casi I’inattivazione del cromosoma X sia un
processo casuale, esistono casi in cui e prevalentemente inattivato solo uno dei due
cromosomi X; si parla, in tali casi, di inattivazione sbilanciata dell’X o Skewed X-
Inactivation (figura 13). L’inattivazione sbilanciata ¢ un evento abbastanza raro nelle
femmine normali (Amos-Landgraf et al., 2006), anche se tende ad aumentare con
I’eta in alcuni tipi cellulari.

Questo shilanciamento puo essere il risultato di processi selettivi o casuali. Ad
esempio e noto che nel caso di anomalie strutturali di uno dei due cromosomi X,
come delezioni, duplicazioni, traslocazioni shilanciate X-autosoma, sara I’X anomalo

ad essere preferenzialmente inattivato nella maggior parte o in tutte le cellule
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dell’organismo (Therman and Patau, 1974); al contrario, nel caso di traslocazioni

bilanciate X-autosoma, sara 1’X normale ad essere inattivato, al fine di mantenere una

euploidia funzionale (Schmidt and Du Sart, 1992).
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Figura 13. In alcuni casi I’X-inactivation non e piu random ma é sbilanciata, provocando uno

squilibrio tra cellule che esprimono 1I’Xp e cellule che esprimono I’ Xm.

Processi selettivi simili agiscono anche in individui con mutazioni in geni X-linked,
infatti sono state descritte varie sindromi (ritardo mentale legato all’X-XLMR,
sindrome di Barth) (Plenge et al., 2002; Orstavik et al., 1998) in cui le femmine
portatrici asintomatiche hanno un alto grado di sbilanciamento a favore dell’X
normale, che viene espresso nella maggior parte delle cellule. Tale fenomeno puo
essere il risultato di una selezione contro le cellule che esprimono la mutazione
deleteria, probabilmente dovuta alla ridotta vitalita o proliferazione delle stesse, 0 a
meccanismi pitu complessi che agiscono durante lo sviluppo (Muers et al., 2007).

In alternativa, I’inattivazione sbilanciata dell’X pud essere un processo del tutto
casuale, dovuto al basso numero di cellule presenti al momento dell’inattivazione
(Fialkow, 1973).

Infine, a volte I’inattivazione sbilanciata a favore di un allele mutante puo essere la

causa del manifestarsi di una patologia X-linked recessiva in un sottogruppo di
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individui di sesso femminile, come nel caso dell’anemia sideroblastica e della
sindrome dell’X-fragile (Cazzola et al., 2000).

Studi per definire la relazione tra I’XCI e rare mutazioni deleterie sono state
effettuate da Plenge et al., in cui utilizzando 24 famiglie con 20 diverse forme di
XLMR (X-linked Mental retardation), e stata rilevata la presenza di X-skewed in una
percentuale alta delle madri portatrici asintomatiche di mutazioni. Lo studio dimostra
che I’inattivazione sbilanciata puod essere riscontrata nelle cellule del sangue di donne
portatrici di mutazioni X-linked e che il cromosoma inattivato contiene sempre la
mutazione. Solitamente é presente un differente grado di associazione tra lo stato di
carrier ¢ I’inattivazione sbilanciata per le diverse forme di XLMR (Plenge et al.,

2002) (figura 14).
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Figura 14. Profilo di XCI in madri appartenenti a famiglie con XLMR (carriers e non carriers) e nei

relativi controlli (da Plenge et al., 2002).

Ultimamente, lo studio di Talebizadeh, ha indagato la frequenza dello stato di X-
skewing nell’autismo. Infatti sono presenti casi di ritardo mentale in individui
autistici e sono state identificate alcune rare mutazioni in geni X-linked. Partendo da
queste osservazioni, Talebizadeh e collaboratori (Talebizadeh et al., 2005) hanno
condotto uno studio su 30 ragazze con autismo e su 35 controlli correlati per eta. |

risultati hanno evidenziato che il campione di sesso femminile affetto da autismo
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aveva una piu alta percentuale di XCI sbilanciata rispetto ai controlli. Inoltre il 50%
delle madri delle pazienti con XCI sbilanciata mostrava a sua volta XCI sbilanciata
(figura 15).
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Figura 15. Profilo di XCI in un campione di probande con autismo e nei relativi controlli (da
Talebizadeh et al., 2005).

4.5 XCI shilanciata ed invecchiamento

Tutti i tessuti di uno stesso individuo dovrebbero avere lo stesso grado di XClI, poiche
questa avviene prima che le cellule siano indirizzate verso particolari linee; in realta é
stata osservata una variazione intraindividuale nel pattern di XCIl a seconda dei
tessuti esaminati. Nelle cellule del sangue ad esempio, con I’aumentare dell’eta della
donna, puo aversi una forte deviazione dal normale rapporto 50:50, in particolare
dopo i 60 anni (Busque et al., 1996). Le ragioni di tale fenomeno non sono ben note,
ma un’ipotesi plausibile ¢ che sia dovuto alla senescenza del pool di cellule staminali
emopoietiche, che per fluttuazione casuale comporterebbe una diminuzione del
numero di cellule progenitrici con 1’uno o 1’altro cromosoma X attivo; si € anche
Ipotizzato che i cambiamenti ormonali successivi alla menopausa possano contribuire
a questo shilanciamento (Kristiansen et al., 2005). Una possibile conseguenza dello
skewing correlato all’eta ¢ la comparsa, in eta avanzata, di disturbi legati all’X in

femmine portatrici. Un’altra spiegazione di questo aumento dello sbilanciamento con
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I’eta ¢ una perdita della metilazione allele-specifica. Il saggio comunemente usato per
valutare lo stato di inattivazione del cromosoma X si basa infatti sull’uso di enzimi di
restrizione sensibili alla metilazione: la metilazione tende ad essere persa nelle cellule
che invecchiano, sia in vivo che in vitro, e in un individuo con un’inattivazione del
50:50, la perdita a livello di uno solo dei due cromosomi X pud portare ad un

apparente sbilanciamento (Hatakeyama et al., 2004).

4.6 Valutazione dello stato di inattivazione del cromosoma X

Per misurare lo stato di inattivazione del cromosoma X in passato si utilizzava
I’epressione allele-specifica della glucosio 6-fosfato deidrogenasi (G6PD), ma tale
metodo e limitato dal fatto che il polimorfismo in esame € raro nella popolazione
caucasica (~ 1% di eterozigosita).

Il metodo piut comunemente utilizzato per distinguere 1’Xi dall’Xa consiste nella
valutazione del grado di metilazione dei due cromosomi a livello di isole CpG
adiacenti a siti polimorfici. A tal scopo si possono utilizzare i loci dell’ipoxantina-
guanina fosforibosiltransferasi (HPRT) (Lock et al., 1987) o della fosfoglicerato
chinasi (PGK) (Singer-Sam et al., 1990); gli RFLPs adiacenti a queste isole CpG
sono infatti eterozigoti nel ~ 35%-40% delle donne. Un altro marker utilizzato per
I’analisi dell’X-inactivation e il microsatellite DXS255, che risulta essere piu
polimorfico sia di HPRT che di PGK (Boyd and Fraser, 1990)

Il saggio attualmente piu utilizzato ¢ ’THUMARA assay, che sfrutta il locus del
recettore degli androgeni (AR) in Xgl11.2. Nel primo esone del gene € presente una
ripetizione trinucleotidica (CAG) altamente polimorfica (~90%), nelle vicinanze dei
siti di taglio di enzimi di restrizione sensibili alla metilazione (Hpall o Hhal), metilati
solo sull’X inattivo (Allen et al., 1992). Basandosi sulla digestione differenziale del
DNA genomico di partenza in presenza ed in assenza dell’enzima sensibile alla
metilazione, in seguito ad amplificazione del locus AR con primers appropriati €
quindi possibile distinguere gli alleli metilati e non (Cap. 8 § 8.6).
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5.1 La melatonina nell’autismo

Numerosi studi hanno indicato un possibile ruolo della melatonina, un neurormone
epifisario, nello spettro del disturbo autistico (ASD). E’ evidente la presenza di
familiarita per quanto riguarda i livelli di secrezione di questo ormone (Hallam KT),
che regola la plasticita neuronale ed e coinvolto nel ritmo circadiano foto periodico
(Liu C; El-sherif Y; Von Gall C). Ultimamente numerosi studi hanno dimostrato
I’alta prevalenza di disturbi del sonno e ritmi circadiani alterati in individui autistici,
suggerendo anomalie nella fisiologia della melatonina (Malow BA, 2004). Inoltre,
sembra che la somministrazione orale di tale ormone ad affetti autistici possa
miglioare i ritmi sonno-veglia (Hayashi E.,2000; Jan JE. et al., 1996). Ulteriori analisi
hanno evidenziato una sostanziale riduzione dei livelli notturni di melatonina
prodotta in individui autistici rispetto ai controlli di uguale eta e sesso (Tordjam S. et
al, 2005). Questi dati risultano di particolare interesse se si considera che la
melatonina e prodotto a partire dalla serotonina, e numerosi sono gli studi che
riportano  alterazioni nel sistema serotoninergico centrale e periferico
(Chroonenberghs J. et al., 2000; Cook E. et al, 1996).

ASMT (Acetyl Serotonin O-metyltransferase) codifica per I’ultimo enzima della via
biosintetica della melatonina (figura 16). In questa via il triptofano e convertito in
serotonina, che viene quindi N-acetilata, e la N-acetil serotonina subisce la O-

metilazione da parte di ASMT, che determina la formazione della melatonina.
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Figura 16. Schematizzazione della via biosintetica della melatonina.
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Data 1’importante funzione nella biosintesi della melatonina, il gene ASMT
rappresenta un buon gene candidato funzionale per I’autismo. Il gene ASMT mappa
all’estremita dei bracci corti dell’X e dell’Y (Xp22.3 o Ypll.3) nella regione
pseudoautosomica PARL1 (figura 17). Questa e una regione di completa omologia dei

cromosomi X ed Y, caratterizzata da eventi di ricombinazione meiotica.
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Figura 17: Il gene ASMT mappa nella regione pseudoautosomica PAR1 dei cromosomi X ed Y.

Il gene copre un intervallo di 35 kb ed e caratterizzato da due differenti promotori
(figura 18). Contiene 9 o 10 esoni a seconda di quale promotore sia attivo. Inoltre,
presenta prodotti di splicing alternativo degli esoni 6 e 7 che possono determinare tre
peptidi differenti. Il prodotto proteico con I’isoforma piu lunga (+ex6, +ex7) codifica
per un prodotto di 373 aa, mentre il prodotto di splicing alternativo senza 1’esone 6,
codifica per un prodotto di 345 aa e rappresenta il trascritto maggiormente espresso.
Infine, I"ultima isoforma manca dell’esone 6 ¢ 7, e codifica per una proteina di 298
aa. Lo skipping di tali esoni non condiziona il modulo di lettura. Sembra che il
promotore B sia responsabile della produzione di tutti e tre le varianti di splicing del
gene ASMT a differenza del promotore A che sembra attivo esclusivamente nella
retina. (Rodriguez et al. 1994).

61



Trascritto con il promotore A

exla exlb ex ex3 ex4 exb ex6 ex7 ex
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Trascritto con il promotore B

ex1lb ex2 ex3 ex4 ex6 ex7 ex8

Figura 18. Organizzazione genomica del gene ASMT. Sono indicati i due possibili trascritti in base

all’attivazione del promotore A o B; in rosso gli esoni coinvolti nello splicing alternativo.

5.2 Studi di associazione e screening di mutazione del gene ASMT

L’evidenza di un possibile coinvolgimento del gene ASMT proviene da uno studio in
cui si ¢ stato effettuato un’analisi di mutazioni e studi di associazione in un ampio
campione di individui affetti da autismo (Melke et al.). In seguito allo screening di
mutazioni condotto su tutti gli esoni di ASMT in 250 individui, sono state identificate
diverse rare varianti genetiche :

1. Una variante di splicing (IVS5+2T>C) individuata in 3 famiglie con autismo

2. Quattro varianti non sinonime (N17K, K81E, G306A, L326F); di cui I'ultima

in tre famiglie.
3. Due varianti sinonime (N167N, Q205Q)

I nove individui con le varianti identificate, presentano anche iperattivita ed alcuni
hanno disturbi del sonno. La segregazione di ogni variante per ciascuna famiglia é
schematizzata in figura 19. Le varianti N17K (rs17149149) and L326F sono state
individuate anche in un campione controllo, mentre la variante di splicing

(IVS5+2T>C) e presente in due famiglie ed in nessuno dei 426 controlli analizzati.
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Figure 19. Varianti non sinonime in ASMT (A) Le tre famiglie con la variante di splicing
IVS5+2T>C; gli studi di RT-PCR sono stati condotti amplificando il cDNA di BLCL tra I’esone 4 ¢
6 di ASMT del probado della famiglia ASD1. In figura, la lane 1 e 2 appartengono al probando
(lane 1 +RT, lane 2 -RT). Si osserva, oltre al trascritto wt anche il trascritto in cui e presente
un’inserzione di 31bp del trascritto originario dovuto alla variante di splicing IVS5+2T>C; si
osserva il trascritto wt nella lane 3 (lane 3 +RT, lane 4 -RT). L’inserzione di 31bp dovuta alla
creazione di un sito accettore di splicing alternativo, a valle dell’esone 5, porta alla formazione di
una sequenza proteica addizionale indicata in rosso; il frame shift che ne deriva causa la
terminazione prematura della proteina che manca del dominio metil-transferasico. (B) Sono indicate
le famiglie in cui sono state individuate ulteriori varianti non sinonime e la loro conservazione tra le
differenti specie. | colori nei pedigree delle distinte famiglie indicano aspetti relativi alla diagnosi:
ritardo mentale moderato (arancione) o grave (rosso), sindrome di Asperger o autismo di tipo alto
funzionamento (giallo), ADHD (blu) e depressione (rosa). Il probando ASDS3 rientra nei criteri
diagnostici sia per ADHD che per autismo ad alto funzionamento, quello ASD7 sia per ADHD che
per la sindrome di Asperger. L’asterisco indica la presenza della mutazione mentre il punto

I’assenza di DNA per I’analisi.
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L’analisi biochimica ha mostrato che la variante 1VS5+2T>C porta alla creazione,
rispetto al sito canonico, di un sito accettore di splicing a valle dell’esone 5, con la
conseguente formazione di un’inserzione di 31bp del trascritto. Il prodotto proteico
che ne risulta e una proteina tronca che manca del dominio metil-transferasico.
Inoltre, ulteriori dati dimostrano come le varianti IVS5+2T>C and L326F sono
associate a bassi livelli dell’attivita enzimatica di ASMT e della concentrazione di

malatonina (figura 20)
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Figure 20. Attivita enzimatica della proteina ASMT e concentrazione di melatonina nelle
famiglie con le mutazioni individuate. (A) L’attivita enzimatica della protein ASMT ¢ stata
misurata sulle piastrine dei membri della famiglia ASD1 ed ASD6 che sono quelle che portano
rispettivamente la variante di splicing IVS5+2T>C ¢ la missenso L326F. (B) E’ indicato negli stessi
individui la concentrazione di melatonina nel sangue. C: controllo; F: padre; M: madre; P: individuo

affetto.

Ulteriori evidenze sperimentali del contributo del gene ASMT al fenotipo autistico
provengono dagli studi di associazioni di marcatori polimorfici lungo il gene. In
particolar modo ¢ stata effettuata un’analisi per stabilire i blocchi di linkge
disequilibrium nella regione in cui mappa il gene ASMT, e sono stati selezionati 13
SNPs per catturare la maggior diversita aplotipica nei 3 blocchi di LD (figura 21)

(Melke et al. 2007)
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Figura 21: struttura dei blocchi di LD del gene ASMT

| risultati ottenuti evidenziano che le frequenze alleliche di due SNPs (rs4446909 e
rs5989681) nel promotore B sono significativamente diverse tra il campione di 278
individui con autismo e quello di 255 controlli. In particola modo, 1’aplotipo H1
(GGGC) del primo blocco di LD é piu frequente nel campione autistico rispetto al

gruppo controllo, mentre 1’aplotipo H3 (ACGC) ¢ piu frequente nei controlli (tabella
3).
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Frequencies of the polymorphisms located in ASMT promoter B in ASD patients and controls

ASD (n=178) Controls (n= 155)
SNPs

54446909
f{G) 0.77 0.70
P value (P, vaieT) 0.006 (0.10)
OR [95% CI1? L5[11-2]

rs3989681

G) 0.73 0.65

P valoe (P_ value) 0.007 (0.12)
OF. [95% CI] 1.4 [1.1-2]

PIBC
fG) 0.90 0.90
P value 0.78

rs6644635
fC) 0.63 0.63
P value 0.66

Haplotypes

Hi GGGC 0.36 027
P valoe (P, value) 0.002 (0.04)

H2 GGGT 0.26 0.28
P value 0.54

H3 ACGC 0.21 0.29
P value (P, value) 0.005 (0.08)

H4 GGAT 0.097 0.09
P value 0.78

H35 GCGC 0.055 0.057
P value 0.88

Abbreviations: ASD, autism spectrum disorders; CL confidence interval; OR,, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism.
aPc value: Significance levels corrected for multiple comparisons nsing a step-down pernmtation procedure (comprising 100,000 permutations).

bOd.ds ratio: major allele vr minor allele.

rHaplory"pe using rs4446909, 155989681, P1BC and rs6644635.

Results with significance < 0.05 are indicated in bold.

Tabella 3: frequenze alleliche dei polimorfismi del promotore B nei pazienti e nei controlli.

Il coinvolgimento dell’aplotipo H1 (GGGC) ¢ emerso anche dall’analisi TDT
(Transmission Disequilibrium Test), in cui € statisticamente significativo la
trasmissione di questo aplotipo dai genitori ai figli affetti rispetto agli altri aplotipi

(figura 21).
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Figura 21: (A) Schema riassuntivo dei valori di P value (-log10) per tutti i marcatori analizzati
utilizzando il caso/controlli o il TDT. | marcatori (in successione: rs4446909, rs5989681, P1BC,
rs6644635) nella regione in grigio sono quelli del blocco di LD appartenente al promotore B. Gli
SNPs che identificano ’aplotipo d rischio Hl (GGGC) sono indicati come una linea continua
(cerchi neri nel caso del caso/controllo e cerchi vuoti nel caso del TDT). (B) Quantificazione del
trascritto di ASMT in relazione ai genotipi dei marcatori rs4446909 e rs5989681 (A: genotpi A/A o
AJG; C: genotipi C/C o C/G; G: genotipi G/G). I circoli neri indicano gli individui autistici, mentre
quelli bianchi indicano i controlli. Gli studi sono stati condotti su RT-PCR di linee linfoblastoidi di

38 individui autistici e 29 controlli.

L’analisi successiva dei livelli di espressione del gene ASMT in relazione agli
aplotipi del promotore B, ha messo in risalto una stretta correlazione tra i bassi livelli
del trascritto e 1’allele G degli SNP rs4446909 ¢ rs5989681 trovati precedentemente
associati all’autismo (figura 21).

Questi dati suggeriscono che esistono fattori genetici del gene ASMT che
contribuiscono a particolari aspetti del fenotipo autistico come disturbi del sonno e
ritmi circadiani alterati. Le evidenze sperimentali riportate in questo studio risultano
interessanti, benché le varianti genetiche incontrate sono in un numero limitato di casi
e I’aplotipo di rischio non ¢ il solo fattore che spiega la riduzione dell’attivita

enzimatica.
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6. Otudi 3i associacigione ad alla densilii o3 analisi % COL Vb in Jue
looi i ouscellibibiti all aubismo: 2424-32 ¢ 7421-82
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6.1 | Loci di suscettibilita all’autismo AUTS1 e AUTSS

| risultati degli screening genomici condotti dal consorzio IMGSAC (IMGSAC,
1998; IMGSAC, 2001; Lamb et al., 2005) hanno portato ad individuare due principali
loci di suscettibilita per 1’autismo nella regione 2q21-33, locus AUTSS5, e 7021-32,
locus AUTS1 (Cap. 3 § 3.2). In Figura 22, e riportato il profilo di MLS sul
cromosoma 2q e 7q relativo alle 219 famiglie multiplex analizzate nell’ultimo

genoma scan condotto dall’IMGSAC (Lamb et al., 2005).
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Figura 22: risultati di linkage per il cromosoma 2 e 7; é riportato per ciascun cromosoma il profilo
di MLS relativo ai 219 ASPs (affected sib-pairs) (Lamb et al., 2005)

Risultati positivi che supportano il coinvolgimento del locus AUTS1 e AUTSS5 si
sono ottenuti anche in altri studi indipendenti (Shao et al., 2002; Buxbaum et al.,
2001, Auranen et al.,2002). In seguito ai risultati ottenutisi e proceduto alla
caratterizzazione dei due loci di suscettibilita all’autismo. In particolar modo il nostro
gruppo all’interno del consorzio IMGSAC si e occupato del locus al cromosoma 2q.
Benché 1 risultati di linkage abbiano dato buoni risultati, I’identificazione dei geni
responsabili della malattia non risulta affatto semplice poiché le due regioni di
linkage risultano essere molto ampie (~40 Mb ciascuna), ed ognuna contiene un
numero elevato di geni: 190 geni per la regione di linkage al cromosoma 2q e 270

geni per la regione al cromosoma 7q. Infatti, la difficolta che si incontra negli studi di
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linkage per malattie multifattoriali & che la localizzazione dei risultati per loci ad
effetto moderato non & precisa ed il locus reale ¢ all’interno di un’ampia regione
genomica. Per la caratterizzazione del locus AUTS1 e AUTSS sono stati utilizzati
due principali approcci:

1. Analisi di mutazioni nelle regioni codificanti, regolatorie e promotrici di geni

che rappresentano dei buoni geni candidati per 1’autismo.

2. Genotyping di SNPs allo scopo di effettuare LD mapping in geni candidati ed

identificare per via indiretta varianti di rischio per I’autismo.

L’analisi condotta dal consorzio IMGSAC di numerosi geni candidati sulle due
regioni di linkage non ha portato all’idenficazione di nessuna mutazione chiaramente

coinvolta nel disturbo autistico.

6.2 Genotyping su larga scala di SNPs tramite il sistema Illumina

Sulla base di questi presupposti il nostro gruppo di ricerca ha intrapreso un approccio
sistematico che consiste in uno studio di SNPs ad alta densita all’interno della regione
cromosomica 2q e 79, allo scopo di effettuare studi di LD mapping e identificare per
via indiretta varianti di rischio per I’autismo. Questo approccio ¢ stato reso possibile
dalla recente disponibilita di risorse pubbliche quale 1’International Haplotype
Mapping Consortium (HapMap), che sta caratterizzando i pattern piu comuni di
varianti di sequenza presenti nel genoma umano, e dalle nuove tecnologie che
permettono una tipizzazione rapida ed efficiente di SNPs su larga scala. Inoltre,
sfruttando la grande quantita di dati relativi all’analisi di SNPs ¢ possibile mappare a
livello genomico, su larga scala e a basso costo, la nuova fonte di variabilita
rappresentata dalle CNVs.

Per ottimizzare la selezione degli SNPs, ¢ stata effettuata un’approfondita analisi
bioinformatica utilizzando i dati disponibili in HapMap per valutare il profilo di LD e

la struttura a blocchi di aplotipi nella regione di interesse.
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Abbiamo utilizzato due stage di tipizzazione dei marcatori basati sulla fase | (rel 13)
e fase Il (rel 22) di HapMap.

In totale, tra le due fasi sono stati tipizzati 3002 SNPs per ciascun cromosoma.
Mediante questo approccio abbiamo analizzato 173 geni per il cromosoma 2 e 270
geni per il cromosoma 7. Il campione di pazienti autistici utilizzato per il nostro
esperimento e stato di 126 famiglie multiplex per il cromosoma 2, e 127 famiglie
multiplex per il cromosoma 7, scelte tra le 293 famiglie multiplex del nostro
consorzio, in base alle famiglie che contribuivano maggiormente al picco di linkage
sul cromosoma 2 e 7 rispettivamente. Solo uno dei due pazienti affetti per famiglia e
stato utilizzato per il genotyping dei marcatori selezionati. Il campione controllo
utilizzato e costituito da 188 individui donatori anonimi appartenente alla collezione
ECACC (European Collection of Cell Culture).

Il sistema utilizzato per la tipizzazione degli SNPs é quello della tecnologia Illumina
(GoldenGate® assay) (Cap. 8 § 8.12)

Una schematizzazione dei marcatori ed individui utilizzati nel presente studio é

presente in tabella 4.

Cromosoma 2q | Cromosoma 7q
SNPs 2.860 2.808
Individui affetti 126 127
genitori 245 244
controlli 188 188
Tot. individui 559 559

Tabella 4: sono schematizzati il numero finale di SNPs ed individui utilizzati nello studio di
associazione e per 1’analisi di CNVs. Sono stati eliminati tutti i marcatori: con una MAF (Minor
Allele Frequence) < 0.05, con piu di un errore mendeliano, un tasso di genotyping minore del 90%,
problemi nella formazione dei clusters di genotipi, marcatori che nei controlli non rispettano
I’equilibrio di Hardy-Weinberg (p<0.001).
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6.3 Studi di associazione ad alta densita dei loci AUTS1 e AUTS5

Gli studi di associazione sono stati condotti per ciascun cromosoma effettuando
un’analisi di tipo caso/controllo ¢ TDT per ciascun marcatore e aplotipo di tutti gli
SNPs tipizzati nella fase | e fase Il. | risultati per gli studi di associazione condotti sul

cromosoma 2q sono rappresentati in figura 23.
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Figura 23: Studio di associazione caso/controllo e TDT per il locus al cromosoma 2q. In ordinata i

valori di p-value in funzione del —log10; in ascissa le posizioni cromosomiche. | punti in azzurro

indicano i valori di p-value ottenuti per i marcatori singoli, mentre i punti in rosso indicano i valori i

p-value per I’analisi condotta per aplotipi.A) Studi di associazione di tipo caso/controllo. B) Studi di

associazione di tipo TDT.
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Nel locus al cromosoma 2q 1 risultati per quanto riguarda 1’analisi di tipo
caso/controllo mostrano i valori piu significativi per 3 SNPs nel gene NOSTRIN
(rs7583629, P=3.2 x 10™; rs829957, P=9.0 x 10 rs482435, P=1.4 x 10™), seguiti dal
marcatore rs1020626 (P=3.8 x 10™) nel gene FAM130A2. Per quanto riguarda lo
studio di associazione di tipo TDT, i risultati piu significativi appartengono al gene
ZNF533 (rs11885327, P=8.0 x 10 rs1964081, P=1.4 x 10°), ed al gene UPP2
(rs6709528, P=8.0 x 10™).

Gli stessi test di associazione sono stati condotti sui marcatori del locus AUTS1 al

cromosoma 7 ed i risultati sono schematizzati in figura 24.
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A) Cromosoma 7 caso/controllo
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Figura 24: Studio di associazione caso/controllo e TDT per il locus al cromosoma 7g. In ordinata i
valori di p-value in funzione del —log10; in ascissa le posizioni cromosomiche. | punti in azzurro
indicano i valori di p-value ottenuti per i marcatori singoli, mentre i punti in rosso indicano i valori
di p-value per I’analisi condotta per aplotipi.A) Studi di associazione di tipo caso/controllo. B) Studi
di associazione di tipo TDT.
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Nel locus al cromosoma 7q 1 risultati piu significativi per quanto riguarda I’analisi
caso/controllo risultano essere due marcatori nel gene IMMP2L (rs12537269, P=1.2
x 10 rs1528039, P=6.3 x 10™) ed uno a monte del gene SMO (rs6962740, P=3.4 x
10™"). Mentre per lanalisi condotta mediante TDT i risultati pit significativi
coinvolgono il gene PLXNA4 (PLXNA4; rs4731863, P=1.0 x 10™) ed il gene CUX1
(rs875659, P=2.0 x 10™).

6.4 Studio di replicazione in campioni di famiglie indipendenti e meta-analisi

Lo studio di replicazione é stato condotto selezionando 28 SNPs piu significativi di
ciascun cromosoma su un campione di famigle indipendenti costituito per lo piu da
famiglie singletons appartenenti al consorzio IMGSAC (IMGSAC-R) ed ad una
collezione olandese (ND); la descrizione del campione di replicazione segue in
tabella 5.

IMGSAC-R ND
PPC (Trios) 213 82
PC 47 14

C 34 -

Tabella 5: descrizione del campione utilizzato per la replicazione costituito da due campioni di
famglie indipendenti: IMGSAC-R ed ND (Northern Dutch). PPC, indica il numero di famiglie
singletons costituite dai due genitori e figlio affetto; PC, indica il numero di famiglie costituito da

un solo genitore ed il figlio affetto; C, indica il numero dei soli casi affetti.

Il risultato piu significativo nel campione di replicazione si € ottenuto per il marcatore
rs2217262 nel gene DOCK4 (P=9.2 x 10 per il TDT. Il risultato rimane
significativo anche in seguito alla correzione di Bonferroni per test multipli. Il resto
degli SNPs non mostra alcun tipo di associazione nel campione di replicazione dopo

la correzione per test multipli.
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Tutti 1 genotipi dei 56 marcatori del campione primario e del campione di
replicazione sono stati utilizzati per effettuare un’analisi complessiva con un numero
totale di 515 famiglie con autismo. Nel locus AUTS1il marcatore rs2217262, nel
gene DOCK4, rimane il risultato piu significativo nel caso dello studio di
associazione per TDT. Mentre per il caso/controllo in un campione totale di 420 casi
e 368 casi, il risultato piu significativo € ottenuto per il marcatore rs12537269 nel
gene IMMP2L. Per quanto riguarda il cromosoma 2, il risultato piu significativo si
ottiene nel gene ZNF533 per il marcatore rs7590028 nel caso/controllo. 1 risultati piu

significativi sono schematizzati in tabella 6.

ALL SAMPLES COMBINED IMGSAC SAMPLES COMBINED
(IMGSAC primary, IMGSAC-R, ND) | (IMGSAC primary, IMGSAC-R)
515 affected individuals 420 cases, 368 controls
Family-based analysis Case-control analysis
Chr SNP Gene location ARIII:II:E (C;—gslﬁfeq) OR (C.1.) (C:J:I:Ifeq) OR (C.L.)
2 rs57590028  ZNF533 intronic T 0,3227 6,56E-04 1,41
{0.52,0.50) (0.54,0.45) (1.16-1.72)
7 rs2030781 IMMP2L intronic C 0,08613 4,63E-04 1,53
{(0.25,0.22) (0.27,0.19) (1.20-1.95)
7 r512537269 IMMPZL intronic A 0,01047 7,26E-05 1,62
(0.27,0.22) (0.27,0.19) (1.27-2.08)
7 rs2217262 DOCK4 intronic A 5,23E-05 2,37 1,75E-03 2,08
{0.96,0.92) {1.53-3.68) (0.96,0.92) (1.31-3.32)
7 r541620 3 of TSPANIZ A 0,08796 8,14E-04 1,48
(0.77,0.74) (0.78,0.71) (1.18-1.86)
7 rs538558 3' of FEZFI A 0,4688 5,77E-04 1,45
{(0.36,0.34) (0.37,0.28) (1.17-1.80)
7 1511978485 3'of SLCI3AI G 0,04972 2,89E-04 1,59
{0.82,0.79) (0.84,0.76) (1.24-2.04)

Tabella 6: Sono elencati i 7 marcatori che mostrano i risultati piu significativi per gli studi di meta-
analisi utilizzando il campione primario ed il campione di replicazione nel caso del test TDT e
caso/controllo. In rosso il marcatore che mostra il valore piu elevato di p-value, in azzurro i

marcatori con p-value significativi dopo la correzione per test multipli.
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6.5 Geni candidati per il disturbo autistico per i loci AUTS1 e AUTS5

| risultati piu signifcativi dello studio di associazione condotto per la regione di
linkage nel cromosoma 2 e 7 mostrano evidenza di un possibile ruolo del gene
ZNF533, DOCK4 ed IMMP2L.

Il gene ZNF533 copre un intervallo di circa 400 kb e mappa nella regione 2q31.2-
q31.3, ’organizzazione genomica dell’isoforma principale & mostrata in figura 23. I
prodotto proteico codificato dall’isoforma piu lunga ¢ costituito da 471 a.a., contiene
4 motivi zinc finger (figura 25) e la localizzazione e potenzialmente nucleare, ma non
vi sono dati sperimentali su questo né sulla sua funzione. L’analisi bioinformatica dei

domini suggerisce un ruolo nella regolazione della trascrizione.
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Figura 25: A sinistra ¢ schematizzato 1’organizzazione genomica dell’isoforma principale del gene

znf533, a destra la descrizione dei domini presenti nel gene in seguito ad analisi bioinformatica

Sono indicate un numero elevato di isoforme alternative del gene (figura 26).

L’espressione della principale isoforma avviene per lo piu nei tessuti nervosi.
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Figura 26: schematizzazione delle principali forme alternative del gene znf533 indicate nel genome
browser (build 36.1)

| risultati piu signifcativi dello studio di associazione nella regione di linkage al

cromosoma 7, nel campione primario e di replicazione, mostrano un possibile
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coinvolgimento dei due geni adiacenti DOCK4 e IMMP2L (7931.1), come
evidenziato in figura 27, da cui é possibile notare la presenza di un ulteriore gene,
LRRN3, nell’introne 3 di IMMP2L.
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Figura 27: organizzazione genomica della regione 7g31.1 in corrispondenza dei geni candidati
IMMP2L, LRRN3 e DOCK4

Il gene DOCKA4, costituito da 52 esoni, codifica per una GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) in grado di attivare una Rac GTPase. Questo gene e coinvolto nella
carcinogenesi quando é mutato (Yajnik, 2003), ma ultimamente alcuni studi hanno
evidenziato il suo coinvolgimento anche a livello del SNC, in cui ha un’elevata
espressione a livello dell’ippocampo e sarebbe responsabile della corretta formazione
delle spine dendritiche (Ueda S, 2008).

Il gene IMMP2L, codifica per una delle due subunita catalitiche del complesso IMP
(mithocondrial inner membrane peptide). Nell’introne 3 di IMMP2L mappa un
interessante gene, LRRN3, che codifica per una proteina contenente domini leucine

rich repeats altamente espresso nel cervello fetale.

6.6 Analisi di varianti strutturali nei loci AUTS1 e AUTS5

Gli arrays di SNPs come quello utilizzato nel nostro esperimento, possono essere
utilizzati oltre che per condurre studi di associazione anche per identificare varianti
strutturali. I dati dell’array della fase I e della fase II sono stati combinati per ottenere
una sufficiente densita di SNPs in grado di poter condurre un’analisi di varianti
strutturali utilizzando il programma QuantiSNP. Il software € in grado di inferire le
potenziali varianti strutturali, siano esse delezioni o duplicazioni, analizzando la

fluorescenza di marcatori contigui utilizzati nel genotyping e tenendo conto di due
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parametri: 1) B-allele-frequency: rappresenta il rapporto del segnale di fluorescenza

di una sonda allelica rispetto all’altra.

2) Log R ratio: rappresenta I’intensita del segnale di fluorescenza combinata che

deriva da entrambe le sonde.

La maggior parte delle varianti strutturali incontrate nel cromosoma 2q e 7q sono ben

rappresentate nel database di varianti genomiche o unicamente presenti nel nostro

campione nei controlli o solo in un genitore. Il risultato piu interessante di questo

studio e la presenza di una duplicazione di circa 800 kb nella regione tra i due geni
IMMP2L-DOCK4, trasmessa dal padre al figlio affetto (figura 28). Il dato é di

particolare interesse se si considera che i due geni coinvolti hanno dato i migliori

risultati negli studi di associazione condotti per la regione 7q.
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Figura 28: Sono indicati i due arrays in cui € possibile apprezzare la duplicazione della regione

IMMP2L-DOCKA4 nella famiglia 148.

seguito all’analisi per “Log R Ratio” e “B allele frequency” con il software QuantiSNP.

In rosso i marcatori coinvolti nella variante strutturale in
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L’autismo ¢ un grave disturbo neuropsichiatrico che si manifesta durante I’infanzia e
I cui sintomi permangono per tutta la vita del paziente. Gli studi epidemiologici
hanno indicato la presenza di una forte componente genetica alla base di questo grave
disturbo. L’identificazione delle basi genetiche dell’autismo rappresenta un obiettivo
di primaria importanza per lo sviluppo di approcci diagnostici e terapeutici. Lo scopo
di questo lavoro mira ad identificare 1 geni di suscettibilita all’autismo mediante
differenti approcci quali: studi di linkage, studi di associazione, analisi di mutazioni
ed analisi di varianti strutturali. Questi approcci sono stati utilizzati con ’obiettivo di
identificare geni di suscettibilita all’autismo ed in modo particolare nel contesto di tre
progetti:

1) Analisi del profilo di inattivazione del cromosoma X allo scopo di individuare geni
X-linked coinvolti nella suscettibilita all’autismo.

2) Studio di replicazione riguardante la possibile associazione di varianti genetiche
nel gene ASMT

3) Caratterizzazione di geni candidati per 1 loci di suscettibilita all’autismo AUTSI1 e
AUTSS.

1) Analisi di inattivazione del cromosoma X

L’ipotesi di un contributo da parte di geni sul cromosoma X nell’insorgenza
dell’autismo ¢ suggerita da diversi fattori: un maggior numero di maschi affetti
rispetto a femmine affette (4:1); I’identificazione di mutazioni rare in geni X-linked
in pazienti autistici; una debole evidenza di linkage riscontrata in 3 genome scans
(Liu et al., 2001; Auranen et al., 2002; Yonan et al., 2003). Mutazioni X-linked
coinvolte in forme di ritardo mentale portano in madri portatrici asintomatiche
all’inattivazione in maniera preferenziale del cromosoma X mutato. Per verificare
I’ipotesi del coinvolgimento di geni legati al cromosoma X nell’ autimo, abbiamo
analizzato il profilo di inattivazione del cromosoma X (XCI) in un campione di 621
madri di pazienti autistici ed un campione di 182 pazienti autistiche, confrontandolo

con quello di due gruppi di controllo correlati per eta: 162 donne e 47 ragazze.
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Finora I’ unico studio condotto in questo senso, ha evidenziato una maggior
frequenza del XCI sbilanciata (X-skewing) in madri di individui autistici bencheé il
campione utilizzato fosse ridotto (Talebizadeh et al., 2005).

L’obiettivo di questo studio ¢ considerare 1’ipotesi di coinvolgimento del cromosoma
X nell’autismo verificando se vi € una differenza significativa del profilo di
Inattivazione tra il campione di casi e controllo; tale differenza potrebbe indicare la
presenza di mutazioni X-linked. Questo approccio sara inoltre utile per caratterizzare
geni candidati per 1’autismo considerando esclusivamente le famiglie X-skewing che

avranno una probabilita piu di alta di avere mutazioni in questo cromosoma.

2)Studio di replicazione del gene ASMT

Nella regione pseudo-autosomica del cromosoma X ed Y (Xp22.3 0 Yp11.3) mappa
il gene ASMT, un interessante candidato funzionale per 1’autismo coinvolto nella
sintesi della melatonina. Ultimamente il consorzio per 1’autismo PARIS ha
evidenziato un possibile ruolo di questo gene nell’eziologia dell’autismo, in particolar
modo associato a caratteristiche fenotipiche quali disturbi del sonno e ritmi circadani
alterati. Lo scopo del lavoro di replicazione, effettuato mediante uno studio di
associazione di varianti nel promotore ed analisi di mutazione in un vasto campione

europeo di individui affetti, mira a definire il ruolo di questo gene nell’autismo.

3) Caratterizzazione dei loci AUTS1 e AUTS5

Le regioni 20924-33 e 7¢921-32, definite rispettivamente come AUTS5 ed AUTS1
risultano le regioni piu frequentemente replicate dagli studi di linkage per 1’autismo
(MGSAC, 1998; IMGSAC, 2001; Lamb et al., 2005; Shao et al., 2002; Buxbaum et
al., 2001, Auranen et al.,2002). In queste due regioni, il consorzio IMGSAC a cui
appartiene il mio laboratrio ha ottenuto i valori di linkage piu consistenti, ed ha
condotto recentemente una tipizzazione a larga scala di 6004 SNPs in 126 famiglie
per il locus AUTS5S e 127 famiglie per il locus AUTSL. | genotipi sono stati utilizzati
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per poter condurre ampi studi di associazione di tipo caso controllo e TDT. Inoltre
sono stati utilizzati i dati dell’array ILLUMINA per poter ottenere una fitta copertura
di marcatori contigui per condurre un’analisi di varianti strutturali. Lo scopo di
questo lavoro & quindi caratterizzare i miglior geni candidati di ciascun locus e
verificare:

1) L’espressione del gene candidato in tessuti cerebrali e caratterizzare le isoforme

alternative nel caso non vi siano dati disponibili.

2) Effettuare uno screening di mutazione nelle regioni esoniche e nelle regioni

regolatorie per individuare varianti con un potenziale ruolo eziologico per I’autismo.

3) Nel caso in cui sono state individuate varianti strutturali che coinvolgono geni di
interesse e segregano con il fenotipo autistico, verificare la frequenza delle stesse in

un pit ampio campione di casi e di controlli.
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8.1 Campioni di DNA

| campioni di DNA genomico utilizzati in questo studio provengono dalla collezione
di famiglie multiplex e singletons del Consorzio IMGSAC, di cui il nostro laboratorio
fa parte. I criteri applicati per la diagnosi dell’autismo ¢ per la raccolta delle famiglie,
e le metodologie utilizzate per la preparazione dei campioni, sono stati
precedentemente descritti (IMGSAC, 1998; 2001). Il DNA genomico dei pazienti &
stato estratto da sangue o da saliva secondo le condizioni descritte in Maestrini et al.
(1999).

Inoltre, nel corso di questi tre anni sono state raccolte, grazie ad una collaborazione
del nostro laboratorio di Bologna con il Dott. Agatino Battaglia dell’Istituto Stella
Maris di Pisa, circa 100 nuove famiglie singleton italiane che contribuiscono
all’intera collezione IMGSAC.

Il DNA genomico degli individui appartenenti alle famiglie singleton italiane e stato
estratto utilizzando il kit QIAGEN MAXI (8 8.2)

Come popolazione di controllo sono stati utilizzati i DNA di individui caucasici di
sesso misto appartenenti alla collezione ECACC (SIGMA) o una collezione di
individui anonimi di orgine italiana.

Gli stock di DNA sono dapprima diluiti ad una concentrazione finale di 80ng/ul in
TE 1X e conservati a -20°C. Per effettuare le reazioni di amplificazione tramite PCR,
si opera una ulteriore diluizione dei campioni in TE 0.1X, ottenendo una
concentrazione finale di 8 ng/ul. I campioni cosi diluiti possono essere conservati a

4°C per alcuni mesi.

8.2. Estrazione del DNA da sangue intero con kit Qiagen MAXI (per 5 ml di
sangue)
Il sangue, fresco o scongelato, € versato con attenzione in un tubo da 50 ml

contenente 500 ml di Proteasi Qiagen, e lisato con 6 ml di buffer di lisi (AL).
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| campioni sono agitati e vortexati 3 volte per 5 secondi, quindi incubati per almeno
10> a 70°C. Dopo raffreddamento a temperatura ambiente si aggiungono 5 ml di
etanolo assoluto, si vortexano i campioni tre volte per 5 secondi, e il lisato e versato
nel tubo contenente la colonna Qiamp. Dopo aver centrifugato per 3° a 3000 rpm
(1850 g), si butta via il filtrato e si aggiungono 5 ml di buffer di lavaggio (AW1) e si
centrifuga per 20’ a 4500 rpm. Senza buttare via il filtrato, si aggiungono 5 ml di
buffer di lavaggio (AW?2), si centrifuga 20’ a 4500 rpm, si sposta la colonna in un
tubo da 50 ml pulito e si aggiungono successivamente 600 ul di buffer di eluizione
(AE). Si lascia avvenire I’eluizione per 10’ a temperatura ambiente,

quindi si centrifuga 5> a 4500 rpm e si aggiungono altri 600 pl di buffer di eluizione
(AE), ripetendo il procedimento precedente una seconda volta. Il DNA eluito viene
quindi messo in un tubo sterile da 1.5 ml, e quantificato allo spettrofotometro, con
determinazione dell’assorbanza a 260 nm. L’integrita del DNA genomico ¢ verificata

tramite elettroforesi su gel di agarosio.

8.3. Disegno dei primers
| primers per le reazioni di amplificazione sono stati disegnati utilizzando il

programma Primer 3 (http://www-genome.wi.edu/cgi - bin / primer /primer3

_www.cgi). Per lo screening di mutazioni, i primers sono stati disegnati in modo da
coprire gli esoni e parte delle regioni introniche adiacenti, e almeno 300-400 bp del

promotore.

8.4. Amplificazione tramite Polimerasi Chain Reaction (PCR)

Le reazioni di amplificazione sono effettuate in un volume finale variabile da 10 a 50
ul. Per ogni reazione tramite PCR e preparato un controllo negativo senza il DNA,
per identificare eventuali contaminazioni. La composizione finale di una miscela di

reazione standard é la seguente:
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40 ng di DNA genomico in TE 0.1X (24 ng nelle reazioni in Vf= 10 pl, ; 40 ng nelle
reazioni

in V= 15ul)

1X buffer per Amplitag Gold DNA polimerasi (senza MgCl2)

2-3 mM di MgClI2

0.3 uM di primer Forward

0.3 uM di primer Reverse

0.2 mM di dNTPs

0.02 U/ul di AmpliTaq Gold DNA polimerasi (Applied Biosystems)

H20 a volume

Per la PCR vengono utilizzati apparecchi a 96 posti della MJ Research e dell’ Applied
Biosystems. In generale si effettua un primo step di 15 minuti a 95°C per
I’attivazione dell’enzima AmpliTaq Gold, e per I’ amplificazione si utilizza un
protocollo definito touchdown: in questo tipo di protocollo lo step di annealing é
dapprima impostato ad una temperatura piu alta rispetto a quella calcolata sui primers
utilizzati (Tm1), che viene diminuita di 0.5°C ad ogni successivo ciclo: in questo
modo si conferisce una maggiore specificita iniziale alla reazione. Dopo 14 cicli si
arriva alla temperatura di annealing (Tm2), che viene mantenuta costante per altri 25-
30 cicli. Lo schema utilizzato per il protocollo di amplificazione touch-down e il
seguente :

Pre-PCR step: 15° a 95°C

PCR 14 cicli:

95°C 30 secondi 0 1 minuto

Tm 1 30 secondi con calo di 0.5°C ad ogni ciclo

72°C 30 secondi 0 1 minuto

PCR 25-30 cicli:

95°C 30 secondi 0 1 minuto
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Tm 2 30 secondi 0 1 minuto

72°C 30 secondi 0 1 minuto

L’amplificazione di regioni molto ricche in G-C, nelle quali le due coppie di basi
sono tenute

insieme da tre legami idrogeno, puo risultare piu difficoltosa; in tal caso la reazione e
condotta con 1’aggiunta di 0.1 mM finale di 7-deaza-2’-deoxiguanosina-5’-trifosfato
(Deaza GTP) e/o 5% di DMSO. Questi reagenti aiutano la reazione della polimerasi
prevenendo la formazione di strutture secondarie del DNA e facilitandone la
denaturazione.

Al termine della reazione I’amplificazione ¢ verificata tramite elettroforesi su gel di
agarosio. Tutte le coppie di primers e le condizioni di amplificazione utilizzate in

guesto studio sono riportate in Tabella 7 (a-d)
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Frammento esonico Forward Reverse Condizione di amplificazione
ZNF533_promoter TCTAGGCTTTGGGACCTCTG CCCCTGAACTGTCCAACTCT Herculase, deAza, 5% DMSO,TD 61-54+ 32 cicli
ZNF533_EXla AGTAAACCGTCACAGCTTCG GACAAAGTGCAAACTCTACCG (21n;:|3/lo I:/Iéj de Aza, 5% DMSO,TD 63-56+ 32 cicli
ZNF533_EX1b CCCTTTCGAATCTTCCCTTA GCATACACCTGGGCATATACAA (21n;:|3/lol\’/l1g?TD 60-53+ 32 cicli (1°,30”,1’)
ZNF533_EXlc GGGTAGCTGGGCAACTTTTA TTCGAGAGGTGACAAACAGC 2mM Mg, TD 63-56+32 cicli (1.30°,30”,1.30’)
ZNF533_EX1.1 TCCTTCTTGTGGTTTGCTTG TGCTCTTCAGCTTTGCTCCT 2mM Mg, TD 60-53+ 32 cicli (1°,30”,1)
ZNF533 EX1.2 TTCTCATTGATTTTTGTCTGAAAGA | TGGAAAAACAACATGTCACACC 2mM Mg, TD 62-55+ 30 cicli (1°,30”,1’)
ZNF533_E 2.3 AGCTGCAACCTCATCTTTCA AAAGCTGTCTATGGATTGAGAAAA | 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,307,1’)
ZNF533_EX 2 GCAAGTTGCAGCTCAACAGA CACAACTGAGCAGCATAACCA 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,307,1’)
ZNF533_EX 3 CTGTTATTTGCTCACACTGTTGTC | TGGGCTACCAATAGGAGTGG 2.5mM Mg, TD 59-51+30 cicli (1’,307,1’)
ZNF533 EX 4 TTTCATGAAGTGCCAAAAACA TCCTTCCCGTGAAGAAAACA 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,30”,1°)
ZNF533 EX5 TGCTGCAATAAAAACTTCACA AGAGAAGCATGGAACAAACCT 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,30”,1")
ZNF533 EX 6 GCCTGCAGGTAAACTTCTCAA TGTGAGCACAGTAAAAACCATTC | 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,30”,1°)
ZNF533_EX 7 CCTAGAGTTGGCAATGGAGAAA AGACTCTATGCCCTCCTTGC 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,307,1’)
ZNF533_EX 8 CTGAAACCAGCATTGTGAAAA CTGCATTTTGTGGGTGAATG 2.5mM Mg, TD 65-58+30 cicli (1’,307,1’)
trascritti alternativi
Frag. 1 GAGCGTGAGCAACAGCTTC TCGTTGCGTCTAGTGCTTTG 2.5mM Mg,TD 63-56+32 cicli (1’,307,1.30)
Frag. 2 CCAGGATGTGGAGTGGACTT “ “
Frag. 3 AGTGCTCAAATGCAGACGTG “ “
Frag. 4 ACAGGGATGGATTTGAGACG “ “

Tabella 7a: Set di primers e relative condizioni di amplificazione utilizzate per il gene Znf533: sono presenti i primers utilizzati per amplificare le

regioni esoniche ed i primer utilizzati per lo studio dei trascritti alternativi.
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Frammento esonico Forward Reverse Condizione di amplificazione
ASMT exla TGGTGTTCCTCGCTGAGTCG TGCGCACACTCCCAGGTG 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT exlb ACCTGCTCAATCCATAAGACG CAATGGAACGTGAGTGTGATG 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex2 GCCATGGTATGGGGTGTTTC GGCTGCAGAGGGTGTCTATG 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex3 ATCACGATGTTGTCGAGCTG GCGGTAGTCCTGAGACTTGG no condition
2mM Mg, TD 64-57 + 32 cicli (1', 30", 1'e20", Fast TAQ+GCrich
ASMT _ex3Falt AAGTACATGGGCAGGACCAG buffer)
ASMT x3bis TGAAATCACGATGTTGTCGAGCTG | CCACCTCACGGCGTCTGC 2.5mM Mg, TD68-61+32 (1'-30"-1")
ASMT ex4 CTGGGCTACAGAGCTGAAATG TAAATGGCAGCTTCCTCCTG 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex5 CTGTGGGGTATAGCTCCGTTC CGCACATGTCAAAGCATCAG 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex6 AGCTTGCAGTGAGCGGAAATC GCACCCATCGACTCGTCATTT 1.8mM Mg, TD 67-60 + 32 cicli (1',30",1')
ASMT ex7 GGAAGGACCCAAGTTCCTG CGGGAGTGAGAGGAAAACC 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex8 GCAGGTGACTAGCCTGGAAG CTGTGGGATGATTTCAGTGC 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
ASMT ex9 TCCTCTGAGGTCTGGCTGTC GTCCACAGAAGCCTCCAGTC 2mM Mg, TD 61-54 + 32 cicli (1',30",1")
Tabella 7b: set di primers e relative condizioni di amplificazione utilizzate per il gene ASMT
Frammento esonico Forward Reverse Condizione di amplificazione
NLGN3-X1 tggcacaaaaggagttaatgg agtggaggagcctgggatt 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",1')
NLGN3-X2 ctgggcatgtgaaacctctc catgcaagccacaaacacag 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",2")
NLGN3-X2 primers sequenza caccctgtggttcctcagtt tcactgggcagtggtacteg
NLGN3-X2-exon alternat agagcagctcagctcttgg tgggctacttggaggaagg 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",1')
NLGN3-X3 ctgcagtcatgctgtttttga ggaacagaaacacaccaacg 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",1")
NLGN3-X4 cacctgggatagctttgctg gcaccagctagagaagcaag 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",1")
NLGN3-X5 tattcccacctcecctgttg aagagagctggccgattce 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",1')
NLGN3-X6 cagcctcagtgacaaaggaa ggaagggatatgatggaagagg 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",2") + 5% DMSO
NLGN3-X6 primers sequenza gaccctgaggatggtgtcte tctcagggttgtcacggtet
NLGN3-X7 aggtttggctgtcagaggaa tgcatgtgttcctggatctg 2.5mM Mg, TD 65-58 + 30 cicli (1',30",2")
NLGN3-X7 primers sequenza catctcacctgcctacagea

Tabella 7c: set di primers e relative condizioni di amplificazione utilizzate per il gene NLGN3
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Frammento esonico Forward Reverse Condizione di amplificazione

mecp2-x1 cggccatcacagccaatg cgccagcecgtgtegtc 2mM Mg +5% DMSO + deAZA GTP (1'-30"-1") 120 ng DNA in 50 v.f.
mecp2-x2 taggtaagctgggaaatagcec acagatggccaaaccagga 2.5 mM Mg (30"-30"-1') 40ng DNA in 30 v.f.

mecp2-x3 aagcctgectetgcetcact ccctgggcacatacattttc 2.5 mM Mg (30"-30"-1') 40ng DNA in 30 v.f.

mecp2-x4a cgctctgcectatctetga TTCTTGGGAATGGCCTGA 2.5 mM Mg (1'-30"-1') 40ng DNA in 30 v.f.

mecp2-x4aF alt |ctgccctatctctgacattge

mecp2-x4b cgtccttgegTGCCTTT ctttggggactctgagtggt 2.5 mM Mg (30"-30"-1') 40ng DNA in 30 v.f.

mecp2-x4c ggaaaggactgaagacctgtaag ccctecccteggtgtttg 2.5 mM Mg +5%DMSO + deAZA GTP (1'-30"-1') 64 ng DNA in 50 v.f.
mecp2-x4d ggagaagatgcccagaggag tccccaatgcetccaactact 2.5 mM Mg (30"-30"-1') 40ng DNA in 30 v.f.

Tabella 7d: set di primers e relative condizioni di amplificazione utilizzate per il gene Mecp2
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8.5 Elettroforesi su gel di agarosio

Per la preparazione del gel si scioglie la quantita necessaria di agarosio in un volume
di tampone TBE 1X che va dai 40 ml ai 400 ml a seconda delle dimensioni e dello
spessore desiderato del gel. Dopo essere stato portato ad ebollizione il gel viene
raffreddato a 60°C circa, successivamente si aggiungono 5 pg/ml di Red Gel. Il gel
viene versato su di un supporto orizzontale e polimerizzato per 30 minuti.

Si trasferisce poi il supporto in un apparato per elettroforesi orizzontale, contenente il
tampone di corsa (TBE 1X). Per il caricamento si aggiunge ai campioni il loading
buffer per DNA (1X finale). La corsa e effettuata a 5 volts/cm per il tempo
necessario. Al termine della corsa elettroforetica il DNA viene visualizzato su un
transilluminatore a luce UV e fotografato. La percentuale di agarosio utilizzata varia

dallo 0.8% al 2.5%, in funzione della grandezza dei frammenti da analizzare.

8.6 Humara Assay

Questo saggio permette di distinguere il cromosoma X attivo da quello inattivo e di
calcolare il pattern di XCI. Si basa sulla presenza di una tripletta ripetura (CAG) a
livello dell’esone 1 del gene AR, caratterizzata da un’elevata eterozigosita (~90%)
nella popolazione.

Il saggio consiste nella digestione differenziale del DNA genomico con I’enzima
Rsal, in presenza e in assenza dell’enzima sensibile alla metilazione Hpall. Hpall
presenta un sito di taglio nell’esone 1 di AR, in prossimita della Short Tandem Repeat
(STR), e taglia il DNA solo se questo non e metilato a livello dei residui di citosina,
che sono metilati sull’Xi. Rsal € un enzima indipendente dalla metilazione, che taglia
entrambi i cromosomi X e viene utilizzato per ricreare condizioni analoghe di
digestione per i campioni in esame.

Brevemente, 50ng di DNA genomico sono stati digeriti con 0.25U Rsal + 0.7U
Hpall, e con 0.25U Rsal soltanto, a 37°C per 18 ore in un volume finale di 10ul. Sul

del DNA digerito sono stati amplificati in condizioni standard in un volume finale di
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20ul, con il seguente programma: 15 a 95°C, 30 cicli 1’ a 95°C.30” a 60°C-1" a
72°C, 5’ a 72°C.

| primers utilizzati per I’amplificazione sono:

For: 5>-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3’ marcato con 6-FAM

Rev: 5’- GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3’

I prodotti di PRC sono stati corsi su un sequenziatore automatico ABI3730 e 1’altezza
dei picchi é stata misurata con il software Peak Scanner (Applied Biosystems).

L°XCI ¢ stata calcolata per gli individui eterozigoti informativi come rapporto tra
’altezza dei picchi dei due alleli ottenuti per gli individui eterozigoti dopo digestione
con Hpall+ Rsal, corretta per il rapporto tra 1’altezza dei picchi dei due alleli ottenuta
nel campione digerito con il solo Rsal, in modo da eliminare I’effetto dovuto
all’amplificazione preferenziale degli alleli dovuto alle diverse dimensioni dei
frammenti (Amos-Landgraf et al., 2006).

Gli esperimenti sono stati condotti su piastre a 96 pozzetti, in duplicato, in presenza
di un campione con XCI 95:5 e di un campione di sesso maschile, come controlli

interni.

8.7 Reazione di sequenziamento ed analisi delle sequenze

Per le reazioni di sequenza é stato utilizzato il kit ABl PRISM Big Dye Terminator
Cycle Sequencing (V2.1 Applied Biosystems) e i primers specifici di ciascun
frammento. | prodotti di amplificazione sono stati purificati usando il sistema di
filtrazione Multiscreen PCR della Millipore, seguendo le indicazioni della ditta
fornitrice. Le reazioni di sequenza sono state effettuate in un volume finale di 10ul,
secondo il protocollo fornito dalla ditta, e purificate mediante precipitazione con 1/10
di Na-acetato 3M pH5.2 e 2.5V di etanolo assoluto.

Le reazioni di sequenza sono state corse su un sequenziatore ABI PRISM 3730
(Applied Biosystem). Per ’analisi e la lettura dei file di sequenza sono stati utilizzati

I programmi Sequence Navigator (Applied Biosystems) e Vector NTI (Invitrogen).

96



8.8 Analisi di Linkage

Per I’analisi di linkage del cromosoma X sono stati utilizzati i dati genotipici generati
per le famiglie multiplex dellIMGSAC dall’Autism Genome Project (AGP)
utilizzando I’array di SNPs Affimetrix 10K v2 (Autism Genome Project consortium
et al., 2007). L’analisi di linkage non parametrica & stata svolta utilizzando la
statistica NPL “all” del programma Merlin (Abecasis et al., 2002). La significativita
empirica € stata determinata attraverso 1000 simulazioni dei genotipi del cromosoma
X.

8.9 Analisi di associazione: caso/controllo

Lo studio di associazione caso/controllo del promotore del gene ASMT e stato
realizzato utilizzando il software Haploview (v4) (Barrett JC, 2005). Il software é
stato impiegato per I’analisi dei singoli marcatori e dell’aplotipo. Si considerano

significative le differenze alleliche per le quali il p-value e <0.05.

8.10 gPCR mediante Real-Time

L’analisi di possibili varianti strutturali a carico del gene MECP2 é stata condotta
mediante gReal-time PCR, usando il metodo del ddCt, come descritto da (Van Esch
et al., 2005). Due set di primers del gene MECP2 sono stati sottoposti a validazione,
in modo da verificare che avessero un’efficienza di amplificazione analoga a quella
della coppia di primers del gene NXF5 sul cromosoma Xqg22, utilizzato come
sequenza di riferimento per la normalizzazione. La reazione di amplificatione e stata
condotta utilizzando la Power SYBRGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems),
con 500nM di ciascun primer e 10ng di DNA in un volume finale di 15ul. Le reazioni
sono state effettuate in triplicato su un apparecchio 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems), includendo i seguenti controlli: un campione di un individuo
di sesso maschile normale e un campione di un individuo di sesso maschile con

un’ampia duplicazione comprendente il gene MECP2 nelle piastre con individui di
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sesso maschile; un campione di un individuo di sesso femminile normale e un
campione di un individuo di sesso femminile con un’ampia duplicazione

comprendente il gene MECP2 nelle piastre con individui di sesso femminile.

8.11 Analisi di varianti strutturali mediante MLPA (Multiplex Ligation Probes
Amplification)

Lo studio di duplicazioni nel gene Mecp2 e stato condotto utilizzando il kit P15
dell” MRC-holland. La sequenza ed il numero di sonde utilizzate nel nostro kit sono
disponibili direttamente sul sito MRC-holland (http://www.mlpa.com). Lo schema

utilizzato per il protocollo consiste di tre punti:

1. Denaturazione del DNA ed ibridizzazione delle sonde (SALSA MLPA probes):
2.5 ul DNA ( DNA (20ng/ul) => 50 ng DNA)
Denaturare il DNA a 98 °C per 5 minuti

Quindi aggiungere al campione:

0.75 ul MLPA buffer

0.75 ul MLPA probes

A ciascun campione e stato aggiunto olio minerale per evitare evaporazione della

soluzione di reazione.Reazione di ibridizzazione per a 60°C 16 ore

2. Ligazione:

Aggiungere la reazione di ligazione (Ligase-65) per ciascun campione:
1.5 ul ligase buffer A

1.5 ul ligase buffer B

12.5 ul H,0

0.5 ul ligase

La reazione di ligazione prevede

- 54°C per 15 minuti
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- 98°C per 5 minuti per disattivare I’enzima

3. Reazione di PCR:

5ul del prodotto di ligazione
13 ul H,0

2 ul di buffer PCR SALSA
60°C per 10 minuti

Mix della polimerasi:

1 ul primers di PCR

1 ul di buffer enzima SALSA
2.75 ul H,0

0.25 ul polimerasi

Mentre i tubi sono a 60°C si aggiunge la mix di polimerasi per permettere 1’inizio
della reazione di PCR.
Condizione di PCR:

35 cicli:

95°C per 30 secondi

60°C per 30 secondi

72°C per 30 secondi

Infine:

70°C per 20 minuti

Alla fine della PCR si caricano su gel 2 ul di prodotto di reazione ;in seguito alla
corsa elettroforetica si puo apprezzare una scala di prodotti di aplificazione. in. Infine
1ul del prodotto di ciascun campione viene risospeso in una miscela di 9ul di

formamide e size standard (8.8ul formamide e 0.2ul di LIZ600) e corso al
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sequenziatore ABI PRISM 3730 (Applied Biosystem). Il protocollo & schematizzato
in figura 29.

| dati sono stati quindi elaborati analizzando le corse al sequenziatore con
GENEMAPPER (Applied Biosystem). L’analisi dei dati ¢ stata condotta utilizzando
il software “Coffalyser v5.4” disponibile in rete sul sito dell’MRC-holland.

MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

1. Denaturation & hybridisation *— PCR primer sequence X
5t ) " -
PCR primer " Stuffer _sequence (different for
uence Y L each probe)
seq \Hyhndiﬁaﬂon  x
sequence
L
L
3 Target A ¥ 7 Target B 5
2. Ligation

X
X
5 Y The two parts of each probe
: :._ hybridise to adjacent target

" - 4 sequences and are ligated by a
B Target & x thermostable ligase.

58
3 Target B 5
3. PCR
All probe ligation products are amplified by PCR using only one primer pair.
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Figura 29: Schematizzazione del protocollo del’MLPA eseguito per individuare duplicazioni nel
gene Mecp?2.

8.12 Tecnologia Illumina: tecnologia array-based per il genotyping di SNPs su
larga scala

Il sistema Illumina (BeadArrayTM) si basa su 96 arrays, ognuno delle quali
composto da circa 50.000 fibre ottiche, su ognuna delle quali e inciso un piccolo

pozzetto che alloggia una bead di 3 micron, alla quale sono attaccate moltissimi
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probes con la stessa sequenza nucleotidica. Ogni arrays contiene piu di 1500 diverse
sonde oligonucleotidiche, ognuna delle quali e presente in circa 30 copie, rendendo
quindi il risultato di genotyping piu affidabile perché basato su delle repliche.

Per ogni SNP da analizzare vengono disegnati due oligonucleotidi allele specifici
(ASOs: Allele-Specific Oligonucleotides) e un oligonucleotide locus specifico (LSO:
Locus Specific Oligonucleotides) circa 20 bp a valle dell’oligonucleotide allele
specifico. Ogni ASO termina al 3’ con una base che si ibridizza (in modo allele
specifico) al DNA genomico in corrispondenza dello SNP, mentre al 5’ contiene una
regione complementare ad un primer universale per la PCR (P1 o P2 coniugati ad una
cianina: Cy3 o Cy5 a seconda dell’allele). Il LSO, invece, ¢ costituito da tre regioni:
al 5’ ¢’¢ una sequenza locus-specifica per lo SNP, nella porzione centrale una
sequenza indirizzo complementare ad una delle 1500 sonde contenute in un array
della piattaforma, e al 3’ una sequenza complementare ad un primer universale (P3).
Si utilizza quindi una polimerasi in grado di effettuare 1’estensione di un
oligonucleotide che si ibridizza perfettamente al 3’ con il target e priva di attivita
esonucleasica e di displacement di sequenze a valle. In questo modo viene riempito il
gap fra ogni ASO e LSO generando un substrato allele specifico per la reazione di
PCR. Si introducono i tre primer universali (P1, P2, P3) e si effettua un classico
programma di amplificazione. | prodotti di PCR, infine, si ibridizzano alle sonde
negli arrays tramite la sequenza indirizzo. Come precedentemente spiegato, ad
ognuno dei 1500 SNPs é assegnata una sequenza indirizzo contenuta nel LSO
complementare ad una sola sonda presente nell’array. | rilevatori di fluorescenza
utilizzati da Illumina scansionano infine la piastra contenente 96 arrays
contemporancamente a due diverse lunghezze d’onda adatte alla Cy3 e alla Cy5. Nel
caso di un campione omozigote per un dato SNP, il rilevatore osserva un solo tipo di
fluorescenza (o quella dipendente dal primer P1 coniugato alla Cy3 o dal primer P2
coniugato alla Cy5), invece in presenza di un campione eterozigote verranno rilevate

entrambi i tipi di fluorescenza. Una schematizzazione del saggio e presente in figura
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30. Quindi il rapporto dei segnali relativi alle due diverse fluorescenze identifica il
genotipo come AA, AB, o0 BB.

Genomic DNA
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Figura 30: Schema del saggio lllumina (GoldenGateTM genotyping assay)

8.13 Analisi di varianti strutturali mediante QMPSF (Quantitative Multiplex PCR
of Short Fluorescent Fragments)

Per analizzare la presenza di varianti strutturali nella regione IMMP2L-Dock4
abbiamo utilizzato una tecnica quantitativa che consiste nell’effettuare una multiplex
con sonde specifiche della regione che si vuole studiare e sonde di riferimento.

| primers sono stati disegnati (tabella 8) e successivamente e stato utilizzato il
software AutoDimer v.1 per testare ’assenza di prodotti aspecifici (http://en.bio-
soft.net/pcr/AutoDimer.html).

La composizione finale della miscela di reazione € la seguente:

50 ng di DNA genomico in TE 0.1X in un Volume finale di 15pul
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1X buffer per Amplitag Gold DNA polimerasi (senza MgCl2)

2 mM di MgClI2

0.4-0.6 uM per ciascun primer

5% DMSO

0.2 mM di dNTPs

1 U di AmpliTag Gold DNA polimerasi (Applied Biosystems)

H20 a volume

L’analisi ¢ stata condotta effettuando il rapporto del rapporto tra I’area della sonda
locus specifica e la sonda di riferimento tra il paziente e la media di tutti i campioni
(figura 31)

13 PT IC .
A sonda/A sonda reference /' 1.3 DUPLICAZIONE

Copy Number= =
A media sonda/A media sonda reference S 0.7 DELEZIONE

Figura 31: Schematizzazione dell’analisi condotta per analizzare varianti strutturali mediante
QMPSF nella collezione IMGSAC
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Frammento Forward Reverse Condizioni di amplificazione
Primo Assay Multiplex
>IMMPL2_ex1 CCTCTCCCAGTCCTCACAAA TTACCCTTTCTCCCGCTCTT 60 + 20 (30"-30"-30"), 2 mM Mg SuDNA Vf=15ul
>IMMPL2_ex2 GACAAGATTGCCCTTCGGTA GACCCGATCCAAGAAAGTCA !
>IMMPL2_ex3 ATCCCAGTGAGCCTTTTTGA TTTCCAGTGGTTCAAAAGCA !
>DOCK4_lastEX GCAGTCAAACAGCAAAAGCA AGGCAAGGTTTATCAGTGCAG !
>HMBS TTCTCACCAAATCCCACCTC |TGCCCCACAAACCAGTTAAT )
>LRRN3_ex4 CCCAAGCTGGAATCACTCAT GGCTCCATGAATCGAATGTT !
>IMMPL2_ex7 CTTTATTGCTTTCTTTCTGTTTCTCA | GCAGTCATTCCTCTTCTCTCTGT !
>RNF20 GAGACAGCCGAATCACGAGT | CCCAAGGTGAGTCTTCCTGA )
Secondo Assay Multiplex
Dock4 ex1 ggcgtgttcgettagttcag cttctccggctcacaacaat 60 + 20 (30"-30"-30"), 2 mM Mg 5uDNA Vf=15ul
Dock4 ex31 ttttatccctgecctgattg tctgetcccagtccatcata !
FoxP2_intr2 tgctagaggagtgggacaagta gaagcaggactctaagtgcaga !
Dock_ex52 gcagtcaaacagcaaaagca aggcaaggtttatcagtgcag !
Dock_ex25 ggatattctgctgaggacca taacatcaagccacctgcaa !
RNF20 gagacagccgaatcacgagt cccaaggtgagtcttcctga "
Dock _ex8 tggcgtaggacatcacagtc tctcccaggttggaacacat "
Dock ex15 aacaacagtcccaggtggtc cctecccttictggcetaatc !

Tabella 8: Set di primers utilizzati per I’analisi delle varianti nella regione IMMP2L-Dock4 mediante QMPSF
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9.1.1 Il Pattern di XCI

Il pattern di inattivazione del cromosoma X é stato valutato, nel nostro campione,
attraverso I’ HUMARA assay, un saggio che sfrutta la presenza di un STR a livello
dell’esone 1 del gene AR, localizzato in Xqgl12. Il gene AR e inattivato durante il
processo di XClI, tramite metilazione dei dinucleotidi CpG. Gli enzimi di restrizione
utilizzati nel’HUMARA assay sono: Hpall, sensibile alla metilazione ed Rsal, che
ha i siti di taglio al di fuori della ripetizione trinucleotidica e del frammento

amplificato (figura 32).

Rsa (CAG) HliaH Rsa
IERVARE L X
-»> <
Rsa (C AG) \§aII Rlsa
X
<_

Figura 32: Hpall taglia il DNA solo se questo non & metilato a livello dei dinucleotidi CpG (X
attivo). Rsal invece e indipendente dalla metilazione ed ha i siti di taglio all’estremita della

ripetizione trinucleotidica, al di fuori del frammento amplificato.

In questo studio il pattern di inattivazione del cromosoma X ¢ stato calcolato, per gli
individui eterozigoti e quindi informativi, come il rapporto tra le altezze dei picchi
dei due alleli della ripetizione (CAG) del gene AR dopo amplificazione del campione
digerito con Hpall, corretto per un fattore ricavato dal rapporto tra le altezze degli
stessi picchi dopo amplificazione del campione digerito con il solo Rsal, questo per
controbilanciare I’amplificazione preferenziale degli alleli di dimensioni minori. Per
ricavare le altezze dei picchi é stato utilizzato il software Peak Scanner v 1.0 o
Genemapper. In figura 33, sono descritti 3 prototipi del pattern dei possibili risultati
ottenuti dallo HUMARA assay: Human Male, femmina di controllo con pattern di X-

Skewed, madre con un pattern di XCI bilanciato.
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Figura 33. Risultati ottenuti dallo HUMARA assay per alcuni campioni. In alto vi sono i risultati
ottenuti dalla digestione solo con Rsal, in basso quelli dalla digestione con Rsal e Hpall insieme. a.
Controllo maschio sano. b. Controllo femmina con un pattern di XCI noto (5:95). c. Femmina con

un pattern di XCI random.

Il pattern di inattivazione del cromosoma X per i campioni analizzati in questo studio

e stato ricavato da esperimenti condotti in duplicato, applicando la formula riporata in

figura 34.
FC= media allele 1 Rsal XCI= Allele 1 Hpall X100
media allele 2 Rsal Allele 1 Hpall + (Allele 2 Hpall X FC)

Figura 34. Formule applicate per ricavare il pattern di X inactivation. Allele 1: allele di dimensioni
minori; allele 2: allele di dimensioni maggiori. FC: fatttore di correzione. XCI: percentuale dello

stato di inattivazione cromosoma X con 1’allele Hpall piu piccolo.

9.1.2 Profilo di XCI nel campione IMGSAC
L’analisi del profilo di inattivazione del cromosoma X ¢ stata condotta mediante
HUMARA assay, confrontando due campioni costituiti rispettivamente da madri di

individui con autismo e probande, con altrettanti gruppi di controllo (tabella 9). I due
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campioni con autismo dell’IMGSAC comprendono 275 madri di individui affetti da
autismo (201 da famiglie multiplex, 74 da famiglie singletons) e 75 probande; tra
queste, 249 madri e 69 probande sono risultate eterozigoti e quindi informative per
I’XCI. Le famiglie sono state classificate in base al sesso degli individui affetti, in
quanto e piu probabile che ci siano mutazioni recessive X-linked in famiglie con soli
maschi affetti (males only, MO) rispetto a quelle con una o piu femmine affette
(female containing, FC).

I due corrispondenti gruppi di controllo comprendono 162 donne adulte e 47 ragazze;
tra queste, 144 donne adulte e 40 ragazze sono risultate informative per I’XCI (tabella
9). | gruppi di controllo sono stati selezionati in modo da avere un profilo di
distribuzione dell’eta simile a quello degli individui in analisi, in quanto ¢ noto che
all’aumentare dell’eta della donna si osserva un maggiore grado di sbilanciamento
dell’XCI su DNA ottenuto da cellule del sangue (Busque et al., 1996). Il pattern di
XCI riscontrato nei gruppi di controllo é risultato simile a quello riportato in studi
precedenti (Amos-Landgraf et al., 2006).

I risultati ottenuti, utilizzando come valori soglia rispettivamente un XCI>80:20 e un

XCI>90:10, sono riassunti in tabella 9.

CAMPIONI N INFORMATIVI [ XCI=80:20 | P VALUE | XCI>90:10 | P VALUE
MADRI MO 197 |[181 28 (15.5%) | 0.274 9(5.0%) | 0.353
MADRI FC 78 68 11 (16.2%) | 0.299 3(44%) | 0502
RAGAZZE 75 69 5(7.2%) | 0.093 1(14%) | 0633
AFFETTE

CONTROLLI |162 | 144 18 (12.5%) 5 (3.5%)

ADULTI

CONTROLLI |47 40 7 (17.5%) 0

GIOVANI

Tabella 9: Risultati ottenuti tramite HUMARA assay per I’XCI nei campioni in esame. N: totale

individui per ciascun sottogruppo.
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Come si pud osservare, in nessun caso Vvi sono differenze statisticamente significative
tra il campione di madri di individui con autismo e il corrispondente gruppo di
controllo, né per le famiglie MO né per le famiglie FC. Anche tra il campione di
probande e il relativo gruppo di controllo non sono state individuate differenze
significative per entrambi i valori soglia di XCI considerati. Un analogo dato &
ottenuto se si considera come valore soglia un valore di XCI>90:10.

| dati sono stati ulteriormante analizzati suddividendo il campione di madri in base
all’appartenenza a famiglie multiplex e singleton (figura 35a, b). Neanche in questo

caso si osservano differenze significative tra i due gruppi.

Pattern XCI Famiglie multiplex b) Pattern XCI Famiglie singletons

a0 Otk h

Figura 35: Distribuzione del pattern di XCI nel campione di madri provenienti da famiglie
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multiplex (a) e da famiglie singletons (b), confrontato con quello del gruppo di controllo.

9.1.3 Profilo di XCI nel campione totale

Il nostro studio e stato condotto in collaborazione con il consorzio PARIS e
FINLAND. I due gruppi europei per lo studio dell’autismo, hanno a loro volta
analizzato il profilo di inattivazione del cromosoma X in campioni di madri di
individui con autismo e di probande. Nello studio sono state incluse anche 4 famiglie

con individui affetti da disturbi dello spettro autistico, in cui erano presenti mutazioni
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in geni X-linked gia identificate in precedenza: tre famiglie con coppie di fratelli
affetti con mutazioni rispettivamente nei geni ATRX, NLGN3 e NLGN4X (Jamain et
al., 2003); una famiglia singleton con una mutazione de novo R294X nel gene
MECP2 in una ragazza affetta da autismo.

| risultati ottenuti per queste famiglie sono estremamente interessanti. Nella prima
famiglia, la madre ha una XCI altamente sbilanciata (92:8) e trasmette la mutazione
R451C nel gene NLGNS3 ai suoi due figli affetti (Cap. 4 § 4.2.2). Nella seconda
famiglia, la madre ha una XCI di 95:5 e trasmette la mutazione G1676A nel gene
ATRX ai suoi due figli affetti. In entrambi i casi le mutazioni sono risultate associate
all’allele AR inattivato; poiché sia ATRX che NLGN3 sono in stretto linkage con il
locus AR, in cui un evento di ricombinazione € meno probabile.

Nella famiglia singleton, la probanda mostra una XCI estremamente sbilanciata
(92:8) e una mutazione de novo R294X nel gene MECP2. Infine, come atteso, nella
famiglia con la mutazione nel gene NLGN4X (Cap. 4 § 4.2.2) la madre portatrice ha
un pattern di XCI bilanciato, poiché questo gene sfugge I’inattivazione (Carrel and
Willard, 2005).

Per quanto riguarda I’analisi del profilo di XCI per ’intero campione analizzato
(Paris, Finland e IMGSAC) non sono emerse differenze statisticamente significative
dal confronto del pattern di XCI di tutte le madri informative incluse nello studio
(543) con quello dei controlli (144): infatti la distribuzione dei valori di XCI ha un
andamento simile nei due gruppi (figura 36).

In seguito all’analisi dell’intero campione per il profilo di XCI, 86 madri di individui
affetti, senza mutazioni note, hanno mostrato un pattern di XCI altamente sbhilanciato

(> 80:20), 45 delle quali provenienti da famiglie multiplex (tabella 10).
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Figura 36: Andamento del pattern di XCI nel campione totale di madri di individui con autismo e

nel gruppo di controllo

Samples N  Informative® XCI=80:20  P-value® XCI>90:10  P-value®
PARIS

Mother of MO 200 168 29 (17.3%) 0.155 T (4.2%) 0.494

Mother of FC 89 T8 9 (11.5%) 0.509 3 (3.8%) 0.578

Affected girls 85 75 T (9.3%) 0.164 11.3%) 0.652
Finland

Mother of MO 37 31 5116.1%) 0.385 2 (B6.5%) 0.36

Mother of FC 20 17 4 (23.5%) 0.184 21(11.2%) 0.161

Affected girls 22 19 3 (15.8%) 0.593 1 (5.3%) 0.322
IMGSAC

Mother of MO 197 181 28 (15.5%) 0.274 9 (5.0%) 0.353

Mother of FC T8 68 11 (16.29%) 0.299 3 (4.4%) 0.502

Affected girls TH 69 5 (7.2%) 0.093 1i1.4%) 0.633
All samples

Mother of MO 434 380 62 (16.39%) 0.172 18 (4. 7%) 0.359

Mother of FC 187 163 24 (14.7%) 0.346 8 (4.9%) 0.37

All mothers 621 543 86 (15.8%) 0.195 26 (4.8%) 0.339

Affected girls 182 163 15 (9.2%) 0.112 3 (1.8%) 0.516
Controls

Adult controls 162 144 18 (12.5%) 5 (3.5%)

Girls controls 47 40 T(17.5%) 0

“NWumber of families without known mutations informative for XCI analysis.
'P-value for one-sided Fisher's exact test.

Tabella 10. Risultati ottenuti per 1’intero campione europeo (Gong et al., 2008)
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9.1.4 Analisi di Linkage

Un totale di 185 famiglie multiplex informative per I’XCI e appartenenti ai gruppi
IMGSAC e PARIS sono state analizzate per la presenza di linkage tra I’autismo e il
cromosoma X mediante il metodo NPL (Cap. 1 § 1.3.3). Per tali famiglie erano
disponibili 1 dati genotipici provenienti dallo studio collaborativo dell’Autism
Genome Project, generati mediante I’ Affymetrix 10K v2 SNP array (AGP, 2007). |
risultati ottenuti sono mostrati in figura 20. Nessuna evidenza di linkage é stata
riscontrata nel campione totale di 185 famiglie analizzato. Effettuando invece
I’analisi di linkage per un sottogruppo di 28 famiglie con un pattern di XCI>80:20,
coerenti con un modello di ereditarieta legato all’X, si ¢ ottenuto un incremento della
condivisione allelica, con un valore di Z = 1.75 (LOD 0.85) in corrispondenza del
marcatore rs719489, in Xqg27-28 (figura 37). Il P value ottenuto mediante
permutazioni non risulta pero significativo (P = 0.39). Questo risultato pud essere
dovuto alle piccole dimensioni del campione, tuttavia sembra indicare 1’assenza di un

locus principale sul cromosoma X nel sottogruppo di famiglie con XCI sbilanciata.

s

—All
——Skewed XCI

Figura 37. Analisi di linkage non parametrica effettuata su 185 famiglie multiplex e sul
sottogruppo di 28 famiglie con un pattern di XCI > 80:20.
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9.1.5 Screening di mutazioni nei geni FMR1, Mecp2, NLGN3

Nella regione Xg27-28 mappano i geni MECP2 e FMR1, entrambi candidati per il
disturbo autistico (Cap. 4 § 4.2.1 e 4.2.3). Per identificare eventuali varianti di
sequenza associate all’autismo, 1 geni sono stati sottoposti a screening di mutazioni
mediante sequenziamento in un campione comprendente 22 individui appartenenti a
famiglie multiplex, selezionati tra le famiglie con XCI>80:20, coerente con un
modello d’ereditarieta X-linked e con condivisione allelica nella regione Xq27-928.
Un campione aggiuntivo di 11 probandi, figli di madri con profilo XCI>80:20,
appartenenti a famiglie singletons del consorzio IMGSAC e stato analizzato per il
gene Mecp?2.

Lo screening, sugli stessi individui, & stato effettuato anche per il gene NLGNS3,
poiché precedentemente era stata trovata una mutazione (R451C) in questo gene in
due fratelli affetti da disturbi dello spettro autistico (Jamain et al., 2003) la cui madre
portatrice e risultata avere un XCI sbilanciata (Cap. 4 § 4.2.2). L’analisi di mutazioni
per il gene NLGNS3 é stato condotto su un campione, selezionato con gli stessi criteri
descritti precedentemente, di 33 individui affetti, di cui 22 appartenenti a famiglie
multiplex ed 11 a famiglie singleton.

Nessuna mutazione e stata riscontrata per i geni FMR1, MECP2 e NLGN3 negli
individui sottoposti a screening. Le poche varianti identificate corrispondevano infatti

a polimorfismi gia noti, privi di significato funzionale.

9.1.6 Analisi di varianti strutturali nel gene Mecp2

Lo studio di varianti strutturali nel gene MECP2 e stata condotta nei 22 individui
affetti appartenenti a famiglie multiplex sottoposti a screening di mutazioni con
profilo XCI>80:20. L’analisi ¢ stata condotta con PCR quantitativa, mediante un
saggio di Real-Time. Nello specifico, sono state utilizzate due sonde specifiche che
mappano nel gene MECP2 (mecp2-2a e mecp2-5’) ed una sonda, utilizzata come

controllo interno per la normalizzazione dei dati nel locus NFX5 (figura 38) .
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position/search | ch’XNXF5-Mecp2 size 53,790,112 bp.

chrX (gez2.1-a028) [ B B L

N EE ; Kos [ B BEEE)

NXF5 Mecp2

Figura 38. Localizzazione e numero delle sonde usate per la gqPCR sul cromosoma nel gene Mecp2.

La quantificazione si basa sul calcolo del A(ACt) tra i campioni incogniti e il
campione di controllo. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato per ciascun
campione, utilizzando in ciascun esperimento un controllo normale maschio o
femmina (a seconda del sesso dei campioni in analisi) ed un controllo positivo per la
duplicazione nel locus Mecp2 (un maschio o una femmina a seconda del sesso dei
campioni in analisi).

| risultati ottenuti per il campione di individui affetti appartenenti a famiglie

multiplex sono mostrati in figura 39.

Real time (MECP 2a probe) Real time (MECP2_5' probe) = Control male with MECP2
duplication
L MaFe probands

4
4,5 Contral male with MECP2
3,5 4 | duplication
3,5 # 4 * Male probands
3 L 327 = Control male with MECP2
] 2 54 duplication
a 2,5+ E * . 'g * Male probands
g at 5 2,51 * b
c 27 - c % . 'S = Control male with MECP2
> w2 - e ° duplication
81,51 4 .. ve® =3 e, ® Male probands
o’ - a - - o 8 1,51 . LY. -
1] musm aa 4 m 14 = "y AT s ™ Contraol female with MECP2
duplication
05 05 - « Female probands
r T r
0 # Contraol female with MECP2
0 T T duplication
0 10 20 30 0 10 20 30 o Female skewed probands

Figura 39: Risultati della gPCR ottenuti con entrambe le sonde locus specifiche sul campione di
individui affetti appartenenti a famiglie multiplex. Per ogni gruppo di individui affetti analizzati e

presente il controllo positivo per la duplicazione.

Come si puo osservare, in nessun caso e stata identificata la presenza di duplicazioni
comprendenti il gene MECP2 negli individui analizzati.
Un campione aggiuntivo di 11 individui affetti da autismo appartenenti al campione

di famiglie singleton con profilo XCI>80:20 ¢ stato analizzato per varianti strutturali
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nel gene Mecp2 mediante MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification). In
guesto saggio vengono utilizzate un numero elevato di sonde specifiche per la
regione genomica in esame ed un numero di sonde di controllo per la
normalizzazione del segnale. Le sonde vengono fatte ibridare in maniera specifica al
loro locus, in seguito viene effettuata una ligazione delle sonde adiacenti e quindi
amplificate con dei primers fluorescenti. L’analisi dei dati ¢ stata condotta mediante
I’utilizzo del software Coffalyser v5 che si basa sul rapporto dei rapporti dell’area
della sonda specifica e della sommatoria delle aree delle sonde di controllo tra

individuo affetto e controllo (vedi figura 40).

Caso
A-sonda/zA-sonde controllo _ /

Copy Num ber=A-sonda/z;ﬁ.-sonde controllo — o

Controllo

Figura 40: Schema della formula generale che viene utilizzata per effettuare I’analisi condotta per
MLPA.

Gli individui affetti analizzati non presentano alcuna variante strutturale in Mecp2,

come evidenziato dalla figura 41.
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__P015C MLPA | sample [10.311.3]16.3]18.3|31.3|337.]60.3|65.3(72.3|88.4| |25.3|6.3~|88.3|889.
MrProbe| 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28 28 | 28 | 28 | 28
NrContro| 17 | 17 | 17 [ 17 | 17 [ 17 [ 17 | 17 [ 17 [ 17 737 [ 1737
Ligation HYES |YES |YES |YES |YES |YES|YES|YES|YES|YES YES|YES|YES|YES
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Figura 41: Risultati delle varianti strutturali negli individui di famiglie singleton con profilo
XCI>80:20. A sinistra I’elenco delle sonde utilizzate in questo studio; in rosso sono evidenziate le
sonde specifiche per il gene Mecp2, il restante sono sonde di controllo. Il campione & suddiviso in
individui maschi e femmine con relativo controllo positivo maschio e femmina per la duplicazione.
I valori maggiori di 1.3 indicano una duplicazione in quel locus e sono segnate in verde, i valori
minori di 0.7 indicano una delezione e sono segnate in rosso. In nessun probando € presente un
valore che suggerisce una duplicazione, mentre nel controllo positivo viene individuata la

duplicazione nel locus di Mecp2 ed una delezione gia nota della regione PAR1 (Xp22).
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9.2.1 Screening di mutazione del gene ASMT

In seguito alle evidenze dello studio di Melke et al.,, che suggeriscono un
coinvolgimento del gene ASMT alla suscettibilita nell’autismo, abbiamo condotto
un’analisi di mutazioni su tutti gli esoni di questo gene utilizzando un ampio
campione di famiglie con autismo. In particolar modo, 1’analisi ¢ stata condotta in 3
collezioni di famiglie indipendenti, appartenenti al consorzio di studio europeo per
I’autismo:

1) 127 famiglie finlandesi, costituite da 83 famiglie singletons e 44 famiglie
multiplex, e 100 controlli finlandesi

2) 69 famiglie singletons italiane e 200 controlli italiani

3) 194 famiglie multiplex appartenenti al consorzio IMGSAC e 190 controlli
ECACC, per lo piu inglesi.

Nel presente studio sono stati utilizzati due campioni di famiglie indipendenti,quello
di famiglie singletons italiane e quello di famiglie multiplex IMGSAC con i relativi
individui di controllo.

L’analisi di mutazione sui 9 esoni di ASMT e sulle regioni del promotore A ¢ B ¢
stata condotta su un primo campione di 47 individui autistici del campione italiano. Il

risultato & schematizzato in figura 42.

117



47 individui

Nuovevarianti identificate

EX 1a

prom_1h

EX 1h

EX 2

!

EX 3

!

EX 4

!

EX 5

1 IVS5+2T<C (1792561)

EX 6

EXT

!

EX8

!

!

EX9

1 CT45[R3194] (1805567)

1 CT66 [L326F]  (1A05588)

Figura 42: schematizzazione dello screening di mutazione sui 9 esoni e dei promotori A e B del

gene ASMT nel campione italiano di 47 individui.

Dalla prima analisi di questo campione, seppur non ampio, sono emersi interessanti

dati che provvedono a supportare il precedente studio. Infatti, vengono individuate le

due varianti gia descritte (Melke et al.): la variante di splicing (IVS5+2T>C) e la

sostituzione non sinonima (L326F). La prima variante viene trasmessa dalla madre al

figlio affetto, ma anche alla figlia non affetta (figura 43); la seconda viene trasmessa

dal padre alla figlia affetta, ma anche alla figlia non affetta (figura 43). Inoltre, é stata

identificata una variante di stop (R319*), mai descritta precedentemente, che viene

trasmessa dalla madre al figlio affetto (figura 43)

Fam.33 IVS5+2T=C ex5 Fam. 34 C66T [L326F] ex9
1 2 1 2
e 0
IVSS+2TT IVSS42T=C Co6T [L326F) Co6C [L326L)
3 4
i () D“ l
IVS54+2T=C IVS54+2T=C Co6T [L326F) Ce6C [L326L] f'frfrTT".|l__‘rlt’nF]

Fam. 14 C45T [ R319%]

1 2

—0O
C45C [R319R] C4ST[R319%]

>

C45T [ R319%)

ex9

Figura 43: segregazione delle varianti individuate in seguito allo screening di mutazioni nelle tre

famiglie italiane
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La presenza nel campione di 47 individui autistici italiani delle varianti descritte da
Melke et al., e della variante di stop, ci ha spinto ad indagare maggiormente la
frequenza delle stesse, analizzando un vasto campione di individui autistici. La
successiva analisi € stata condotta sul restatente campione italiano di 22 individui
autistici e 194 individui appartenenti alle famiglie multiplex IMGSAC. Per
determinare la frequenza delle varianti di sequenza incontrate si é effettuato 1’analisi
di mutazione esclusivamente sull’esone 5 e sull’esone 9. Il risultato di questa analisi
nel successivo campione preso in esame ha individuato la variante di splicing gia
descritta precedentemente (IVS5+2T>C) in una famiglia multiplex che viene
trasmessa dal padre a solo uno dei due figli affetti (figura 44).
Fam.82 IVS5+2T<C ex5

1 2

__(/"_"\:I
p—

IVS5+2T=C IVS5+2TT
IVS5+2T=C IVSS+2TT

Figura 44: segregazione della variante (IVS5+2T>C) nella famiglia multiplex

Succesivamente abbiamo voluto stabilire se le varianti di sequenza incontrate nel
campione di individui autistici analizzato erano presenti anche nella popolazione
generale, quindi abbiamo condotto la stessa analisi degli esoni 5 e 9 in un vasto
campione di individui di controllo. In particolar modo i due campioni di controllo
sono stati selezionati in base all’origine dei casi: 200 individui italiani di controllo e
190 individui della collezione di controlli ECACC (European Collection of Cell
Cultures) per lo piu di origine inglese. L’analisi di questo campione ha portato ad
individuare la variante di splicing (IVS5+2T>C) in un controllo italiano, la missenso
(L326F) in 5 individui di controllo, mentre la mutazione di stop (R319*) non e stata

individuata in nessuno dei 390 controlli analizzati in questo studio. In tabella 11 é

119



presente una schematizzazione generale delle varianti incontrate in questo studio con
lo studio effettuato dai nostri collaboratori finlandesi (Toma C. et al, 2007).
Complessivamente gli esoni 1b, 5 e 9 sono stati analizzati in un totale di 390
individui autistici nelle tre popolazioni (tabella 11), mentre il resto degli esoni sono
stati analizzati in 194 casi (127 individui finlandesi, 47 individui di famiglie singleton
italiani e 20 individui delle famiglie multiplex IMGSAC).

FINLANDESI ITALIANI IMGSAC CAMPIONE TOTALE
Varianti rare | Casi Contr. Casi  Contr. Casi  Coner. | Casi (%) Contr. (%)
(WA 0040430 |(n=12T0 (n=1000 (m=697 n=2007 n={194) n=(1900% (m=390) (m=490)
IVE3+2T=C 1 0 1 1 1 0 3(0.7T7) 1(0.20)
E316D 0 0 0 0 1 1 1{0.26) 1(0.20)
E319® 0 0 1 o 0 0 1{0.26) 0
L326F 4 2 1 2 0 3 3128 7143

Tabella 11: schematizzazione delle varianti rare in ASMT nei casi e nei controlli.

9.2.2 Studio di associazione dei polimorfismi del promotore B del gene ASMT
Ulteriore evidenza del coinvolgimento del gene ASMT nell’autismo ¢ 1’associazione
con I’aplotipo H1 (GGGC) nel promotore B che potrebbe influenzarne I’espressione
(Melke et al, 2008).

Per stabilire se questo aplotipo fosse un fattore di rischio per 1’autismo abbiamo
condotto uno studio di replicazione utilizzando un ampio campione totale di 390 casi
e di 382 controlli. Lo studio condotto nel nostro laboratorio ha preso in esame il
campione italiano e quello IMGSAC per un totale di 263 individui autistici ed un
totale di 282 individui di controllo. Gli SNPs: rs4446909, rs5989681, rs56690322 e
rs6644635 (figura 45) che definiscono gli aplotipi del promotore sono stati tipizzati

mediante sequenziamento diretto.
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Figura 45: localizzazione degli SNPs del promotore B del gene ASMT secondo 1’annotazione del
database genomico UCSC.

Abbiamo condotto quindi uno studio di associazione caso/controllo effettuando
I’analisi per singolo marcatore e per aplotipo utilizzando il software Haploview v4.0.

I risultati sono riassunti in tabella 13.

Finnish Italian IMGSAC
Cases Control P Cases Control P Cases Control P
(127) (100) (permPJ* (69) (90) (permPJ* (194) (192) (permPJ*
SNP (allele)
rs4446909 £(G) 0.89 0.87 0.64 (0.97) 0.76 0.74 0.74 (0.99) 0.76 0.74 0.43 (0.86)
rs3959681 f(G) 0.87 0.85 0.65 (0.97) 0.72 0.71 0.90 (1.00) 0.72 0.71 0.81 (1.00)
rs36690322 (G) 0.90 0.90 0.98 (1.00) 0.88 0.87 0.75 (1.00) 0.88 0.91 0.18 (0.48)
rs6644635 £(C) 0.64 0.57 0.12 (0.33) 0.61 0.54 0.25 (0.57) 0.62 0.65 0.34 (0.76)
Haplotypes
H1 GGGC 0.50 0.42 0.06 (0.21) 0.32 0.25 0.18 (0.59) 0.32 0.35 0.38 (0.88)
H2 GGGT 0.27 0.35 0.08 (0.25) 0.28 0.34 0.27 (0.72) 0.27 0.27 0.91 (1.00)
H3 ACGC 0.11 0.13 0.54 (1.00) 0.22 0.24 0.68 (1.00) 0.22 0.26 0.27 (0.79)
H4 GGAT 0.08 0.08 0.94 (1.00) 0.11 0.12 0.70 (1.00) 0.11 0.08 0.30 (0.83)
H5 GCGC 0.02 0.01 0.66 (1.00) 0.05 0.04 0.61 (1.00) 0.06 0.04 0.13 (0.44)
H6 GGAC 0.01 0.01 0.91 (1.00) — — — — — —

Tabella 13: Sono indicati i polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) e la frequenza allelica per
ciascun campione di casi e di controllo utilizzati nello studio di associazione. Infine il P value (P)
per il test di y° condotto per singolo marcatore o per aplotipo, in parentesi il valore di p-value
effettuando 10.000 permutazioni per ottenere una correzione del valore per test multipli.

Come si pu0 osservare nessuno dei marcatori singoli o la combinazione allelica dei 4
polimorfismi nei tre campioni analizzati in questo studio evidenzia associazione con

I’autismo in seguito all’analisi di tipo caso/controllo.
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9.3.1 Analisi dei trascritti alternativi del gene ZNF533
| risultati degli studi di associazione di tipo caso/controllo ¢ TDT dell’esperimento
ILLUMINA hanno mostrato risultati positivi per il gene ZNF533 nel locus AUTS5
del cromosoma 2. La funzione del gene non e nota, e da dati bioinformatici risulta
contenere 4 zinc fingers ed una potenziale localizzazione nucleare. L’organizzazione
genomica del gene é alquanto complessa come si pud apprezzare in figura X
(Genome Browser 2004 Assembly). Per ottenere maggiori informazioni sulle reali
isoforme o eventuali esoni alternativi, espressi a livello del cervello nel gene
ZNF533, abbiamo condotto un’analisi dei trascritti tra tutti quelli descritti nel UCSC
Genome Browser. In particolar modo abbiamo preso in esame gli esoni start delle 4
principali isoforme schematizzate in figura 46 per i tessuti di cervello fetale e
placenta. Il disegno sperimentale € schematizzato in figura 47.

8

[_BC0924230 TRL
ZNF533! i}

5 4 3~ UU?‘J.}‘(HOWH Genes (June, 0U5) Based on UniProt, HetSeq, and GenBankmﬂl}le_p ']afprorﬂoter.*..

A 2

RefSeq Genes 1.171

4 23286

-
-

RefSeq Genes #if
Exoniphy Human/Mouse/Rat, Lifted from Hg16

Exoniphy. Il
ExonWalk Alt-Splicing Transcripts

-

chr2.1931.5050 lr
chr2.1931.5053
chr2.1931.5056 i}
chr2.1931.5059 i}
chr2.1931.5062 i
chr2.1931.5065
chr2.1931.5068
chr2.1931.5051 H

chr2.1931.5052. |

chr2.1931.5055 H

chr2.1931.5060 ﬂ +

-

-

—-H
R4 |4
3

<

o e i e e e e i B i s 4

(Tind

3+

e

'
-1

-

-

~H
=4

—

chr2.1931,5063
chr2.1931.5066
chr2.1931.5067

S SR 9

chr2.1932 5071
chr2.1932 5072
chr2.1932.5074
chr2.1932.5077
¢chr2.1932.5070 I

LR

tan )

—

b

Figura 46: Organzzazione genomica del gene Znf533. Sono cerchiati in viola gli esoni delle
distinte isoforme. | quadrati indicano le 4 isoforme che abbiamo considerato nel nostro studio di

analisi di start alternativi del gene.
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Figura 47: schematizzazione delle 4 isoforme del gene znf533 e della strategia utilizzata per
I’analisi delle sue distinte isoforme in placenta e cervello fetale. Per ciascuna isoforma abbiamo
utilizzato un primer Forward (freccia) disegnato in ciascun primo esone ed un primer Reverse

comune nell’esone 4.

Ogni frammento é stato isolato e sequenziato. | risultati dimostrano la trascrizione a
partire dai 4 start alternativi e suggeriscono un’espressione regolata nei differenti
tessuti (figura 48); in particolar modo tutte le isoforme sono espresse in cervello.
Inoltre come si pu0 osservare in figura € presente una elevata variabilita delle distinte
isoforme al 5 del gene. Questo studio ci ha portato anche ad individuare un nuovo
esone in placenta non descritto nel Genome Browser (esone 1.2), supportato anche
dall’elevato stato di conservazione di questa sequenza nei mammiferi (MCS) (figura
49)
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Figura 48: A sinistra la corsa elettroforetica in cui migrano gli amplificati dei 4 start alternativi nei
tessuti di cervello fetale e placenta. A destra una schematizzazione dei risultati: sono indicati i 4
start alternativi e per ciascuno le isoforme identificate nei due tessuti presi in esame. In alto a
ciascun start alternativo ¢ indicato I’esone atteso: in rosso o arancio ¢ indicato la presenza

dell’esone nella corrispondente isoforma, in bianco ’assenza dell’esone.
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Figura 49: Stato di conservazione dell’esone 1.2 individuato nel nostro studio in placenta, ma non

presente nel database genomico UCSC. La sequenza dell’esone corrisponde al rettangolo nero in

alto, mentre in basso 1’alto stato di conservazione di questa regione nei mammiferi.

Pertanto abbiamo incluso nell’analisi di mutazioni tutti gli esoni presenti nelle

distinte isoforme espresse nei tessuti analizzati.
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9.3.2 Analisi di mutazioni nel gene ZNF533 in un campione di individui autistici

Gli studi di associazione hanno dato evidenze di piu aplotipi associati nel gene
ZNF533 per I’autismo. Per stabilire la presenza di eventuali varianti alleliche comuni
o rare coinvolte nell’eziologia della malattia abbiamo condotto una analisi di
mutazione sugli esoni del gene ZNF533, incluse le regioni regolatorie quali il
promotore, tutti i siti di giunzione esone/introne ed i siti di ramificazione. Un
campione totale di 31 pazienti autistici é stato selezionato tra le 126 famiglie iniziali
dell’esperimento ILLUMINA per la presenza degli aplotipi di rischio nel gene
ZNF533. Lo screening non ha individuato nessuna variante allelica con un potenziale
ruolo eziologico per I’autismo, a parte quattro varianti introniche poco conservate

nell’evoluzione (tabella 14).
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Znf533 WM_152520) SNPannotati MAF (IMGSAC) Varianti rare | Posizione UCSC may2004 | Nr eterozigoti in 31 famiglie
introne 1a AT 180551248 1[AT]
introne 1b rs7574345 C{0.08) 5[G/A]
esone 1.1 5UTR T(0.016) 1[CAT]
introne 1.1 rs17823653 A(0.03) 2[TIA]
introne 1.2 rs7559882 G(0.016) 1[AG]
promaotore 1.3 rs3112931 C{0.125) B[T/C]
esone 1.3 §UTR T(0.016) 1[CAT]
introne 1.2 GIA 180252881 1[GIA]
introne 2 GIT 180235002 1[GIT]
introne 2 CiT 180213290 4[C/T]
introne 3 rs22717549 G(0.26) 10[A/C]+3[C/C]
introne 5 rs2271760 A(0.05) 3[CT]

exd (variante sinonimal) A(0.186) 10[G/A]
exd JUTR C(0.20) 8[del/C]+2[C/C]

Tabella 14: Schema dello screening di mutazione nel campione di 31 individui autistici selezionati per aplotipi di rischio del gene ZNF533. Sono

indicati gli SNPs intronici (in nero) ed esonici (in arancio) per ciascun esone. MAF (Minor Allele Frequence). Eventuali varianti alleliche sono

riportate per ciascun individuo.
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9.3.3 Analisi di varianti strutturali nella regione IMMP2L-DOCKA4 nella collezione
di famiglie IMGSAC

Per validare la duplicazione nella famiglia 148, e per stabilire inoltre il contributo di
varianti strutturali nella regione IMMP2L-DOCK4 in famiglie con autismo, abbiamo
sviluppato un saggio di QMPSF, che consiste in una PCR multiplex di frammenti
fuorescenti (QMPSF, quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments).
Questa tecnica ci ha permesso di analizzare contemporaneamente gli esoni 2 e 3 di
IMMP2L, I’esone 4 di LRRN3 e I’ultimo esone di DOCK4 (figura 50)

QMPSF

IMMP2LexB LRRN3ex4 IMMP2Lex3 IMMP2Lex2 DOCK4ex52
Probes’ - - -

LN
1 + 1 ; — 1 Doy oty

g pa TR R EEE PR TR TR et T PR EEEETE FEEE T EEE N AR e e
11010 110.2M  110.3M  110.4M  110.5M 110.6M 110.7M 110.8M  110.9M

PP B AT A A A A AN R A kY
111 14110 111.2M
RefSeq Genes

IMMPZL | NM_032549 DOCK4 [NM_014705

LRRMN3 | NM_001099653
LRRNZ | NM_001099660

LRRMN3 | NM_018334

Figura 50: Schematizzazione dell’organizzazione genomica dei geni IMMP2L, LRRN3 e DOCKA4.

In alto le 5 sonde utilizzate nel nostro saggio e la loro localizzazione

Il saggio consiste nella stessa reazione di coamplificazione di sonde marcate
fuorescenti per regioni target e sonde per regioni di riferimento. Ogni sonda €

caratterizzata da una lunghezza differente (figura 51).

127



%0 110 130 150 170 190 210 230 250 270

————— reference |

IM_ex2 /

— -3000

6000
Dock4
5000
4000
3000

[-2000
2000

1000
. N\ J
s

Figura 51: esempio di una reazione in un individuo normale in seguito alla corsa al sequenziatore;

I- 1000

e possibile osservare gli amplificati di diversa lunghezza per le sonde specifiche e di riferimento.

L’analisi ¢ stata condotta come rapporto dei rapporti tra ’area della sonda specifica e
sonda di riferimento tra paziente e controllo. Per valori maggiori di 1.3 abbiamo
un’indicazione di duplicazione nel locus dove mappa la sonda, per valori minori di

0.7 abbiamo indicazione di una delezione (figura 52)

Calcolo >1.3= duplicazione

= A Probe spec/ A probe reference [paziente] = .~
numero di copie A Probe spec/ A probe reference [controllo]  ™a- () 7= delezione

Figura 52: Formula utilizzata per calcolare la presenza di CNVs con il saggio QMPSF

Complessivamente 1’analisi ¢ stata condotta su un totale di 285 famiglie multiplex del
consorzio IMGSAC. | risultati sperimentali della QMPSF hanno validato la presenza
della duplicazione nella regione IMMP2L-DOCK4 nella famiglia 148 identificata
mediante QuantiSNP. La duplicazione non segrega con il fenotipo autistico in quanto
e trasmessa dal padre ad una figlia affetta, ma non all’altro figlio affetto (figura 53).
Abbiamo individuato 4 famiglie con delezioni nella regione analizzata, di cui 3
famiglie con delezioni che coinvolgono esclusivamente il gene IMMP2L : una
famiglia con una delezione nell’esone 2 e due famiglie con una delezione nell’esone

2 ed esone 3 (figura 53). Le varianti strutturali in IMMP2L non segregano con il
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fenotipo autistico (figura 53).

L’ultima famiglia, la famiglia 419, presenta una

delezione che coinvolge i geni IMMP2L e DOCK4 che viene trasmessa dalla madre

ai due figli maschi affetti, ma anche alla figlia non affetta da autismo (figura 53).

Tuttavia, la madre e la figlia che hanno la delezione, presentano dislessia. Inoltre, per

stabilire se vi fosse una frequenza di CNVs in questa regione maggiore nel nostro

campione di casi abbiamo analizzato anche un campione di controllo di 475 individui

per lo piu di origine inglese (controlli ECACC). Nel campione di controllo sono stati

individuati due delezioni nel gene IMMP2L in due individui, una delezione

dell’esone 2 ed un’altra dell’esone 2 e 3. Nessuna variante strutturale € stata

individuata nel campione di controllo a carico del gene Dock4.

Fam. 133

Fam.148

EimE
uf 2
®

Del ex2-ex3 ) - Dupl
IMMP2L i [ | E) i ] l Ex3_IMMP2L-
3l dup ex52_DOCK4

Fam. 421 Fam. 419
Del ex2 4 i Del
IMMP2L - P i s < $ Ex3_IMMP2L-

ex52_DOCK4
dd del dal del

Fam.9
Del ex2-ex3 —_—
IMMP2L 5.

285 fam Multiplex

Del ex2-ex3 475 controlli ECACC
IMMP2L
Del ex2
IMMP2L -

Figura 53: Schematizzazione dello studio di varianti strutturali nella regione IMMP2L-

DOCK4 nel gruppo di casi e di controlli. A sinistra sono indicate le CNVs individuate

esclusivamente in IMMP2L, e la loro segregazione nelle tre famiglie multiplex, mentre sulla

destra quelle individuate in IMMP2L-DOCK4, e

la schematizzazione della segregazione

nelle due famiglie. Le varianti strutturali identificate nei 475 controlli ECACC sono indicate

in basso. Per ciascuna variante € indicato il tipo di CNV, in che esone é stato mappato.
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Per mappare la delezione distale nella famiglia 419 abbiamo disegnato un nuovo set
di sonde lungo il gene DOCKA4 (figura 54)

exb2 ex3l ex2i exli exid exl
RefSeq Genes

@H&%ﬁ%ﬁ@—m—l@—k—ﬂf—@m—a}

62Kb 56Kb 56Kb 230Kb

Figura 54: schematizzazione dell’organizzazione genomica del gene DOCK4; sono indicate in alto
le sonde specifiche utilizzate nei diversi esoni; in basso le distanze in Kb tra una sonda e la

successiva.

| risultati evidenziano che il punto di rottura distale della delezione nella famiglia 419

¢ tra I’esone 31 e I’esone 25 (tabella 15)

Probe Campione | Rprobe/Sref | R_Control CNV
DOCK ex8 4191 0,58 0,57
DOCK_ex15 419.1 0,73 0,77
DOCK_ex18 19 419.1 017 0,15
DOCK_ex25 419.1 0,32 0,27
DOCK_ex31 419.1 053 048
DOCK_ex52 419.1 0,75 0,73
DOCK ex8 419.2 052 0,57
DOCK_ex15 419.2 0,65 0,77
DOCK_ex18 19 419.2 013 0,15
DOCK_ex25 419.2 0,29 0,27
DOCK_ex31 419.2 021 048
DOCK_ex52 419.2 0,36 0,73
DOCK ex8 419.3 0,56 0,57
DOCK_ex15 419.3 0,77 0,77
DOCK_ex18 19 419.3 017 0,15
DOCK_ex25 419.3 0,33 0,27
DOCK_ex31 419.3 0.30 048
DOCK_ex52 419.3 0.41 0,73

Tabella 15: L’analisi condotta per rilevare CNVs mediante il saggio di QMPSF. Nell’esempio
I’esperimento condotto per mappare il sito distale della delezione nella famiglia 419. In

azzurro i valori nell’intervallo 0.7-1.3 che indicato la presenza di due copie per ciascuna sonda
locus specifica. In rosso i valori minori di 0.7 che indicano la presenza della delezione per quel
locus. E’ possibile osservare 1’assenza della delezione nel padre (419.1) e la delezione, il cui punto
di rottura distale ¢ tra I’esone 31 e 25, trasmessa dalla madre (419.2) ai tre figli (dati del probando
419.3).
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10. Discussione
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L’autismo ¢ un grave disturbo neuropsichiatrico, caratterizzato dalla
compromissione della sfera relazionale e comunicativa, e da comportamenti
stereotipati e ripetitivi. Gli studi epidemiologici condotti negli ultimi venti anni
hanno dimostrato il coinvolgimento di fattori genetici nell’eziologia dell’autismo.
Tali fattori tuttavia presentano un modello di ereditarieta complesso, con probabile
presenza di un elevato grado di eterogeneita genetica ed effetti epistatici, che
hanno reso 1’identificazione delle cause genetiche del disturbo autistico un
traguardo estremamente difficile.

Durante lo svolgimento del Dottorato, ho contribuito al progetto del consorzio
internazionale per 1’autismo IMGSAC, con D’obiettivo di individuare geni di
suscettibilita all’autismo. In particolar modo il lavoro di ricerca si € concentrato su
tre aspetti:

1.Stabilire il ruolo del cromosoma X nell’autismo.

2. Effettuare uno studio di replicazione del gene ASMT.

3.Caratterizzare geni candidati dei loci di suscettibilita all’autismo AUTS ed

AUTSI.

10.1 Nessun gene soggetto a XCI e coinvolto nello spettro autistico

Numerose sono le evidenze che suggeriscono un possibile ruolo nell’autismo di
geni che mappano nel cromosoma X quali:

1. La maggior prevalenza dell’autismo nella popolazione maschile (rapporto
maschi:femmine di 4 ad 1).

2. Numerosi geni di questo cromosoma hanno funzioni a livello cognitivo, di cui
molti associati a ritardo mentale, e sono numerosi i casi di autismo accompagnati
anche da questo tratto fenotipico.

3. Evidenza di una modesta condivisione allelica in tre studi di genome scan su
campioni di famiglie indipendenti (Liu et al., 2001; Auranen et al., 2002; Yonan et
al., 2003).
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L’analisi del profilo di inattivazione del cromosoma X puo indicare la presenza di
mutazioni in geni di questo cromosoma. Infatti, mutazioni in eterozigosi di geni X-
linked comportano in femmine portatrici un’inattivazione in maniera preferenziale
del cromosoma con la mutazione, fenomeno conosciuto come skewed X
chromosome inactivation (SXCI).

Un recente studio ha evidenziato una proporzione maggiore di SXCI in ragazze
affette da autismo e le rispettive madri, comparato a quella di un campione
controllo (Talebizadeh et al., 2005). Questo studio, benché condotto in un
campione ridotto, potrebbe evidenziare il coinvolgimento di varianti associate
all’autismo in uno o piu geni soggetti a XCI.

Nonostante le evidenze citate pocanzi, non sono stati compiuti studi esaustivi per
stabilire il ruolo di geni soggetti all’inattivazione del cromosoma X nell’autismo.
Per questo motivo, il nostro consorzio IMGSAC ha intrapreso un’analisi del
pattern di XCI in un vasto campione di famiglie, in collaborazione con altri due
gruppi di ricerca, che hanno esteso 1’analisi ad un gruppo di famiglie Francesi e
Finlandesi.

Abbiamo analizzato il profilo di XCI in un campione di 275 madri di soggetti
affetti ed un campione di 75 pazienti autistiche, confrontandolo con quello di due
gruppi di controllo correlati per eta: 144 femmine adulte e 40 ragazze.

L’analisi condotta nel nostro laboratorio del campione IMGSAC non ha
evidenziato differenze significative nel profilo di XCI nel campione di probande ed
in quello delle madri di individui affetti, rispetto ai rispettivi gruppi di controllo.
Lo stesso risultato viene ottenuto quando si analizza I’intero campione europeo.
Tuttavia, il sottogruppo di famiglie con un’inattivazione altamente sbilanciata,
costituisce un campione con una maggiore probabilita di portare mutazioni X-
linked che contribuiscono all’eziologia dell’autismo. Cio € dimostrato dal fatto che

le tre famiglie del nostro campione europeo in cui erano gia note mutazioni X-

133



linked nei geni ATRX, NLGN3 e MECP2, sono caratterizzate da elevato SXCI
(90:10).

Quindi abbiamo selezionato 28 famiglie tra quelle che presentavano X-skewing (>
80:20) per condurre un’analisi di linkage non parametrica. Il risultato evidenzia
una maggior condivisione allelica a livello del marcatore rs719489 in Xq27-28,
dove mappano FMR1 e MECP2, due geni interessanti anche dal punto di vista
funzionale. Nonostante il risultato dell’analisi di linkage coincide con alcune
evidenze che hanno suscitato interesse in precedenti studi sull’autismo di questi
due geni, il P-value non raggiunge la soglia di significativita in seguito a
permutazioni.

Ultimamente sono state descritte duplicazioni nel gene MECP2 che vengono
trasmesse da madri asintomatiche altamente X-skewed a figli maschi caratterizzati
da ritardo mentale (Del Gaudio , 2006).

Abbiamo quindi selezionato 22 pazienti della nostra collezione, di cui 17 figli
affetti di madri X-skewed e 5 pazienti autistiche X-skewed su cui abbiamo
condotto un’analisi di mutazioni nelle regioni esoniche dei geni FMR1, MECP2 e
NLGNS3. Gli stessi individui sono stati analizzati per duplicazioni del gene
MECP2.

Nessuna variante di sequenza con un potenziale ruolo eziologico é stata incontrata
in seguito a screening di mutazione nei geni analizzati, ne duplicazioni sono state
individuate nel gene MECP2,

| risultati di questo ampio studio, dimostrano che le famiglie con autismo non sono
caratterizzate da un pattern di inattivazione del cromosoma X diverso da quello
della popolazione generale. Inoltre, 1’analisi di geni candidati posizionali e
funzionali in individui autistici di famiglie X-skewd non ha rilevato nessuna nuova
variante.

Queste evidenze suggeriscono I’assenza di un gene del cromosoma X soggetto ad

inattivazione con un ruolo preponderante nella suscettibilita all’autismo. Tuttavia,
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circa il 15-20% dei geni del cromosoma X sfugge 1’inattivazione ¢ non possiamo
quindi escludere che proprio uno o piu di questi geni sia coinvolto nell’autismo.

Proponiamo infine che I’analisi del profilo di XCI in famiglie con autismo possa
costituire un criterio per la selezione di famiglie da sottoporre ad analisi di

mutazioni nei geni candidati per gli ASD, localizzati sul cromosoma X.

10.2 11 gene ASMT non sembra essere coinvolto nello spettro autistico
Recentemente alcuni studi evidenziano il potenziale ruolo della melatonina, un
neurormone epifisario, in alcuni tratti del fenotipo autistico, quali disturbi del
sonno e ritmi circadiani alterati (Malow BA, 2004). Questa ipotesi &€ supportata
anche dalle ridotte concentrazioni notturne di questo ormone in pazienti autistici
(Tordjam S. et al, 2005) ed un miglioramento dei sintomi legati al rapporto
sonno/veglia in seguito alla somministrazione per via orale di melatonina (Hayashi
E., 2000).

Lo studio condotto ultimamente dal consorzio PARIS sul gene ASMT potrebbe
spiegare 1’elevata prevalenza di ritmi circadiani alterati nell’autismo. 11 gene
ASMT, codifica per ’'ultimo enzima del pathway che a partire dalla serotonina
porta alla biosintesi di melatonina.

I1 lavoro di Melke et al. (2008), consiste in un’analisi di mutazione ed uno studio di
associazione del gene ASMT come gene candidato funzionale per I’autismo.

Lo screening di mutazione in 250 pazienti individua due rare varianti con un
possibile ruolo eziologico: una missenso (L326F) ed una variante di splicing
(IVS5+2T>C). Gli autori riportano un effetto di queste varianti a livello del
prodotto genico. Inoltre, gli studi di associazione riportano due SNPs (rs4446909 e
rs5989681) con frequenze alleliche significativamente diverse tra il gruppo di casi
¢ quello dei controlli. L’aplotipo H1 (GGGC), identificato dai due SNPs associati,
appartiene al blocco di LD localizzato al promotore B del gene ASMT. Inoltre, Gli
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autori riportano che questo aplotipo e correlato ad una riduzione del trascritto
genico in linee linfoblastoidi.

Benché le evidenze sperimentali di questo studio suggeriscono il coinvolgimento
di ASMT nel fenotipo autistico sono necessari studi di replicazione in famiglie
indipendenti. Abbiamo quindi condotto un’analisi di mutazione ed uno studio di
associazione caso/controllo nella collezione IMGSAC di 263 famiglie multiplex e
singleton. 1 risultati dello screening di mutazione svolto nel presente lavoro di tesi
ha identificato tre rare varianti di cui due gia identificate nel precedente lavoro:

1. La variante di splicing (IVS5+2T>C) e presente in due famiglie con autismo ed
un solo individuo tra i 390 controlli utilizzati per 1’analisi di mutazione. Nella
famiglia multiplex la variante non segrega con il fenotipo autistico, infatti viene
trasmessa dal padre solo ad uno dei due figli maschi affetti.

2. La missenso (L326F) e presente solo in un paziente e cinque controlli.

3.Una variante di stop (R319X) non descritta nel precedente lavoro viene
identificata in una famiglia singleton e in nessuno tra gli individui controllo
analizzati.

| risultati dello studio di associazione caso/controllo in seguito alla tipizzazione dei
marcatori (rs4446909, rs5989681, rs56690322 e rs6644635) del blocco di LD al
promotore B di ASMT non ha rilevato nessuna associazione né per 1’analisi del
singolo marcatore né per quello di aplotipi.

I risultati del nostro studio suggeriscono che le varianti identificate da Melke et al,
non rappresentano varianti eziologiche per [’autismo, ma piuttosto rari
polimorfismi, infatti nel nostro studio la missenso (L326F) e piu frequente nel
campione di casi e la variante di splicing (IVS5+2T>C) non segrega con il fenotipo
autistico. Interessante risulta la presenza della variante di stop (R319X) in un
individuo autistico di una famiglia singleton italiana, che tuttavia non presenta
alcuna caratteristica fenotipica riconducibile a disturbi del sonno e ritmi circadiani

alterati. Studi funzionali potrebbero suggerire se questa variante € realmente
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associata all’abolizione della funzione enzimatica. Nonostante i dati presentati in
guesto studio non suggeriscono il coinvolgimento di questo gene nella
suscettibilita all’autismo, rimane un ottimo gene candidato funzionale per altri
disturbi neuropsichiatrici quali ad esempio ADHD, depressione, schizofrenia in cui

sono frequenti disturbi del sonno e ritmi circadiani alterati.

10.3 Studi di associazione ed analisi di varianti strutturali suggeriscono che la
regione IMMP2L-DOCK4 del locus AUTS1 é coinvolta nella suscettibilita
all’autismo.

Negli ultimi dieci anni sono stati condotti numerosi genome scan per 1’autismo, tra
cui quello del nostro consorzio IMGSAC, che ha ottenuto i migliori risultati di
linkage per le regioni 2923.3-932.3 (locus AUTS5) e 7921.3-933 (locus AUTS1),
che rappresentano anche le regioni piu replicate da parte degli altri consorzi per
I’autismo. In queste due regioni mappano piu di 400 geni ed il tentativo di
individuare geni di suscettibilita in regioni cosi ampie non ha portato a risultati
consistenti. Lo sviluppo in questi ultimi anni di tecniche di tipizzazione di
marcatori ad alta densita ci ha permesso di effettuare il genotyping mediante il
sistema ILLUMINA di circa 3000 SNPs per ciascuna regione, rispettivamente in
126 famiglie multiplex per il locus AUTS5 e 127 famiglie multiplex per il locus
AUTSL. | dati sono stati utilizzati per effettuare studi di associazione
(caso/controllo e TDT) ed analisi di varianti strutturali.

I migliori risultati per gli studi di associazione combinando i due test per il locus
AUTS5 vengono ottenuti per i geni NOSTRIN e ZNF533, mentre per il locus
AUTS1 vengono ottenuti per i geni IMMP2L, PLXA4 e DOCKA4. La replicazione
dei marcatori piu significativi per entrambi i loci e stata condotta in un campione di
famiglie singleton indipendenti, in cui é stato effettuato uno studio di associazione

caso/controllo e TDT.
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Il risultato piu significativo della meta-analisi per il locus al cromosoma 2q e
rappresentato dal marcatore rs7590028 del gene ZNF533, mentre quello al
cromosoma 7q € rappresentato dai marcatori rs12537269 e rs2217262 dei geni
adiacenti IMMP2L e DOCKA4. Il marcatore rs2217262 del gene DOCK4 rimane
I’unico marcatore significativo in seguito a correzione di Bonferroni.

Il gene ZNF533 codifica per una proteina, altamente espressa nel cervello,
caratterizzata da 4 zinc-fingers. Attualmente non sono noti studi funzionali, ma
I’analisi bioinformatica suggerisce una localizzazione nucleare dove si pensa possa
agire come fattore di repressione. Ultimamente alcuni studi hanno evidenziato il
coinvolgimento di ZNF533 in attivita cognitive e di sviluppo, infatti delezioni di
questo gene sono state descritte in pazienti caratterizzati da ritardo mentale e
problemi del linguaggio (Mencarelli MA, 2007; Monfort S, 2008).

Benché il gene ZNF533 rappresenti un ottimo gene candidato per le evidenze citate
pocanzi, 1 risultati dell’analisi di mutazione condotta nelle regioni regolatrici ed in
tutti gli esoni non ha portato ad identificare nessuna variante chiaramente associata
all’autismo. Tuttavia, non possiamo escludere la presenza di varianti eziologiche in
regioni regolatorie distanti, o in regioni introniche che regolino ad esempio
I’elevata variabilita dei trascritti, osservata dallo studio condotto sulle forme
alternative del gene, o ulteriori varianti in nuovi esoni non presenti nel database e
non rilevate nello studio dei trascritti che abbiamo effettuato.

L’analisi delle varianti strutturali per 1 due loci ha riportato come risultato piu
significativo una duplicazione che coinvolge i geni contigui IMMP2L-DOCKA4. Il
gene IMMP2L codifica per una proteina mitocondriale della membrana interna, e
rappresenta un possibile candidato per il disturbo autistico in quanto anomalie
cromosomiche di IMMP2L sono state associate alla sindrome di Tourette che
mostra alcuni aspetti fenotipici in comune con ’autismo. Il gene DOCK4 codifica
per una GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) in grado di attivare la

RacGTPase. Benché il gene Dock4 sia stato associato a carcinogenesi (Yajnik V,
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2003), ultimamente uno studio ha evidenziato la sua elevata espressione in
Ippocampo dove svolge un ruolo essenziale per la corretta formazione e morfologia
dendritica (Ueda S, 2008).

L’evidenza di varianti strutturali nella regione IMMP2L-DOCK4 risulta essere di
rilevante interesse alla luce dei risultati ottenuti dagli studi di associazione. Quindi
abbiamo ritenuto necessario approfondire la presenza di varianti strutturali in
questa regione ampliando il campione ad un numero finale di 285 famiglie
multiplex. Complessivamente abbiamo identificato quattro famiglie con delezioni
ed una famiglia con una duplicazione in questa regione. In particolar modo tre
famiglie presentano una delezione che coinvolge esclusivamente il gene IMMP2L
che non segrega con il fenotipo autistico. Inoltre questa variante & presente nei
controlli analizzati ed e ben rappresentata nel database di varianti genomiche
(figura 55).

QMPSF |\ MMP2Lex6s LRRN3ex4 IMMP2Lex3 IMMP2Lex2 DOCK4ex52
Probes’ - - - . -

11040 110.2M 11031 110.4M 110.5M 110.6M 110.7M 110.8M  110.5M 111K 11140 141.2M

RefSeq Genes
IMMPEL | NM_032545 DOCK4 | NM_014705

LRRHNS | NM_001095658
LRRNS | NM_0010959660

LRRNS | NM_018334

UCSC segnental duplications

CHVs

Figura 55: schematizzazione delle varianti strutturali in giallo presenti nel database di CNVs
nella regione IMMP2L-Dock4

La duplicazione della regione IMMP2L-Dock4 sembra non essere associata al
fenotipo autistico, in quanto viene trasmessa solo ad uno dei due figli affetti.
Solo una famiglia presenta una delezione che si estende dal gene IMMP2L a
DOCK4. La delezione segrega con il fenotipo autistico. Inoltre come si puo
osservare dal database di varianti genomiche non sono presenti CNVs nella regione

di DOCK4, né sono presenti nel campione di 475 individui di controllo analizzati
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nel presente studio. La delezione é trasmessa dalla madre ai due probandi maschi
affetti ed alla figlia non affetta. E’ interessante notare che la madre e la figlia con la
delezione in IMMP2L-DOCK4, benché non presentino un fenotipo autistico, sono
affette da dislessia. Quindi & possibile che vi sia una penetranza differente di
questa variante genetica in relazione al sesso.La delezione in IMMP2L-DOCK4
potrebbe avere un effetto patologico comportando 1’aploinsufficienza di DOCK4
ed IMMP2L, oppure potrebbe avere un effetto dominante negativo, attraverso la
formazione di un trascritto ibrido. Studi funzionali saranno utili per stabilire questo
aspetto. Inoltre saranno necessari ulteriori studi su campioni di famiglie
indipendenti per ottenere conferme che SNPs comuni nel gene DOCK4, IMMP2L e

ZNF533 siano coinvolti nella suscettibilita all’autismo
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