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Capitolo 1

Geni per lo sviluppo ipofisario
e panipopituarismo

1.1 Introduzione

La crescita di un individuo nel periodo fetale ei peell'infanzia,
fanciullezza e puberta € metabolicamente dipenddaittmessaggi” inviati
dal cervello e da ghiandole annesse come l'ipofiee, direttamente o
indirettamente controlla anche una serie di altn@ampole e distretti del
corpo. L’'asse ipotalamo-ipofisario quindi € unatca&ima direzionale non
solo dell'accrescimento ma anche del metabolismbirdero organismo.
In questo approfondimento teorico ci si interesseoprattutto della
ghiandola ipofisaria e di svariati fattori di tragone (codificati da svariati
geni) la cui interazione in ambiti spazio tempodafiniti € responsabile del
corretto sviluppo dell'ipofisi stessa. Alcuni di egti geni, inoltre,
presiedono al differenziamento e alla formazionkedenque linee cellulari
ipofisarie secernenti (tra cui le cellule somatp&p e controllano la
trascrizione dei geni che codificano messaggedratbni ipofisari.

1.2 Deficit di ormoni ipofisari

Uno dei vari sintomi che suggerisce ad un mediceffdittuare dei dosaggi
ormonali ipofisari pud essere, come noto, un raadd crescita. L’ormone
oggetto di studio e principalmente il GH (growthrimone) ma nella
casistica clinica non e infrequente rinvenire raitempo carenze per altri
ormoni. Cio é dovuto al fatto che (come si vedeagé¢llule somatotrope si
differenziano sulla base di segnali dati da fatthrirascrizione genici che
permettono la differenziazione anche di altre linekulari.

Un ritardo di accrescimento, per essere precish @ccomunque legato

necessariamente a deficit ormonali in quanto umie sk altri fattori puo
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influire, per esempio la dieta, eventuali patolodgiemori, traumi. Se dal
punto di vista auxologico, essere sotto il 3° petite di una curva di
crescitd significa avere una crescita sotto la norma, messitra
conclusione in sé e possibile senza ulteriori imdag

Un ritardo di crescita puo essere valutato anchietingrazie all’ecografia
ed essere correlato a qualche problema o dellaidgm@aa o a motivi
congeniti. In questi casi si parla WWGR (Intrauterine groth retardation)
che puo concludersi in una nascita sotto-peso mioan eventoSGA
(Small for Gestional Age cioe piccolo per I'eta i@sale) oppure risolversi
entro la nascita. Molti neonati SGA riescono emtprimi due anni di vita
a recuperare il ritardo di crescitzaf{ch-up growth).

Secondo alcune statistichena minor porzione di SGA (circa il 10%) non
presenta tuttavia un sufficiente recupero statunoderale e puo
manifestare in eta adulta complicanze a caricoedilhzioni cognitive,
endocrine, metaboliche e cardiovascolari.

Quando i problemi di crescita sono associati auwalape deficit ormonale
ipofisario, normalmente si puo avere odeficit isolato di GH o undeficit
combinato di ormoni ipofisari. Inoltre il deficit puo avere un’origine
genetica o essere dovuto ad altre cause.

Deficit isolato di GH (IGHD) di origine genetica

Il terminelGHD (Isolated Growth Hormone deficiency) si usa quando e
carente o assente, per quanto riguarda lipofisisalo ormone della
crescita.

Se la condizione IGHD e di origingeneticg allora una o piu mutazioni
geniche interferisce direttamente sulla sintesiaehone della crescita o
sulla trasmissione del segnale poco a monte ola val

Si stima che l'incidenza di deficit isolato di Gkadra 1 su 4000 e 1 su
10000 nati vivi (con un’ampia incertezza sul datmg in gran parte dei
soggetti le cause genetiche sono molteplici o sedote. In questi casi si
parla di deficit di GHdiopatico®“.

" Percentile: considerando una serie di misure menesicenti, il 1° percentile & la soglia al disott
del quale ricade una quota delle misure pari 84’ 1
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| casi di deficit isolato di GH di origine genetisano stati classificati (a
seconda del genotipo mutato) in 4 sottogruppi, camspiegato nella
seguente tabella (tabella £.1)

Tabella 1.1 — Classificazione® dei deficit isolati di ormone della crescita di origine
genetica

Tipo Ereditarieta Gene/mutazione Proteina fenotipo
IGHD corrispondente
IA Autosomica GH1/Ampia Del tutto Severa bassa
recessiva delezione, assente statura, necessita di
microdelezioni o usare anticorpi
sostituzioni punt. neutralizzanti gli
connesse a Z aa anticorpi antiGH
B Autosomica GH1 oppure Proteina Bassa statura.
recessiva GHRHR/Mutazioni tronca, con Buona risposta alla
del sito di attivita carente terapia con GH
splicing, perdita di
esoni
Il Autosomica Mutazioni del sito Proteina con Bassa statura.
dominante di splicing, attivita carente Buona risposta alla
sostituzioni punt. terapia con GH
connesse a # aa
i X-linked, Meccanismo Maschi con ipo -
recessiva ancora gammaglobulinemia
sconosciuto

< E’ da notare che anche mutazioni a valle del psccafazione del GH,
come una mutazione nel recettore per I'ormone detlsscita (GHR)
possono comportare un fenotipo molto simile a guéilun IGHD. Nella
sindrome di Laron: si ha una resistenza completa a trattamento ¢bonaG
causa soprattutto di mutazioni nel dominio TM oacellulare di GHR (in
tali casi si interviene con IGF1).

Deficit combinato di ormoni ipofisari (CPHD)

Il termine CPHD (Combined Pituitary Hormone Deficiency) si riferisce
al deficit per svariati ormoni dell’adenoipofisi.e@eralmente al deficit di
GH (sempre presente) si accompagna il deficit dd wnpiu ormoni.
Talvolta, invece di parlare di CPHD, si usa l'eqente abbreviazione
MPHD (deficit multiplo di ormoni ipofisari).
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La statistica medica riporta frequenze di pazi@athipopituitarici (cioe
affetti da CPHD) dell’'ordine di 1 su 20000 natiiviv

A livello eziologico sono state riportate svariatause possibili (cause
genetiche ma anche traumi ipofisari, disfunziometa). In gran parte dei
soggetti non sono ben note le cause di CPHD erfa parcio di CPHD
idiopatico (presenza di fattori genetici ed ambientali scondd e dilSS
(idiopatic short stature).

Per quanto riguarda le cause genetiche accertai#ti soggetti CPHD
presentano mutazioni in particolari geni codificarger fattori di
trascrizione genici che regolano le fasi di svilapdell'ipofisi e la
differenziazione dei 5 tipi cellulari del lobo antee dell'ipofisi stessa.

La figura 1.1 € stata presentata ad un convegnerniazionale di
endocrinologia pediatrica (ESPE2007-Helsinki) edeefidea su quanto
ancora si deve fare per trovare le cause genalieh€PHD.

The Genetic Origin
of MPHD

No Mutaticns
78,6%

i ¥
e
e e
Gu2 /|| \ ™~ POUIF
1,0% i WL - 08%
SHH HESX1\|‘_HX4\»I|'|¥/(D3

03% 1,5% g

Figura 1.1 — Diagramma a torta illustrante una stima dei fattori genetici e non,
alla base di una serie di analisi in soggetti panipopituitarici. Presentato al
convegno ESPE del 2007 dal gruppo di Pfaffle RW.

Di seqguito, si sintetizzano le conoscenze attualio ssviluppo ipofisario
indicando i geni necessari per un corretto sviluggdtipofisi e delle sue cellule
secernenti.
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1.3 Lo sviluppo dell'ipofisi

L'ipofisi deriva embriologicamente da 2 tessutinpitivi; il lobo anteriore e
guello intermedio originano dall’ectoderma oralentne la neuroipofisi si
sviluppa dall’ectoderma neurale. Nel topo la segaeai eventi di sviluppo
& ben conosciuta e sembra riflettere cid che aevianche nell’'uonfo
Schematicamente (figura 1.2) si possono distingdidesi:

1) Formazione dei primordi dell'ipofisi (Pituitary made). Nel topo cio si
scorge in posizione ventrale a 7,5-8,5 dpc (dpcsq@mst coitum, cioe
giorni embrionali) nel mezzo del tubo neurale aotered in posizione
adiacente con la regione che originera lipotalamd’infundibolo
ipofisario (in posizione posteriore). Il primordiappare come un
ingrossamento del palato dell’ectoderma orale

2) Fase di tasca di Ratke rudimentale. Il tessuto gmiimle subisce
un’invaginazione dorsale via via piu profonda

3) Tasca di Rathke definitiVacorrisponde a circa 10,5 dpc nel topo e a
circa 40 dpc nell'uomo. La tasca rudimentale spgrafondita e poi si &
chiusa, ma pud avere ancora una piccola conessimmd’ectoderma
della cavita orale.. Nel frattempo un’evaginaziodell’ectoderma
neurale alla base del diencefalo (in fase di spif)pcomincia a dare
origine all'ipofisi posteriore o neuroipofisi.

4) Ipofisi oramai completa: Nel topo a 12,5 dpc lecéashiusa ha perso i
contatti con I'ectoderma della cavita orale e Ibute del lato ventrale
della tasca proliferano e si differenziano per dargine al lobo
anteriore ipofisario (adenoipofisi) verso i 15,5cHpnentre un piu
limitato sviluppo della parete dorsale dara origadobo intermedid
Anche l'evaginazione del diencefalo si chiude egpressa contro il
lobo anterire ed intermendio formando il lobo paste dell’ipofisi.

Alla fine della quarta fase, nell'adenoipofisi Babno di differenziarsi le
varie cellule che origineranno i 5 tipi di cellighiandolari ovvero:
v' cellule corticotrope secernenti ACTH (ormone adpemticotropo)
v cellule gonadotrope secernenti le gonadotropine H®HNone
follicolo stimolante) e LH (ormone luteotropo)
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v’ cellule tireotrope secernenti TSH (ormone stimaddattiroide)
v cellule somatotrope secerneti I'ormone della ctas6H
v' cellule lattotrope secernenti PRL (prolattina)

Oral ectoderm Rudimentary pouch Definitive pouch Ptuitary gland
Rat BS n 145 195
Mouse 80-85 85 12 17
Embryonic
days

Figura 1.2 — Schema delle fasi di sviluppo dell'ipofisi in roditori. (a) Ectoderma orale
(b) Tasca di Rathke primitiva (c) Definitiva tasca di Rathke (d) Ipofisi completa.
Legenda: I, infundibulo; NP, piastra neurale; N, notocorda, PP piastra pituitaria OM,
membrana orale, RP, tasca di Rathke O, cavita orale PL, lobo posterior IL, lobo
intermedio; AL, lobo anteriore; OC, chiasma ottico; DI, diencefalo; SC, cartilagine
sfenoide. Da Sheng and Westphal- Trends in Genetics 1999; 15: 236—-240

| vari tipi cellulari tra l'altro vanno ad occupaf@osizioni ben precise
delladenoipofisi. L'ordine con cui sono state memate (dalle

corticotrope alle lattotrope) corrisponde alla dsigione delle cellule a
partire dalla porzione ventrale a quella dorsalladkenoipofisi verso |l

lobo intermedio. Le cellule somatotrope e lattotragembrano derivare
dalle stesse cellule progenitrici e popolano laiamg dorsale del lobo
anteriore ipofisarit.

Vi & anche un ordine temporale nella differenziagiocompleta delle
cellule ghiandolari (come visualizzabile nella figulL.3 a destra). Le prime
cellule a differenziarsi sono le corticotrope (18 nel topo) seguono le
tireotrope (14.5 dpc) e contemporaneamente le sirope e lattotrope
(15,5 dpc) che derivano dal un progenitore cellutzomune ed infine poco
dopo vengono le gonadotrope (16,5 dpc).
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Figura 1.3 — Regolazione trascrizionale dello sviluppo del lobo anteriore dell'ipofisi
(adenoipofisi. Una serie di fattori di trascizione coinvolge, da parti opposte, porzioni
limitate del diencefalo ventrale (DIEN) e dell’ectoderma orale (OE), poi, nella tasca di
Rathke (primordio dell’adenoipofisi) definitiva si vanno a differenziare i 5 tipi cellulari
secondo secondo un preciso ordine spaziale e temporale (giorni sulla destra della
figura). Tratto da Savage et al., in Gene 2003; 319: 1-19.

La precisa disposizione delle cellule progenitrcila loro progressiva
differenziazione in cellule ghiandolari € codifiaageneticamente e viene
permessa da uno scambio di messaggi cellulari ttiva aerti geni le cui
proteine possono a loro volta fungere da fattoritrdscrizione in una
complessa reazione a catena. Questi messaggeicchoasono diffondere
nei tessuti circostanti cosicché messaggeri daaa di Rathke primitiva
possono indurre strutture in formazione derivaatidiencefalo e viceversa
(figura 1.3). Da una serie di osservazioni su ahinsan mutazioni
spontanee o indotte, soprattutto topi, le protdimera conosciute piu
precocemente implicate nella trasmissione di seguado tra le altre, le
proteine dei geni FGFs (fibroblast growth factor§MP4 (bone
morphogenetic protein 4), WNT5a della parte vertd®| diencefalo e, per
quanto riguarda la tasca di Rathke, BMP2 e WRfT4noltre, uno dei geni
piu importanti nel delimitare inizialmente la pavee di tessuto che dara
origine alla tasca di Rathke sembra essere il §eméc hedgehog (SHH)
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1.4 Geni di fattori di trascrizione attivati o inibiti nello
sviluppo ipofisario

Di seguito si descrivono in forma concisa l'aziode alcuni fattori di
trascrizione importanti per la formazione delleugttire ipofisarie e per la
differenziazione cellulare. L’azione di molti genodificanti per questi
fattori & stata ben studiata in topo con mutazgpuntanee o indotte ma e
stata confermata in altri animali o studiando césici.

Fattori di trascrizione regolanti le fasi precocieaillo sviluppo
ipofisario

Tra i piu precoci geni attivati per la sintesi ditbri di trascrizione vi sono i
geni per leproteine Pitx contenenti omeodomini bicoid-like (Bicoid e un
noto fattore di trascrizione in Drosophila). Sonmotpine con omologia di
sequenza non solo con Bicoid ma anche con Pitl,échum fattore di
trascrizione piu tardivo. Sia Pitx1 che Pitx 2 saspressi precocemente
nello sviluppo nei topi e loro mutazioni sono cosse a svariati anomalie
cerebrali ed anche dello sviluppo dei primordi ‘gedfisi®. Alcuni studi
hanno mostrato un ruolo di Pitx2 anche in fasi faitdive aumentando la
trascrizione tramite il legame ai promotori dei gEBHB e del gene della
prolattind* *>. Mutazioni nel gene Ptx2 sono state associate smo a
panipopituarismo ma anche a difetti cerebrali nothe sindrome di Rieger.
Geni che vengono attivati precocemente e che regalan le loro proteine
altri geni sono fattori di trascrizione LIM-HD . Nei mammiferi sono stati
trovati almeno 12 proteine LIM-HD che agiscono corfatori di
trascrizione legandosi al DNA con il tipico omeodoim (HD) e con due
domini LIM. Tali proteine regolano lo sviluppo sastrutture cerebrali che
dell'ipofisi *° . | piti importanti fattori di trascrizione sondds <2, Lhx2,
Lhx3, Lhx4. Gli ultimi due, tra I'altro, sembrangiee sia nelle fasi precoci
di sviluppo delle strutture dellipofisi, sia nelléasi tardive della
differenziazione cellulare.

Il gene LHX3, nei mammiferi viene tradotto in alneeB isoforme con
distinti percorsi di espressione e proprieta tiasmali ** '8 La proteina
Lhx3 puo attivare, costrutti con geni reporter eoenti il promotore di
ormoni ipofisari e i geni di fattori di trascrizienincludenti i geni PIT1,
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PRL, TSH3 ed aGSU agendo da solo o assieme ad altri fattori di
trascrizione (come Pitl e Pitx1}°. Nei topi con ambo le copie geniche
LHX3 inattivate si ha un arresto dello sviluppo ldeflasi posteriori alla
tasca di Rathke quindi la mancata differenziazidnautti i tipi di cellule
endocrine; ulteriori problemi soprattutto ai motoreni condannano questi
topi alla morte. Nelluomo; pazienti con mutaziom LHX3 oltre al
panipopituarismo, possono avere altri sintomi idehti rigidita della spina
cervicale e riduzione della rotazione del c8llo

Il gene LHX4 codifica per una proteina molto impaega con quella di
LHX3. LHX4 ¢ inizialmente espressa attraverstakca di Rathke, ma la
sua espressione € transitoria ed & ristretta altared adenoipofist.
L’inattivazione di entrambe le copie geniche di L4Xon impedisce la
formazione della tasca di Rathke, ma la tasca énal@me presenta un
ridotto numero di tipi cellulari. Inoltre una singacopia di LHX3 o LHX4
nei topi e sufficiente per la formazione della tasefinitiva, da cui questi
due geni probabilmente agiscono in modo ridondaali@meno nelle fasi
precoci dello sviluppo ipofisario

Alcuni pazienti con LHX4 mutato avevano una progeiind X4 troncata con
I'omeodominio mancante, ed un fenotipo con bassturst, ipopituarismo,
difetti cerebrali e anormalie nella sella turéfcéegli ultimi anni sono state
scoperte altre mutazioni, in generale comunquealdgo di deficit ipofisari
& variabile® e spesso sono presenti ulteriori anomalie cerebpal la
malformazione di Chiari. Nell'uomo inoltre, al coatio che nel topo,
I'inattivazione di una delle due copie geniche contg un fenotipo mutato,
probabilmente perché LHX4 con una sola copia nanbsa regolare bene
la trascrizione di Poulfi

Pax 6€ un altro precoce fattore di trascrizione corctipmeodomini leganti
il DNA. Il gene PAX6 e stato studiato in topi mutat anche in mutazioni
spontanee umane e si e visto che anch’esso haolinahiave nella corretta
formazione di molte strutture cerebrali ed anchelpsviluppo del pancreas
e dell'ipofis?. In quest'ultimo caso sembra regolare I'azion8kdH.

Sono state anche segnalate pazienti con mutazeoncltge inSHH. Anche
guesto gene, se mutato provoca molte anomalie redireddtre ai sintomi di
panipopituarismo, spesso compare oloprosencefaligero vi € una
mancata segmentazione del prosencefalo rispetésia dell'encefald.
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Tre geniGLI sono ritenuti importanti nel propagare il segndieSHH.
Mutazioni eterozigoti in GLI2 sono state trovateuima piccola percentuale
di pazienti con oloprosencefaia In tali pazienti, oltre a varie anomalie
cerebrali anche le funzioni ipofisarie erano andrma

Nel topo sono state analizzate le funzioni di geniSIX (SIX= sine oculus)
che sono tra i piu precocemente espressi nei pdindetla tasca di Rathke e
con profilo di espresione persistente anche neal tmulto. Sono state anche
correlati stati di panipopituarismo a mutazioniparticolare del gene SIX6
ma sembra che, in ambito umano, finora non siamoranstati riscontrati
pazienti con difetti oculari o panipopituarismo atrenutazioni in SIX6?,
Hesx1 e un fattore di trascrizione membro delle proteanemeodominio
del tipo paired-like. Sembra agire in questo casa pressore
trascrizionale, in particolare tale azione verrebggletata quando si lega ad
alcune proteine come Tlel e N-&orAnche la DNA metil transferasi | pud
associarsi a Hesx1 e promuovere la repressioneriligeni effettuando una
metilazione di siti bersaglio. La sua espressiaigdnto di vista temporale
e tra 9 e 13,5 dpc in topo, quindi € un fattorérakcrizione molto precoce,
presente inizialmente nella linea mediana dellaepanteriore del tubo
neurale dove si sviluppa la placca ipofisaria echamell’adiacente piastra
neurale rostrale. Quando comincia a diminuire la sspressione verso i
13,5 dpc, puo essere sbloccato il gene PROP1 chm éattore di
trascrizione che piu direttamente influisce sulffedenziazione di svariati
tipi cellulari ipofisari. Mutazioni in Hesx1 provaoo difetti nello sviluppo
in modo pleiotropico. In Homo spesso sono assoaalisplasia setto ottica
e disfunzioni ipofisari€ E’ da notare che il gene HESX1 & a sua volta
attivato dalle proteine a omeodomini LHX1 ed LHX8csono richieste per
la sua precoce espressione, mentre la regionevalla contiene elementi
necessari e sufficienti per una sua piu tardivaessione nella tasca di
Rathke che si sta svilupparido

| fattori di trascrizione Sox1l, Sox2, Sox3 sonotituaggruppati nella
subfamiglia B1 di protein&ox che in totale sono una ventina sia nel topo
che nelluomo. Tali proteine legano il DNA e leegano con i loro domini
HMG. Possono regolare [lattivazione genica comessita fattori di
trascrizione ma anche, viste le alterazioni di oamazione che inducono
sul DNA, possono permettere l'assemblaggio di molpeoteine
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trascrizionali in modo compleso SOX2 viene espresso precocemente e
mantenuto durante la fase di formazione della tasd@athke. Man mano
che procede la differenziazione cellulare, il gereme parzialmente inibito
ma l'espressione non € mai completamente bloc&aX2 e espresso
anche nella parte ventrale del diencefalo. Quaigii embrioni modificati
in topo con in attivazione di ambo le copie genicheéSOX2 sono non
vitali, i pochi animali rimasti vivi mostrano un merato ipopituarismo.
Una serie di osservazioni fa pensare che la prassin0OX2 puo permettere
la presenza di cellule indifferenziate anche npafisi di un animale adulto.
Inoltre SOX2 potrebbe essere coinvolto nella regotee di HESX T,

SOX3 € in gene espresso inizialmente non solo in Seanagioni del
sistema nervoso centrale anche nella parte ventdale diencefalo
includente I'infundibolo e il presunto ipotalamo. &n gene situato sul
cromosoma X la cui delezione induce un fenotipoialale, spesso
caratterizzato da panipopituarismo, difetti craf@ceiali e problemi
mental?*. Ultimamente sono state descritti anche pazieti mutazioni in
SOX3 connesse a panipopotuarismo e neuroipofisoppea senza la
presenza contemporanea di alterazioni mentali

La figura 1.4 tratta da una recente reviewnostra schematicamente i
rapporti tra i vari fattori di trascrizione implitaello sviluppo dell’ipofisi.
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Diencephalon Ootx2
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Hesx1 SF1

Sox2/3 Wnt5A Tcr
Shh GIi1/3
Smpd Faf8i10/18

[ TSH )

(Transi \
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Figura 1.4 — Schema dei geni che si attivano temporalmente e le cui proteine
fungono da fattori di trascrizione di altri geni a cascata, nello sviluppo dell'ipofisi
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Fattori di trascrizione per le fasi intermedie e ridive dello
sviluppo ipofisario

Quando la tasca di Rathke si € completamente cladsaventualmente
staccata dalla cavita orale, varie cellule gia asef di differenziazione
acquisiscono la definitiva funzionalitd e spazilgrevista per il tipo di
secrezione endocrina a cui sono destinate. A @bs@ntrano in gioco
fattori di trascrizione, eventualmente in sinergan alcuni dei fattori visti
nella fase precoce. E' da notare che, rispetto emi g¢ ai fattori di
trascrizione menzionati precedentemente, mutazibrgeni di fattori di
trascrizioni medio-tardivi generano raramente sindrcomplesse a carico
di strutture cerebrali limitandosi spesso ad oagin quadri di
panipopituarismo pil 0 meno esteso. Sono statwiattriscontrati anche
casi di mutazioni con conseguenze fenotipiche psilese del solo
panipopituarismd.

La proteinaPropl e un fattore di trascrizione a omeodominio, apgrehte
alla famiglia paired-like. Esso comincia ad esprsnalentro la tasca di
Rathke a 10 dpc (topo) in un intervallo temporaez@almente sovrapposto
a quello di Hesx1. Probabilmente agisce anche pigessore di Hesx1 in
modo da poter prendere il controllo degli eventiaddifferenziazione in
alcune linee cellulari. Inoltre agisce anche davattbre del fattore di
trascrizione Pitl (o Poulfl), tanto € vero che alme Propl significa
“Prophet of Pit1. Superatii 15,5 dpc, il gene viene disattivit&i & notato
che, se Propl e over-espresso (soprattutto ndlidecproducentioGsu) si
ha un ritardo nella differenziazione delle cellugpnadotrope, una
temporanea carenza di gonadotropine e un ritardla peberta. Percio
Propl deve attivare Pitl ma poi € importante chedgattivato per una
corretta differenziazione di certe linee cellulari

Da studi su costrutti con geni reporter sembra leheapacita di attivare
geni sia legata all’estremita carbossi-terminateiete I'estremita amino
terminale e 'omeodominio di Propl avrebbero uivd#t importante per
I'inibizione dell’'espressione geniaShowalter et al. 2002).

Topi nani “Ames” che hanno un’impressionante ridna di cellule
tireotrope, somatotrope e lattotrope e ridottillivdi gonadotropine portano
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diverse mutazioni in Propl tra cui una mutazionetiporme che determina
un cambiamento di un aminoacido cruciale in un afoeanio legante il
DNA. In questi topi inoltre & assente I'espressidin Pitl, percio Propl ha
un effetto epistatico su Piff. Le mutazioni recessive in Propl sono uno
delle piu frequenti cause genetiche di deficienamlwnata degli ormoni
ipofisari*? .

Si sono fatti studi su topi nani Ames con geni LHXdttivati (oltre alle
funzioni Propl compromesse). Si e notato che Pmphhx4 funzionano
con ruoli sovrapposti per promuovere l'espansioabadtasca di Rathke
durante la fase precoce di sviluppo pituitario.i T@bi erano deficitari nelle
funzioni di ambo i geni e avevano una differenzagi ritardata delle
cellule corticotrope, non sviluppavano le altreludel secernenti ormoni,
mostrando la richiesta di PROP1 e LHX4 nella ddfesiazione di linee
cellulari specializzat@ .

La proteinaPoulfl, detta anche Pitl € un membro delle proteine a
omeodomini POU di classe 1. POU1F1 e espressadiveataente tardi nello
sviluppo ipofisario ed é riscontrabile a 13,5 dec progenitori delle cellule
somatotrope, lattotrope e tireotrope.. A 16 dpcosserva la massima
espressione nelle cellule secernenti GH, PRL e T&tH,lo stato di
attivazione per PIT1 persiste in queste cellulehaneell'individuo adulto.
Alcune conclusioni sull’azione del fattore Poulftar gia emerse
all'inizio degli anni 90 grazie all’osservazioneidepi mutati nani Snell
(dw, da dwarf)) e Jackson (dw | topi Snell portano una mutazione
puntiforme recessiva mentre i topi Jackson una nta nulla, in ambo i
casi si era notata l'assenza delle cellule tirgmrosomatotrope e
lattotropé” Ulteriori informazioni su PoulF1 sono riportatecp pit avanti
in questa tesi.

1.5 Morfologia ipofisaria in RM ed ipopituarismo

Gli studi di risonanza magnetica (RM) della regiale#la sella turcica che
accoglie lipofisi hanno fornito molte informazionilteriori sui difetti

ipofisari oltre ai classici studi sulle carenze omali. Il vantaggio dell’'uso
di questa tecnica € legato al metodo non invasiatl’@nalisi dettagliata,
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necessaria d’altronde per un organo molto piccblpeso nell’adulto non
supera normalmente 0,9 grammi).

La ghiandola ipofisaria aumenta di dimensioni inZione dell’'eta. Appare
connessa all'ipofisi tramite un peduncolo ben vesarzato. Nella
ghiandola pituitaria fetale si possono distinguéepars distalis (lobo
anteriore) e la pars nervosa (lobo posteriore) ragpalalla pars intermedia
(lobo intermedio). Quest’'ultima, nel terzo trimestlella gravidanza tende a
regredire lasciando un lume residuo detto fendituir&Rathke (Rathke’s
clef) praticamente invisibile tra i due 16bi

Nel feto e nel neonato sotto i due mesi, sia iblalmteriore che posteriore
sono molto ben visibili in sequenze in T1, probaghte in relazione
all'intensa attivita cellulare durante questo peéoio di sviluppo. Inoltre
I'ipofisi ha una forma bulbosa probabilmente dovwda un’ipertrofia
cellulare. Solo in seguito il suo margine superidieenta piu piatto. Piu
avanti invece il lobo posteriore sara distinguibper la sua maggior
luminosita nelle immagini T1. Alla puberta si asseuna caratteristica
ipertrofia ipofisaria: I'ipofisi si ingrossa conrdensioni di circa 8 mm nei
maschi e 10 mm nelle femmine (nelle quali inoltrenargine superiore
diventa caratteristicamente convesso). Dopo leegabinfine I'ipofisi si
riduce leggermente in dimensioni. Si € notato cletencarenze ormonali
pituitarie si possono associare anche ad un’adteratrfologia dell’ipofisi.
Per quanto riguarda I'adenoipofisi, essa puo irstjuweasi apparire normale
oppure ipoplastica con altezza ridotta e talvolbm cin bordo superiore
concavo oppure, molto raramente, allargata (consaggia superiore di 5
mm durante il periodo prepuberale.. Nel contempm, nleuroipofisi
(normalmente piu luminosa nelle immagini) puod irsigione normale o
ectopica, presso il peduncolo ipofisario o a liwalel’eminenza mediana.
E’ importante notare la posizione della neuroipofispetto al peduncolo.
Il peduncolo puo essere normale, oppure sottilerovisibile.

Un esempio di ipofisi normale e ipofisi con altévazeé riportato nella figura 1.5.
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Figura 1.5 — visualizzazioni di RM in: a)controllo sano b) paziente affetto da
panipopituarismo e alterazioni di altre strutture cerebrali tipiche di displasia setto
ottica per mutazione nel gene HESX1. Notare I'agenesia del corpo calloso (CC),
l'ipoplastico chiasma ottico (OC), lipoplasia dell'adenoipofisi, I'ectopia della
neuroipofisi (PP) e I'assente infundibulo (PS) (da Dattani, Clinical Endocrinology
2005)

Alcuni studi hanno associato l'altezza dell’adedig ai livelli di GH
poiché le cellule somatotrope sono il tipo cellalgpit abbondanté
Tuttavia non sembra esserci una relazione pre@saltezza e severita del
deficit ormonale. . Inoltre I'adenoiposisi ipoplast pud essere notata sia in
pazienti con deficit isolato di GH che in pazieotin deficit combinato
(CPHD). La condizione CPHD tuttavia sembra condadeain’adenoipofisi
ipoplastica con una frequenza maggiore che nel datGHD"’.

E’ da notare che, talvolta sono stati trovati paziesibenti particolari
variazioni nel tempo della morfologia del lobo aiee ipofisario che,
inizialmente nella condizione di ipoplasia diveratemporaneamente
iperplasico per poi ritornare alla situazione i@gpta. Molti di questi
individui erano giovani pazienti affetti da mutazimel gene PROP1 e si €
supposto che [Tliperplasia temporanea, fosse dovata accumulo
temporaneo di massa nel lobo intermé&tlio

Un’altra anomalia piuttosto frequente in casi dindi deficit ormonali
ipofisari € la presenza di neuroipofisi ectopicaeti@ PPE= posterior
pituitary ectopia o EPL=ectopic posterior lobeua®ra non si riesca a
trovare il peduncolo ipofisario, la neuroipofisi r&a sempre posta
nel’eminenza mediana (figura 1.5-b), se il pedlmce visibile pur se
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ipoplastico, la neuroipofisi pu0 invece essere ressitracciata ovunque
lungo il peduncolo. Sembra che i pazienti nei quahn sia visibile il
peduncolo ipofisario (per cui la neuroipofisi si spona a livello
delleminenza mediana) costituiscano i casi piuesee persistenti di
carenza di GH,

Casi di ipoplasia del lobo anteriore e contempaaameuroipofisi ectopica
sono abbastanza comuni. In questi casi, la sitnez@i peduncolo non
visibile poi sembra piu statisticamente piu fregeercon pazienti
panipopituitari. Infatti, secondo una ricerca cdh f@azienti inizialmente
diagnosticati come IGHD, 5 pazienti mostranti PSAgdgnhesia del
peduncolo pituitario) e PPE (neuroipofisi ectopibanno inevitabilmente
sviluppato ulteriori carenze ormortdliAnche altre ricerche sembrano
confermare tale aspettoSulle cause della neuroipofisi ectopica gli spsdi
del settore non hanno ancora pareri concordantorgk alcuni scienziati
(teoria del trauma) eventi di asfissia perinatale potrebbero comperta
lesioni del peduncofd Ultimamente sembra piu screditataidaria della
malformazione genetica secondo cui un difetto nel’embriogenesi su base
genetica & la causa principale di anormalita dedBaipotalamo-pituitartd
Uno delle prove di questa teoria e la presenzaditipi di malformazioni
cerebrali osservate in compresenza con anomaligodési.

A tal proposito, alcune anomalie cerebrali sonoltage associate proprio a
mutazioni in geni di fattori di trascrizione precoper lo sviluppo
dell'ipofisi e che evidentemente giocano un ruoloportante anche
nell'organogenesi di alcune strutture cerebralim@ogia ricordato per
esempio mutazioni in LHX3 possono essere assoc@tespina rigida e
limitata rotazione del collo, mentre HESX1 mutatmpessere associato a
SOD (displasia setto-ottica).

Nella tabella 1.2 e riportato uno schema con lertae ormonali trovate, i
riscontri di risonanza magnetica, alcuni dei passgieni implicati e il tipo
di mutazioni dominanti o recessive.
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Tabella 1.2 — geni, ereditabilita delle mutazioni riscontrate (R=recessivo D=dominante),
deficit ormonali associati (@=deficit; @=possibile presenza di deficit; “(vuoto) “=nessun deficit)
ed aspetto dei lobi anteriore e posteriore dell'ipofisi. Le informazioni inserite sono una

sintesi da vari articoli e reviews5 °* >,

gene Trasmis - Deficit ormonali Adeno - Neuro - Altro
sione GH TSH PRL FSH ACTH ipofisi ipofisi
GH1 R, D o Normale o Variabile
ipoplasia
GHRHR R ® ipoplasia variabile
POUlF1 R, D ® ipoplasia Normale
PROP1 R ® iperplasia  normale
poi ipoplasia
HESX1 R,D ® Ipoplasia Ectopica Displasia setto-
ottica
LHX3 R ® Ipoplasia o Normale Collo rigido
iperplasia
LHX4 D ® Ipoplasia Ectopica Possibile
(spesso) craniofaringioma,
e difetti cerebrali
SOX3 X-linked ® Ipoplasia Ectopica Possibile ritardo
mentale/agenesia
del corpo calloso
GLI2 D o difettosa difettosa Possibile
oloprosencefalia
e difetti cerebrali
PITX2 D ® difettosa difettosa Sindrome di
Rieger

1.61l gene e la proteina POU1F1

La proteina del gene POU1F1 e stata il primo fattdr trascrizione con
attivita provata nel regolare I'espressione delegéiil, la sua scoperta €
del 1988 e uno dei suoi vecchi nomi e, a propo&td]l (GH factor 1). Un
altro nome della proteina € stato Pitl (Pituitagnscription factor 1)
soprattutto nel caso del topo mentre nelluomaihe ufficiale € Poulfl. II
nome significa “POU domain, class 1, transcriptiaator 1" dove POU e
I'acronimo di Pit, Oct e Unc, tre fattori di trasgtone omologhi presenti in
molti animalf®. Nella proteina umana lunga 291 aminoacidi (fgli6b) Si
distinguono un dominio di transattivazione e duesodomini tipo POU
detti POU-specific e POU-homeo. | due domini POUlhascentrambi
indispensabili per il legame a specifici siti a edi geni da regolare. Tra
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questi vi sono il gene codificante il GH, la PRIluetlo per la subunita beta
del TSH. La sua azione, come gia menzionato a gitipdegli esperimenti

sui topi nani Snell e Jackson, e permettere laeuifiziazione e la
proliferazione delle cellule somatotrope, lattorope tireotrope,

eventualmente in associazione con altri fattotrascrizione.

A gene POUTFT (PIT1)  chromos. 3p11
16955 bp
o 5y
_EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX_
b)
Transactivation POU-specific POU-homeo
1 47 48 71 72 146 147 201 202 21 222 1
i ' J
2 & 'm m—2 =N\ =
I T TR TR

Figura 1.6 — la struttura del gene e della proteina poulfl. Nel riquadro (a) é
inserita la disposizione del gene con i suoi 6 esoni intervallati da introni in uno
schema in scala, invece nel riquadro (b) € visualizzata la struttura proteica con i 3
domini piu importanti e la posizione relativa alle mutazioni aminoacidiche trovate
nelluomo (Turton et al. 200557), in gran parte recessive (tranne le 5 mutazioni
dominanti segnate con “*” ). Dal 2005 ad oggi non sono state trovate ulteriori
mutazioni dominanti.

Il gene POU1F1 é stato mappitael cromosoma 3 (posizione di mappa
3p11) grazie a metodo FISH (Fluorescence in sihribisation). Si estende
per circa 17 Kbp con i suoi 6 esoni intervallatiidisoni come nella figura
1.6a. L'analisi molecolare del gene in pazientiipapituitarici ha finora
permesso di rintracciare 28 differenti mutazioomnoentrate soprattutto nei
3 domini principali (come indicato in figura 1.6Byella tabella 1.3 sono
inserite tutte le mutazioni finora identificate dgine POU1F1 nelluomo.
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Tabella 1.3 - Mutazioni Type of
rintracciate finora nel gene Mutation mutation Location Inheritance
POU1F1 in pazienti  p.Q4x Monsense  Exon 1 Recessive
panipopituitarici. p.P14L Missense Exon 1 Dominant
HD=POU Homeodomain: p.P24L Iissense Exon 1 Dominant
POU=POU-s i ’ p.F135C Missense Exon 2 Recessive
- peCI'IC p.R1430 Missense Exon 2 Recessive
homeodomain p.R143L Missense Exon 2 Recessive
La tabella é tratta da Kelbermann p.K145% Monsense  Exon 3 Recessive
at al. - Endocrine reviews 2009 p.A1 58P Missanse Exon 4 (POLY Recessive
p.O167K Missense Exon 4 (POL) Dominant
p.R1720 Missense Exon 4 (POL) Recessive
pR172X MNonsense Exon 4 (POLN Recessive
p-E174G Missense Exon 4 (POLY) Recessive
pW193R Missense Exon 4 (POLY) Recessive
P W193X MNonsense Exon 4 (POL) Recessive
p.L1940Q Missense Exon 4 (PO Recessive
cb82 + 1G=A  Splicesite  Intron 4 recessive
p.K21&6E Missense Exon 5 Dominant
p.E230K Missense Exon 6 (HD) Recessive
p.F233L Missense Exon &6 (HD) Recessive
p.P2395 Missense Exon & (HD) Recessive
c.725_726delAA Frameshift  Exon 6 (HD) Recessive
(reported as
p.0242R)
c./47delA Frameshift  Exon & (HD) Recessive
p.E250% MNonsense  Exon 6 (HD) Recessive
c.778insh Frameshift  Exon 6 (HD) Recessive
p.F262L Missense Exon & (HD) Recessive
p.R271W Missense Exon 6 (HD) Darminant
pM272X MNonsenss Exon &6 (HD) Recessive

Ci si e interrogati sul mecccanismo patogeneticgugiste mutazioni. Molte
di queste causano un disordine autosomale recesb@ stato messo in
relazione con una ridotta capacita di legare paleic siti bersaglio.
Tuttavia alcune di queste, studiate con apposifiweme o tramite
esperimenti diretti, sembrano legare normalment@NA. Nel caso della
mutazione p.S179R, la sostituzione aminoacidicapaytarebbe invece una
minor interazione tra Poulfl ed altre proteine k&mici®® Nel caso delle
mutazioni dominante p.R271W la proteina Poulflcees legarsi ad
un’altra proteina regolatrice a monte del genead®RL ma solo come
monomero e non come dimé&toTuttavia non si & ancora riusciti a studiare
il meccanismo che viene alterato da molte altreaziahi. Le difficolta
insite in questo studio forse derivano dalla mditi#g di relazioni della
proteina Poulfl con siti del DNA e con altre pnogeche partecipano alla
regolazione genica nelle cellule somatotrope, taipe e tireotrope.
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POUL1F1 regola direttamente la trascrizione di GRL.[2 TSH3, ed inoltre
altri geni “target” dell'azione regolatrice di Pdalsono quelli per il
recettore GHRHR ed per il recettore dell'ormoneitieo beta di tipo 2. A
guesto punto, una domanda centrale € stata la emsipne di come questo
fattore di trascrizione riesce ad agire in modordw@to e con ruoli diversi
in diverse cellule. Alcuni studi molto interessahttnno considerato le
cellule somatotrope e lattotrope che, tra I'alt@ndividono le stesse cellule
progenitrici. Scully et al (2006} hanno riportato le sequenze a monte dei
geni GH1 e PRL comprendendo sia i promotori cheeghancer e hanno
considerato come alcune proteine interagisconcsprgaesti siti del DNA
(figura 1.7)
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Figura 1.7 — (A) caratteristiche della regolazione del promotore di GH ipofisario
(B) Regolazione trascizionale a livello del promotore e dell’enhancer per PRL. Da
studi su topi, con posizioni dei siti di legame in coppie di basi prima del sito di
inizio della trascrizione. (figura tratta da Savage et al. 2003)

Quando la proteina Pitl (=Poulfl) si lega a moetegdne del GH occupa
in modo bipartito determinati siti e lascia scopaltri siti rispetto al caso
del promotore della PRL. A questo punto interveragaltri fattori proteici
agenti intrans per la regolazione genica. Sembra che nel casged del
GH, nellambiente delle celluléattotrope la proteina Pitl legandosi al
DNA lascia lo spazio per il legame anche di co-espori con un
meccanismo tale da prevenire un’inappropriata espee di GH. Per
verificare tale modello, sono stati inseriti inlodd lattotrope dei costrutti
per il promotore del GH in cui i siti di legameitpdi PIT1 in GH erano
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stati cambiati con i siti di legami tipici di Piifh PRL. In questo costrrutto
si aveva un’attiva espressione di GH anche in keellattotrope. Percio
elementicis nel promotore comportano una repressione del GHiateeda
Pitl nelle lattotrope e I'attivazione nelle cellgi@ematotrope.

Come si nota da questi studi, il meccanismo € nutoplesso e Pitl puo
agire sia da attivatore che da repressore deBarizégone in associazione ad
altre proteine, tra cui fattori di trascrizione atienelle fasi precoci dello
sviluppo ipofisario. Nel caso della regolazione dehne PRL sembrano
partecipare alla regolazione anche Pitx1l e PitxXimergia con Pitled
LHX3%2%3,

D’altronde si era gia scoperto un meccanismo dativazione di Pitl. Sia
nel promotore genico di Poulfl che in un suo entradistale sono stati
rintracciati siti di legame per la proteina Pou&téssa. Cio potrebbe essere
un meccanismo per rinforzare l'azione di Poulfllenekllule pituitarie
Pit1-dipendent?” .

Il gene POULF1 presenta sia mutazioni recessivedongnanti (con una
prevalenza delle prime nelluomo) comportanti urogpetto di carenze
ormonali variabili. In generale le deficienze in GHPRL si presentano
precocemente nella vita mentre la carenza in TSpugipresentare anche
piu avanti nellinfanzia’.

1.711 gene LHX3 e le isoforme proteiche Lhx3a e Lhx3b

Il cDNA del gene LHX3 & stato clonato e sequeZratda Zhadanov et al.
inizialmente nel topo, nel 1995, basandosi sull'tog@ di sequenza con
Xenopus laevis. In seguito e stato studiato neflio soprattutto da Sloop
et al’’. La struttura del gene LHX3 umano comprende alménesoni

intervallati da ampi introni nel cromosoma 9, pasie di mappa 9934.3.
Gli esoni iniziali sono detti 1a e 1b poiché casgdicing alternativo si
possono generare due proteine LHX3 secondo larmwsaf@ oppureb

(figura 1.8) che differiscono solo per I'estremiaterminale che determina
anche la diversa lunghezza (rispettivamente 39@02ad). Per il resto le
due isoforme sono identiche e nella struttura prateomune si trovano
due domini Lim (Lim1 e Lim2) molto conservati iatti gli organismi e
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codificati dagli esoni 2 e 3 ed un omeodominio tiodto dall’esone 4 e da
un piccolo pezzo dell’esone 5, infine si trova ttemita carbossi-terminale
al cui interno vi € un piccolo dominio LSD (cioé Xx3iLIM3 Specific
Domain).

ATG Chr9 (9¢34.3)

A) 5gDNA
LHX3

~9 Kbp
TGA

ex Ib—— ex2 " ex3 —+ exd - ex5 -~ ex6 .—3’

IEVERVARVERVARY

B)
Lhx3a [ | T | e | | 397 aa
Lhx3b | | NI | TN | ESEE | | 402 aa

Figura 1.8 — (A) Disposizione del gene LHX3 umano con esoni ed introni Sono
presenti 7 esoni comprendendo I'esone 1a e I'esone 1b (B) Struttura delle due
isoforme “a” e “b” della proteina Lhx3, generate per splicing alternativo
impiegando all'estremita proteica  N-terminale, le informazioni derivanti
dall'esone la oppure dall'esone 1b. Disegno della porzione proteica riadattato
rispetto a Sloop et al. 1999.

| domini LIM sono stati cosi chiamati dalle inidiali 3 proteine tra loro
omologhe ovvero Lin-11, Islet-1 (o Isl1) e Mec-3&liTdomini hanno un
motivo a Zinc-finge? composto da 50 a 60 residui di aa con la preséinza
His e Cys in posizioni conservate. All'interno ld@heodominio (HD),
invece, sono state trovate 3 piccole sequenze kegha, insieme ad un
altro segnale nella zona carbossi-terminale, peematbero I'ingresso della
proteina nel nucleo agendo in sinergia. Cio si gitoagrazie a mutazioni
indotte in queste sequenze che negli esperimentichampedito I'ingresso
nel nucleo cellulaf®. Per quanto riguarda I'estremita N-terminale, che
distingue le due isoforme, Sloop ha notato cheaemtte sono espresse
nell'ipofisi ma con caratteristiche funzionali dige. L’'isoforma Lhxa
trans-attiva il promotore di-GSU (@-glicoprotein subunit) ed un costrutto
con gene reporter contenente un sito di legamex8 ith modo molto piu
efficiente che lisoforma LhA3. Inoltre Lhx3a riesce ad agire in modo
coordinato con Pitl per aumentare l'espressione T8HB, mentre
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I'isoforma b no. Si suppone che la differenza nebgacita di attivazione
genica delle due isoforme sia legata ad un madggame al DNA bersaglio
per l'isoforma a.

Le isoforme si accumulano nell’embrione di topocarrispondenza dei
primordi della tasca di Rathke gia a 9,5 giorni e@ormli, la loro
espressione permane nel lobo anteriore ed inteamddil’ipofisi per
permettere, insieme ad altri fattori di trascrizoa molecole segnale, il
corretto sviluppo dell'ipofisi e la differenziaziene proliferazione delle
cellule tireotrope, lattotrope e gonadotrope . theoLHX3 € espresso lungo
la corda spinale, nella parte posteriore del céneelsecondo studi di Rajab
et al (2008) nell'orecchio interAb Lo stesso gruppo di ricerca, (studiando
embrioni e feti morti per cause naturali) ha vedfo che lintervallo
temporale di espressione di LHX3 e parzialmentaagposto a quello di
SOX2. Piu precisamente, da studi con costruttiwwogene reporter, SOX2
puo agire da fattore di trascrizione di LHX3 legasida siti del promotore
del gene (tra I'altro € noto che SOX2 agisce cottigadore trascrizionale
anche di HESX1). Le mutazioni riscontrate nelluomper LHX3 sono
finora sempre state in omozigosi, cioe sono regessitra l'altro sono state
rinvenute in pazienti CPHD con bassa frequenza.

A livello dell’ipofisi mutazioni di LHX3 sono statguasi sempre associate a
deficit multiplo di GH, TSH, PRL, FSH/LH mentre solper alcune
mutazioni e stato riscontrato deficit di ACTH. Laabipofisi si presentava
guasi sempre con ipoplasia, raramente con ipegpéaebon era mai presente
neuroipofisi ectopica. Quasi sempre i pazienti amevanche anomalie
delle vertebre cervicali oppure vertebre molto appate e limitata
rotazione del collo mentre solo in alcuni casi si@ato un problema di
sviluppo dell'orecchio interno. La tabella 1.4 tetizza le 8 mutazioni
riscontrate nell'ultimo decennio su 13 pazienti dorelativi riferimenti
bibliografici.
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Tabella 1.4 - Mutazioni | Mutation Reference

”’}Vf?”.“te el I t!%'e”g.blL.HX?’f.e. p.Y116C 67, 20

relativi riferimenti  bibliografici .

(tabella tratta da Kelberm%n et 23-bp deletion 67, 20

al. in Endocrine reviews 2009; g.159delT 68

30: 790-829) p.A210V 69
p.E173X 69
p.W224X 69
LHX3 gene deletion 69
€.80532_775+454del3088 67
p.K50X 67
Splice acceptor site mut.(intron 3) 70

1.81l gene e la proteina SOX3

Il gene SOX3 appartiene alla famiglia di geni S@#n il termine SOX che
e l'acronimo di_$y-related HMG-BOX gene. L’'omologia con Sry e
soprattutto per la regione codificante 'HMG-box Mi&=high mobility
group). Il gene SOX3 & stato clonato e carattetizeame cDNA nel 1993
e nel 1996 Collignon et al. hanno determinato dB&3 possiede un unico
esoné'.(figura 1.9 -parte alta). Il gene & stato mapsatocromosoma X in
posizione Xq26-q27.

sequenza genica Chrom X Xq26-Xq27

sequenza proteica

H2N — E I

HMG box (aa 139-207)

V2]

11 | coor

Polyglycine (aa 129-133)
PRO repeat (aa 290-294)

Poly-alanine domains (aa 234-248, 321-327, 337-344, 350-361)

L]
N
-

Figura 1.9 — Nella parte alta, caratteristiche del gene SOX3, con 1341 bp (tra il
segnale di inizio e di fine traduzione) in un unico esone. Appena sotto si riporta lo
schema della sequenza proteica umana di 446 aa (quest'ultima e tratta da
Laumonnier, Ronce et al. Am. J. Hum. Genet. 2002; 71:1450-1455)

La proteina nelluomo é lunga 446 aa (figura 1.8t@dassa) e contiene
nella parte iniziale un HMG-box con altissima ongio di sequenza
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rispetto al gene Sry (il gene per la determinazideetesticoli) ed alcuni
intervalli con ripetuti di Gly, Pro, e soprattutéda. Il tratto poli-alaninico
pit lungo comprende 15 Ala.

Come altri geni SOX, anche SOX3 ha un ruolo impuganello sviluppo
del sistema nervoso. | prodotti dei geni SOX sembmaantenere le cellule
primordiali neuronali ad uno stato indifferenziagolinibizione degli stessi
porterebbe alla differenziazione dei neufériilel caso di SOX3, alti livelli
di espressione sono stati trovati anche nella partdrale del diencefalo,
includente l'infundibolo ed il presunto ipotalamoSOX3 non € espresso
nella tasca di Rathke, tuttavia € espresso ad lat#ili nel diencefalo
ventrale includente I'infundibolo che elabora sdgnaduttivi importanti
per la formazione del lobo anteriore ipofisario. thpi SOX3 mutanti,
I'evaginazione dell'infundibolo € meno evidente tigpi normali, percio
I'ipopituarismo dei topi mutanti potrebbe esserea uconseguenza
secondaria allassenza di SOX3 nel diencefalo asftr " ** Le prime
mutazioni SOX3 osservate nelluomo si riferivan@azienti con malattie
mentali con alterazioni visibili in risonanza matoae ed insieme
panipopituarismo.Solomon et al’®, studiando tali pazienti trovo 5 pazienti
maschi provenienti da famiglie non tra loro impdads che esibivano una
duplicazione (studiata con il metodo delllibridame genomica
comparativa) di una regione di 3,9 Mb tra Xg26.IXe 27.3. Di tale
regione sono conosciuti 18 geni trascritti tra 8@X3, ma la maggior
conoscenza delle mutazioni nel topo spostava Haibme proprio su
SOX3. In generale le mutazioni umane in SOX3fsrigcono a pazienti di
sesso maschile, tuttavBtankiewicz et al”® hanno anche trovato alcune
pazienti (una madre e la figlia) con scarsa crasdislalia e ipopituarismo
esibenti una tipica duplicazione di Xq26.2-g27.lec&do gli autori
all'interno della duplicazione il gene SOX3 erauna posizione distale
cosiccheé la duplicazione non riusciva ad includenampletamente il gene e
probabilmente lo spezzava portando ad una condiziébremizigosi per |l
gene in guestione. Tuttavia tale ipotesi non é enetata confermata dal
punto di vista molecolareWoods et aB5 hanno riportato un quadro
familiare in cui due fratellastri evidenziavano iyopituarismo X-linked
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caratterizzato a livello molecolare da una duplmag submicroscopica sul
cromosoma Xg27.1. Venne definito anche l'intervaléla duplicazione, di
circa 690 kb, in pratica la piu piccola duplicagiofinora trovata
comprendente SOX3 e altri due geni a funzioni ssolbe ma i cui
trascritti non sono mai stati trovati nell'infundilo in sviluppo. Cio ha
suggerito che il fenotipo mutato fosse dovuto adulteriore copia di
SOX3. Lo stesso gruppo di ricerca ha individuata naova mutazione in
tre fratelli, non dovuta a duplicazione ma ad espare di una porzione
genica codificante per una serie di 15 Ala. Nellatamione si aveva
I'inserzione all'interno del gene SOX3 di 21 basiddicanti per 7 Ala
ulteriori. Contrariamente alle mutazioni trovateg@dentemente in SOX3,
le mutazioni trovate da Woods et al. erano conneslsgopituarismo e
talvolta anormalita del corpo calloso, a ipoplasiell’infundibolo con
neuroipofisi ectopica ma non a minorazioni mentali.

Anche il gruppo di ricerca diaumonnief’® nel 2002 aveva comunque
trovato un’inserzione simile all’interno dei 45 thewtidi codificanti le 15
alanine, in questo caso si trattava di un’insemidm frame” di 33
nucleotidi, con un’aggiunta di ulteriori 11 Ala feelproteina tradotta. |l
fenotipo riportato era legato a livelli bassi di Gidn scarsa crescita e
ritardo mentale “X-linked”.

Sia nel caso mutazione con proteina finale congliagta di +7 Ala
(Woods), che nel caso della variante proteica cbh Ala (Laumonnier),
analisi in vitro suggerivano che I'espansione p@ta una parziale perdita
di funzionalita dovuta a minor capacita di ingresgb nucleo rispetto alla
proteina wild-typ& .  Nellinsieme, sia la duplicazione di Xg27
comprendente SOX3 e quindi la possibile sovra-asprae di SOX3 che
I'inserzione di Ala con perdita di funzione delleofeina (in modo simile a
una sotto-espressione) sono sostanzialmente assocenile fenotipo, in
particolare un’ipoplasia dell'infundibolo ed ipopérismo mentre la
presenza di minorazioni mentali non e sempre pteserCio potrebbe
anche suggerire che il dosaggio di SOX3 é critieoipnormale sviluppo
del diencefalo e dellinfundibolo e secondariamedtd lobo anteriore

34,7

dell'ipofisi®™ .
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Sono state rintracciate con minor frequenza anelle delezioni sempre a
livello della regione del gene SOX3 codificante perl5 Ala. Per due
fratelli con severa demenZasi & appurata una delezione di 27 nucleotidi
corrispondenti a una riduzione di -9Ala; in altazenti appartenenti ad
un’altra famiglia, in uno studio con malati meifalla delezione ha
interessato 6 nucleotidi corrispondenti a una liche di -2Ala. In ambo
gli studi, considerando i parenti dei pazientissno trovati fenotipi non
previsti in quanto nella prima ricerca il nonno paatatore della mutazione
ma non soffriva di malattie mentali e nella secoadalisi la madre era
omozigote per la mutazione ed aveva problemi psicima altri due fratelli
maschi pur avendo la mutazione genica non erancoratin mentali.
Evidentemente certe mutazioni in SOX3 possono ppedie a malattia
mentale ma non sono un fattore sufficiente al sanifestarsi.

Figura 1.10 - schema

i Duplicati f 21 b,
(tratto da Laumonnier et | | utated uplication of 21 bp

al. 2002, riaggiornato ed | allele 9:"9:9?’1“1“?“?

adattato) delle mutazioni 22 Ala \+7

tipo INDEL scoperte nel Duplication of 33 bp

gene SOX3 e riportate nei :I‘Iuetlaeted gce gee get gee geg gec gea gee get gee gee
lavori di  Woods et 26 Ala AAAAAAAAA AAA
al.*(prima riga) e -

Laumonnier et  al’® | normal

. allele cce ggt gee geg gee gee gee gee get gee geg gee gea gee get gee gee age agt
(seconda e quarta riga) PGAAAAAAAAAAAAA AAATSS

rispetto  alla  variante 15 Ala
normale (terz_a _rig_a). A | Luteted
queste mutazioni Si deve allele cce ggt gee geg gee gee gee gecejget gee geg gee gea gee get gee geclage agt
aggiun-gere anche una 6AIaPG A A A A A A_A-;\ A A A A A AJSS
delezione di 6bp trovata

da Salemi et al.”®

Deletion of 27 bp







Capitolo 2

Metodi per determinare Il
“gene copy number”

L’introduzione di sequenziatori sempre piu perfonthae dal costo
vantaggioso per singola reazione ha portato makodatori ad avvalersi
sempre piu del sequenziamento del DNA per rileveremutazioni
genetiche anche quelle che un tempo erano evidenzia tecniche meno
costose. Con il sequenziamento possono esseracgigre mutazioni di
una o piu basi (con possibile effetto sul fenotjpsinpgoli polimorfismi
(SNP=single nucleotide polimorphism) di popolazioe@& anche piccole
inserzioni/delezioni (InDel).

Vi sono tuttavia alterazioni del patrimonio genetiche non vengono
rilevate dal sequenziamento ma che devono essessdeoate per la loro
entita e il loro effetto sul fenotipo. Si trattarmsempio delle variazioni del
numero di copie di un frammento di DNA (det@NV=copy-number
variations) quando quest'ultimo, per la sua lunghezsia difficilmente
inseribile all’interno di una coppia di primers peoter essere amplificato e
sequenziato (figura 2.1).

a)
— e = ; — ol
d — PCR sequenz. }

b)

> <

— [l

sequenz.

=

—|9 |e_ PCR

Figura 2.1 - il sequenziamento che si basa sulle informazioni della PCR pud
rilevare anche piccole inserzioni/delezioni in eterozigosi, purché siano incluse in
un frammento delimitato da primers, come nel riquadro a), in casi contrario (vedi
b) le informazioni sono tratte solo da 1 filamento di DNA (materno o paterno), e
non si avra traccia della delezione.

I
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| frammenti di DNA coinvolti dal queste variazidiziopy-number” possono
essere lunghi da 1 migliaio (1 Kb) a diversi miliodi basi (Mb)
comportando nel genoma inserzioni o delezioni chsspno interessare
anche molti geni tra loro adiacenti. Possono essezditati oppure causati
da mutazioni “de novo”. In quest’ultimo caso possdra gli altri essere
causati da crossing-over ineguale dovuto alla pmsen una coppia di
cromosomi di porzioni vicine con sequenze molto ilsithe possono
indurre un accoppiamento errato e portare allezevaa di inserzioni e
delezioni®.

Anche i trasposoni, i virus e i tumori possono imidge variazioni di DNA
copy-number con il risultato di alterare in positiv in negativo il livello di
espressione di determinati geni. Delezioni etewizigdi un gene
autosomico, possono anche far emergere nel fenotigazioni recessive a
causa della mancanza della controparte “wild-typeRecenti studi sul
genoma umano indicano che variazioni copy-numbeo $iu frequenti del
previsto, si stima ora che circa lo 0.4% dei gendnpopolazioni tra loro
geneticamente distanti & interessato da variazmpy-numbef® &

2.1 Tecniche classiche e nuove tecniche

Variazioni copy-number| Fluorescence In Situ Hybridization
(indicate comeCNV)
possono essere rilevat
con tecniche cito-
genetiche come |[4
FISH cioe “fluorescent-
in-situ  hybridization”
(figura 2.2), oppure
essere studiate con
tecniche di southern
blotting (una delle
prime tecniche usate ma certo di non facile eseoezivedi figura 2.3) o
piu agevolmente con diray-CGH cioé [libridazione genomica
comparativa basata su microar(agura 2.4). Oltre a questi metodi, spesso
di non facile esecuzione o dalle spese non irméyai sono almeno due

QD

Labeling with
fluorescent dye

Figura 2.2 — Metodo FISH
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altri metodi che sono stati via via perfezionati un decennio, cioe la
tecnicaMLPA e lareal time PCR di cui si parlera nei prossimi paragrafi.

strati di @

carta
assorbente

-— | elettroforesi
p.m. |§7.6| e | in gel di
mm—— | agarosio

@D

membrana di

nitrocellulosa I i I
7

soluzione ____ T
salina
membrana di

nitrocellulosa

L\/—
o

~—
autoradiografia 7
‘—_ < = Sonda di
- a— 1ZP.DNA
—
ibridazione

Figura 2.3 — Il metodo Southern-blotting o blotting di DNA

7.6 Kb

) DA reference DA Test
Figura 2.4 — Il metodo array = e

CGH (ibridazione genomica T P
comparativa con microarray). m?,:m‘:ra\ tnarcatura
Rappresenta una  delle

te(?nl_che ~ emergenti negli e
ultimi anni, anche se per ora
abbastanza costosa.

su vetrino
con micro-array

scansione gj g
— )

dal colore della fluorescenza
emessa il computer
deduce il copy-number
punto per punto
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2.2 La tecnica MLPA

Il termine MLPA é l'acronimo dimultiplex ligation-dependent probe
amplification. Questa tecnica € abbastanza recente e il priticola
scientificd? in proposito risale al 2002
E’ un metodo per stabilire il copy-number di 40-48quenze nucleiche in
una sola reazione. Puo essere applicato al DNA mgiewo(per trovare |l
numero di copie o quantificare la metilazione) eache allmRNA.
L'ultima fase sperimentale del’lMLPA e una PCR i8 icli, con
I'amplificazione contemporanea di decine di sitncla stessa coppia di
primers, riuscendo in tal modo a ridurre eventdaviazioni tra le varie
PCR e producendo amplificati distinguibili e quéoébili. Inoltre € un
metodo abbastanza economico, veloce e che noredehin’attrezzatura
troppo elaborata (oltre ad un termociclatore é s®m@o almeno un
sequenziatore anche di vecchio tipo per separargesw su capillare i
frammenti prodotti).
Un ruolo fondamentale dell’esperimento e attribugtika struttura delle
sonde MLPA. Ogni bersaglio sul genoma necessitdrdpiego di 2 sonde
cosi costituite (figura 2.5):
» un’estremita gequenza di ibridaziong € complementare ad un sito
bersaglio sul DNA genomico
> l'altra estremita € umligonucleotidein cui l'ultima ventina di paia
di basi € complementare ad un primer universale M13
> in una sola delle 2 sonde vi € anche una sequaspeifica avente
lunghezza precisatuffer sequencé aggiunta solo per permettere il
riconoscimento in base alla lunghezza dei frammmmaticati che si
produrranno alla fine dell’esperimento.

Oligonucleotide sintetico Oligonucleotide (derivato da M13)
50-60 bp lungo 60-450 bp

sequenza per

primer ¥ di PCR "' sequenza per

" primer X di PCR

w sequenza "stuffer”
{lunghezza diversa

sequenza di ibridazione  sequenza di ibridazione ~ PSF 0gni sonda)

Figura 2.5 - struttura generale di ogni coppia di sonde MLPA

La tecnica MLPA prevede le seguenti fasi:1) dersdione 2) ibridazione
3) ligasi 4) PCR 5) separazione dei frammemipliicati fluorescenti.
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Denaturazione ed ibridazione

La denaturazione del DNA genomico ovvero la separazione della dappi
eliche del DNA serve per permettere la succegbrdazione specifica tra
un’estremita di ogni sonda ed il sito bersaglio.

Nella figura 2.6 sono indicate due coppie di sorudfe vengono ad
interagire con due siti del DNA genomico ancheltna@ molto distanti.
Notare che in ogni coppia di sonde, le estremitdesono ibridare in modo
consecutivo sul DNA genomico. Inoltre in ogni capmli sonde vi € una
“prolunga” molecolare (la stuffer sequence, in &rdialla lunghezza
distintiva.

______ ____________________

3 5 3 5

Figura 2.6 - ibridazione di ogni coppia di sonde MLPA con il relativo bersaglio sul
DNA genomico

Azione della ligasi

Se l'ibridazione ha avuto successo, una ligasi puervenire e legare
chimicamente tra loro le due mezze sonde conneksatoatarget in
un’unica sonda (figura 2.7).

L’enzima ligasi € inattivato per trattamento terminei passaggi successivi

5 Ligasi 5° Ligasi

Figura 2.7 - la Ligasi unisce le sonde ibridate al DNA bersaglio in posizione
adiacente

Notare che [libridazione e la ligasi permettono pratica di rendere

disponibile, nel mix di reazione successivo, unaesdi frammenti dalla

lunghezza variabile che hanno in comune le estigpotorate in nero nella figura
2.7) che sono complementari alla stessa coppidrdeps universali M13.
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Amplificazione

Con l'aggiunta di una coppia di primers univerddli3, di una polimerasi

ed altri reagenti, pud avvenire una reazione di Ff@juira 2.8), che nelle

condizioni impostate, provvede a soddisfare 2 scopi

- amplificare ad un adatto livello ogni tipo di fraranto emerso
dall'azione della ligasi

- permettere la rilevazione e la quantificazione igraad emissione di
fluorescenza; infatti uno dei due primers M13 haa umarcatura
fluorescente utile per la rilevazione in sequemziaton tecnologia a gel
0 a capillare

primer X fluoresc. primer X fluoresc.

primer Y o primer Y
N e e
sequenza per primer X oo quenza
per primer Y per primer ¥
sonda intera A sonda intera B
1PCR
[ e — — [ e e—
[ S ———— ey eon T S A ——

Frammenti amplificati fluorescenti a lunghezza variabile

Figura 2.8 - MLPA-Fase di amplificazione. Una volte legate tra loro le mezze
sonde, ogni sonda intera risultante &€ complementare nelle estremita ad una
stessa coppia di primers universali M13. La PCR innescata produce una
guarantina di tipi di frammenti amplificati fluorescenti che differiscono tra loro per
la lunghezza

Separazione e quantificazione dei frammenti ampiéii
fluorescenti

L'ultima fase sperimentale e la separazione deiemdiv frammenti
amplificati, la cui lunghezza e connessa al sitaéglio della sonda MLPA.
| vari tipi di frammenti devono anche essere qumati e normalizzati
(vedere a questo proposito la procedura adottatanewodi e risultati di
guesta tesi), tuttavia gia “ad occhio” evidenti ed#bni possono essere
riscontrate per confronto del profilo di un campoa del profilo di uno
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standard (che in certi casi puo essere la mediandiserie di campioni)
come nella figura 2.9 .

=

fluar

LN L T

E

fluar

13

1

i JU

il

i I: 'R A H |
¥ RN A :\-l-‘*_,llw.._i o e e
4 1 i 1 1 1 i 1 i I

L\ 8

| ¥ 0
DL

. ‘\ "
i L

nrne

Figura 2.9 - Rilevamento delle delezioni esoniche per il gene BRCAL. Il profilo
dei frammenti amplificati di un controllo sano (riquadro a) messo a confronto con
il profilo di un paziente (riquadro b). E’ evidente 'anomala altezza del picco per
I'esone 13” che potrebbe rivelare una possibile delezione eterozigote nel DNA
del paziente interessato da questa sonda (da Schouten et al., Nucleic Acid
Research 2002).

2.3Vantaggi e svantaggi della tecnica MLPA

| vantaggi della tecnica MLPA sono i seguenti:

v' Rilevamento simultaneo del copy-number di una oquara di
sequenze, con riconoscimento preciso delle stéssstessa coppia di
primers permette I'innesco della fase finale pé&etle sonde

v" Metodica con poche fasi sperimentali che permettevislalizzare
risultati in 24-48 ore

v' Alto numero di campioni analizzabili
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v" Richiesta di un quantitativo di DNA iniziale relsimente basso (a
partire da 20 ng, ma meglio con 100-300 ng) composta poco
dipendente dalla quantita di DNA

A fronte di tali vantaggi lo sperimentatore devettere sulla bilancia i
seguenti possibili inconvenienti:

> Risultati finali soggetti a vari fattori con pos#gbincertezza della
diagnosi finale. La maggior fonte di incertezzagalta a una possibile
degradazione del DNA, a poca purezza e a presenma#pitbri. Alcuni
inibitori presenti nel sangue o nel liquido amrgotipossono alterare i
risultati. Per esempio alcune sonde (per es. quellbasso peso
molecolare) possono essere legati ed amplificativalli superiori
rispetto ad altre sonde in altri campioni di DNArendere difficile
I'interpretazione dei dati.

» | kit MLPA non sono ancora certificati CE e non sautilizzati come
prova ufficiale nella diagnostica medica. Normalieela metodica e
utile per uno screening veloce ma richiede la aomdéesperimentale di
altri approcci sperimentali piu mirati e precisi

» L’'MLPA puo non rilevare tutte le triploidie

» Un kit di sonde MLPA e difficile da preparare “imsa” poiché sono
necessari mezzi, abilita e tempo per la verificarispentale; in pratica
si utilizza un kit preconfezionato (da MRC Hollandhe pud non
soddisfare tutti i bisogni dello sperimentatore.

2.4 Altri impieghi del’MLPA: studio di SNP e di siti
metilati

Merita ricordare brevemente altri impieghi correseila tecnica MLPA. I

primo si riferisce alla valutazione dei livelli dispressione di un gene.
Ovviamente il metodo ricalca quello usabile perilavazione del gene
copy-number con il passaggio preliminare dell’'usouda trascrittasi

inversa.

Un secondo impiego (figura 2.10-a) € quello delomimscimento di

polimorfismi o mutazioni puntiformi, sfruttando flatto che le sonde
MLPA, si devono ibridare in modo preciso con il DNy&@nomico e solo in
guesto caso puo agire la ligasi. In presenza diSMB, la sonda relativa
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non e “cucita” dalla ligasi a

. . T a) Mismatch Perfect match
partire dalla coppia d “ | - | -
oligonucleotidi e alla fine
mancherd il framment Neigaionno amitcsonproust o > Ambitimtenpromud
corrispon-dente alla sonde J
stessa. Il terzo impiego €

legato e la rilevazione di sit
mutilati. Come si pud notar
nella figura 2.10-b appeng=*—-"-"& == =77 SRie rriaE

12

dopo la ligation si fa agire un ©) MS-MLPA
enzima di restrizione sensibile "
ai siti  mutilati con la m

) . . Methylated Target  Unmethylated Target
conseguenza di tagliare |e DGEEES_.'Z’;";?&'Z’ J \_/
sonda intera appena costitujt. """ "

a partire dalla coppia di oistenwih
p pp g J - _/

methylation

oligonucleotidi. Anche in st "

endonucleases

questo caso non S' osservel Only undigested (methylated) and ligated probes are exponentially amplified
Figura 2.10 - Ulteriori impieghi dellMLPA. Nel

aleun picco in corrispondenaa;qadro a) si illustra il riconoscimento di singoli

della sonda complementare |glunti di mutazione grazie all'alta specificita
: b i ultim delle sonde MLPA. Nel riquadro b) I’ MLPA con
sito  bersaglio. Quest'u tlmaI’ausilio di un adatto enzima di restrizione puo

applicazione puo percio esserdistinguere un sito bersaglio metilato da uno
: S - non metilato.
utile per studi di imprintin
genetico o per studiare se l'espressione di algemi dipende dalla
presenza delle cosiddette isole di metilazione CpG

2.511 metodo quantitativo della Real Time PCR (gPCR)

La tecnica Real Time PCR detta anche PCR quawdtatipiu brevemente
gPCR fornisce un altro metodo per rilevare il copynber di un
frammento genico. La real time PCR & conosciutehanger lo studio
guantitativo dell’espressione genica e come tatessta preliminarmente
di mRNA poi retrotrascritto in cDNA grazie alla Rege Transcriptase. La
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successiva gquantificazione grazie a PCR (eventudbmguantitativa) e
detta RT-PCR ma la sigla RT si riferisce alla Regefranscriptase e non
alla visualizzazione in Real Time. Comunque, pétaey malintesi, d’ora in

avanti user0 per esteso l'espressione “Real timeR"P@ppure
equivalentemente il piu sintetico termine “qPCR”.

La quantificazione dell =

numero di copie di| st ek u{é amplificazione
DNA tramite gPCR si = == ek
basa sulla conoscenza vk ={£

della cinetica dell'am-| mastoge _<=<::§ """"""" Ftd
plificazione che almeno =<_ g

inizialmente  dovrebbe s =<={; %= 34359 138 368 x
produrre  da  ogni Py o=

singola  copia di Tt 6k

frammento di DNA | Figura 2.11 - La reazione di amplicazione del DNA
un'ulteriore copia alla secondo un modello esponenziale

fine di ogni ciclo della PCR (caratterizzato dallnaturation, annealing ed

extension) con un tasso di crescita di ciclo ifocpari a 2. Trattandosi di

un meccanismo che si ripete ciclicamente, é caizttto da una crescita

geometrica o esponenziale. (figura 2.11) per calitiente si puo scrivere:

X =X,x2° 2.1)
X=numero di copie del frammento

Xo= numero di copie prima della PCR
C=numero di cicli

Tale cinetica e teorica per almeno due motivi. fimp luogo difficilmente
per ogni ciclo partendo da un frammento otteniamm@e un ulteriore
nuovo frammento ma in media se ne ottiene una prapwe variabile tra O
e 100%. Cio equivale a dire chefficienza della PCR é spesso minore del
100% teorico ovvero in termini matematici:
X =X,*x@+ E)C

dove E=efficienza della PCR (compresa tra 0 e 100%)

(2.2)

In secondo luogo, la cresci@sponenzialedei frammenti in una PCR
avviene normalemente solo nei primi cicli, dopodaediminuzione dei
reagenti e 'aumento dei prodotti residui (es. foistato) inibisce la sintesi
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ulteriore del DNA. Cio comporta prima una stabidizione della crescita
(faselineare) e poi un diminuzione della stessa fino ad argvad un
plateau (come ben sintetizzato nella figura .2.12)

t © mapmeaFase di transizione
Curva ideale solo ,I )
5 pcmziate (e | verso il plateau
1 PCR a
\: bassa [Hi]d;]

) Fase lineare

/ Fase esponenziale
Yol 0 geometrica

- - Y v >

Cn Cp dcli
Figura 2.12 - curva di crescita della quantita del DNA con tendenza ideale
(tratteggio nero) e due possibili curve reali (blu e rosso) in un grafico della
guantita di DNA rispetto al numero dei cicli. E' mostrato inoltre il livello soglia
impostato per un esperimento di qPCR a cui corrisponde per una curva, il relativo
C+= cycle-threshold

La presenza di metodi di rilevamento per la quardit DNA sempre piu
efficaci (come si vedra nel prossimo paragrafo)nmmgte comunque di
studiare la PCR grazie a strumenti “real-time” aedla fase esponenziale.
Lo strumento ci chiede di fissare un valore sofgial’asse delle ordinate,
figura 2.12) per la quantita di DNA che ricada aellase precoce-
esponenziale della PCR. In corrispondenza di taéisg la macchina rileva
il numero di cicli necessari per raggiungere il oral impostato cioe
restituisce ilC+ o Cycle-threshold (sull’'asse delle ascisse). Il valore@h

€ un paramentro importantissimo e caratteristico odni curva di
amplificazione di DNA, due curve diverse hanno dsve&C; come nella
figura 2.12. Se una curva origina da una quantiiZale di DNA molto
bassa rispetto ad un’altra curva (curva segnatasso rispetto a curva blu)
lo strumento rilevera quantita di DNA piu basse iadieme la curva
apparira spostata verso destra. In pratica, seudatiga di DNA é bassa,
occorreranno molti piu cicli per raggiungere unoval soglia prefissato
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percio il C; sara maggiore. Percio s X la quantita di DNA iniziale
possiamo scrivere sinteticamente:

XO,curval < XO,curvaZ < CT 1 > CT,2 (2-3)

Inoltre se abbiamo due campioni di DNA che in gF@#mho rilevare valori
di C; che differiscono tra loro di 1, allora il campiooen G- maggiore e
approssimativamente ad una concentrazione dimenzatto all’altro. E’
da notare che queste disuguaglianze forniscono wtilormazioni
preliminari sulla quantita di DNA iniziale per uraimmento genetico, piu
avanti si affronteranno gli aspetti quantitativinmodo rigoroso, ma gia in sé
guesto approccio iniziale € di gran lunga piu meciel metodo usato
talvolta negli anni '90 (soprattutto per valutarévelli di espressione del
DNA) che faceva uso di una PCR tradizionale senmtjiziva con pochi
cicli seguita dalla visualizzazione dei frammentirst su gel. Infatti la
detection di ampliconi su gel con etidio bromureessita di alte quantita
di DNA e quindi la PCR rilevata dopo molti ciclicemunque gia entrata in
una cinetica complessa mista o peggio ancora fa#la di plateau che
tende a livellare le differenze tra le varie PCR.

2.6 Fluorofori impiegabili nella gPCR

\

L'avvento della PCR quantitativa &€ stato permesaodde condizioni
essenziali: la scoperta di fluorofori leganti il BNvia piu efficienti e
rilevatori di fluorescenza estremamente sensibili.

La fluorescenzae un fenomeno chimico-fisico di ri-emissione diduda
parte di adatte molecole (fluorofori) a seguito atisorbimento di luce.
L'energia luminosa assorbita inizialmente deve msseon una certa
lunghezza d’'onda e frequenza per poter eccitarécpkari elettroni di
legame che passano ad un livello energetico superio

La diseccitazione in tempi rapidissimi (18.) di questi elettroni con la loro
ricaduta al livello energetico base pud avvenira emissione diuce di
fluorescenzaa frequenza minore (figura 2.13) e lunghezza diandggiore.

La fluorescenza viene sfruttata negli strumenti ebeguono la Real Time
PCR. Infatti queste macchine rilevano indirettaradatconcentrazione del
DNA dal valore della fluorescenza di molecole shiegano ai frammenti
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amplificati. La sensibilita data
da nuovi fluorofori e da
detectors e migliaia di volt
maggiore di quella dat
dall’etidio dopo una elettroforesi
in agarosio permettendo valid -
misurazioni della quantita di fluorophore
DNA quando la PCR € ar]CO'&fzigura 2.13 - il fenomeno dell’emissione di
nella fase di crescitaluce di fluorescenza

esponenziale.

| fluorofori usati in Real Time PCR sono di due ppincipali:

@ Intercalanti fluorescenti genericidel DNA (Sybr Greenl, Eva Green)
@ Sonde fluorescenti specifich@er parti del frammento amplificato

Fluorescence Emission

— g

high energy

P

sjaAe) ABiou3

~

low energy

Tra gli intercalanti genericie = ”
spesso menzionato il SyDl  sprowen ® ~ e
Green. Il Sybr Green si lega all ¢ s :

. . CCCGCATH oy YGCATGCY A
doppia elica del DNA (nel solcp 99999kvvo fvoohv® Lydokvas . %0 kv
minore) con alta affinita e sol i

. \ Figura 2.14 - il Sybr Green e un fluoroforo
quando intercalato puo assorb MAtercalante generico del DNA che emette
luce a 494 nm ed emetterla| #luorescenza solo se legato al DNA a
521 nm (figura 2.14). Man mang-Ppio filamento
che procede la PCR, si ha la sintesi di huove mtdedi DNA a doppia
elica alle quali puo legarsi il fluorofori. La mduna percio, ciclo dopo
ciclo rilevera un aumento della fluorescenza inrisppndenza delle fasi
della PCR a bassa temperatura (nella denaturaziveee il DNA non lega
il Sybr Green).

Il Sybr Green ha una lieve azione inibitrice sdlkg polimerasi della PCR
se usato ad alte concentrazioni, ma sono stathtecente introdotti nuovi
fluorofori come I'Eva Green con minori interaziosulla PCR e maggior
stabilita in soluzione. | vantaggi nell’'uso degitarcalanti fluorescenti sono
soprattutto legati al loro costo limitato che Inde utili per il settaggio di
nuovi esperimenti e per la possibilita di contnalalla fine della PCR il
profilo della curva di dissociazione del DNA. Unssiile svantaggio e
invece che, in caso di PCR aspecifica la fluorezsgenisurata non € solo

AL
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guella degli ampliconi ma anche di altri prodottoihpresi i dimeri di
primers) senza alcuna distinzione. Inoltre usaatidltiorofori generici non
si possono eseguire PCR in multiplex monitorahilieal time.

Le sonde fluorescenti specificiper parti del frammento amplificato hanno
generalmente una porzione specifica che si ibredizan una porzione del
frammento amplificato e un fluoroforo che emetteelun dipendenza di
determinate fasi del ciclo della PCR.

Le piu conosciute sonde fluorescenti sono le FREODes, le Tagman
probes e le Molecular Beacon probes. In tutti queasi la luce di
fluorescenza e soggetta ad un effetto chimicodigietto effetto FRET
ovvero Fluorescence Resonance Energy Transfer.fettef FRET si
verifica se vi sono due fluorofori vicini in cui Epettro di emissione di uno
dei due (detto DONOR) ha un’ampiezza che include sfmettro di
assorbimento del secondo (detto ACCEPTOR). In &socl’energia si
distribuisce sull’acceptor che pud emettere lucdudirescenza senza essere
stato interessato primariamente dalla luce iniziSke I'acceptor tuttavia e
un QUENCHER, l'energia viene dissipata in modo thaminoso. E' da
notare che I'effetto FRET agisce a corto raggidyé gruppi percio devono
essere a distanze tipo 20-100 A (1-5 nucleotidi).

Nelle figure 2.15, 2.16, 2.17 si indicano brevete@mimeccanismi di azione
per alcune sonde fluorescenti specifiche.

Vi sono anche altri tipi di sonde fluorescenti spelse per ampliconi. In
generale esse sono abbastanza usate nella Real Rk perché
permettono di ottenere un segnale che € un buacatade del numero di
copie del frammento amplificato in quanto non vemgaonsiderati gli
eventuali prodotti aspecifici di PCR. Questi ultiruttavia dovrebbero
comungue essere evitati il piu possibile poichéaabhno l'efficienza della
PCR. Un altro aspetto che rende apprezzabili talde € la possibilita di
eseguire esperimenti di qPCR in multiplexing. |l ®Wello stesso soggetto
pudo essere amplificato contemporaneamente in @i hella stessa
provetta usando sonde con fluorofori che emettonce |di diversa
lunghezza d’onda. Se le condizioni di PCR sonamatli, cid permette un
minor consumo di reagenti e una minor oscillazideedati sperimentali.
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Figura 215 L - meccanismo d’azione FRET probes nella fase di Extension e Denaturation della PCR
delle FRET-probes: due oligonucleotidi @bonor ") Acceptor
con sequenza opportuna e con b 0 -

estremita fluorescenti, nella fasi di TCATGCAG CATGCATG

annealing della PCR possono ibridarsi
con una sequenza dellamplicone in
posizioni adiacenti. E’ a questo punto che
il fluoroforo in posizione 3’ agisce da
Donor e laltro in posizione 5 da .

Acceptor in un processo FRET con )
TCATGCAG CATGCATG

conseguente emissione di luce avente | gsoosomyvVoEvISLYVOLYIOLVIONLESOLYD
una certa lunghezza d’onda.

FRET probes nella fase di Annealing della PCR

Figura 2.16 — una sonda Tagman € un
oligonucleotide a cui sono legati un 8 S
fluoroforo ed un quencher tra loro T (quenchen)
vicini. In tale conformazione (tipica '
della denaturation e dell’annealing
della PCR) la vicinanza del quencher
impedisce I'emissione di fluorescenza.
Rispetto alle FRET-probes, tali oligo
hanno una maggior tendenza a
rimanere ibridati al’amplicone, ma cio Y2 B CATG’
comporta che quando la Taq
polimerasi esegue 'extension,la sonda
viene digerita grazie all'attivita 5-3’
esonucleasica della Tag. A seguito di
cio, si rilascia in soluzione il fluoroforo
che puo emettere luce di fluorescenza

Tagman probe nella fase di Annealing ed inizio Extension della PCR

G
99LL99LYD

Figura 217 — una Sonda MOleCUlar' Molecular beacon probes nella fase di Extension della PCR
Beacon € un oligonucleotide progettato “°A4°¢.

per essere sia specifico per un %4 <

amplicone che per avere, % ,;1"
normalmente, una conformazione a -

forcina. In tale conformazione un ~ BE, T L
fluorofori ed un quencher alle estremita

vengono avvicinati e non si sviluppa

ﬂuorescenza Ne”a fase dl anneallng Molecular beacon probes nella fase di Annealing della PCR
della PCR, anche la sonda si appaia ~

alla sequenza bersaglio e la nuova G ARGEAGCANCAACEANGACATGA
ConformaZione distesa permette |0 99999 VOLVIOLIOLVOLLOOLVILOLVILYD

sviluppo di fluorescenza.
Quando la temperatura di alza nell’extension, la sonda si stacca dall’amplicone e
riprende la conformazione a forcina e la fluorescenza cessa. Questo tipo di
sonda ha il vantaggio di permettere un background oscuro di riferimento prima
dello sviluppo di fluorescenza nella fase di annealing.

" Le figure presenti in questa pagina sono un rtadanto di figure tratte da una presentazione
powerpoint del Dott. Perini (esperto Diatech preidobrbett Rotor Gene) che ringrazio
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2.7 Correlazione tra serie di dati ed efficienza di
gPCR

Allo scopo di conoscere I'efficienza di una PCR cbeadiziona la curva di
crescita di una data PCR pu0 essere necessaritiuafee una serie di
esperimenti con un campione di DNA diluito seriafriee

Nel caso di un buon settaggio della PCR e in assdnfattori di disturbo
come eventuali inibitori della PCR e formazioneaslpecifici, si puod trovare
una correlazione lineare tra i @ovati e il logaritmo (in base 10 o in base
2) delle concentrazioni relative, come previstauda elaborazione teorica
matematic® della curva dir—
amplificazione del DNA e

25

come esemplificato nella \

. 20

figura 2.18. - © = s saein JE\\
15

La retta di regressione che
ricava ha una pendenz: ©
negativa, cid0 €& intuit
tivamente prevedibile: s | .
Log(Conc)

passiamo da una quamlj[a CIfigjura 2.18 -grafico per la visualizzazione di
DNA bassa a una maggiorggati di C di un esperimento di gqPCR rispetto al

ci vogliono meno cicli pef Iogarltmo in base 10 della _concentrazione

_ _ | relativa (rispetto a una soluzione base). La
raggiungere il valore sogliapendenza della retta & -3,34 e da questo valore
cioé si ha un €minore. Dal m” si puo calcolare il valore dell'efficienza della

PCR
valore della pendenza;
ponendo che la retta di regressione sia:

tn

~

D

0

Y=mX+q (conY=C,, X =Log,,Cong (2.4)
si puo ricavaré* ®che I'efficienzaE della PCR &

E=10Y"-1. (2.5)
Se invece, nel disegnare il grafico si & posto:

X =log, Conc (2.6)

allora nel ricavare il valore dell’efficienZzascriveremo:
E=2"Y"-1 (2.7)



Il metodo delle curve standard in gPCR 45

Notare che la retta non puo assumere valori indscati di pendenza
perché l'efficienza non pu0 essere maggiore del¥d.0OBercio si dovra
avere quanto segue:

> se la scala nell'asse X e espressa imb.a@iloralal > Log,,2 = 332

> se la scala nell'asse X & espressa in logllora |a > Log,2 =1

Un valore di efficienza troppo alto pud essere dova vari motivi ma
generalmente il piu ricorrerifeé limpiego di pochi punti di diluizione
seriale con concentrazione iniziale del DNA tropglevata. In tal caso
infatti € piu probabile caricare in PCR delle molecinibenti (derivanti
dall’'estrazione del DNA) ed i punti relativi a basdiluizione (che sono
sulla destra del grafico) hanno us @ormalmente elevato, abbassando la
pendenza e innalzando l'efficienza. Inoltre laaett regressione in questi
casi ha un coefficiente’Rroppo basso (i punti sono poco allineati).

2.8 1l metodo delle curve standard in gPCR

La qPCR si presta bene alla quantificazione diiauidleici amplificabili
quindi sia DNA che RNA, quest’ultimo naturalmenteeypa azione della
trascrittasi inversa che porta alla formazione @IN&. La quantificazione
puod essere assoluta o relativa. Nella quantificezassolutd’ #%° si deve
predisporre di una curva di calibrazione ottenutamite diluizioni
successive di un campione standard a concentraassmwuta nota. Poi il
valore di G relativo al campione da quantificare (eventualmerttenuto
grazie a una serie di repliche per assicurare waggiar attendibilita) viene
proiettato sulla curva di calibrazione ottenendamliivalente della quantita
assoluta di DNA. Questo metodo di quantificazionien &é relativamente
semplice e preciso a condizione di avere un camepistandard ben
guantificato. A tal scopo possono essere usati mampdi DNA
plasmidicg®.

In altri casi, tuttavia non € necessario ricoriata quantificazione assoluta,
in quanto si ha la necessita di rilevare deviaza®icopy-number rispetto
alla situazione di normalita e si pud impiegarehenta quantificazione
relativa °*. Tale metodo & stato applicato per esempio nelrahétare il
numero di copie geniche di transgeni inseriti ianpe OGM? * e puod
essere usato anche per valutare il livello di esgpo@e relativa di un gene
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(usando naturalmente una trascrittasi inversa) ruihero di copie di un
gene autosomico o eterosomico. Nella quantificezi®lativa € necessario
considerare due curve standard di calibrazionewstgrazie a diluizioni
seriali di un campione di controllo di cui_na@n necessario sapere una
precisa concentrazione assoluta. Le due curvefaiiscono alla PCR
guantitativa su un frammento di gene targete di ungenereference(per

il significato di alcuni termini tecnici, si congd la tabella 2.1).

Grazie alla calibrazione dﬂlTabeIIa 2.1 — significato di alcuni termini usati
campione di controllo sul frequentemente in real time PCR

gene_targesi puo proiettarg campione e il campione (di acido nucleico)

, . sperimentale i i
sullasse delle ordinate u Orireated di un eventuale paziente sotto

esame

valore di G trovato per un campionedi & il campione di un soggetto
. . trollo o talvolta e detto anche

campione  sperimental " SN {

. P P ) standard calibrator)

ricavandone sulle ascisse | genetarget & il gene di cui vogliamo studiare

valore di concentrazion il copy-number oppure i livelli di

. . espressione
relativamente al campion gene e un gene di riferimento con un

di controllo standard (g referenceo copy-number per il DNA o 'RNA
veda la figura 2.19) . endogenous _ costante.

Questo valore tuttavia necessita di essere norra#tizinfatti puo dipendere
sia da un’eventuale alterazione presente nel soggperimentale sia dalle
condizioni dell’acido nucleico (la sua concentraeioda quante cellule e stato
estratto). A tal scopo si esegue una seconda dunadibrazione sul controllo
considerando il gene referensempre in figura 2.19).

a0 410

S Reference

. ~..gene (es.
N GAPDH)

yo=-3,914x + 18,821 |

20 I« ot s o B e A S S R R Mg

15 T T e e

1n 10

Log Starting Quantity Log Starting Quantity
Target gene=0.7x Reference gene=1.4x

(campione rispetto a (campione rispetto a
controllo standard) \ / controllo standard)

Target gene, hormalizzato Il target gene &
=0.7: 1,4= 0,5x —— presente con solo 1

copia invece che 2
Figura 2.19 — esempio di applicazione del metodo delle 2 curve o rette standard (in
verde), con i valori di CT del campione sperimentale proiettati sulle curve.
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A questo punto il valore del copy-number sperimientermalizzato € dato
dal rapporto tra il dato quantitativo ottenuto geaadla prima curva e il dato
guantitativo ottenuto con la seconda curva.

& E’ da notare, per quanto riguarda la scelta gkate reference, che esso é
preferibilmente un gene housekeeping (costitutivamespresso) soprattutto per
studi di espressione genica, mentre per studi ply-camber di frammenti genici
puo essere anche un qualunque gene autosomicoras@teco avente una
probabilita irrisoria di essere coinvolto in detmd, duplicazioni e
riarrangiamenti’. Per quanto riguarda gli studi di espressione agersipesso
vengono presi in considerazione i geni dell’acerndel GAPDH.

291 metodo comparativo del CT AACT) ed Il
metodo di Pfaffl

Il metodo comparatico del-Ce particolarmente vantaggioso perché, una
volta che le condizioni della PCR sono ben settaie]'eseguire la
guantificazione_non e necessaggequire una curva di calibraziodel
gene target e reference su campioni standard. w&ssli partenza e che le
efficienze di PCR del gene target e del gene drinfento endogeno siano
simili. Se cio e vero, la quantita iniziale di DN& mRNA) in un campione
sperimentale pud essere studiato solo in basevaliazioni di CT rispetto
al campione di controllo. In realta, almeno inefas progettazione, occorre
controllareil valore dell’efficienza di PCR nel gene target e reference (per
esempio costruendo 2 curve standard)

Quando le due curve (una per il gene target e @nal gene reference)
calcolate su un campione o standard sono 2 retegdessione approssima-
tivamenteparallele e quindi con valori di efficienza simili (figura2D), si

e nelle condizioni per applicare il metodo compacatiel G.

La prima trattazione del metodo prevede anche eledficienze per il gene
target e reference siano entrambe prossime al 160%6ro che il tasso di
crescita del DNA di ciclo in ciclo sia.2.

Se No, Norm,tar € il numero di copie iniziali del gene target noliamate
(sul gene reference e sul campione di controko$e indichiamo:
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4 Figura 220 - la
% costruzione di due curve

standard con simile
0 N (234002115 efficienza E (per il gene
% : : target ed il gene
_ y=-3,37x+19N\ reference) & il presup-

il posto per l'applicazione
15 del metodo comparativo
0 del C (MCT)

Per i dati segnati in
§ rosso, E=96,8% mentre

per i dati segnati in
nero, E=98,0%

Log (quantita iniziale)

AUIGT = ACTExperim(ref - tar) _ACTControI (ref - tar)
(2.8)
Si puo ricavare:
-AACT
NO, Normtar — 2 (Livak & Schmittgen 2001) (2.9)

Questa e I'espressione classica del 200Inaelello comparativo del CT
secondoLivak & Schmittgen®. Molti articoli scientifici relativi alla
guantificazione grazie a gPCR riporta di aver usjai@sto metodo.

Qualora I'efficienza della PCR per il gene targeeference sono simili tra
loro senza raggiungere il 100% ¢é preferibile usara relazione di validita
pitl generalizzaf! cioé:

-AACT

No, Normtar = (d+E) (2.10)

Infine se le efficienze del gene target e referesm®o tra loro diverse, si
puo usare o il metodo delle due curve standard seguentemetodo
comparativo calibrato sulle singole efficierdiePfaffl °:

_ACTtar(controI — exper)

+E,_ |

_ tar

Nor r - 2.11

O NerhmE! ACTref(control — exper) (1)
+E

N

ref )
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Note sui metodi alternativi per rilevare I'efficieza di gPCR

Malgrado la indubbia utilita dei metodi compargtiwhe in certi casi
possono far evitare la costruzione di curve stahdapprocedura
sperimentale relativamente lunga e possibile cdusarori) almeno in fase
di prima progettazione € necessario rilevare comendl valore
dell’efficienza sia per il gene target che per @ference. Una erronea
valutazione dell'efficienza puo comportare un’esradpplicazione di
formule e valutazioni sperimentali inattendibili.efli ultimi anni sono
proliferati nuovi metodi proprio per valutare I'efienze di gPCR senza
I'impiego della classica curva di calibrazione. éi¢ si basano sullo studio
dellaumento della fluorescenza di ciclo in ciclerpun singolo campione
cercando i parametri matematici con i quali la eutgorica approssima
meglio la curva reale. Uno di questi metodi considena serie di punti
sperimentali a partire dal cosiddetto “takeoff pbiimo al punto in cui la
curva smette di crescere. Il takeoff point e il jpual quale la derivata
seconda della fluorescenza (calcolata rispettach) € arrivata al 20% del
suo livello massimo ed indica la fine del rumorefa@hdo ed il passaggio
nella fase esponenziale. Il calcolo dell'efficienzansiderando il takeoff
point € implementato facoltativamente anche nelsoe di analisi dei dati
di macchine Corbett-Rotor gene, permettendo loigtdduna curva senza
necessita di diluizioni seriali. Tale metodo sembhdbastanza efficace a
patto pero che il segnale della fluorescenza siéorfarte. La discussione e
ancora aperta e alcuni lavori scientifici stannatdado di trovare
I'accuratezza ed i pro e contro dei singoli metoaine si nota nella tabella
2.2 tratta da uno di questi lavori scientifici.

Tabella 2.2- Efficienze di amplificazione determinate da vari metodi di analisi di
dati di real-time PCR®’. Sono mostrate le medie aritmentiche+ SD (deviazioni
standard) e i coefficienti di variazione

Gene/Method Standard curve DART-PCR LinRegPCR Liu&Saint-exp

IL-1B 0.998
IL-6 0.900
TNF-a 1012

1.033 + 0.061 (5.95)
0.912 + 0.045 (5.05)
1033 % 0.024 (2.32)

0.950 + 0.074 (7.76)
0.881 £ 0.075 (851)
0.974 + 0.072 (7.45)

0,974 + 0.033 (3.42)
0.870 + 0.029 (3.35)
0,991 * 0,032 (3.32)

GM-CSF
ACTB
SDHA
HPRT

0918
0.981
0.967
1.022

0.978 + 0.044 (4.49)
1.086 * 0.046 (4.21)
1072 % 0,052 (4.88)
1.069 + 0.064 (5.95)

0.932 + 0.063 (6.?5)
0.999 + 0.031 (3.10)
0.980  0.064 (6.55)
0.578 £0.109 (11.1)

0.898 + 0.013 (1.44)
0.978 + 0.044 (4.53)
1.017 £ 0.044 (4.27)
0.976 + 0.048 (4.49)







Capitolo 3

Scopo della tesi

Nell’Ospedale S. Orsola Malpigli, presso l'unitaeogtiva di Pediatria
(Cicognani) da oltre trent'anni vengono curati pati con problemi di
accrescimento. L’approccio iniziale, anche in relae alle conoscenze
scientifiche dell’epoca, considerava la stima di dénici soprattutto legati
all'auxologia e al dosaggio ormonale, poi quandoessario, si provvedeva
(soprattutto dagli anni ‘90) alla somministraziom®ll’ormone della
crescita. Ci si era tuttavia accorti che non senlpr terapia ormonale
sortiva gli effetti sperati soprattutto quando ergmesenti deficit ormonali
multipli. In seguito, Il maggior impiego dei metodadiologici e della
risonanza magnetica ha permesso di correlare adliiatii rilevati nell’asse
ipotalamo-ipofisario soprattutto a deficit ormoni@lofisari combinati. Man
mano le conoscenze scientifiche si sono evoluter® stati scoperti e
studiati molti geni regolanti, con le loro protejme sviluppo dell’ipofisi, la
differenziazione dei 5 tipi di cellule secernentipmprese le cellule
somatotrope e l'attivazione dei geni per I'espr@ssidi certi ormoni tra cui
il GH. Queste scoperte hanno coinvolto I'impiego rdolte metodiche
sperimentali, mentre per la rilevazione delle migiaize stato essenziale
I'impiego della PCR e del sequenziamento. Nellati decennio, oltre
all’evoluzione di queste tecniche sono state imgieguovi metodi per lo
studio di ampie delezioni, inserzioni, duplicaziomlcuni di questi
fenomeni non sono ben studiabili con il sequenzi@mePer esempio le
delezioni eterozigoti che interessano intervallggiari di 1000 bp possono
non essere incluse completamente nellintervallo adiplificazione e
passare inosservate in un laboratorio che impieda i6 sequenziatore.
Sulla base degli avanzamenti scientifici e tecnicipgnche nel laboratorio
di Genetica Molecolare di Pediatria si e decisstddiare le mutazioni di
nuovi geni necessari per lo sviluppo dell'ipofiga gon il sequenziamento
che con nuove metodiche come I'MLPA e la Real TR@GR.
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Con queste premesse, il dottorato di ricerca éa swaipostato per il

raggiungimento dei seguenti obiettivi:

@ sequenziamento di geni gia analizzati nel laboi@tirfine di ampliare
la conoscenza di nuove varianti alleliche mutatenesse a particolari
problemi di crescita

@ studio di 3 geni (POU1F1, LHX3, SOX3) non ancooagsiderati nella
diagnostica del laboratorio ma potenzialmente cainwnella comparsa
di deficit multiplo degli ormoni ipofisari con I'entuale presenza
contemporanea (per. LHX3 ed SOX3) di neuroipofisopica.

@ Settaggio per le condizioni di amplificazione e s&tgiamento per i
geni suddetti

@ Studio di metodi alternativi di screening di eveliiumutazioni rilevate
nel sequenziamento o segnalate negli articoli s@ign

@ Impiego del metodo MLPA su 3 pazienti noti, allmge di rilevare la
sensibilita del metodo anche nei riguardi di deleizieterozigoti;
allargamento dell'analisi ad altri nuovi pazienti

@ Settaggio di un nuovo strumento per Real Time PCBrifett Rotor
Gene 6000) da poco installato in laboratorio. Irgpielella Real Time
PCR per l'eventuale conferma dei dati sperimentatquisiti
dallMLPA e per lo studio di altre anomale CNV (gepumber
variations)



Capitolo 4

Pazientl, materiali e metodi

Le indicazioni relative ai pazienti con deficit rtiplo di ormoni ipofisari &
stata fornita dal reparto di Endocrinologia Pedatrdell’Ospedale S.
Orsola-Malpighi (prof. Cicognani). |l database dmzienti seguiti dal
reparto (escludendo eventuali pazienti esternic@npone 53 soggetti
analizzati non solo per i deficit ormonali ma angber altri caratteri
fenotipici (in particolare di crescita) ed eventuahte per la conformazione
dell'ipofisi tramite immagini di Risonanza magnetiRM).

Di questi pazienti, 16 mostravano deficit apparestéo di GH ma la
presenza di altri sintomi e i referti di RM hannorfato a includerli
nell’ambito dei soggetti panipopituitarici. Tra mealformazioni che hanno
fatto pensare a casi di CPHD vi erano I'adenoip@fisplasia o iperplasica,
il peduncolo assottigliato, la neuroipofisi ect@i®er questo motivo, 15 di
16 soggetti erano gia stati analizzati per la preaali eventuali mutazioni
in regioni codificanti dei geni HESX1 o PROPL1.

Per i rimanenti 37 soggetti, sono stati osservadicd ormonali non solo di
GH ma anche di almeno uno dei seguenti ormoni: damapine (FSH e —
LH), prolattina (PRL), ormone tireotropo (TSH), ane
adrenocorticotropo (ACTH). Percio, in questi cabinclusione nella
casistica CPHD e stata piu scontata. Anche in gpegtenti si € osservata
un varieta di conformazioni dell'ipofisi o di sttute ad essa vicine,
variazioni di spessore dell'adenoipofisi, del pechlno, neuroipofisi
ectopica, sella turcica vuota ed anche SOD (digplastto-ottica). Nei
pazienti censiti si e rintracciata un’ampia frecqgeedi queste irregolarita di
struttura e solo in 5 casi su 37 la morfologiarezla norma.

A partire da questo database, si € tentato diteéfiet un'indagine genetica
Sui pazienti i cui deficit ormonali e sintomi cosseessere connessi a una
una mutazione genetica per i geni gia studiati ahoftatorio (HESX1,
PROP1) o per i nuovi che si e deciso di mettereraq(POU1F1, LHXS3,
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SOX3). Nell'impossibilita di poter effettuare il gg@enziamento diretto per
tutti questi geni (sia per praticita che per modgonomici) si € indagato su
alcuni pazienti per alcuni tipi di polimorfismi o utazioni impiegando
anche altre tecniche come il metodo CAPS, I'MLPAageal time PCR.
Verrano quindi indicati il numero dei pazienti e llaro patologia in
corrispondenza della metodica sperimentale impeegat

Il corredo delle analisi effettuate comprende andhsequenziamento
diretto di 8 pazienti affetti da deficit isolato @H studiati per il gene GHR
ed il sequenziamento di 2 pazienti per possibiltamione nel gene THR.
Infine sono stati rianalizzati con MLPA e con réale PCR alcuni pazienti
“storici” (2 fratelli insieme al padre) nei qualiagsi era rintracciata una
delezione omozigote o eterozigote nel gene del GH.

4.1 Metodica usata per il sequenziamento diretto

Per una questione di sintesi, nel caso di procegiemerali adottate da molti
laboratori si descrivono solo le fasi salienti resagie per il
sequenziamento diretto, indicando i kit di laboratampiegati e la loro
azione in breve.

Estrazione di DNA genomico

Il materiale di partenza é stato il sangue i cuicteiti hanno fornito le
cellule da cui estrarre il DNA. Nel sangue si ringeno parecchi inibitori
della reazione di amplificazione (PCR) quindi siirapiegato un Kit
coomerciale che finora ha dato buoni risultaifard Genomic DNA
Purification Kit-Promega |l kit permette la lisi delle membrane, la
precipitazione e l'eliminazione delle proteine ukll e, a seguire, la
precipitazione anche del DNA grazie ad isopropanttfine il DNA é
risospeso in soluzione acquosa (si pud usare auhe sterile).

I DNA genomico poi € quantificato tramite spettstifimetro (SmartSpec
3000 Biorad) poi & conservato in freezer a —20%liquote diluite a 50
ng/ul sono tenute in frigorifero per I'impiego fimal alcuni mesi.
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Amplificazione del DNA (PCR) e purificazione deidmmenti

La PCR (=Polymerase chain reaction, reazione anaatella polimerasi) &
un processo innescato da una coppia di primergilaerjuenza puo essere
tratta dalla rete (articoli e banche dati) o ridavaer progettazione ex-novo
(come illustrato nei paragrafi seguenti). Con IaRP@ttraverso 35-40 cicli
si posson@amplificare specifici frammenti di DNA, solitamente tra 200 e
1200 bp per gli scopi del sequenziamento.

| prodotti di PCR sono poseparati e visualizzati su gel di agarosio
(all’'1,5% fino a 3% in percentuale peso su volumeaprato con Gel Red
(nuovo fluoroforo, meno nocivo del vecchio Bromudo Etidio). Se i
frammenti amplificati prodotti sono specifici, pos® esserguantificati o
per confronto con le bande di una ladder quantdi@aper confronto con
altri frammenti che sono gia stati sequenziali sancesso. Quindi si puo
procedere con lpurificazione per rimuovere I'eccesso di dNTPs e primers
non incorporati in modo da non interferire con ilucesessivo
sequenziamento. Il protocollo piu semplice (traltda usato in molti
laboratori) prevede I'aggiunta di Exosap-IT (USBJiecubazione a 37°C
per 15 min, seguita da un’incubazione a 80°C pemitbper inattivare gli
enzimi presenti nel Kit

Cycle sequencing, purificazione e corsa elettrofiica

La reazione di sequenziamento detta cycle-sequgcstato eseguito con |l
metodo dei dideossi di Sanger impiegando reagesttuenenti della Beckman
coulter Ceq DTCS-quick start kit La reazione e simile a una PCR ma
awviene con un solo primer, inoltre il mix sonogaeti anche dei nucleotidi
fluorescenti particolari che, se incorporati, pottalla terminazione istantanea
della polimerizzazione. In questa reazione unaedeli critiche e il calcolo
dellacorretta quantita di frammenti amplificati e purificati da usare.

Piu un frammento da sequenziare € lungo e maggitaeuantita in ng che
deve essere usata. Considerando gli intervallinGh minimi e massimi
consigliati dalla Beckman per frammenti di divelsaghezza, la quantita di
DNA usabile puo essere data approssimativamenie fdamula:

guantita (in ng)=lunghezza(in bp) X 3,15/100

Trovata la quantita e sapendo la concentraziongsaie al volume della
soluzione di DNA da usare.
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Allego anche il protocollo usato per la reazioneseljuenziamento poiché

nel laboratorio di Genetica molecolare di Pediarlaggermente diverso da

guello consigliato dalla Beckman:

» inserire il volume di DNA richiesto, poi portarealume finale di 10
ul con acqua sterile

» denaturare ad almeno 86°C per 3 min

» aggiungere Jl di primer (5 picomoli)

» aggiungere QI di DTCS prediluiti (4ul DTCS+5ul di acqua)

A questo punto i campioni possono essere cariaghtesmociclatore. | cicli

usati dipendono dalla temperatura di melting dé@ners per cui saranno

illustrati a proposito dei singoli geni.

| nuovi frammenti fluorescenti ottenuti con la rege di sequenziamento

devono poi essereurificati per evitare linterferenza di nucleotidi

fluorescenti non incorporati. E’ stato usato undommerciale $eqg-Prep

kit GD400 —Genedijache permette la precipitazione in etanolo 95% dei

frammenti, una serie di lavaggi in etanolo 70%a edolubilizzazione in 40

ul di buffer SDS.

| frammenti di sequenziamento sono poi caricaggasati corelettroforesi

capillare (Beckman CeQ8000). Al termine della corsa un @ogna del

sequenziatore restituisce la sequenza in un forlaopuo essere gestito

dal programmaChromas. Le sequenze con il relativo elettroferogramma

possono essere stampate per permettere anche chifocdello

sperimentatore di cogliere eventuali punti dubba tcui potenziali

polimorfismi 0 mutazioni in eterozigosi.

4.2 Settaggi per la PCR ed il sequenziamento dei nuovi
geni studiati

Quasi tutti i primers per 'amplificazione ed ilggeenziamento di POU1F1,

LHX3 ed SOX3 sono stati progettati ex-novo con tatedalita:

» Studio di articoli riguardanti tali geni ed informani su OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) e sulla sequenzacgesu banche dati
(per esempio quella del’NCBI).
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A partire dalla sequenza genica, rinvenimento dadlezioni esoniche e
progettazione di primers i cui siti di accoppiangesiano ad almeno 50-
60 bp a monte o a valle di un esone (per esigenseglienziamento
affidabile su tutto I'esone).

Impiego dei seguenti software per progettare i préne verificare la
loro idoneita: primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) oligo6
(software in  dotazione in laboratorio) e OligoFaktory
(http://oligofaktory.lanevol.org/index.jsp). Talrggrammi restituiscono
anche dei parametri tipo un punteggio legato all@bikta
termodinamica di eventuali strutture indesiderdigufa 4.1) come le
“arpine” (conformazioni ad uncino dei singoli prilmecon zone di auto-
ibridazione) e gli omo-dimeri ed etero-dimeri diinpers (dovuti ad
accoppiamento parziali in posizione 3’ tra primeiguali o diversi).
Inoltre il programma primer3 fornisce anche utditidsulla temperatura
di melting impiegando la formula “nearest-neighbdi’Breslauet® et
al., (1986), permettendo cosi, per quanto possibileyniformare le
temperature di annealing per le PCR di uno stesse.g

e
<= 5 d——r5

Figura 4.1 - conformazioni indesiderate per i primers di PCR dovute ad
accoppiamenti impropri tra porzioni di primers; a sinistra la conformazione ad
arpina o uncino, a destra le interazioni che possono originare dimeri di primers

Una volta ricevuti i primers corrispondenti allageenza desiderata,
segue il settaggio fine delle condizioni di PCR.pArtire da alcune
condizioni generali (buffer 1x, MgCI2 2mM, dNTP20nM, primers
0,25uM, TaQ 1,25U/50 ul, DNA stampo 50-100 ng) féeteua la PCR
usando come temperatura di annealing quella diimgeldei primers
abbassata di un paio di gradi. Se la PCR non ae\sepuo abbassare la
temperatura di annealing, se viene aspecificazaila temperatura o Si
agisce sul MgGl (talvolta anche sul buffer) o si abbassano i pran
(per usare le soluzioni piu usate) . Il settaggmwohlie € banale, in altri
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casi puo essere estremamente laborioso anche peechessere sicuri
dell’effetto di una modifica bisogna variare un gaetro alla volta
(come d’altronde prevede un metodo scientifico)cénte situazioni poi
puo essere utile aggiungere additivi, cambiare TaQaddirittura
riprogettare nuovi primers.

PCR e sequenziamento per i geni POU1F1 e LHX3

Per il genePOU1F1, dopo la verifica di corretta sequenza di 2 sdgget
controllo, sono stati segnalati 6 pazienti da azalie con sequenziamento.
| primers usati per i frammenti esonici amplificedino indicati nella tabella
4.1 mentre per le condizioni chimiche e termicheesia la tabella 4.2 .

Per la reazione di sequenziamento possono essate tuli i primers
indicati per la PCR con una preferenza per PitRIE2F, Pit-3R, Pit-4R
(Pit-4R=ACCCCTCAAACCTCCTGCT), Pit-5R, Pit-6R. Le mdizioni
termiche usate con successo (reagenti Beckman)statea 30 cicli (96°C
20s; 55°C 20s-60°C 4min).

Per il geneLHX3, dopo la validazione del metodo su due soggetti di
controllo, e stato indicato un solo paziente pesdfjuenziamento. Tale
paziente rivestiva un certo interesse poiché ata gfia indicato con MLPA
un’ampia delezione eterozigote per questo geneZoele da confermare
con altra tecnica) percido un’eventuale mutazioneessiva trovata con
sequenziamento avrebbe potuto avere un grandefisaggoi Per motivi
probabilmente economici (il sequenziamento € umaida costosa) non
sono stati segnalati altri pazienti durante il madtorato.

| primers usati per amplificare i frammenti esorsiocno segnati nella tabella
4.3 mentre le condizioni chimiche e termiche sabciati nella tabella 4.5 .

Per il cycle-sequencing possono essere usatiitpttimers indicati per la
PCR con una preferenza ed eventualmente altrirfBepsi inseriti in coda
nella tabella 4.3. Alcune procedure sperimentali consigliate per |l
sequenziamento sono indicate nella tabella 4.6 .
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Tabella 4.1 — Primers usati per la PCR sui frammenti esonici del gene POU1F1

Frammento |lunghez |Primers e seq. (5’ 23)
za
Ex1 620 Pit-1IF ATTTCTCCCTTCCCCTCCAT
bp Pit-1R TTTATTTGGCATGTTGGCTTT
Ex2 304 Pit-2F CCAGTCCCATCTATTTTGTCTTT
bp PIT-2R CAGGAAACAAGAAGTGGTGATTT
Ex3 465 Pit-3F TGGGCTAAGTCAGGCAAAAC
bp Pit-3R TTTGGAGGATTTCCATAACGA
Ex4-5 1157 Pit-4F CAGATTTGTGTGACAATGAACCA
bp Pit-5R GGCCTCCCAATTCACCTTA
Ex6 586 Pit-6F TTCAACCTACCTTAATTTTGAGCTG
bp Pit-6R TGTCTGCGTGTGTGTGAGAA

Tabella 4.2 — Condizioni chimiche e termiche per le amplificazioni di tutti i
frammenti POU1F1

Reagenti Condizioni finali Settaggio termico
DNA genom 75ng (1.51) 94;205 min 308
Buffer Roche 1x (con MgelL,5mM) | g2°c-0.3°/cyc 30s
MgCl, aggiuntivo | 0,4mM 70°C 73s
dNTPs 0,2 mM (ciascuno) (ripeti 11x tot.)
Primer For 0,2uM 94°C 25s
Primer Rev 58.5°C-0.3°/cyc 28s
TaQ Roche 0,125 I\L/j r0°c. 738

! (ripeti 28x tot.)
Volume tot 25pl 20°C 5 min

14°C o

Tabella 4.3 - Primers usati per amplificare i frammenti esonici del gene LHX3.
Questi primers sono stati progettati ex-novo, salvo i primers indicati con il suffisso

p (da Pfaeffle RW et al. 2007-JCEM)

Frammento |Lunghez |Settaggio Primers e seq. (5’ 23)
za (bp) termico
PCR (A/B)
Exla 382 A exla-Fp CAACCCAGCCAGGGAGG
exla-Rp CTTGCCGTTTCTGTCCTCAG
A exlb-F CGCTCAGAGTCCGCAGTGG
Ex1b 443
exlb-R CGCCCAGATCCTCTAGCTCCT
Ex2 305 A ex2-F GGCTTCACTGCCTCCTGGTCTA
ex2-R CTTGGTGATTGTGAGGGGAGGH
A ex3-F CTCTCTCCAACCCGCTCG
Ex3 337
ex3-R CGTGGCCTCAGCCCCATT
B ex45-F CTGCCGCGCCTCACCGCTC
Ex4-5 511
ex45-R  CTCCCTGGGACCCCTGCGA
Ex6 553 B ex6-F GTGGAGGGCAGGCGCTGACT
ex6-R CTGGCCCCACTTCCTCGGAAA(Q
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Tabella 4.4 — Primers usabili per il cycle sequencing dei frammenti esonici di LHX3.
| primers indicati con il suffisso p erano citati in letteratura (da Pfaeffle RW)

Primers da tutti Altri ex4-Rp GGCGGTTCTGGAACCAAACC
PCR primers ex5-Fp AGAGCGCTTACAACACCTCG
usabili ex6-preR TGCTCCCCGTGGATAGGTCA

Tabella 4.5 - Condizioni chimiche e termiche per le amplificazioni di tutti i
frammenti LHX3.Notare che, a seconda della coppia di primers bisogna usare |l
settaggio termico A oppure B. La polimerasi usata e stata la GC-Rich (Roche)

Reagenti Condizioni finali Settaggio termico

DNA genom 75 ng 1)95°C 5 min

GC Buffer 14 (con MgCl 2 1,5mM) 2)95°C 30s

MgCl, aggiuntivo No 3) 60°C 27s ( settA ) o
GC resol.solut. 0,5M 66°C 27s ( sett.B )
dNTPs D,2 mM (ciascuno) 4) 72°C 40s

Primer For 0,3 uM 5) gooto (2) 39x tot.

Primer Rev 03 uM 6) 10°C forever

Enzyme 1,0 U (su 25 )}

Volume tot 25 ul

Tabella 4.6 — Procedure sperimentali consigliate per il cycle sequencing e la
corsa elettroforetica su Beckman CEQ8000

Fasi Metodo Note

Denaturazione 959C 3 min

Settaggio cycle seq. T denx96°C 20s
T ann=56°C 20s
T ext=61°C 4 min

Settaggio Ceq8000 Capillari T=52°C

Condizioni di amplificazione e sequenziamento dehe SOXS3:
un caso esemplare

I gene SOX3 ha 3 caratteristiche che lo rendoffacimente amplificabile

e sequenziabile:

* ha un alto contenuto di GC, considerando intervddli 20-25 bp si
trovano spesso percentuali di GC del 90%.

» ¢ disposto in un solo esone con 1341 bp, normakmiengeni ad altro
contenuto di GC la presenza degli introni permditgovare intervalli
di “ancoraggio” per i primers a minor percentual&q

» appartiene ad una famiglia di geni con alta omalatjisequenza per il
gene SRY, quindi i primers disegnati devono esakagente selettivi.

Avendo trovato un articolo relativo a SOX3, moltato, di Woods et &f’,

Dattani et al- Am. J. Hum. Genet. (2005) si € pensato inizialteedi

impiegare i primers e suggerimenti di PCR come riliséNonostante cio,
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I'amplificazione e stata piu impegnativa del préwisome si puo evincere

dalle seguenti fasi sperimentali:

1. Impiego iniziale delle 5 coppie di primers suggerdii Taq polimerasi
TTH (Epicentre) o alternativamente Dynazime exhéfzyme) che si e
visto lavorare molto bene in presenza di betairhlit&o suggerito
dall'articolo. Anche lavorando a temperature e ¢oodi diverse, Si
riuscivano ad amplificare abbastanza bene i frantinher, [Il ma mai i
frammenti IV e V. Si é notato tuttavia che aumedtarmolto la
concentrazione dei primers del IV e V frammentqadéimerasi riusciva
ad amplificare, sebbene in modo aspecifico. L'us®MSO non ha
migliorato la specificita, anzi ha represso I'efitza della reazione.

2. La rilevazione che i primers dell’articolo avevamoa Tm (temperatura
di melting) relativamente bassa rispetto alla pencae di GC del gene,
ottenuta con una sequenza relativament corta (1&)%a indotto alla
progettazione di nuovi primers con 20-22 bp perentare la specificita
dell'interazione degli stessi al DNA stampo. La getiazione non e
stata semplice poiché molte porzioni del gene Somb of limits” per
I'aggancio di primers evitando nel contempo confaziani sfavorevoli
degli stessi. In particolare con una coppia di pren(SOX3-1Fnew e
SOX3-5Rnew) si e riusciti anche ad amplificare ma $ola volta tutta la
regione codificante del gene, seppur con un’alardia aspecifica.

3. Dopo vari tentativi di settaggio, si € pensato utnantare ulteriormente
la specificita della PCR ricorrendo al metodo (g&ato nei primi anni
anni di impiego della PCR) della “nested PE&R” Una coppia di
primers innesca una PCR portando alla formazionmdio piu prodotti.
La presenza di un'altra coppia di primers che habd#esagli interni
alleventuale prodotto specifico della prima rea®o comporta
un’ulteriore amplificazione in modo specifico. N&so del gene SOX3,
per aumentare anche la quantita di amplificato scato di amplificare
I'intero esone genico in due pezzi ognuna con R Rested (figura 4.2)

4. Dopo varie PCR si e provato ad usare lo strumeatdReal time PCR
(Corbett-RotorGene 6000). A seguito di cio si eatmsu gel di agarosio
una banda netta con altre bande a minor peso niatecdn realta
ridenaturando e rinaturando lentamente il DNA nancato, si € notato
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che queste bande accessorie erano un artefattdodpvobabilmente
alla creazione di conformazioni locali per I'altontenuto in GC.

1Fnew

— gene SOX3
E a —

l PCR iniziale SRnew
Pre-amplificato (parzialm. aspecifico)

PCR nested
preseX &~ AlaR2 \
PCR Nestedl —p €
AlaF1

PCR Nested?2 pos6%

Figura 4.2 - schema dei due passaggi di amplificazione con “nested PCR” allo
scopo di ottenere degli amplificati ad alta specificita

5. Infine, a sequenziamento ultimato su un campioneodirollo si € anche
appurato che nell’'articolo di Woods si faceva nifento a una sequenza di
riferimento sbagliata (la genBank accession nurKizad 35).

Di sequito si indicano tutti i primers sia per PCRe per sequenziamento
(tabella 4.7) e le procedure chimiche e termiche germettono di
amplificare (tabelle 4.9 - 4.10) e sequenziaregftal®.11) il gene SOXS.

La corretta esecuzione del sequenziamento e statatp su due pazienti di
controllo, mentre un solo paziente al momento ® Saquenziato.

Tabella 4.7 — Primers per PCR usati e relative sequenze. Nella prima colonna
sono indicati gli impieghi tipici dei primers segnati

Tipo di primer Nome Sequenza (5 -23))

Primer PCR primaria SOXB-1Fnew GGCGCATCACTGCGAACCTGT
SOX3-5Rnew CCCATTTTCGCTGCTCCTGAC

Primer PCR “nested”- preSOX3 GTTGCGAGGGGCGGACCAAG

framm “Friniz.”(917 bp) AlaR2 TGCTCCTGCACCAGCGAGTACG

Primer PCR “nested”- AlaF1 CGCAAGACCAAGACGCTGCTCAA

framm. “FrFin.” (817 bp) postSOX3 GGCAACAGTCCCAGGCAAGCA
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Tabella 4.8 — Primers utili per cycle-sequancing. | primers indicati con W sono
stati trovati nell’articolo citato di Woods et al. (2005)

Tipo di primer Nome Sequenza (5 -23))
preSOX GTTGCGAGGGGCGGACCAAG

Primer sequenziamento 2F (W GAGTCCCAGGGCCTTTTC

per SOX3- Friniz. 3F(W AACGCCTTCATGGTATGGTC
AlaR1 CCGTTGGCCCAGCCGTTCAC
AlaF1 CGCAAGACCAAGACGCTGCTCAA

Primer sequenziamento AF (W AGCGCCTGGACACGTACAC

per SOX3- FrFin. 4R (W GGTGGCAGGTACATGCTGAT
5Fnew CCATCGCATCGCACTCTCAGC

Tabella 4.9 — Condizioni chimiche e settaggio termico per la reazione di pre-
amplificazione del gene SOX3; la PCR puo essere anche fatta in soli 10 /4 previa
aggiunta di altri 10 4 di mineral oil

Reagenti Condizioni finali

DNA genom 75 ng

Buffer TTH 1x

Buf.con betaina  2x

BSA 1x

MgCl, 1,55 mM

dNTPs 0,2 mM (ciascuno)
Primer For 0,09 uM

Primer Rev 0,55 uM

Enzyme TTH 1,25 U (su 25 ul)
Volume totale 25 pl(conH ,0qgb)

Settaggio termico

1) 95°C 4 min

2) 95,2° 1 min

3) 66,2°- 0,2°C/cyc 30s

4) 72,8° 1min45s

5) torna a (2) [10x tot]

6) 95,2° 1 min

7) 62,8° 30s

8) 72,8° 1 min 50s

9) torna a (6) [9x tot]

10) 95° 5 min (in attesa
di mettere in ghiaccio)

Tabella 4.10 - Condizioni chimiche e settaggio termico per le reazione di “nested-
PCR” per amplificare, nel gene SOX3, il frammento Friniziale (A) ed il frammento
FrFinale (B). A seconda del tipo di PCR nested (tipo A oppure B) sono segnati i

relativi valori di concentrazioni finali per i primers

Reagenti Condizioni finali

DNA stampo (Pre-ampl.) 3,1 ul

GC-buffer 5x 1x (con 1,5 mM MgCl 2)

GC-res.solut. 2M 0,2M

BSA 100x Ix

MgCl, aggiuntivo No

dNTPs 0,42 mM (ciascuno)

Primer For 0,5 UM (Nested A) o
0,2 uM (Nested B)

Primer Rev 0,2 UM (Nested A);0
0,5 pM (Nested B)

Taq GCrich  ( Roche) |1 U (su 25 pl)

Volume totale 25 pl(conH ,0gb)

Settaggio termico

1) 95°C 1 min

2) 95,2°C 55s

3) 67,7°C 40s

4) 72,8°C 1min 10s
5) torna a (2)[40x tot]
6) 72,8° 7min

7) 10°C forever
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Tabella 4.11 — procedure sperimentali successive all’amplificazione, consigliate
per un corretto sequenziamento del gene SOX3 ad alto contenuto in GC

Fasi

Metodo

Note

Purificazione

Exosap

In tal modo si
mantiene parte del
buffer della GC rich
nel cycle-seq

Quantificazione

Se fatta con gel prima
di exosap, la concentra-
zione reale € i 5/7 di
quella calcolata su gel

Quantita Friniz: 29 ng Corrisponde a 2- 4
consigliata in di Friniz con exosap
ng per cycle- FrFin: 31 ng Corrisponde a 5- 8 ul
sequencing (reazioni da 20 ul tot) di Frfin. con exosap
Denaturazione portare a volume di 10 Denaturare solo i
campioni ul, denaturare a 95°C campioni di DNA,poi

per 3 min mettere in ghiaccio
Settaggio 1) 96°C 28s Nota ***
termico 2) 98°C 3s Se i usano i
(cycle 3) 58,5° 20s ok primers di Woods et
sequencing) 4) 62°C 4min. al ., la temperatura

5) torna a (1) [altre 30x] di annealing e

6) 10°C forever 53,5°C

Settaggio
CEQ 8000

-T capillari=51°C (con
wait for temp)

-Denature 90°C -135 s
-Injet 2 KV per 20 s
-Separate 4 KV per 120
min, con pausa 1 min

4.3 Screening di una mutazione puntiforme in LHX3
mediante tecnica CAPS

A seguito del rinvenimento nel gene LHX3b di una tamawne in
eterozigosi all'interno del VI esone (sostituzioheG nella pos. 1248 per
il cDNA, comportante la sostituzione aminoacidicz/ZA) si € notato che
la sequenza nucleotidica era adatta ad esseratstuain I'endonucleasi di
restrizioneSacll (provvisto da New England Biolabs)

Con tale enzima di restrizione possiamo riconoscEkettivamente la
sequenza mutata ovvero:

+
CCGCGG
CCGCGG in quanto tale sequenza (e non la sequenza normate

1 tagliata dall'enzima di restrizione in corrispondardelle
frecce rosse originando in tal caso due frammamtiidor peso molecolare.
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| polimorfismi di sequenza rilevati con enzimi dstrizione sono detti

CAPS (cleavage amplified polymorphic sequenze) leshdtodo € stato

usato inizialmente donieczny® nel 1993 ma viene tuttora impiegato allo

scopo di rilevare in modo alternatico certi SNP

v La procedura é stato impiegata sul DNA di un grugpb7 soggetti di
controllo per stimare la frequenza della sostitneinella popolazione e
decidere se si trattava di un polimorfismo o di ongazione.

v Si e effettuata I'amplificazione dellesone VI diHX3 di 553 bp
(primers in tabellat.3), e si € verificato tramite curva di melting dello
strumento per real time PCR (Corbett Rotor gen®$0be i frammenti
amplificati erano tutti specifici

v' Ai frammenti purificati tramite il kit Exosap sonstati aggiunti i
reagenti enunciati nella tabelal?2 per effettuare il taglio enzimatico.
E' da notare l'aggiunta anche di un primer avente& sequenza
tagliabile da Sacll, poiché I'enzima, similmentd’esizima EcoRII
sembra richiedere, per essere al massimo dellatsvda, almeno due
siti*®? in cui legarsi (all'interno della sequenza amptifia dell’esone VI
Vi € un solo possibile sito di taglio).

v Lareazione si & svolta a 37°C overnight, poi lieree stato inattivato a
80°C per 10 min.

v | frammenti eventualmente tagliati sono stati Giicsu un gel di
agarosio al 2,5 %, corso a 75Volt per circa 90 newidenziati con
GelRed e luce ultravioletta e quindi fotografatir pgensire quanti
soggetti erano portatori della sostituzione.

Tabella 4.12 — composizione del mix per la digestione enzimatica di frammenti
ad opera dell’enzima Sacll

Conc iniz Conc fin. Vol ( ul) per 1
reaz.da 11 ul
HO / d.b. 2,488
Buffer NE(IV) 10x 1x 1,1
BSA 100x 1x 0,11
Primer con seq. 5 uM 0,35 M 0,077
sito  Sacl |
Enzima Sacl | 20U/ul 05U/ ul 0,275
DNA 1
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4.4 Screning di pazienti per possibili InDel nel gene
SOX3

Allinterno del gene SOX3 alcuni articoli sciendfi® * "®gia segnalati
descrivono la presenza di un hot spot per INDEhs (I Del) comportanti a
livello di sequenza proteica un allungamento o mamento di una sequenza
poliAla (normalmente 15Ala). Tali INDELSs sono statessi in relazione ad un
fenotipo con deficit intellettivo, o, in altri casiolo a CPHD con neuroipofisi
ectopica. Il gene SOX3 é localizzato sul cromos@ina per queste mutazioni
sono interessati principalmente i soggetti masdDiliesta e la procedura usata:
v Selezione, a partire dal gruppo di pazienti panipdgrici, di soggetti
maschili con deficit ormonali per GH, FSH-LH, PRLSH, ACTH
aventi nel contempo neuroipofosi ectopica. Sondi siatracciati 12
possibili pazienti da analizzare.
v' Progettazione di primers per amplificare un piocdrammento
includente la localizzazione del possibile InDel.éStrovato che una
coppia di primers (tabella 4.13) era idonea pamplificazione di un

frammento di 176 bp. : :
] Tabella 4.13 — | primers con relativa
v’ Preparazione della PCR sequenza (523 per la PCR di studio di

secondo le condizioni possibili InDel per SOX3

. . . AlaF1 CGCAAGACCAAGACGCTGCTCAA
chimiche e termiche riportate ART | CCGTTGGCCCAGCCGTTCAC
nella tabella 4.14 .

Tabella 4.14 — condizioni chimiche e settaggio termico per la PCR sul
frammento contenete gli INDELSs di studio in SOX3

Reagenti conc. vl Profilo termico (M) su Rotor Gene
fin. (ul) 6000

Acqua Qbal5 3,49

Buffer 20x 0,95x 0,71 96,9°C 5min

MgC]Z 18mM 1,08 Cycling (48 times max)

Betaina (buf) 2x 3,00 96.8°C 455

dNTPs 0,2mM 2,40 '

BSA 100x 1x 0,15 70,7°C 30s

Eva 20x 1x 0,75 71,9° 15s + acquis HRM

TaQ TTH5U/ pl p6U 0,12 Melt 60,5° 98,5°C in HRM

Primer AlaF1 0,28 uM | 0,84

Primer AlaR1 0,42 uM | 1,26

DNA stampo 60ng 1,0

! sono indicate le temperature reali applicate, fotalibrazione termica della macchina.
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v' Corsa su gel di agarosio speciale a basso purfissidine (agarosio al
3,3% peso su volume) per consentire una buonauzisole anche per
frammenti con piccoli INDELs . Voltaggio applicaté5Volt per 2 ore.
Applicazione del gel colorato con Gel-Red su appar® ad
ultravioletti per visualizzare e fotografare le dan

4.5Pazienti, materiali e metodo negli esperimenti
MLPA

| soggetti di cui si & analizzato il DNA per stéfeilil copy-number erano
20, di cui 11 erano con deficit ormonale ipofisamaltiplo e 9 con deficit
isolato di GH. Di questi ultimi, 3 individui erargtati ben studiati con altre
tecniche genetiche efficaci ma laboriose (tra twouthern blotting) da
ricercatort® di questo dipartimento (Baroncini, Baldazzi, Paalz et al
1993) che avevano rilevato un’ampia delezione (momigosi per |l
paziente BT e CJ, in eterozigosi per BB) riguardagran parte del cluster
del GH. Pertanto il DNA di tali individui potevarigere da controllo della
validita della nuova tecnica MLPA.

Il kit di sonde impiegato ha la sigla Salsa MLPA1BZAgrowth hormone
deficiency) e serve per quantificare la seguente sk geni necessari per
un corretta sintesi di ormoni per la crescita: GBHRHR,Poulfl (=PIT1),
PROP1, HESX1, LHX3, LHX4.

Rielaborazione dei dati grezzi ricavati con il mdto MLPA

Le procedure sperimentali e di calcolo usate, caxab i protocolli ed i
suggerimenti on-line inseriti alle pagina wetp://www.mrc-holland.com

e http://www.mlpa.com in particolare il bollettino MLPA DNA
detection/quantification protocokd il bollettinoMLPA step by step Per
una questione di sintesi, si rimanda a tali docuimger quanto riguarda la
denaturazione, l'ibridazione, la ligasi, la PCRaebrsa elettroforetica.

Analisi quantitativa dei dati sperimentali

Questa fase serve per relativizzare i dati sulsel#el profilo di dati dei
controlli sani. La procedura seguita € la seguente:



Pazienti, materiali e metodi

a. Controllo visivo preliminare dell’affidabilita dedaggio; a tal scopo, la

MRC-Holland ha inserito una serie di frammenti dntollo, come si
puo rilevare dalla figura 4.3.

Figura 4.3 - Frammenti di Dimeri
controllo in un esperimento di primers
MLPA. Sono frammenti corti
(<100bp) che, nel caso del
kit P216, hanno 64-72-76-82
bp e sono detti DQ-control \
(=DNA quantity control). Essi
sono ligasi-indipendenti ma -  eventuaii |
. T . primers 92 bp !
polimerasi-dipendenti. .
La loro altezza, rispetto agli altri
picchi dovrebbe essere normal-
mente molto minore della meta, v
salvo che nel caso di DNA iniziale
troppo scarso (come nella figura)
per garantire [I'affidabilita del
metodo.
Un ulteriore frammento di 92 bp & detto DD-control (=DNA-Denaturation) ed € un
controllo “ligasi, polimerasi e DNA genomico”-dipendente in modo del tutto simile
a tutte le altre sonde a cui si avvicina come altezza.
Serve per valutare la riuscita dell’'esperimento MLPA (€ una sorta di controllo positivo) e
normalmente ha un’altezza assimilabile a quella degli altri frammenti sperimentali. Ultimo controllo
da effettuare & la presenza di eventuali dimeri di primers che possono emergere da errori
sperimentali (es. mix di PCR non tenuto in ghiaccio, ecc.) e che possono essere rilevati tra la
banda dei primers ed il limite di 100 bp

5 ng DNA iniziale

64 7276 82 bp Frammenti originati
dalle sonde MLPA

b. Impiego del software FRAGMENT ANALYSIS per analizeai

frammenti e attribuire ad ognuno una lunghezzaadodise del marker

standard inserito (da 600 bp max). Assicurarsitche dati esportati in

Microsoft Excel non vi siano falsi picchi (es. gicsdoppiati) risultanti

da una corsa non perfetta (tali picchi possono ressgnorati).

Esportazione della finestra dei frammenti in Wordeeg dati quantitativi

(lunghezza dei frammenti insieme ad altezza ed degapicchi) in

Excel.

. Rielaborazione dei dati dell’area dei picchi (sbdavorare anche sulle

altezze dei picchi, i risultati sono molto similiamleggermente meno

attendibili).

» Calcolo dell’area totale di tutti i picchi per iINA di un individuo,
poi per ogni picco, calcolo dell’area relatiyarea/area totale). La
procedura e dettaormalizzazione globale In alternativa si potrebbe
calcolare l'area relativa al picco di controllo d82 bp
(normalizzazione di blocco). La normalizzazione bglle € stata
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preferita perché il kit di sonde usato vaglia camgeraneamente
molti loci su cromosomi diversi, quindi un’eventealelezione in un
locus non modifica sostanzialmente I'area totaleifdrimento. Nel
caso si usino kit che dosano il copy-number di eaoni per 1 o 2
geni, e preferibile invece la normalizzazione didalo.
Relativizzazione dei dati rispetto ai dati di unpio controlli sani. Se
si stanno studiando mutazioni geniche e delezidmssa ricorrenza
(come nel caso del mio studio) si possono impiegarae dati di
riferimento anche ivalori medi dei picchi di tutti i soggetti,
ottenendo in tal modo una miglior stima dei vakiandard sani per
via della molteplicita dei dati.

In pratica considerando tutti gli individui si ricano, i valori medi di
area relativa di ogni picco, poi per ogni individed ogni picco si
divide la sua area relativa per 'area relativa imed

Calcolo dellavariazione percentuale dei picchinormalizzati e
relativizzati al controllo. Variazione percentuakgative pari a -
100% o -50% indicano rispettivamente una delezion®zigote
oppure eterozigote, valori positivi invece riguardacopie esoniche
oltre il normale. Notare tuttavia che la tecnica R/ con le sue
svariate varie fasi sperimentali non permette fandr ottenere dei
dati molto precisi; fluttuazioni positive o negaivdel 30-40%
possono emergere spesso ed in certi casi 'unioedio e ripetere
I'esperimento oppure cercare una verifica sperialernicorrendo ad
altri metodi.

Visualizzazione dei dati delle variazioni perceftwki picchi dei
soggetti analizzati in urstogramma e valutazione dei dati Notare
che la tecnica MLPA con le sue svariate varie $pgrimentali non
permette finora di ottenere dei dati molto predisittuazioni positive
0 negative del 30-40% possono emergere spessoflutheazione
isolata negativa di -40% pud essere una variazgperimentale
ignorabile, tuttavia se la situazione riscontrair pn esone si
ripresenta anche in altri esoni vicini si puo suppdesistenza di una
delezione eterozigote. Si potrebbe a questo punpetere
'esperimento con un diverso quantitativo di DNAziale oppure
optare per una verifica sperimentale ricorrendaladmetodi.
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4.6 Pazienti, materiali e metodi nella tecnica gPCR

La PCR quantitiva é stata impiegata per lo studidedkzioni/duplicazioni

per i geni GH1, SOX3 ed LHX3 di alcuni pazienti mannotato:

<& nel caso del gen&H1 lo scopo era di testare per la prima volta il
metodo della PCR quantitativa sulla nuova maccl@uabett Rotor
Gene 6000 sfruttando [Iattendibilita della diagnodi delezione
eterozigote del gene per un soggetto (BB) effedtuain due diverse
procedure sperimentali (Southern blotting ed MLPA).

< Si € messo a punto un settaggio di gPCR per indagarpossibili
duplicazioni geniche includenti anche il gesX3 ed implicate
secondo vari autdff * nellinsorgenza di panipopituarismo con
possibili anomalie in RM per lipofisi (come la reipofisi ectopica). |
pazienti indagati sono stati 11 maschi CPHD conaipafisi ectopica.

& Si é configurata una gPCR di verifica su un framimeenico diLHX3
(precisamente nell’introne 5) per il solo pazie@Giel, essendo risultato
positivo per la prima volta alla metodica quaniatdella MLPA con
un dosaggio genico dimezzato rispetto alla norntapaziente in
guestione, pur essendo trattato per tanti anniocotone della crescita,
non ha recuperato il deficit staturale (si e feorat'altezza di 142 cm)
pur continuando a svolgere una vita regolare.

Le PCR quantitative sono state eseguite su maccébanbett Rotor Gene

6000 e il fluoroforo usato e stato I'Eva Green,intercalante generico per

il DNA a doppio filamento con fluorescenza miglitaaispetto al classico

SybrGreen ed anche con una minor capacita di enlaifaqg polimerasi.

Real time PCR sul gene GH1

L’esperimento di quantificazione mediante real tiR€R e stato eseguito
secondo la metodica delle due curve standard (smegato nel paragrafo
2.8). | frammenti genici target e reference, in®ean primers usati sono
riportati nella tabella 4.15 , mentre le condizidhiamplificazione dei due
frammenti si leggono nelle tabelle 4.16-4.17 .
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Tabella 4.15 — frammenti genici target e reference e sequenze dei primers usati
negli esperimenti di gPCR sul gene GH1

Tipologia Frammento Nome Sequenza primers
primers
gene target Introne di GH1-F GAGCCCCACTGACTTTGAGAG
GH1 GH1-R CTCCCCTTCAGGGTGTAGAGA
gene reference  Esone di 120-ex2F GCTTCACTGCCTCCTGGTCTAC
LHX3 120-ex2R GGTCCAGAGCCTTGAGGATGA

Nel caso del gene GH1 la progettazione dei primerse stata molto facile
poiché esso appartiene a un cluster di geni coraleomologia e percio i
primers sono stati progettati in corrispondenzapdiizioni piu variabili
(allinterno di un introne). A tal fine si & sftato un utile multiallinamento
tra i geni del cluster del GH riportato in un lawacientifico recenté’,

Come gene reference inizialmente era stato usativanmmento del gene
GAPDH con primers riportati in un articolo lettosulla real-time PCR,
avendo pero appurato (dopo una prova fallita) ailéarsequenza segnata
nell’'articolo per il primer forward vi era un eregrsi € usato un frammento
di 120 bp sull’'esone LHX3 che era molto ben amgaifiile. Il gene LHX3
infatti € un gene su un autosoma quindi in dupbogia per genoma
normale come nel caso di GAPDH e la probabilita IcHX3 esibisca una
variazione nel numero di copie proprio quando daga su una delezione
in GH1 e abbastanza remota.

Tabella 4.16 — Condizioni chimiche e termiche impiegate per la qPCR sul
frammento intronico di GH1,; kit enzimatico TTH (di Epicentre) con Eva Green

Reagenti Condizioni finali Settaggio termico ® per Corbett
Fp0 gb a 15 l tot Rotor Gene 6000

Buffer (TTH) 1x

MgCl, 1,55 mM 94°C 6 min

Buff. Betaina 1,2x o

dNTPs 0,2 mM 95°C 30s

BSA 100x 1x 60°C 30 s

Eva Green 1k 70°C 15 s + acquis. Green

Enzima TTH 0,6 U/15ul

GH1-E 0,3 uM Ripetizione 40 volte

GHI1-R 03 uM Melt canale Green (70 -95°C)
DNA stampo Da 15 ng a calare

2 sono indicate le temperature reali applicate, totalibrazione termica della macchina
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Tabella 4.17 — Condizioni chimiche e termiche impiegate per la qPCR sul
frammento di LHX3-esone II; kit enzimatico TTH (di Epicentre) con Eva Green

Reagenti Condizioni finali Settaggio termico O per
H20 Qbal5 ultot

Buffer (TTH) _ 1x Corbett Rotor Gene 6000
MgCI2 1,55 mM 94°C 6 min

Buff. Betaina 1,0x o

dNTPs 0,2 mM 95°C 30

BSA 100x 1x 61°C 30s

Eva_Green 1x 70°C 15 s + acquis. Green
Enzima TTH 0,6 U/15ul

120-ex2F 0,28 1M Ripetizione 40 volte

120-ex2F 0,52 M Melt canale Green (70 295°C)
DNA stampo Da 15 ng a calare

Real time PCR sul gene SOX3

La quantificazione del gene SOX3 e stata svolisgda impiegando il metodo
comparativo legato al calcolo del valagkdC; secondo la gia vista equazione
(2.10). Per applicare tale metodo si € dovuto came effettuare inizialmente
una serie di curve standard per rilevare I'effizegre sincerarsi che essa fosse
simile tra il gene “target” ed il “reference”. Mato inizialmente tale
presupposto, si € cominciato a variare ad una adeaunondizioni della PCR
partendo dalla concentrazioni dei primers (tab&lia) ed poi coinvolgendo il
MgCl,, i dNTPs ed il buffer. Ognuno di questi componéwidi tabella 4.18)
infatti gioca un ruolo fondamentale nell’attivagereéazione di polimerizzazione
considerando nel contempo che i frammenti ampiiffcan siano aspecifici.

Tabella 4.18 — Effetto della variazione di alcuni componenti della PCR sull’efficien-
za e sulla specificita della reazione'®®

Compo - | Azione sulla PCR variando Compo - | Azione sulla PCR variando

nente le concentrazioni nente le concentrazioni

Primers Se si aumentano partendo da Buffer Se i frammenti sono piccoli,
bassi livelli, si pud migliorare un aumento della concen-
l'efficienza, ma bisogna evitare trazione del buffer (ad 1,5x o
la formazione di aspecifici. Di 2X) pud  migliorare la
solito si usano a 0,1-0,5 uM specificita

MgCI2 La [MgCl,] base normal- Betaina, | Additivi utili in presenza di
mente € 15 mM, se si DMSO alte percentuali di GC, ad alte
aumenta, pud aumentare concentrazioni (per es.
I'efficienza  ma  possono DMSO oltre il 10%) agiscono
anche comparire aspecifici da inibitori

dNTPs Normalmente tra 0,15 e 0,4 BSA In certi casi permette di
mM, a maggiori concen- ridurre l'effetto di molecole
trazioni sequestrano il MgCl, (estratte insieme al DNA
che dovrebbe attivare la genomico) inibenti la Taq
Tag.polimerasi polimerasi
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| frammenti genici target e reference, insieme amers usati (tutti
progettati ex-novo) sono riportati nella tabella3.mentre le condizioni di
amplificazione dei due frammenti si leggono nedlbeila 4.20.

Tabella 4.19 - frammenti genici target e reference e sequenze dei primers usati
negli esperimenti di gPCR sul gene SOX3

CTT

Tipologia Frammento Nome Sequenza primers
primers
gene target 93bp (SOX3) (SOX3)-93F GCCGTGCACATGAAGGAG
(SOX3)-93R GCTGGGCAGGGAGTACTTAT
gene reference  91bp (GAPDH)-91F | AACAGCGACACCCACTCCT
(GAPDH) (GAPDH)-91R | CAGCCACATACCAGGAAATGA

Tabella 4.20 — Condizioni chimiche e settaggio termico per le gqPCR su SOX3 e
GAPDH; il kit enzimatico usato e stato TTH (di Epicentre) con uso di Eva Green.

Reagenti Condizioni Condizioni
finali SOX3 finali GAPDH

H20 Qbals ultot Qbal5 ultot

Buffer 2,0x 1,7x

MgCI2 2,2 mM 19 mM

Buf.Betaina 2,0x 2,0x

dNTPs 0,175 mM 0,2 mM

BSA 100x 1x 1

EvaGreen 1x 1X

Enzima TTH |0,45U/15ul 0,45 U/15ul

Primer For 0,43 uM 0,12 uM

Primer Rev 0,27 uM 0,16 uM

DNA stampo 1nax 15 ng max 15 ng

(3)
le
ene

Settaggio termico
per ambedue
reazioni su RotorG
6000

95° 6 min

94,5°C 30 s

57,1°C 30s

72,0°C 4 s +fl.Green
Ripeti 40 volte

Melt 70°  2>94°C (HRM)

Real time PCR sul gene LHX3

Anche nel caso di LHX3, per la quantificazione siugato il metodo
comparativo generalizzato dipendente dal valoreAd;
Nella tabella 4.21 sono indicati i primers per éng target ed il gene
reference mentre nella tabella 4.22 si trovanodedizioni chimiche e

termiche per la corretta amplificazione del framtaedi LHX3 (introne V)
mentre per quanto riguarda il gene reference GARIiysi alla tabella 4.20.

Tabella 4.21 — frammenti genici target e reference e sequenze dei primers usati
negli esperimenti di gPCR sul gene LHX3

Tipologia Frammento Nome Sequenza primers
primers
gene target Introne V 95in5-F TGGGGTCAGGGAGAGAAGG
di LHX3 95in5-R CAACAGATGGGGACGCAG
gene reference  91bp GAPDH-91F AACAGCGACACCCACTCCT
(GAPDH) GAPDH-91R CAGCCACATACCAGGAAATG

% sono indicate le temperature reali applicate, fotalibrazione termica della macchina

A
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Tabella 4.22 — Condizioni chimiche e termico per la reazione di amplificazione del
frammento di LHX3; kit enzimatico usato: Dynazyme-ext (produttore Finnzyme).

Reagenti

Condizioni finali

H20 Qbal5 ultot
Buffer(Dyn)  1x (MgCl 21,5 mM)
MgCI2 0,3 mM(in piu)
dNTPs 0,2 mM

BSA 100x 1x

Eva Green 1x

Enzima Dynaz. 0,8 U/15ul

95in5-F 0,35 M

95in5-R 0}35 Y

DNA stampo

[

Da 15 ng a calare

Settaggio termico ¥
Corbett Rotor Gene 6000

94°C 6 min

96,0°C 25 s

60,6°C 30 s

72,0°C 15 s + acquis. Green
Ripetizione 40 volte

Melt fin.canale HRM (70

per

>95°C)




Capitolo 5

Risultatl

5.1 Analisi di sequenziamento diretto di 5 geni

Il sequenziamento dei geni GHR e THR in alcuni @aizi(rispettivamente
8 e 2) non ha fornito evidenza di alcuna mutazema portato al riscontro
riscontrare solo di alcuni polimorfismi di popolaze. La metodica e stata
comungue utile allo scopo di prendere dimestichexza la metodica di
cycle sequencing con la chimica Beckman e la gestotella corsa con il
sequenziatore Ceq8000. L'’attivita svolta ha traltrba fatto capire
I'importanza della progettazione dei primers perRPE sequenziamento.
Normalmente infatti un buon amplificato € anchelfaente sequenziabile.
Inoltre se i primers hanno una simile temperaturarthealing, le varie
reazioni di amplificazione possono avvenire sultesso termociclatore
permettendo risparmio di tempo e di risorse (péntdio laboratorio).
Queste riflessioni hanno guidato il mio lavoro dieala messa a punto per
I'amplificazione ed il sequenziamento dei 3 nuoanpgstudiati.

Sequenziamento dei geni POU1F1 e SOX3

Il genePOULF1 ¢é stato amplificato e sequenziato in 2 soggettiogitrollo
senza particolari problemi e confermando la secaedizriferimento in
banca dati (EntrezGene5449 NM _000306.2). Dopdaipeocedura e stata
validata, si sono studiati altri 6 individui in ceono stati riscontrati solo
innocui polimorfismi e nessuna mutazione a carielledsequenze esoniche
codificanti.

L’amplificazione delle porzioni esoniche € stataargossibile grazie a 5
PCR in quanto I'esone 4 e 5 sono piccoli e vicirsomo stati amplificati
dentro lo stesso frammento.
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Figura 5.1 — (a_sinistra): gel di agarosio (1,9%) colorato con Gel Red per i 5
frammenti genici di POU1F1 amplificati e purificati per il paziente T98 (lunghezza
frammenti 620-304-465-1157-586 bp). E' presente anche una ladder di
riferimento. (a_destra): porzione di elettroferogramma per I'esone | di POU1F1
sequenziato grazie al primer 1F

Nella figura 5.1 (a sinistra) vi € la foto dei &rfimenti relativi al paziente T98
dopo che essi sono stati purificati con il metodsled colonnine Qiagen
(QIAquick purification kit). La presenza di una d&al (Roche-DNA molecular
weight marker VIII) permette il controllo dell’'adatlunghezza dell’amplificato
e pud anche permettere di quantificare i frammetdssi. Nella stessa
figura (sulla destra) si legge una porzione dedttebferogramma relativo
allesone VI del gene stesso. Tutti gli esoni Etidcomunque sono
facilmente sequenziabili e non e richiesta, pecdesa elettroforetica su
capillare, nessuna accortezza speciale rispettit@dsequenze. Inoltre si e
avuto cura di scegliere primers con simile tempeeatdi annealing
cosicche i frammenti sono amplificabili nello sied¢srmociclatore (stesso
ragionamento anche per cycle-sequencing).

Il gene SOX3 é stato invece amplificato in due frammenti cométodo
della Nested PCR. La corretta amplificazione évata dopo serie di prove
di primers e procedure ed il risultato € visibikdla figura 5.2 (riquadro a
sinistra). Per il sequenziamento, seguendo le reaivee descritte in
“pazienti, materiali e metodi” si ottengono buorsuttati per frammenti
fino a 400 bp, se si usano i corretti primers e$e¢bno a sequenziare bene
anche le porzioni a maggior percentuale di GC camk caso degli
intervalli che codificano per poliAla (vedi figufa2, riquadro a destra),
comungue il sequenziamento e ben riuscito sia peyoggetto di controllo
sia per un paziente CPHD (che non esibiva mutazi@hida notare che la

N

corretta sequenza di riferimento non € la X7113%ne&omenzionato
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erroneamente nell'articolo diWoods et al 35 ma la GeneBank
NM_005634.2

LN “

we il a2 ai hl h2 hi

Figura 5.2 — (a_sinistra ): gel di agarosio 1,9% caricato con i frammenti di SOX3
insiema a due diversi tipi di ladder. | frammenti FR-INIZ compaiono nelle corsie al ed
a2 rispettivamente per il paziente 609 ed il controllo F72 mentre nella corsia a3 si
caricato il controllo negativo, i frammento FR-FIN invece sono nelle corsie bl, b2 e b3
con analoga numerazione. (a_destra ): elettroferogramma per uno degli intervalli
pit ardui da sequenziare, corrispondente ai nucleotidi cofificanti per le 15 Ala
della sequenza proteica.

Scoperta in LHX3b di una nuova mutazione, la sogtitone
C.1248A>G

Anche il geneLHX3 é stato amplificato e sequenziato inizialmenteusu
soggetto di controllo, I'amplificazione non ha datarticolari problemi
(figura 5.3, riquadro a sinistra) mentre per ifj@enziamento, a causa di
alcune regioni ricche in GC, il settaggio standdetl sequenziatore € stato
leggermente modificato (vedi “pazienti, materiali reetodi”) usando
condizioni piu denaturanti per evitare un’alteratasa dei frammenti. I
gene e stato sequenziato usando i riferimenti ineBank (NM_178138.3
per l'isoformaa ed NM_014564.2 per l'isoformb) anche in un paziente
panipopituitario (in sigla GM) senza trovare alcunatazione, cosa che
invece é avvenuta in modo straordinario per il damg di controllo CT4
(figura 5.3, riguadro a destra). Siccome il sogg€T4 e un soggetto sano
(una persona che ha lavorato nel laboratorio) agroagagione I'analisi e stata
ripetuta usando il primer opposto e poi rifacenaibat!’analisi a partire da
un’altra aliquota di DNA genomico, con la PCR edalquenziamento. La
mutazione € stata confermata in tutte le analiseadha sostituzione in
eterozigosi nell’esone VI, precisamente, considéwaih cDNA di LHX3
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(isoformab) la sostituzione & indicabif® come ¢.1248A>G (per LHX3b)
e comporta la sostituzione nella sequenza protpi@877A di Lhx3b

Seq.normale: vedi A (in verde)
Seq mutata: vedi G (in nero)
sostituz. c.1248A>G (LHX3Db)

exla exlb ex2 ex3 ex4-5 ex6

Figura 5.3 — (a sinistra): gel di agariosio (1,9%) con ladder di riferimento e i
frammenti amplificati per il gene LHX3 del campione CT11 intervallati da controlli
negativi. (a destra): porzione dell’elettroferogramma per I'esone VI di LHX3 in
corrispondenza della nuova sostituzione ¢.1248A>G (trovata nel soggetto CT4)

5.2La tecnica CAPS puo rilevare mutazioni
c.1248A>G in LHX3b

La scoperta della sostituzione ¢.1248A>G (p.T377A) LHX3b in un
soggetto sano ha posto la questione se questazisagadella sequenza
abbia un effetto o meno sul fenotipo e se, dal @uiitvista della sua
frequenza nella popolazione debba intendersi campolimorfismo o una
mutazione. A tal scopo, mancando dati sulla sastihe in questione e
dovendo analizzare almeno una cinquantina di stigget stimare la
frequenza dell’'allele mutato, si € usata la tecr@?PS (vedi pazienti,
materiali e metodi). La PCR ¢ stata eseguita ih tieee sullo strumento
Corbett Rotor Gene 6000 in modo da verificare laatta amplificazione
senza usare gel (figura 5.4). In seguito e stadépgmato il mix enzimatico
per I'endonucleasBacll e dopo l'incubazione a 37°C si sono caricati i
frammenti eventualmente digeriti su gel di agar@sid,5%, i risultati sono
in figura 5.5. La procedura di taglio selettivo endtico € apparsa
funzionante poiché nel caso del soggetto con laosmata sostituzione
eterozigote si notano le bande previste (bandaalsiansieme alle due
bande dovute al taglio non completo). Non é statwacciato alcun altro
soggetto portatore della sostituzione nel gruppoS@econtrolli, percio la
frequenza stimata dell’'allele é statg1/(2*56) =0,89% <1%.
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Figura 54 — Analisi “melting “| Melting curve
curve” effettuata con lo | analysis
strumento per real time PCR
sugli ampliconi da 553 bp,
prima della digestione
enzimatica, allo scopo di
individuare se tutti i frammenti
amplificati  erano  specifici.
Fluoroforo usato: Eva Green

.
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Figura 5.5 — gel di agarosio al 2,5% con i 56 frammenti di LHX3 (esone VI) amplificati
ed eventualmente tagliati dall’'enzima Sacll. Sono presenti due “buchi”, uno relativo ad
un campione su 57 che non si & amplificato, ed uno per il bianco (controllo negativo).
In rilievo entro una cornice rettangolare é il campione CT4, l'unico campione di
controllo con la sostituzione in eterozigosi, solo parzialmente digerito.

Essendo quindi la frequenza allelica minore dell'186 sostituzione puo
essere definita una mutazione e non un polimorfismo

5.3Nessuna mutazione INDEL rintracciata al
momento dentro SOX3

L'analisi di 12 pazienti maschi con panipopituartssne neuroipofisi
ectopica per quanto riguarda la presenza di INDEe#a sequenza
codificante le 15 Alanine e stata condotta con semplice PCR con
appositi nuovi primers seguita da corsa elettraicee su gel. Da
bibliografia, infatti, come gia ricordato queste senzioni/delezioni
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interessano come minimo 6 bp di variazione quirggialla PCR é bastato
'uso di un gel di agarosio a basso punto di fusigrer I'eventuale
rilevazione delle stesse. I risultati sono mosimatia figura 5.6.

——— C— - P G W Q) G A Gl i S | R S b —

Ctr pzl pz2 Ctrl
sano neg

pz3 pz4 pz5 pz6 pz7 pz8 pz9 pzl0 pzll pzl2 Ctr Ctr
sano neg

Figura 5.6 — Gel di agarosio (a basso punto di fusione ) al 3% e frammenti del gene
SOX3 (attorno alla sequenza codificante per le 15 Ala) relativi a 12 pazienti e ad
alcuni controlli caricati per rilevare eventuali INDELSs. Il frammento amplificato di un
soggetto sano di controllo ha La sequenza del (non presenti in questo caso).

La procedura di screening é relativamente semplicale la pena di essere
compiuta poiché, oltre alla sequenza di lungheraadard, possono essere
rilevate due possibili inserzioni di 21 e 33 bpuedielezioni di 27 e 6 bp.

5.4L’'MLPA rileva alcuni casi di ampie delezioni in
GH1 e LHX3

Lo studio MLPA ha interessato 20 pazienti di cuirh6stravano dati ben
analizzabili. A tal proposito, anche prima di effietre un’analisi dei dati
con normalizzazione, una prima occhiata pud pesreettdi scorgere
pazienti con nette anormalita, in particolare quasd ha una delezione
omozigote in un tratto. E’ questo il caso di dueigati (BT e CJ) gia noti
per un'ampia delezione omozigote nel gene GH1, unik profilo dei
frammenti appare interessato da una serie di bcame nella figura 5.7
relativa al paziente BT.

In generale tuttavia i dati grezzi (in particoldee aree dei picchi dei
frammenti) devono essere prima normalizzati secotaloprocedura
consigliata e gia menzionata e poi eventualmergealizzati con grafici a
barre per indicare il numero di copie esonicheraittiato da ognuna delle
40 sonde relativamente ad ogni individuo.
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Figura 5.7 — Profilo grezzo dei frammenti MLPA per il paziente BT: si notano gia
a colpo d’occhio alcuni “buchi” per la mancanza di alcuni frammenti relativi a
sonde che si ibridano normalmente con esoni del gene GH1.

Un esempio di tale grafico e riportato nella fig&.& che si riferisce (per
guestioni di chiarezza grafica) a solo 8 dei 1Gviddi analizzabili. Per i
rimanenti pazienti non vi € nulla di particolare signalare, quindi per
motivi di sintesi, si omette la visualizzazione. thde grafico a barre, il
parametro rappresentato cioé la variazione peraEntudelle aree
normalizzate rispetto alla media, dovrebbe essemnamente attorno allo
0%, altrimenti per un gene autosomico si puo avera delle seguenti
condizioni:
variazione % copy-number anomalia

-100% ......couun..... [ BT Dete®e omozigote
-50% .....ccevvenes i Deltwzt eterozigote
+50% .ooeieeen C U Duplzione

+100% ... TR Duaglzione

Con queste premesse spiccano intanto i dati di BTJe(delezione
omozigote in molti esoni del GH1) ma anche i datB&, ben noto per
essere padre di BT e CJ e portatore della deleatem@zigote sempre in
GH1. Quest'ultimo paziente (BB) inoltre ci permettie verificare la

capacita del’MLPA di rilevare anche delezioni iem®zigosi.

Infine si rileva ungpossibile nuova mutazione per il paziente GMuna

delezione eterozigote pergéne LHX3.
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Variazione percentuale delle aree
normalizzate rispetto alla media

GHRHR ex2
LHX3 ex6
POU1F1 exb
GHRHR ex8
PROP1 ex1
LHX4 ex2
PROP1 ex3
POU1F1 exd
POU1F1 ex2
LHX4 ex5
LHX3 ex3
GH1 ex1
HESX1 ex3
LHX3 ex1
LHX3 ex2
GHRHR ex6
GH1 exd
LHX3 exd
POU1F1 ex3
GHRHR ex3
GH1 ex3 .
LHX4 ex3
LHX3 ex2
GH1 exb
LHX3 exb
HESX1 ex1
LHX4 ex1
GHRHR ex11
POU1F1 ex1
GHRHR ex4
LHX4 ex6
HESX1 exd
GHRHR ex10
PROP1 ex2
LHX4 exd
GHRHR ex1
GHRHR exb
GHRHR ex12
HESX1 ex2
GHRHR ex7
GHRHR ex13

wGM
miD
BT
EEB
uClJ
WY
FE
mMNG

Figura 5.8 — Grafico a barre relativo a 8 pazienti in cui si evidenzia la variazione
percentuale delle aree normalizzate (dei picchi elettroforetici) rispetto alla media.
Questo paramentro € connesso al copy-number degli esoni disposti verticalmente.
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Questa mutazione in GM deve essere ovviamenteicataf anche con
un’altra tecnica visto che 'MLPA non e finora décata in ambito di
diagnostica medica e in essa bisogna considerareetio margine di
incertezza. E’ anche per questo motivo che si pusstrovare molti dati in
un intervallo (-25% ; +25% ) abbastanza ampio atiadati possono essere
ignorati. Inoltre non € insolito notare singole deramplificate relative ad
esoni che “emergono” oltre il 40% in positivo onegativo. Se tuttavia altri
esoni dello stesso gene di appartenenza sonolk $ieandard, si € pensato
di considerare tali variazioni solo degli erromleti. anche se é chiaro che,
con le dovute motivazioni di un progetto di ricem@ato e di maggiori
fondi, in tutti i casi dubbi si dovrebbe almenoetigre un paio di volte lo
stesso esperimento.

Certamente i dati relativi ai pazienti GM, BT, @B meritano di essere
analizzati anche con un’altro metodo quantitativme la real time PCR.

5.5Impiego della qPCR come conferma dei dati
del’MLPA

La real time PCR e stata usata inizialmente pestuoio quantitativo del

copy-number del gene GH1 allo scopo di prenderefidemza con il

metodo nell’analisi dei 3 pazienti “storici” BT, CBB ed usando il nuovo

strumento Corbett Rotor Gene 6000. L'esperimentavhdo esito positivo

e allo scopo é stato impiegato il metodo delle dueve standard come

illustrato e brevemente spiegato in figura 5.9.

Una volta costruite le due rette di calibrazionesaso proiettati su di esse i

valori di CT trovati per il paziente BB, rintracao@do due valori di

concentrazione relativi, espressi in log su baserie si puo notare nella

figura suddetta.

A questo punto il calcolo &€ abbastanza semplice:

@ sicalcola il valore della concentrazione relapea il gene target (GH1)
quantita di DNA per GH1=223=0,186x (rispetto al DNA di controllo)

@ si calcola il valore della concentr. relativa degene reference (LHX3)
quantita di DNA per LHX3=2"%=0,382x (rispetto al DNA di controllo)



84 Risultati

@ si ricava il copy number di GH1 rispetto al copymher di LHX3
relativizzando (normalizzando) il valore di GH1 K(getarget) al valore di
LHX3 (gene reference)

copy-number di GH1 (rispetto al gene reference)=0,186/0,382=0,486

Il dato ricavato di 0,48 copie di GH1 rispetto ahg reference significa che

se guest’'ultimo si presenta normalmente con 2 cppiegenoma, GH1

invece esibisce solo 1 copia. Percio tale risultadoferma appieno le
analisi precedenti sia del southern blotting cHEMIEEPA.

32
C. 4. T + GH1-target (Ctrl DNA)
T \ + LHX3-refer (Ctrl DNA)
30 +
pazBB \
29- e
28 §
| y =-1,38x + 25,68
271 \R2=0.9954
26 1 pazBB
725 - ""'6l52'5,'3§”"§ """" :
2 | |
23 - | | y=-1036x+23915
i R%=0,9922
221 | |
217 1243 1,30
20 ‘lll‘llll\lll‘lll‘III\III'\IIIl\III\I'II\lll\lll\llﬂ\llwlll
-9 -4 -3 -2 -1 0 1
log ) Concg]

Figura 5.9 — Rilevamento del copy number per il gene GH1 (gene target) rispetto
al gene LHX3 (gene reference) impiegando il metodo delle due curve standard.
Un controllo o campione standard, diuito in modo seriale (come indicato nell'asse
delle ascisse) e soggetto a gPCR relativamente ai due geni, genera varie curve
di amplificazione i cui CT sono inseriti come ordinate nel grafico stesso. Ne
risultano due rette di regressione calbranti utili per calcolare i valori di
concentrazione relativi del DNA dei geni per un paziente (in questo caso BB)
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Si fa notare che, allo scopo di avere la massimeezz del risultato, i

frammenti amplificati dalla gPCR sono stati analizzpoer la cosiddetta

“melting curve” (curva di denaturazione) e comungagao stati visualizzati

anche su gel di agarosio 2,5% ed infine si & cotopin sequenziamento su
un campione di frammento di gene target e di geference per essere
sicuri che il prodotto di amplificazione fosse doelesiderato.

Riguardo ai pazienti BT e CJ, essi sono stati apaii con gPCR insieme al
paziente BB senza dare origine ad alcuna ampliboazper il frammento

target poiché entrambi sono soggetti alla deleziom®zigote del gene

GH1. Il dato non e comunque banale poiché noniéefamgettare primers

altamente specifici per GH1 e un’amplificazioneeasidlerata di un gene del
cluster del GH potrebbe essere un’eventualita ngomababile.

Per quanto riguarda il paziente GM e I'eventualieziene eterozigote nel
gene LHX3, é stata progettata una gPCR allo scopwodare il copy-
number con il metodo comparativaACy). Sono state settate le condizioni
sia per il gene target (LHX3) che per il gene refee (GAPDH) in modo
che entrambe le PCR esibissero la stessa effigieegaguendo una
calibrazione per LHX3 e per GAPDH con un campioneattrollo sano.
Le due rette di regressione erano parallele ediefiza ricavata era di circa
0,95%. Al momento di compiere I'esperienza finmgiegando anche il
DNA del paziente sono emersi dati spuri che prdbabite sono da mettere
in relazione ad un effetto di inibizione del DNAdsletto. Anche la curva di
melt del paziente relativamente al GAPDH e pocidtgpel cido € un possibile
indice della presenza di DNA con inibitori. La gPCR effetti € molto
sensibile alla presenza di alcune molecole (tipatara, sali, fenolo) che
non sono state efficacemente rimosse durante aggssiell’estraziond’
del DNA. (tra l'altro effettuata molti anni fa, niegnni 90).

Si e tentato percio di effettuare una purificaziole¢ DNA con un metodo
impiegante delle microsfere magnetiche (metodo MaBack) ma anche
ulteriori esperimenti non sono venuti molto berfei € pensato percio di
passare allo studio con gPCR di altri pazienti, e@®gnalato dai risultati
inseriti nel prossimo paragrafo.
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5.6Analisi gqPCR per rintracciare  possibili
duplicazioni di SOX3

E’ stata settata con successo una gPCR per I'adap®ssibili duplicazioni
di frammenti genomici includenti l'intero gene SQX3isto che la
duplicazione appare associata, come gia ricofatd alla comparsa di
fenotipo mutato. Il metodo e stato quello del €@mparativo AACy) ed ha
richiesto un attento settaggio del gene target {icibammento SOX3-93bp)
e del gene reference (GAPDH-91bp) in modo da attenea simile
efficienza di PCR. L’efficienza e stata rilevatée#iiando, per un campione
di controllo, una serie di diluizioni seriali pembedue i geni, acquisendo le
relative curve di amplificazione e poi costruendadtte di calibrazione per
ogni tipo di frammento genico amplificato.

Nella figura 5.10 sono visualizzabile le curve thificazione per il gene
GAPDH con 6 diluizioni seriali.ed una soglia digkhold di 0,035.
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Figura 5.10 — Cinetica di amplificazione di 6 campioni serialmente diluiti ed

amplificati secondo la PCR del gene reference (frammento GAPDH-91bp)

Nella figura 5.11 invece si riportano le due relitealibrazione ottenute dal
campione di controllo diluito serialmente allo scopli verificare |l
parallelismo delle rette e valutare l'efficienzanume di PCR. Se si
impiega il coefficiente angolare nel caso della P&LRgene SOX3 esso €
m=-1,23 da cui (avendo usato i logaritmi in bassi 2icava l'efficienza:

Efficienza di PCR= 2™ .1=20813 _1=1 76-1=0,76=76% .
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Valori di CT rispetto alle diluizioni impiegate
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P2 A S ASOX3 | ______________

Cr
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Figura 5.11 — Grafico dei valori di Cy rispetto alle diluizioni seriali effettuate. Sia il
frammento genico di GAPDH che quello di SOX3 esibiscono simile efficienza

poiché le due rette hanno simili coefficienti angolari

Infine nella tabella 5.1 si riportano i calcoli paabilire la quantificazione
del numero di copie di SOX3 (che é sul cromosomackhvenuto che il

numero di copie standard in un genoma femminile1®0%. Essendo gli

individui di sesso maschile, la situazione norn@ievede che i dati siano
attorno allo 0,50. Siccome tutti i dati spaziareo@4 e 0,6 (con I'eccezione
di un valore pari a 0,34) e sono molto distanti\gdbre 1, si puo dire che
nessun DNA analizzato presenta anormalita nel noigiezopie

Tabella 5.1 — Elaborazione dei dati relativi a 11 pazienti di sesso maschile, analizzati
per la possibile presenza di duplicazioni del gene SOX3. Il metodo impiegato é il
metodo AAC+ espresso in forma generalizzata con efficienza di PCR=0,76

campione CT (GAPDH).| CT (SOX3) ACr| AACt| Quantificaz
CTRL(femmina) 22,34 24,04 1,70 0 1,00
paz.669 (maschio) 23,05 26,02 2,97 1,27 0,48
paz.596 (maschio) 22,45 26,08 3,63 1,93 0,34
paz.590 (maschio) 23,7 26,95 3,25 1,55 0,41
paz.570 (maschio) 23,41 26,72 3,31 1,61 0,40
paz.621 (maschio) 24,98 27,96 2,98 1,28 0,49
paz.607 (maschio) 22,04 25,17 3,13 1,43 0,44
paz.886 (maschio) 23,41 26,57 3,16 1,46 0,43
paz.810 (maschio) 23,13 25,91 2,78 1,08 0,54
paz.701 (maschio) 22,55 25,55 3,01 1,31 0,47
paz.609 (maschio) 24,65 27,94 3,29 1,59 0,41
paz.647 (maschio) 23,48 26,08 2,60 0,90 0,60







Capitolo 6

Discussione

Il presente lavoro scientifico ha affrontato lo dtudi possibili varianti
patologiche in alcuni geni regolanti lo sviluppafigario con il seguente
triplice approccio:

* rinvenimento di sostituzioni e piccole deleziomarnite la metodica del
sequenziamento,

* impiego di metodi di screening delle mutazioni seitiel con metodi
alternativi basati sulla PCR e sull'uso di endoeasl di restrizione
concentrandosi su punti precisi delle sequenzecgeni

* ricerca di variazioni copy-number (CNV) relativarteera frammenti
genici con i metodi della MLPA e della real timeRC

Per quanto riguarda il primo punto, sono stati atette verificate le

condizioni ottimali per I'amplificazione ed il segoziamento di frammenti

contenenti gli esoni per i geni POU1F1, LHX3 e SOK&lla ricerca delle
condizioni ottimali di PCR si € cercato di impiegarimers il piu possibile
idonei dal punto di vista termodinamico, scartapdmers arrecanti arpine

o dimeri di primers. Ad alcuni primers segnalatiairicoli scientifici sono

stati aggiunti molti altri primers in modo da avemmunque una serie il piu

possibile omogenea dal punto di vista della tentpeaiadi dissociazione.

Tale settaggio e tra l'altro utile a livello di lafatorio perché diminuisce i

tempi di esecuzione e comporta un minor impieganociclatori diversi.

| risultati delle PCR per POU1F1 ed LHX3 sono shatoni fin dalle prime

prove, mentre un discorso a parte € da fare past del gene SOX3 in cui,
come gia indicato, il corretto settaggio € statmhiettivo piu arduo sia per

I'alta percentuale in nucleotidi GC della sequesizaper 'omologia della

stessa con quella di altri geni della stessa fami@miglia genica SOX).

L'impiego di una PCR tipo “nested” (allo scopo ditemere una maggior

specificita) ha permesso comunque di amplificafieafemente il gene.
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Per il sequenziamento, una volta ottenuti prodbthmplificazione validi
dal punto di vista qualitativo e quantitativo, nensegnalano particolari
problemi, eccettuato forse qualche tratto ad abiaenuto di GC di SOX3
in cui sono state adottate semplici procedurerstere segnate nel capitolo
“materiali e metodi”. Nel limitato numero di pamie CPHD per i quali e
stato permesso il sequenziamento dei nuovi geni,so0o0 state riscontrate
mutazioni ma la concordanza delle sequenze di abmteffettuate con le
sequenze di riferimento in banca dati permettepeedonale del laboratorio
di effettuate altri sequenziamenti su pazienti gralrichiesti. L'unica
mutazione riscontrata nei nuovi geni studiati éastenvenuta in eterozigosi
non in un paziente ma in uno dei due controlli iugat il gene LHX3. Si
tratta di una sostituzione nucleotidica comportamt@ sostituzione nella
sequenza proteica (p.T377A) (quindi una mutazionessenso) ed
evidentemente l'allele mutato ha un carattere seeespoiche il soggetto
analizzato € una persona che ha lavorato nel labyaraed €
fenotipicamente sana come anche il relativo figli@a frequenza dell’allele
alterato e stata studiata in un gruppo di altriceatrolli tramite metodo
CAPS senza trovare alcuna altra occorrenza. Lauémzp dell’allele
trovato € percio minore dell'l% e ci0 attesta claeviariante € una
mutazione e non un polimorfismo. Una questione Hearce € come
potrebbe apparire il fenotipo qualora la mutazidosse riscontrata in
omozigosi. In una mutazione missenso infatti non@e il cambiamento di
un residuo aminoacidico comporta effetti visibiBpprattutto quando
I'aminoacido non € in una posizione “critica” pardtruttura e funzionalita
della proteina e se il cambiamento aminoacidico @anolto drastico. Per
esempio il cambiamento di una leucina con unangalaa apolare contro
aa apolare) non sempre € avvertito. Nel caso instouee invece |l
cambiamento coinvolge una treonina a favore dialaaina e quindi si ha
il passaggio da un residuo polare ad uno apolaodré la sostituzione cade
all'interno di una porzione della proteina LHX3echormalmente € molto
conservata cioe il dominio LSD (LHX3 Specific DompiQuesta porzione
della proteina € conservata considerando 'uomtppb e il maiale come
risulta dal multiallineamento delle rispettive segme da un lavoro
scientifico di Sloop et di’ quindi una mutazione in tale zona potrebbe avere
effetti notevoli. Visto che, come risulta da unadib citatd®, alcune
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porzioni del dominio HD (homeodomain) e dell’estitgmC-terminale
sembrano implicate nel segnale di ingresso detitepra LHX3 al nucleo,
una possibile conseguenza di tale mutazione, inzagosi, potrebbe essere
un’errata localizzazione della proteina, nel ciagpha invece che nel
nucleo, con la conseguente inibizione dell’attidtaegolazione genica che
compete ad LHX3. E’ da notare che finora soncedtaivate solo 8 diverse
mutazioni in LHX3 (per un totale di 13 pazienti &bt e tutte erano
recessive. Il gene LHX3 non é certamente un genal@dfrequenza di
mutazioni, tuttavia il fatto di aver ritrovato unautazione in eterozigosi in
un soggetto del cosiddetto gruppo di controllo gloie essere un indizio di
poter ritrovare in futuro il gene in un altro indluo in forma omozigote e
fenotipicamente rilevante. E’ raro infatti che laitazione si sia prodotta
proprio a partire dal soggetto in questione seniteriori alleli mutati
presenti nella popolazione. In generale comunduieepbe essere utile
verificare la presenza della mutazione in forma ngumte su tutti i pazienti
CPHD con fenotipo compatibile con il quadro di naiwai in LHXS,
impiegando metodiche di screening “puntate” sull#anione in questione
come la metodica CAPS gia settata o con altre nedted L'impiego di
gueste tecniche risulta abbastanza utile quandilsgponga di un discreto
numero di pazienti panipopituitarici da saggia@cpé, se ammettiamo che
I'allele mutato abbia una frequenza minore dell’t#la popolazione, la
probabilita di avere un genotipo mutato omozigotaigore dell’1% di 1%
cioe € minore di 1 su 10000 nella popolazione deaer || metodo
impiegato per saggiare in modo mirato la mutazipuastiforme, € molto
affidabile visto la precisione del riconoscimeniosdi bersaglio da parte
delle endonucleasi di restrizione. Un metodo aétBvo, inizialmente
oggetto di maggior verifica sperimentale ma poitmeialido in termini di
rapidita di impiego, potrebbe sfruttare la capadita rilevamento di
sequenze mutate dello strumento della real time RGRfigurato per
I'analisi HRM ovvero “high resolution melting”. Qudo piccoli frammenti
di DNA sono portati a temperature via via maggiad, un certo punto Si
denaturano poiche le interazioni tra nucleotidi agip nella doppia elica
vengono meno. A seconda della lunghezza del frartomen della
percentuale in GC, si ha una temperatura tipicdidgta come Tm o T
melting) corrispondente al punto in cui la fraziotiemolecole native e
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uguale alla frazione di molecole dissociate. Unngse di analisi della
curva di melting (o di dissociazione) e riportatla figura 5.4, effettuata
proprio sui frammenti amplificati prima della digiese enzimatica.
Un’analisi HRM valida anche per rilevare mutazignintiformi tuttavia
necessita di frammenti piu corti e di salti di teargiura ancora piu piccoli
(con lo strumento Rotor Gene 6000 sono possibiinamenti di
temperatura di 0.05°C). Tramite una buona progeit@z di primers
delimitanti un intervallo di 100-150 bp, ed unaifiea della tecnica su
DNA normale e DNA mutato, sulla base del profildlaeurva di melt si
possono distinguere polimorfismi del DNA come siegaostituzioni
nucleotidiche o inserzioni/delezioni anche in etggosi®® . L'impiego
dell’analisi della melting curve puo far diventasacora piu semplice la
rilevazione di polimorfismi o mutazioni quando esseno INDELs
coinvolgenti molti nucleotidi, come nel caso deligerca di INDELs
all'interno del gene SOX3 (figura 5.6) . Nonos&ait questo caso dopo la
PCR é stato necessario effettuare solo una corsagatosio ad alta
risoluzione, l'impiego della HRM-curve avrebbe potwevidenziare una
possibile mutazione in un tempo molto piu ridottiel caso delle possibili
inserzioni/delezioni all’interno di SOX3, la sepamne dei frammenti su
gel € una tecnica classica che puo essere bengatgipoiché l'intervallo
amplificato delimitante i possibili INDELs, graziead opportuna
progettazione dei primers € di sali6 bp(quindi anche molto meno delle
550 bp dell'intervallo amplificato da Laumonnieradt’®) percid un gel ad
alta risoluzione al 3-4% di agarosio speciale pwidenziare anche
delezioni di 6bp (quali sono le mutazioni trovaseShlemi et af°).

Il terzo aspetto considerato nella tesi, l@vakzione di variazioni del
numero di copie geniche, si rende necessario pettd che, per alcuni
geni, anche una delezione eterozigote (che lastigeme o una serie di
esoni in condizioni di emizigosi) pud comportare famotipo mutato.
Queste delezioni eterozigoti, poi, se sono piuttbeighe e non circoscritte
nell'ambito dell'intervallo di una coppia di prineeper la PCR, riescono a
passare inosservate sia per la PCR che per il seigmeento (in cui le
informazioni saranno prodotte solo dalla molecal@DNA residua). Nel
presente lavoro, per studiare le variazioni nel enondi copie geniche sono
state impiegati i metodi (relativamente recentijtiddViILPA e real time
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PCR. La tecnica MLPA puo fruire di kit commerciedin reagenti e sonde e
non necessita percio di accurati settaggi a pridPermette, la
visualizzazione in contemporanea del copy-numbeindi quarantina di siti
bersaglio con un’ottima rivelazione delle deleziomozigoti. Anche nel
caso di una delezione eterozigote in GH1 per umep#e storico (paziente
BB) dopo aver rielaborato i dati grezzi la rilevase € stata efficace,
tuttavia, come si puo notare dalla figura 5.8 |ldtdiazione dei dati finali e
relativamente alta e talvolta alcuni segnali sembrdei falsi positivi. Dopo
guasi dieci anni il metodo non € ancora garantitambito di diagnostica
medica e questo puo significare che ancora non & sensibilita
sufficiente per I'acquisizione di dati con bassagize di errore.

Per quanto riguarda la presenza di singoli picguri, fortunatamente
vengono prodotti anche molti dati relativi ad eswitini che possono o
relativizzare il singolo dato oppure confermareamomala variazione del
numero di copie. In generale tuttavia un’ipotetiegione soggetta a
delezione o duplicazione andrebbe verificata conalia tecnica
indipendente. Secondseller et al*®> un possibile svantaggio dellMLPA
rispetto al rilevamento del numero di copie € faitta lunghezza delle
sonde (20-30 bp relativamente alla zona interetestall’ibridazione) che
potrebbero non ibridarsi in presenza di un mismagegnalando una
delezione quando invece si € in presenza di uno &ifgle nucleotide
polymorphism) . L’autore consiglia percio di valida dati del’MLPA con
un’altra tecnica.

Nonostante alcuni limiti del metodo MLPA, la poskia di effettuare una
serie di test in contemporanea su oltre 40 sitzaegparticolari settaggi
rende questa tecnica comunque abbastanza utilejualiecopy-number
variations rilevate poi devono essere confermaiteatini metodi.

A tal proposito il metodo della real time PCR (oG e riconosciuto in
molti articoli come una tecnica molto efficace remto per valutare i livelli
di espressione genica (nell'applicazione della Bdl-time PCR dove RT
sta per Reverse Transcriptase) ma anche per atdaéraffidabili di gene
copy-numbet. Un indubbio vantaggio della real-time PCR & iitdadi
ottenere dati sperimentali ima sola fassperimentale data dalla PCR, con
adatto fluoroforo, su una macchina che produce ddtiogni ciclo “in

diretta”. Se ci0 puo essere un indubbio puntovartadell’affidabilita della
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gPCR, e il modello stesso di amplificazione del Dki&é la tipica crescita
esponenziale, che Ilimita in parte gli aspetti pasitdel metodo.
Semplificando la questione, due reazioni di PCR leostessa quantita di
DNA iniziale e con le stesse condizioni possondedife moltissimo nei
livelli di DNA amplificato appurato a 20-30 ciclob a causa di una lieve
differenza nell'efficienza della PCR. Quindi lapificazione di una nuova
real-time PCR prevede una buona conoscenza deengagella PCR e
delle loro funzioni, un’ottima progettazione deirpers e una scrupolosita
nell’esecuzione e nell’analisi di alcuni paramétrali che indicano quanto
I'esperimento effettuato sia affidabile.

Nel presente lavoro sono indicati in modo precisoigliori settaggi della
gPCR allo scopo di studiare variazioni nel numercogie per il gene GH1
e per il gene SOX3. Gli esperimenti hanno avutdwon esito e cid si puo
notare tra I'altro dal coefficiente di correlaziolimeare R riferito alle due
curve di calibrazione (per il gene target ed il @@aference) impiegando
diluizioni seriali del DNA iniziale del campione dontrollo (figure 5.9 e
5.11). Anche il profilo della “melting-curve” relab ai campioni impiegati
negli esperimenti mostrava un’amplificazione speaif(dati non mostrati
ma simili a quelli della figura 5.4) oltre al fattche un campione di
amplificato per il gene GH1 e un campione per hge&OX3 sono stati
sequenziati con esito positivo. Percio i settaggoppsti appaiono
appropriati e future necessita del laboratorio dntwllare eventual
anomalie nel numero di copie geniche potranno essaidisfatte in breve
tempo con dati affidabili. In effetti, dopo un acato settaggio, sia
impiegando la gPCR nell'approccio con le 2 cunandard (come per il
gene GH1) che nella procedura comparatis@dCt” (come per il gene
SOX3) sono stati ottenuti dati molto prossimi alova previsto e che non
permettono equivoci.

Un discorso a parte invece va fatto per quantoariga la verifica di una
possibile delezione eterozigote nel gene LHX3 ppaziente GM. In piu di
un caso ci si & accorti che il profilo della nmticurve era interessato da
alterazioni indicanti la presenza di dimeri di pens, mentre il soggetto di
controllo non evidenziava cio. Inoltre in una preia tentato di acquisire
dati di G a diluizioni seriali anche per il paziente e ss@&vava un
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coefficiente R minore di 0,95 ed un’efficienza di PCR anormalreesita,
data in realta da un probabile effetto di inibizoper i punti a maggior
concentrazione di DNA iniziale. Tutti questi datrfano a pensare che |l
DNA del paziente GM contenga uno o piu tipi di noole ad azione
inibitoria sulla PCR probabilmente a seguito diasttazione del DNA non
accurata o altri motivi sconosciuti (il DNA e stastratto 15 anni fa). A tal
proposito si ricorda che la sensibilita della rigamle PCR ad inibitori € cosi
alta che alcuni gruppi di ricerca hanno usato I@Rproprio per rilevare e
capire possibili contaminanti ed inibitori della RE’. Probabimente
un’ulteriore ottimizzazione della gPCR per LHX3,itamente all’'uso di
sonde fluorescenti specifiche potrebbe migliora@tonla riproducibilita
del metodo per riuscire a verificare 0 meno la pnés delezione
eterozigote per il paziente GM.

In conclusione, il lavoro relativo a questa tesipeamesso di predisporre
un preciso settaggio delle condizioni di PCR e segiamento per 3 nuovi
geni importanti per regolare la corretta differexamne delle linee cellulari
ipofisarie, di proporre ed eseguire alcuni metadsateening alternativi su
alcune mutazioni rintracciate o desunte dalla bgfia ed infine di
studiare e settare metodi quantitativi come I'MLEAa real-time PCR per
ricavare il gene copy-number.

L’'impiego di una tale varieta di approcci € motivatal fatto di dover far
luce su una serie di mutazioni abbastanza rarspé&ia che |'utile sinergia
tra le competenze del medico clinico, del radiolegdel genetista possano
entro breve aumentare le conoscenze di base pereaith percentuale di
casi di pazienti CPHD attualmente defindiopatici a favore di una piu
precisa eziologia su bagenetica






Appendice matematica

Negli articoli scientifici esaminati non sono quasiai presenti tutti i passaggi
matematici che portano alle espressioni finali @ppwsono difficilmente
comprensibili. Di seguito espongo una dimostrazideke relazioni matematiche
(2.9)-(2.10)- (2.11) sulla base degli accenni e missaggi trovati negli articoli
scientifici.
Simbologia:

= N=quantita di DNA o RNA

= (O (posto all’apice)=iniziale

= Ex= experimental

= Ctr=control

» tar=target gene

= ref=reference gene
Se si esegue un esperimento su un gene targetlecarsdo livelli soglia N
e cicli soglia CT si ha:

CT,

_ Ex tar
NEX. tar ~ N0, Ex tar X (1+Eqr) .
CTCtr tar (61
NCtr,tar = I\IO, Ctr,tar XA+ Eggr) ’

Notare che N tar€ Ny iar SONO i livelli di molecole di DNA amplificato allo
stesso livello soglia impostato. PerciguM: = Ncyrtan da cui, dividendo fra
loro i membri delle due uguaglianze, siricava :

N (CTEX, tar et ,tar)
1= OExtar X(1+ £ )

tar (6.2)

NO, Ctr,tar

A noi serve il numero di copie geniche iniziali pgrgene target del
campione sperimentale rispetto alla situazionecdetrollo, ovvero:

N (CTEX, tar CTCtI ,tar)
% :1/(1+ Etar) Cioé:
O,Ctr,tar
(6.3)
NO Ex tar - (CTEX, tar CTCtr,tar)
N (1+ Etar)

I\IO, Ctr,tar
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Questo rapporto non e quasi mai 1, percheé dipdaderi fattori:

* nel campione sperimentale il frammento genico tay® essere presente
con un numero di copie nel genoma diverso dal nandr copie del
campione sperimentale

* il DNA estratto dal campione sperimentale ha quesnpre un valore di
concentrazione di base diverso dal DNA di conttollo

Per normalizzare i dati e far fronte a quest’ultimoonveniente, € necessario

eseguire un ulteriore esperimento di PCR real par¢endo dai campioni (Exper,

Ctr) ed amplificando un frammento genico di rifegimo, possibilmente un gene

costitutivo o housekeeping (es.GAPDH, Myc, Actin)

_(CTEX, ref _CTCtr,refj

NO Ex ref

=== -|1+E (6.4)

N ( ref)

0,Ctr, ref
Avendo ora un punto ulteriore di riferimento posstanormalizzare i dati trovati

relativizzando il valore basale del gene targetgsello del gene reference;
posto infatti

NO, Ex tar
I\IO Ctr,tar
== =N (6.5)
N 0,Ex ref 0, Normtar
NO, Ctr,ref
- (CTEx tar et tar j
(H Etar)
si ricava: NO, Normtar — e or (6.6)
Ex ref Ctr,ref

(1B )

Tale espressione e generalizzata, prevedendo cleffiteenze del gene
target e reference non siano uguali ad 1 e nomw siaanche tra loro uguali.
Per tenere a mente piu agevolmente tale espresdmrse pu0 scrivere
anche sotto quest’altra forma:

_ACTtar(Ctr - EX)

v
- tar
0, Norm tar -AC

(1+ Eref )

Questa scrittura coincide con I'espressione (2d&l)nodello di Pfaffl.

N

T (6.7)
ref (Ctr - EX)
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Nel caso si abbia, (amplificando il gene referernC&},=CTg, (in pratica

guando i livelli basali del reference sono uguéli isel campione che nel
controllo) allora tutto cio che e al denominatorivedta 1 e percio
I'espressione diventa molto piu semplice:

_ACTtar,(Ctr - EX

I\IO, Normtar = @Jr Etar) (6.8)

Nell’assunzione che si abbig,EE; =E (non necessariamente uguale a 1)
I'espressione si puo cosi semplificare:

(_ CTextar T CTetr tar *CTEx ref ~CTetr, ref j

_ C _
NO, Normtar — (L+E) -
_ (_ CTextar ¥ TEx ref * ot tar _CTCtr,refj _
=(1+E) =
-ACT +ACT j
-0+ E)( Ex, (ref - tar) Ctr, (ref - tar) _
-| ACT, -ACT )
- 1+ E) ( Ex, (ref - tar) Ctr,(ref - tar) ) _
= 1+ E)AACT (6.9)
Tale espressione corrisponde all’'espressione (2‘t@neralizzata per
I'efficienza” del metodo comparativo AAC;). Qualora il valore
dell'efficienza sia molto prossima al 100%, all¢taE)}=1 e percio:
-AACT
NO, Normtar =2 (6.10)

In tal modo si € dimostrata la formula classice®)2lel metodo del Ct
comparativo.
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