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Abstract






Le recenti conoscenze sulla complessita del procdssplicing hanno
rivelato I'esistenza di importanti elementi di réggoone dello stesso. Variazioni
di questi nuovi elementi, che si trovano sia ne#gioni codificanti che non
codificanti dei geni, possono manifestarsi con tefigeleteri sullosplicing del
pre-mRNA. Forse una delle ipotesi piu accreditatejuksti anni € che anche
variazioni silenti del modulo di lettura o variaziodelle sequenze introniche
siano da considerare responsabili di patologidtiazione di pseudo-esoni o di
esoni criptici in seguito alla creazione di nuowi gdi splicing o all'alterazione di
siti di splicing costitutivi sono eventi gia osservati come causpatiologie da
difetti dello splicing Tuttavia, le informazioni attualmente disponibgdulle
patologie genetiche rivelano che le conoscenze lti ndei meccanismi
fondamentali che regolano $plicingdel pre-mRNA sono ancora molto scarse.

| difetti di splicing costituiscono il 30-50% del totale di mutazioni gene
NF1 Circa il 30% di queste mappa lontano dalle gianziesone-introne dove
possono causare la creazione di nuovi sitsglicing attivare siti cripitici, o
portare alla perdita o formazione di sequenze degesoniche e/o introniche,
importanti per il riconoscimento del messaggerpalde dei fattori dsplicing

Sulla base di queste premesse l'obbiettivo di quémtoro & stato di
ricercare mutazioni potenzialmente alteranti il ostasmo displicing e di
sviluppare un minigene plasmidico per caratterizzarvitro I'effetto di queste

variazioni genomiche sul meccanismo e sulle seeaadioni.

Inizialmente é stata effettuata un’analissdieeningdi mutazioni nel gene
NF1 su 310 pazienti affetti da Neurofibromatosi dotip afferiti presso il servizio
di Genetica Clinica ed Epidemiologia del Dipartifeendi Pediatria
dell'Universita degli Studi di Padova. La ricercardutazione € stata eseguita
mediante DHPLC e HRMA. Ne sono emerse 196 mutaaararico del suddetto
gene di cui 41 che alterano, o potrebbero alteilamegccanismo dsplicing

Nel caso delle mutazioni osservate novosono stati eseguiti dei teist
silico mediante l'utilizzo dsoftwaredisponibili in rete comeBDGP: Splice Site
Prediction by Neural NetworKhttp://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) e
NetGene 2 Servelhttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) che iamnaho

variazioni a carico delle sequenzensensusGT-AG dello splicing Human



Splicing Finder Version 2.4http://www.umd.be/HSF/) &SEfinder Release 3.0
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefindgr?process=home) che,
basandosi su modelli di calcolo predittivi, prenddn considerazione anche le
alterazioni delle sequenze ESExfnic Splicing EnhancgrESS Exonic Splicing
Silence}, ISE (ntronic Splicing Enhancére ISS [ntronic Splicing Silencgr

Per la valutazione in vitro €& stato costruito pglobin minigene
Clonando all'interno di questo vettore la regionen@nmica interessata dalla
mutazione, questo diventa un veicolo per trastettarmodo transiente cellule
HelLa in modo da poter estrarre i trascritti e \eleit’alterazione dellsplicing

Lanalisi dei prodotti di trascrizione ha confermat funzionalita del
sistema. Nel caso della variazioNE1 IVS 5-5 T>G si e potuto osservare che tale
mutazione provoca lskippingdell’esone 6 del gendF1.

In un caso particolare e stata utilizzata la me@dlier valutare gli effetti
della variazioneCFTRIVS 4+3 A>G. Lanalisi ha evidenziato che dal catb
mutato si ottengono tre prodotti di trascizionetm@scritto wild type, un trascritto
che presenta la delezione di 93 nucleotidi all@sita 3’ dell’'esone 4 di CFTR e
un trascritto che presenta il completo skippind’ebne 4 di CFTR. In aggiunta
sono stati effettuati anche degli studi epidemimiogalutando mediante HRMA
la presenza di tale variante in 250 individui sdnicontrollo. Il calcolo delle
frequenze alleliche e l'analisi dei trascritti hargato ad affermare che la
variazione 621+3 A>G non sia da considerarsi lasaali forme gravi di Fibrosi
Cistica, andando a smentire quanto precedentenmgadato in letteratura. Il
lavoro e stato di recente pubblicato sulla rivistarnazionaleJournal of Human
Genetics

Recent knowledge of the splicing process compleldye unfolded the
existence of important regulating elements of tteegss itself. Variations of these
new elements, located both on coding and non-codamge regions, can exert
detrimental effects on the pre-mRNA splicing prace®ne of the most credited
hypotheses in last years is that even silent vanatof the reading frame or

v



variations of intronic sequences are to be consdi@otentially involved in the
development of pathologies. The activation of pseexions or of cryptic exons
following the creation of new splice sites or tHeemtion of constitutive splice
sites is already known to be causing pathologitste® to a defective splicing
process. Nevertheless, the informations on gemetibologies available to date
reveal that the knowledge on most of the fundamenézhanisms regulating the
pre-mRNA splicing is still very poor.

Splicing defects amount to the 30-50%N#1 total mutations. About the
30% of these mutations map far away from exon-mjumctions where they can
produce new splice sites, activate cryptic sitetead to the loss or formation of
intronic and/or exonic signal sequences importanttfie messenger recognition
by the splicing factors.

Based on these premises, the goal of this studybbaa to search for
mutations potentially responsible of altering thaicshg mechanism and to
develop a plasmid minigene in order to performramiiro characterization of the
effect of these genomic variations on the mechamisdits alterations.

Initially, a screening analysis of thBIF1 gene mutations has been
performed on 310 patients with Neurofiboromatosipetyl received at the
University of Padova, Department of Pediatrics —niChal Genetics and
Epidemiology Service. The mutation search has hmformed by means of
DHPLC and HRMA techniques. The analysis revealéata of 196 mutations of
the NF1 gene, of which 41where implied, or potentially iragd, in the alteration
of the splicing mechanism.

In the case of de novo mutations, a series of licosiest has been
performed, by means of softwares available on #te such as: BDGP: Splice
Site Prediction by Neural Network (http://www.frilytorg/seq_tools/splice.html)
and NetGene 2 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ses/idetGene2), both analysing
variations in the splicing consensus sequences GTHAuman Splicing Finder
Version 2.4  (http://www.umd.be/HSF/) e ESEfinder Release 3.0
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefindgr?process=home), that based
on predictive models, take into account also therations of ESE sequences
(Exonic Splicing Enhancer), of ESS sequences (Ex8plicing Silencer), of ISE



sequences (Intronic Splicing Enhancer) and of I8@uences (Intronic Splicing
Silencer).

For the in vitro evaluation @-globin minigene has been built. By cloning
the genomic region including the mutation insides thector, the vector itself
become a vehicle to temporarily transfect HelLascgdl order to extract the
transcripts and evaluate the splicing alteratiohe Tanalysis of transcription
products confirmed the functionality of the system.

In the case of thBIF1 IVS 5-5 T>G variation it has been observed that th
mutation is responsible of causing tHE1 exon 6 skipping.

In a particular case the method has been useduateahe effects of the
variation CFTR IVS 4+3 A>G. The analysis highlighted that fronme tmutated
construct three transcription products are obtairedwvild type transcript, a
transcript bearing the deletion of 93 nucleotidetha 3' end of th€FTRexon 4,
and a transcript showing the complete skippinghefGFTR exon 4. In addition,
an epidemiological study has been performed, etiatyahe occurrence of the
aforementioned variation in 250 healthy controliwidbals by means of the
HRMA technique. Frequency computation and transcmalysis allow to affirm
that the variation 621+3 A>G is not to be considdtes cause of severe forms of
Cystic Fibrosis, differently from what previouslgported in the literature. The
study has been recently published on the intemationagazine Journal of

Human Genetics.
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Introduzione






1.1 Generalita

Fino agli anni '70, i termini “neurofibromatosi”, nfalattia di Von
Recklinghausen” o  “neurofiboromatosi  multipla” veano  utilizzati
indistintamente per descrivere pazienti che presseto alcuni segni clinici,
come macchie caffée-latte e tumori del sistema rerveentrale e/o periferico,
combinati tra loro in diversa maniera.

Attualmente il termine “neurofibromatosi” si rifede ad un gruppo di sindromi,
aventi in comune delle caratteristiche ma rapptesgin dal punto di vista clinico,
delle entita distinte.

Sulla base dei criteri stabiliti d&dlNational Institute of Health” si
definiscono due forme principali di neurofibromatda Neurofibromatosi tipo 1
(NF1) (MIM#162200) e laNeurofibromatosi tipo 2 (NF2) (MIM#101000), che
presentano una sovrapposizione fenotipica e gecatipinima.

Le due malattie sono causate da mutazioni a cdiiclue geni diversi che sono
localizzati su cromosomi diversi.

NF1: il gene e localizzato sul cromosoma 17; € caiaftata dalla presenza di
numerose macchie caffé-latte (>6), lentigginoskiee ben determinate del corpo,
noduli iridei di Lisch e neurofibromi (tumori deervi periferici) che a seconda
della sede si distinguono in cutanei e sottocutamedulari.

NF2: il gene € localizzato sul cromosoma 22; € unanéorpiuttosto rara
(frequenza di 1:33000 nati); € caratterizzata mpedmente dalla presenza di
tumori bilaterali del nervo acustico, detti schwamm vestibolari.

Esistono altre forme considerate varianti allelisteedella NF1 che della NF2:
Sindrome di Watson macchie caffe-latte, bassa statudgficit cognitivo e
stenosi dell’arteria polmonare (MIM#193520).

Neurofibromatosi spinale familiare: neurofibromi paravertebrali e sottocutanei
multipli (MIM#162210).

Neurofibromatosi intestinale familiare: neurofiboromi gastrointestinali multipli
(MIM#162220).

Neurofibromatosi segmentale macchie caffe-latte e neurofibromi solo in alcune

aree del corpo.



Forma con macchie caffe-latte a trasmissione autosica dominante:
presenza di sole macchie caffe-latte a trasmissaméiare (MIM#114030).

Forma con neurofibromi a trasmissione autosomica duainante: presenza di
soli neurofibromi a trasmissione familiare.

Sindrome Neurofibromatosi/Noonan manifestazioni sovrapposte di sindrome di
Noonan e NF1 (MIM#601321).

Schwannomatosi: presenza di schwannomi multipli in assenza di altre
manifestazioni cliniche della NF2; pu0 essere gtioea ma anche familiare
(MIM#162091).

Schwannomatosi segmentaleschwannomi multipli localizzati in aree corporee

circoscritte in assenza di altre manifestaziomiche di NF2.

1.2 Neurofibromatosi tipo 1 (NF1)

La NF1 (MIM#162200, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omi), chiamata
anche Malattia di Von Recklinghausen o Neurofibrtoeigperiferica o multipla, e
la pit comune tra le forme di neurofibromatosi.

Si tratta di una sindrome autosomica dominantefgquenza di 1 su 3000-3500
nati vivi in tutte le popolazioni.

Presenta penetranza completa eta dipendentei lafataggior parte dei segni
clinici sono presenti nel 90% dei pazienti entrpulderta (Mattockst al.,2004).
L'espressione fenotipica e estremamente variabidhe all’interno dello stesso

nucleo familiare.

Le cause di questa variabilita si possono attrébaidiversi fattori:
e background genetico (polimorfismi che modulano Tl'entita delle
manifestazioni);
* tipo di mutazione-malattia;
» fattori ambientali;
* presenza di mosaicismi.
Il tasso di mutazione spontanea € uno dei piu glgper quanto concerne i

disordini genetici umani, ed & stimato tra 1X¥03,1x10 gameti per generazione



(Clementiet al., 1990); da 10 a 100 volte maggiore del tasso dbitpar un
singolo locus.

Inoltre in circa il 50% degli affetti da NF1 non satta di una forma familiare
della malattia: la frequenza di mutazia@ novoé infatti una delle piu elevate tra

le patologie genetiche.

1.2.1 Manifestazioni cliniche

* Macchie caffé-latte (Cafe au lait spot, CL®)acule asintomatiche, piatte,
omogeneamente pigmentate derivanti da un difettpigmentazione dei
melanociti della pelle. Interessano circa il 95%jldaffetti e sono presenti alla
nascita o entro il 1°-2° anno di vita. Aumentanacumero e dimensioni fino
ai 5-6 anni di eta, poi tendono a depigmentarsioespno quindi essere
difficilmente riscontrabili negli individui adul{iRuggieri e Tenconi, 2001). La
bassa incidenza di melanomi tra gli individui dffeéia NF1 suggerisce che le
CLS non vadano incontro a cambiamenti neoplastadigni.

» Lentigginosi lesioni simili alle CLS ma di dimensioni piu pale (pochi mm).
Compaiono verso i 6-7 anni di eta; sono dispostesprazzo” alle ascelle,
all'inguine, alla base del collo o anche in alteslis Possono aumentare di
numero fino alla puberta ma non di dimensione (Rargg Tenconi, 2001).
Noduli di Lisch amartomi, noduli asintomatici, rotondeggiantiilik con
lampada a fessura. Compaiono poco prima della pubell'iride. Sono
presenti nell’'85-90% degli adulti affetti.

* Neurofibromi tumori benigni del sistema nervoso; aumentandirdensioni e
numero con I'etd o con variazioni ormonali comeuderta o la gravidanza.

Si distinguono in:

— cutanei: piccoli noduli sollevati, di consistenzaoll® con una
pigmentazione diversa da quella circostante. Igiokbonente sono tumori
benigni delle estremita terminali dei piccoli nexditanei composti da
cellule di Schwann, fibroblasti, cellule perineurahastociti e cellule
endoteliali. Generalmente compaiono intorno allbgota e sono presenti
in un’alta percentuale di individui adulti affetti;



nodulari (0 sottocutanei): appaiono come nodulicdnsistenza duro-
elastica palpabili nel tessuto sottocutaneo. Isgaeo i tronchi nervosi
periferici principali o le radici dei nervi. Causaspesso deficit sensitivi o
motori nel tratto interessato dal nervo colpito @lode alla palpazione

nella regione coinvolta.

E’ inoltre possibile osservare un insieme di “segmici minori” presenti in una

discreta percentuale di individui affetti ma norbastanza da poterli considerare

segni tipici della malattia.

Possono comunque essere un valido aiuto nella @sagoprattutto in eta

pediatrica quando i segni tipici non sempre soaacgmparsi.

Sono considerati tali:

macrocefalia,
bassa statura,
malformazioni toraciche,

ipertelorismo.

La gravita della patologia spesso € determinatandalifestarsi di “complicanze”

rare ma invalidanti:

disturbi cognitivi e dell’apprendimentonel 40-60% degli affetti si
riscontrano disturbi dell’apprendimento con deficitisuo-spaziali,
dell'attenzione e della memoria a breve terminecitoa il 40% dei casi
sono associati a deficit della coordinazione matdimne e grossolana.
Ritardo mentale vero e proprio (QI<70) si riscord#odo nel 3-5% dei casi
e Spesso € associato a particolari dismorfismi;

neurofiboroma plessiformesi manifesta nel 25-30% degli affetti da
Neurofibromatosi tipo 1. Appaiono come masse cudatieconsistenza
molle con dimensioni che possono essere di pochficonad un’intera
area del corpo. Le lesioni piu gravi ed altameritgusanti compaiono
nelle regioni del viso e del collo entro i due adineta, mentre in altre sedi
possono comparire verso i 20-25 anni causando desteiici e funzionali
minori. Le lesioni comparse in eta infantile possoestendersi verso

I'interno coinvolgendo grossi tronchi nervosi o ionfanti vasi venosi,



arteriosi o linfatici, oppure dislocando organieimt incontrati lungo il
tragitto. Circa il 10-15% dei casi di neurofibrom&essiforme possono
evolvere in tumore maligno della guaina dei nereriferici (MPNST,
malignant peripheral nerve sheath tup{ferner and Gutmann, 2002);

* neurofibroma diffusosi presenta come un placca di aspetto molliccio,
tipicamente presente nella regione del cuoio cafeelb degli arti. Si
distingue dagli altri neurofibromi per I'aspettdfdso e per la sua elevata
matrice di collagene fibrillare non sepimentata noba coinvolge un’area
di un tronco nervoso. Si sviluppano diffondendasi it setti di tessuto
connettivo e le cellule adipose. E’ tipico dell’etanfantile o
dell’adolescenza,;

» complicanze ortopedichescoliosi, cifoscoliosi, lordoscoliosi, displasia
congenita della tibia e pseudoartrosi, fibromi navssificanti,
spondilolistesi, ginocchio valgo o varo, difetti llde corticale ossea,
ipertrofia ossea focale, displasia dello sfenoide;

« complicanze neurologichdesioni iperintense nelle immagini pesate alla
risonanza magnetica cerebrale (chiamate UB@identified bright
objecty, tumori cerebrali (i piu frequenti sono gliomiligevie ottiche,
pontini e cerebellari), tumori del midollo spinake paravertebrali,
convulsioni, cefalea, stenosi dell'acquedotto dilvi§j malattia
cerebrovascolare, meningocele spinale, neuropatiérd;

e altre complicanzeipertensione arteriosa, feocromocitoma, malfoioraz

cardiache congenite, xantogranulomi (Ruggieri ecdan 2001).

1.2.2 Criteri diagnostici

L'espressione clinica della Neurofibromatosi tipoelcomposta da uno
spettro molto vario di manifestazioni che possoifterite notevolmente da un
paziente all'altro, tra famiglie diverse e anche tmembri di una stessa famiglia
portatori della stessa mutazione.

Per permettere una diagnosi accurata, nel 1988lIHI (National Institue of

Health) defini i criteri diagnostici standard pubblicanden “Consensus



Statemerit
La diagnosi di NF1 viene confermata se nel pazisntescontrano due o piu dei
seguenti criteri:

— un numero di CLS non inferiore a 6;

— almeno due neurofibromi cutanei o un neurofibroheagforme;

— lentigginosi ascellare e/o inguinale;

— 2 0 piu noduli di Lisch;

— una lesione ossea tipica;

— un parente di primo grado con NF1 diagnosticatarsse i criteri sopra

citati.

A causa di questa estrema variabilita dell’espoessiclinica non é
possibile prevedere la gravita della malattia sblase della familiarita o delle
analisi molecolari; non si € al momento a conosaelzina relazione tra gravita e
eta di insorgenza, stato del parente affetto, erdinnascita, eta dei genitori o
fattori ambientali.

La maggior parte degli affetti presenta sintomviliehe permettono di
condurre una vita relativamente normale; tuttaldapettativa di vita di questi e
ridotta in seguito all’aumentato rischio di svilgsp tumori maligni.

La Neurofibromatosi tipo 1 € infatti una malatttaecha un’alta predisposizione a

tumore.

1.3 Il geneNF1

Mediante clonaggio posizionale il geNé&1 fu mappato sul braccio lungo
del cromosoma 17. | primi risultati furono ottenda studi dilinkage del gene
NF1 con il geneNGFR (nerve growth factor recepetplocalizzato in posizione
17922 (Seizingeet al., 1987). Lanalisi con marcatori, tra cui pHHH2022 h
permesso di localizzare il gene nella posizionel172)(Whiteet al., 1987).

La conferma dell’'esatta localizzazione fu otterdaio studio di anomalie
cromosomiche riscontrate in due pazienti affettiMigl. Si osservarono due
traslocazioni indipendenti: t(1;17) (Schmett al., 1987) e t(17;22) (Ledbettext

al., 1989). | cromosomi traslocati presentavano i pdntiottura del cromosoma

8



17, nella regione in cui era stato mappato il gikd,; si ritenne quindi che le
traslocazioni fossero la causa della malattia pemterrompevano il gendF1 e

causavano perdita della funzione genica (Caw#iai., 1990).

Chr 17 ¢
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Figura 1. Localizzazione del gené¢F1 sul cromosoma 17 (17g11.2).

Il gene NF1 ricopre una regione di 350 kb, & costituito dae80ni che
codificano per un trascritto di 11-13 kb. Questftutt comprende unOpen
Reading FramgORF) di 8457 bp tradotta in una proteina, la n&bromina,
costituita da 2818 aminoacidi e avente una mass$acwiare di 327 kDa.

All'interno dell’esone 1 del gene, oltre alla regéocodificante, & contenuta anche
la regione non tradotta in 5’ (5’ UTR); analoganeela regione non tradotta in 3’

(3" UTR) si presenta in contiguita con il codonesthp della proteina nell’esone

49 e si estende per circa 3,5 kb.

L'esame dei siti displicing degli esoni rispecchia una generale aderenza
alla regola GT-AG delle sequenzensensusli splicing(Li et al.,1995).

Le dimensioni dell'introne 1 sono stimate attornb4® kb, si presume che viste le
notevoli dimensioni all'interno di questo siano gerti elementi regolatori che in
qualche modo possano influenzare I'espressiongeded.

Nel genoma umano sono presenti diversi loci chetnaos piu del 90% di
identita con le sequenze del geNEl, queste sequenze si trovano vicino alle
regioni centromeriche di sette diversi cromosomi:l2, 14, 15, 20, 21 e 22.
Questi pseudogeni dNF1 probabilmente si sono diffusi per riarrangiamento
pericentromerico di parziali copie del gedELl (Cummingset al.,1996).

All'interno di un altro introne, il 27b, anch’esselativamente esteso (45-
50 kb), sono inseriti tre piccoli geni che codificasul filamento complementare
in direzione opposta BF1 (Upadhyayeet al., 1994).EVI2A e EVI2B sono due
geni che rappresentano gli omologhi umani di geairmi attivati da inserzione
retrovirale e sono coinvolti nella genesi di leue@murrine. Nell'uomcEVI2A e

espresso nel cervello, nel midollo osseo e nelsapegriferico, mentr&VI2B nel



midollo osseo e nel sangue periferico. Il terzoeg@MGP (oligodendrocyte
mielin glycoproteil), codifica per una glicoproteina mielinica oligodeocitica
presente nelle cellule di Schwann e negli oligodecitl. Tale proteina ha effetti
oncosopressori € puo regolare negativamente ladivieegnale mitogeniche in
modo correlato a quello della neurofioromi@MGP e stato mappato entro 4 kb
dal punto della traslocazione t(1;17), men&I12A e EVI2B si trovano
rispettivamente circa 20 e 5 kb @GP (Shenet al.,1996).

E’ stato ipotizzato un ruolo per questi geni nepatogenesi della
Neurofibromatosi di tipo 1; si presume infatti odlevati livelli nucleari dei loro
trascritti possano permettere libridazione allarrispondente sequenza nel
trascritto complementare, non processato, del ¢giflee agiscano quindi come
antisenso naturale interferendo quindi con la saeone del’RNA e con la sua
traduzione.

Vi é inoltre, nell'introne 37, uno pseudogene deltkenilato chinasihK3,
che codifica nella stessa direzione\dhi1 (Li et al.,1995; Sheret al.,1996).
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Figura 2. Organizzazione del gedF1 in esoni. 9a, 23a e 48a sono gli esoni aggiunggervati
nelle diverse isoforme del trascritto, dovutgpéicing alternativo nel gene.

1.4 1l prodotto genico: la neurofibromina

Il prodotto della traduzione del trascritto prirei € una proteina
idrofilica: la neurofibromina, che presenta unausgga primaria prevista di 2818
amminoacidi ed una massa molecolare stimata inkB2Z La massa molecolare
osservata di questa proteina € di circa 220 kDa,dimensione inferiore a quella
prevista sulla base dedpen reading frameéel gene. Questa discrepanza sembra
essere dovuta a fenomenipaotein foldingdurante I'elettroforesi, visto che non si
e a conoscenza di eventi di glicosilazione positizéonale o processazione della
proteina stessa (Shehal.,1996).

Analisi della sequenza amminoacidica della neurofibna hanno

indicato la presenza di un dominio centrale, diaiB60 residui aminoacidici, che
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evidenzia una forte omologia di sequenza al domadatalitico delle proteine
appartenenti alla superfamiglia delle GAPTPase activating protejncompresa
la pl120-GAP dei mammiferi, le iral, ira2 e sarlligvito e la Gap-1 di
Drosophila. Questo dominio isolato, cosi come leutitra completa della
proteina, dimostra una attivitas-GAP in vitro e in vivo, questa regione e stata
denominataGAP-related domain(GRD). Il dominio GRD e localizzato nella
porzione di gene compresa tra gli esoni 21 e 27Faperesenta circa il 10%

dell'intera molecola (Hattort al.,1992)

Figura 3. Struttura secondaria tridimensionale del dominRDXella neurofibromina.

Esiste un segmento nel geN€1, a monte di GRD, tra gli esoni 11 e 17,
che e sede di numerose mutazioni. Se il raggruppianue mutazioni nel dominio
GRD é coerente con la sua rilevanza funzionalgyusi assumere che questa
regione a monte, definisca un secondo dominio amae. Infatti, I'analisi della
distribuzione delle mutazioni note, pesata per @goine, evidenzia che anche tra
gli esoni 11 e 17 si concentrano mutazioni misseasdelezioniin frame
(Mattockset al.,2004).

Questa regione coincide con un dominio ricco dieais e serina (CSRD,
cysteine-serine rich domadimgia descritto all’interno della neurofiborominadiva

et al., 1996). Il dominio CSRD si estende dal residuo anmacidico 543 al
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residuo 909; tra questi vi sono tre coppie di asteche potrebbero essere
compatibili con altrettanti siti di legame per ATRoltre, questa sequenza ospita
tre potenziali siti di riconoscimento per la progichinasi A (PKA) cAMP-
dipendente. Essi sono soggetti a fosforilaziongade di PKA e uno dei tre é
posizionato in una breve regione con sequenzaesimduella di proteine che si
associano ai microtubuli. Questa osservazione ofamulare l'ipotesi che la
fosforilazione in questa zona possa regolare fazi®ene tra neurofibromina e
microtubuli (Fasholekt al.,2000).

Vi sono inoltre due regioni considerate possibdirdni funzionali nella
neurofibromina: una regione compresa tra gli e e 28, definita dominio
Secl4p homologySecl4p), che presenta omologia con i domini dareg di
lipidi come fosfatidil-colina e fosfatidil-inositol (Aravind et al., 1999); una
regione definitanuclear localization signa{NLS) nell’esone 43 (Vandenbroucke
et al.,2004).

S*ALT (9br) GRD2 (23a) 3’ALT (d8a)

5., ..n.

39

CSRD NLS
===l
EVI2A-2R,
OMGP
(introne 27h)

Figura 4. Schema della sequenza del géfiel; 5 ALT, GRD Il e 3' ALT sono isoforme del
trascritto; NLS, segnale di localizzazione nucle&ec 14p, dominiGecl4p homolog¥VI2A-2B
e OMGP, geni codificati sul filamento complementare aliérno dell'introne 27b.

1.4.1Splicing alternativo

Il gene NF1 viene trascritto in piu isoforme, in seguito splicing
alternativo, che sono espresse secondgattern tessuto e stadio di sviluppo
specifico. In aggiunta all'isoforma di 13 kb origniamente riportata, chiamata
tipo | o GRD |, e stato identificato un trascrittalternativo, presente
indifferentemente in individui affetti e non affieienominato tipo 1l 0 GRD II.
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Esso contiene un’inserzione di 63 bp tra gli ezhie 24 (esone 23a),
all'interno del dominio GRD. La composizione ammagaica dell’inserto di
GRD Il € conservata attraverso le specie; condigatatteristiche con i segnali di
localizzazione nucleare e codifica una sequenzandminoacidi basici, che
prevede la presenza di 6 lisine su 21 residui. ltncntenuto di lisine potrebbe
alterare significativamente la conformazione delptge, in una regione
presumibilmente critica per l'interazione con lateina p2F° (Viskochil et al.,
1993). Questo spiega come tale forma alternativ@RID dimostri una drastica
riduzione nella sua attivita catalitica di GAP @@mparata con GRD |) e una
inferiore capacita di legame con la tubulina. Ldlube cerebrali normali
differenziate esprimono in modo predominante l@sofa di tipo |, mentre cellule
cerebrali tumorali esprimono prevalentemente ilotifl, suggerendo che
alterazioni del rapporto tra l'espressione di tipoe tipo I, a favore di
guest’ultima, sembrano essere associate alla gdnasnori del sistema nervoso
centrale.

Un’altra isoforma, con un’inserzione di 54 bp (esoA8a) vicino
all'estremita 3’ del gene, chiamata 3" ALT o tipd, lha un alto livello di
espressione nel muscolo cardiaco, scheletriceie lis

Un trascritto di circa 2,9 kb, 5’ ALT-1, possiedeauORF che codifica per
una proteina di 551 amminoacidi, che condivide impr 547 residui
amminoterminali con il prodotto originale di tippdd € priva del dominio GRD
(Shenet al.,1996).

Un'ulteriore isoforma, 5’ ALT-2 contiene un esonera di 30 bp (esone
9br o esone 9a) tra gli esoni 9 e 10, che aggidigeesidui tra gli amminoacidi
420 e 421. E’ stata identificata nelluomo in elkevguantita nel sistema nervoso
periferico e specialmente nei neuroni localizzalianparte anteriore del cervello,
in un pattern correlato alla maturazione post-natale dei neuyiiamplicando cosi

guesta isoforma nel differenziamento neuronalerf@uanet al.,1995).
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1.4.2 Distribuzione tissutale e localizzazione subltulare

Il geneNF1 e espresso ubiquitariamente, nei mammiferi, refl@issime
fasi dello sviluppo. La neurofibromina & presendéianmaggior parte dei tessuti;
tuttavia, negli stadi piu avanzati dello sviluppmeyli adulti, la sua espressione
diventa rilevabile per lo piu in neuroni, cellulé 8chwann e oligodendrociti
(Dastonet al.,1992).

Le isoforme del trascritto dNF1, ottenute dasplicing alternativo, sono
state investigate per determinare il Ipatterndi espressione in tessuti differenti.
| trascritti di tipo | e Il sono risultati rappregati in tutti i tessuti esaminati, ma
con una variazione nel rapporto tra le due isoforenstatoosservato che la loro
espressione varia in relazione allo stato di déffierazione di un particolare
tessuto.

La disponibilita di anticorpi contro porzioni dellproteina ha reso
possibile la localizzazione subcellulare della nébromina. La colorazione
iImmunoistochimica ha rilevato la presenza citoplkasra della proteina in vari
tessuti. Ulteriori studi hanno dimostrato la codlirzazione della neurofibromina

con i microtubuli citoplasmatici (Shest al., 1996).

1.5 Funzioni della neurofibromina

1.5.1 Attivita GAP

La prima GAP di mammifero ad essere caratterizeaggata una proteina
citosolica con una massa molecolare di 120 kDa,0{38P, che é stata
identificata per la sua proprieta di stimolaredawersione della forma attiva delle
proteineras, legata a GTP, alla forma inattiva, legata a GDRte le proteine
simili alle GAP (dunque, in via teorica, anche ibninio GRD della
neurofibromina) possono regolare negativamenteivitit delle proteineras

normali (McCormick, 1989).
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Tra piu di 30 genias, tre, strettamente correlati, sono conosciuti céme
ras, K-ras e N-ras e codificano una proteina di 21 kDa, ff21la quale lega i
nucleotidi guanidinici con alta affinita e possiad® intrinseca attivita GTPasica:
e attiva nello stato legato a GTP, spenta nelltm demato a GDP. Questa sorta di
interruttore molecolare gioca un ruolo critico wehtrollo della crescita e della
differenziazione cellulare; mutazioni attivanti iras portano a un segnale
aberrante di proliferazione cellulare e sono cditevoella genesi di molti tumori

maligni umani.

Analisi biochimiche hanno dimostrato che il domin@BRD della
neurofibromina (NF1-GRD) ha la capacita di accekerla conversione della
p21® attiva alla forma inattiva, stimolando un aumen# tasso di idrolisi del
GTP, e in questo modo ne riduce I'attivita. Tuttasgebbene sia le GAP umane sia
NF1-GRD possono legare i mutanti oncogenici di'p2hessuna & in grado di
incentivarne I'attivita GTPasica.

In aggiunta, o in alternativa, la neurofibrominagunzionare da effettore
a valle di p2f®, ovvero come effettore allosterico positivo chemplessato alla
proteina inattiva, trasmette nel citoplasma il sfgrdi inibizione della crescita
cellulare. In realta, fino ad ora nessuna provattdirha stabilito questo ruolo per
la neurofibromina, ma, per I'analogia con p120-GARrobabile che lo ricopra.
Sia p120-GAP sia NF1-GRD sono in grado di legacsi efficienza alle p2%
oncogeniche costitutivamente segnalanti, ma int&ctago poco con i componenti

successivi nella via di trasmissione del segn#éle viene cosi alterata.

NF1-GRD e p120-GAP sono diverse per I'affinita & héegame a p21°
e per l'attivita specifica. Come regolatori negatsia la neurofibromina sia p120-
GAP disattivano la proteina bersaglio; come effetttella propagazione del
segnale a valle, invece, e probabile che questepdoieine siano abbastanza
differenti. Ad ogni modo, a basse concentraziori mledotto dei genras, le
attivita di NF1-GRD e di p120-GAP sono comparaliié. neurofibromina, quindi,
pud essere un regolatore significativo dell’azioih@21%, in particolare a basse

concentrazioni di quest’ultima.

NF1-GRD e le GAP umane mostrano inoltre differenela sensibilita
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allinibizione da lipidi: il dominio GRD é inibitada alcuni lipidi, la p120-GAP
non lo e. Questa inibizione selettiva puo essetdtata per distinguere i due tipi

di meccanismi attivanti la GTPasi nei tessuti un{&menet al.,1996).

Un’ulteriore funzione della neurofibromina e quetliaregolare la crescita
cellulare attraverso un meccanismo indipendentia dab funzione GAP. E’ stato
osservato che, nei neuroblastomi, nelle cellulenglanoma e nella leucemia
mieloide, le mutazioni dNF1 associate ad una espressione difettiva o ridetta d
neurofibromina causano oncogenesi senza alterdineelii delle proteineras
attive, suggerendo cosi che la funzione della rigwomina in questi casi sia
indipendente dalla regolazione dell'attivita tis (Lakkis et al., 2000). Va
ricordato, tuttavia, che la risposta ad aumenitaill di ras cambia a seconda del
tipo cellulare, portando alla crescita oppure alifferenziazione. Poiché il
significato di un segnalespotenziato € variabile, i meccanismi interpretatiei
sistema di trasduzione devono trovarsi a vallecoehponenteaas (Viskochil et
al., 1993).

\ —— Cell migration
MicrotubtlesC > A [Akt |
NF1 M*EK l \CEH Survival
H sl Cell Growth
.. I% _l
A INK4A

Memory & Leaming  Cell Proliferation

Figura 5. Schema grafico dell'attivita GAP della neurofibriom e delle diverse vie cellulari
correlate (www.nature.com).

1.5.2 Neurofibromina e tubulina

E’ stato dimostrato che la tubulina € un altroitoite dell’attivitd GAP, sia
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del peptide NF1-GRD sia della neurofiboromina congl@Bollaget al., 1993),
mentre non influenza l'azione della p120-GAP. Alicsiti di legame alla tubulina
sono stati localizzati in un segmento di 80 residuposizione N-terminale al
GRD; e stato inoltre osservato che la tubulinafesiolipidi sembrano interagire
con porzioni distinte della neurofiboromina. La mtme osservata tra la
neurofibromina e la tubulina & coerente con lacoalizzazione neurofibromina-
microtubuli. La tubulina, infatti, € il componenf@imario dei microtubuli e,
poiché questi rivestono un ruolo importante in ma#petti dell’organizzazione
cellulare, l'interazione tra neurofibromina e tubal pud essere implicata quasi in
qualsiasi funzione cellulare. E’ stato ipotizzatieecla neurofibromina sia un

collegamento tra la tubulina e il regolatore delescitaras (Bollaget al.,1993).

1.5.3 Neurofibromina e cAMP

Studi in Drosophila indicano che la neurofibromina potrebbe svolgere
anche funzioni indipendenti dalla regolazionerds, che coinvolgerebbero il
controllo del cAMP intracellulare (Guet al, 1997). Negli astrociti, 'aumento
della concentrazione interna di cCAMP determina arief segnale di inibizione
della crescita poiche porta all’attivazione di Rapfa GTPasi antagonista anti-
mitogena della via di segnale idis (Duganet al., 1999). La perdita o il deficit
della neurofibromina negli astrociti risulta in attenuazione della produzione di
cAMP (Dasguptaet al., 2003); la neurofiboromina, infatti, € richiesta per
generazione di cAMP indotta da PACAP (I'adenilakdasi pituitaria) e agisce a
livello dell'attivazione della adenilato ciclasndltre, le vie di trasmissione del
segnale a valle, innescate da cAMP negli astrasono parimenti alterate dalla
mancanza della neurofibromina, che ha come coneseguejuindi, anche una

diminuzione dell'influsso nelle cellule di calciadell’attivazione di Rapl.

Ma se negli astrociti CAMP agisce da segnale artbgeno, nelle cellule
di Schwann esso funge da attivatore della divisicglkilare e la neurofibromina
piuttosto che stimolare la produzione di cAMP, searihibirla (Kim et al.,2001).

Considerando il fatto che i livelli di cAMP regolanla crescita e il
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differenziamento delle cellule cerebrali, c’é dpettarsi che la neurofibromina
possa essere coinvolta in altri importanti meceani trasmissione dei segnali

intracellulari.

1.5.4 Neurofibromina e chinasi

La neurofibromina pud subire la regolazione daepditproteine chinasi.
Analisi biochimiche, infatti, hanno dimostrato leepenza di almeno sei potenziali
siti di riconoscimento per una serina-treonina akitAMP-dipendente (ruolo per
cui la PKA ¢ il candidato piu accreditato) e uno pesina chinasi. Tutti questi
siti risultano pesantemente fosforilati sia cosittamente sia in risposta a fattori
di crescita epidermici e derivati dalle piastrifreGF e PDGF) (Ilzawat al.,
1996). | siti di fosforilazione per PKA situati ‘aiterno del dominio CSRD
suggeriscono che questa regione potrebbe esseneoltainella trasmissione del
segnale mediata da cAMP (Fashelfdal., 2000). Il significato funzionale della
fosforilazione della neurofibromina da parte délEA non é stato ancora del
tutto chiarito, ma l'evidenza del coinvolgimento llde neurofibromina nel
signalingmediato dal secondo messaggero cAMP potrebbeapidguolo della

neurofibromina nel collegamento tra la via di ségmk PKA e quella dras.

1.6 Il geneNF1 & un oncosoppressore

Lidentificazione di oncogeni e oncosoppressori kanfermato |l
coinvolgimento di componenti genetici nell'insorgandei tumori. Lipotesi piu
accreditata risulta essere quella the hitsdi Knudson per geni oncosoppressori
(Knudson, 1971), che implica linattivazione bi¢ita del gene in due eventi

separati.

Il geneNF1 e considerato un oncosoppressore e la teoria glidavper

spiegare linsorgenza di tumori nei pazienti NF1,bssa sul fatto che la
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neurofibromina € un regolatore negativords. Infatti, I'attivita GAP ridotta,
dovuta a proteina difettosa o assente, porta #ilaementati di p2T° nel suo
stato attivo, che a sua volta gensmgnaling anormale e oncogenesi. Mutazioni
che inattivanaas, o la rendono resistente alle GAP, sono infatplioate in piu
del 30% dei tumori umani (Viskochdt al., 1993). Molte mutazioni dNF1 nella
regione GRD, che inattivano o modificano l'attivi@AP della neurofibromina,
sono state riportate in diversi cancri correlatifél, fornendo una prova diretta
che il danno all'attivita GAP della proteina e dt nella patogenesi della
Neurofibromatosi di tipo 1 (Upadhyays al., 1997). Inoltre, sono stati riscontrati
elevati livelli diras-GTP attiva in tumori dei nervi periferici in panie NF1, in

associazione alla perdita di espressione dellaofibuvmina.

1.7 Le mutazioni nel gendNF1

Le analisi del gen&F1 per la ricerca di mutazioni sono ostacolate da
molti fattori (Lakkis et al., 2000):

a) le grandi dimensioni del gene rendono diffiddescansione dell'intera

sequenza,

b) la presenza dell'allele normale e [lesistenzd genoma di molti
pseudogenNF1 interferiscono nelle analisi con PCRSeuthern blgta
causa della co-amplificazione delle sequenze orhelateiloci pseudo-
NFZ1;

c) la mancanza diot spotsmutazionali ben definiti, dato che le mutazioni

insorgono abbastanza casualmente lungo tutto @ §ét;

d) I'ampia variazione nel tipo e nelle dimensiomlld mutazioni richiede

I'utilizzo di molti diversi e complementari metodi indagine;

€) nessuna apparente correlazione genotipo-fendipsiata stabilita con
certezza, che possa aiutare a prevedere il tipsitwidella mutazione, con

I'eccezione degli individui con microdelezioni, chestrano un fenotipo
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piu grave (Kayest al.,1994).

Le mutazioni a carico del gemN=1 risultano essere molteplici e di diversa
tipologia, tra le quali estese delezioni genomiche rimuovono l'intero gene e le
sue regioni fiancheggianti (piu di 1,5 Mb, respdnisai meno del 5% dei casi di
NF1) oppure sostituzioni di singole basi (circ&7P% delle variazioni riscontrate)
(Mattockset al, 2004).

E’ possibile escludere che la causa principal€atilltasso di mutazioni
misurato sia la presenza dei numerosi pseudogemgdponsabilita maggiore Si
pud imputare alle grandi dimensioni del gene: #stadi mutazioni, infatti, e
paragonabile, anche se piu elevato, a quello di géni di dimensioni simili
(Fasholdet al, 2000).

In tabella 1 sono riportate le mutazioni attualneemdte (dato aggiornato a
Gennaio 2010) secondo Human Genome Mutation DatabaséHGMD,

www.hgmd.org).

Tipo di mutazione n° di mutazion

Sostituzioni nucleotidiche (missenso / non senso) 220

Sostituzioni nucleotidiche in siti @plicing 160
Sostituzioni nucleotidiche in siti regolatori 0
Piccole delezioni 238
Piccole inserzioni 113

Piccole indels 14

Grosse delezioni 77

Grosse inserzioni 8
Riarrangiamenti complessi 8
Variazione dei repeat 0

Totale 838

Tabella 1. Mutazioni note del gengF1 riportate in HGMD.

In generale, lo spettro di mutazioni del gdéwel sembra molto simile a
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guello di altri oncosoppressori, caratterizzati wlaa proporzione rilevante di

mutazioni troncanti.

Le mutazioni missenso sembrano raggrupparsi inregieni: nel dominio
GRD e in quello CSRD. Una percentuale rilevantecécil 39%) (Fasholet al.,
2000) é costituita da sostituzioni con prolina,amminoacido conosciuto per la

sua proprieta di destabilizzare le strutture seanadcomen-eliche e foglietti3.

Buona parte delle mutazioni riscontrate sono pantif, oppure altri tipi
di piccole lesioni accomunati dalla caratteristicantrodurre prematuri codoni di

terminazione (PTCs) della sintesi proteica (Faskohl.,2000).

La quota di mutazioniframeshift e non senso che ci si aspetta
interrompano il codice di lettura, si aggira attad 49% delle mutazioni totali e
sembrano essere omogeneamente distribuite lungolausequenza dNF1, fatta
eccezione per i tre esoni originati dadlplicing alternativo, 9a, 23a, e 48a, finora
apparentemente privi di mutazioni (Fasheldal., 2000; Messiaemt al., 2000;
Hanet al.,2001; Arset al.,2003).

Rilevante e l'effetto che le mutazioni comportandivello del’mRNA:

circa la meta delle mutazioni causano alteraziogllonsplicing i difetti di
processamento del messaggero si propongono cordigeito molecolare piu
comune nella NF1 (Mattoclet al.,2004). Le alterazioni possono interessare sia i
canonici siti donatori (GT) e accettori (AG), si@sioni meno conservate,
oppure possono creare nuovi sitisgilicing (ss). Mutazioni al 5’ss e al 3'ss non
sembrano avere la stessa frequenza: il 65% dell@zioni delle sequenze
consensuslei siti displicing coinvolge il sito donatore, in particolare in posie
+1, +2 e +5 (Prost al.,2008). Inoltre, circa la meta delle mutazioni eaadello
splicing del’'mRNA indurrebbero la formazione di trascrititn frame che
risulterebbero in una proteina presunta leggermemie corta o piu lunga

dell'autentica neurofibromina, ma non troncata (&tral.,2003).

Appare probabile che tutte le regioni del gedEl siano soggette a
mutazioni allo stesso modo, ma, se i dati relalihd presenza di alterazioni in un
determinato esone vengono pesati rispetto allaeeparale di sequenza codificante

che occupa, alcune regioni risulteranno siti a valee densita di mutazione, ad
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esempio gli esoni 4b e 37 (Fasheldal.,2000) e 10a, 10b e 10c (Messiaral.,
2000). Il testy? applicato per comparare la frequenza osservatauazioni
rispetto a quella attesa per ogni esone, ha diatosthe, effettivamente, ci sono
aree del gen®&lF1 che hanno una maggiore tendenza ad accumularazatiei
(Ars et al.,2003). Una spiegazione potrebbe trovarsi nellagea in tali esoni di
alcuni elementi strutturali inclini alla mutaziorsgme brevi sequenze ripetute in
tandem (esone 4b) o elementi quasi simmetrici @s®n). Pertanto, data la
ricorrenza di mutazioni missenso e delezionframe le regioni GRD e CSRD
rappresenterebbero deghot spot mutazionali, coerentemente con il loro

importante ruolo funzionale (Mattoclks al.,2004).

Se é vero che la maggioranza delle mutazioni somhe, vale a dire sono
presenti in un solo paziente (Fashetdal, 2000), € anche vero che le mutazioni
ricorrenti sono piu comuni (40% circa delle mutazi@dentificate) di quanto
precedentemente descritto (Aet al, 2003). Le ragioni della ricorrenza

potrebbero essere le seguenti (Mess&el, 2000):
a) transizioni (C>T e G>A) ai dinucleotidi CpG;

b) slittamento delle polimerasi in una serie diilb@siali o in zone contenenti

sequenze ripetute o palindrome.

Nei geni umani, le mutazioni non avvengono casuateeispetto alle
sequenze di DNA circostanti e questa regola é aatidche per le mutazioni
osservate imNF1, dove la composizione della sequenza influenZarfaazione di
alterazioni. Ad esempio, sono stati individuati eima 118 dinucleotidi CpG
(Fasholdet al, 2000); questi siti mostrano un alto tasso di motse, dovuto alla
deaminazione spontanea della 5-metilcitosina: lailaaeone, dunque, € un
prerequisito indispensabile per questo tipo di mota. Circa il 41% (Messiaen
et al, 2000) delle sostituzioni di una singola base stovute a transizioni C>T o
G>Ain dinucleotidi CpG. Inoltre, particolapatterndi sequenza, come ripetizioni
dirette, sequenze palindrome e quasi palindronemeti simmetrici e serie di
basi identiche, sono associati alla formazione gpegiziale di inserzioni e/o

delezioni.

Uno studio eseguito da De Lucst al (2004) ha previsto l'analisi
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molecolare di 110 pazienti non correlati. Sonoestidenziate mutazioni nel

68% dei pazienti analizzati, di cui 22 de novo e rit®rrenti (a conferma

dell'ipotesi che la presenza di mutazioni ricorrembn € poi cosi inusuale in

affetti da NF1). Il 53% di queste mutazioni ricartiee dovuto a transizioni C>T o

G>A in dinucleotidi CpG. (De Lucat al., 2004). Dai risultati ottenuti si ricava
che, nonostante le mutazioni siano distribuite tuhgita la sequenza genica, si
possono comungue evidenziare deister di mutazioni: il 68% delle mutazioni

osservate infatti sono risultate localizzate inesdni e/o introni fiancheggianti:

4b, 7, 10a, 11, 15, 16, 23-1, 29, 31, 36, 37, e 45.

La maggior parte delle mutazioni missenso sondtaitaia carico dei due
domini piu importanti della neurofiboromina: suglli ggesoni 11-17 (dominio
CSRD) e sugli esoni 21-27a (dominio GRD)

MNumber of mutations
[=] - 5] = L] m =

cAMPPE GEAP ielated
Doman Domain

Jexw 15171 lex 21-2F &)

Figura 6. Distribuzione delle mutazioni lungo la sequenzagg@eNF1 (De Lucaet al.,2004).

Un' ulteriore studio di analisi molecolare sul geviel in 374 pazienti
riporta lidentificazione di 282 differenti mutazio distribuite uniformemente
lungo tutto il gene, con I'eccezione di pochi es®a, 23a, 47, 48a e 49 (Prets
al., 2008).
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1.8 Espressione fenotipica

Non é tutt’ora possibile stabilire una correlazigenotipo-fenotipo sulla
base del tipo di mutazione osservata o sulla seslla anutazione. Infatti
mutazioni identiche possono non causare lo stesg#ipo in pazienti diversi sia

che siano correlati o meno.

L'unica correlazione sembra essere quella tradagmnza di microdelezioni
che coinvolgono lintero gene e le sue sequenzeclieggianti (hanno una
frequenza del 5% e sono evidenziabili tramite #idnein situ fluorescente) ed

un fenotipo particolarmente grave che colpiscepahienti.

La variabilita del fenotipo non pud essere spiega@lo con
I'aploinsufficienza del gen®&lF1, si pensa vi sia un’associazione anche con la
perdita di funzione dei geni contigui, nel casola@hicrodelezioni, e/o dei tre
geni EVI2A EVI2B e OMPG anche se non e ancora noto se questi abbiano un
ruolo nel determinare I'espressione fenotipicaNil (Shenet al., 1996). La
spiegazione piu accreditata per spiegare quesiabi@aa implica il possibile
coinvolgimento di geni modificatori, presenti nefitesso locus o in loci vicini ad
NF1 (Wiestet al.,2003).

1.9 Analisi di mutazione nel gen®&F1

Le mutazioni a carico del germdF1 sono molto varie per tipologia e
dimensioni: variano da grandi delezioni (>15 Mb}astituzioni di una singola
base e non sembrano esserci veri e ptogrispotmutazionali lungo la sequenza
genica. Questo rende difficile la ricerca di mubvazinel gene e non ci si puo

aspettare che una singola tecnica possa evidennidir.

Per I'analisi del gendlF1 sono state utilizzate numerose metodiche, tra le
quali: Single Strand Conformation Polymorphi¢BSCP)Heteroduplex Analisys
(HA), Denaturing Gradient Gel Electrophores{@BGGE),Protein Truncation Test
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(PTT) eDirect Genome SequencifDGS), ma indipendentemente dalla metodica
applicata, I'efficienza nell’evidenziare le mutazichon ha mai superato il 50%

dei pazienti analizzati.

Alcuni lavori hanno portato all'identificazione diirca il 95% delle
mutazioni, nel campione in analisi, eseguendo undi® che prevedeva l'uso
combinato di diverse tecniche: PTT, HA, FISHidrescent in situ hybridizatign
Southern blottinge analisi citogenetiche; le variazioni di sequespao state
studiate, oltre che a livello genomico, anche eallovdellRNA (Messiaeret al.,
2000).

Un’altro studio di mutazione sul gengF1 effettuato su un notevole
numero di casi (521 pazienti non correlati), haonigto che circa '80% delle
mutazioni osservate causavano la formazione diodioree di stop prematuro con

la conseguente sintesi di una proteina ineffici¢hgdsoldet al.,2000).

Ars et al (2003) hanno eseguito uno studio su 474 pazadietiti da NF1;

su 189 mutazioni osservate circa il 45% era casiitla mutazioni ricorrenti.

Proset al. (2008) riportano invece che di 282 mutazioni idesdte su 374
pazienti non correlati, solo 37 si sono rivelatenmenti (il 13%).

Questi risultati possono essere importanti pervitugpo di procedure di

diagnostica atte a riscontrare questo tipo di maotaz

Dal punto di vista diagnostico fino ad ora le méthd piu accreditate per

uno studio del gendF1 sembrano essere:

. I'analisi FISH per lo studio di microdelezione psattutto in quei soggetti
che presentano un particolare fenotipo associabitde mutazione (Kayest al.,
1994);

. I'utilizzo della metodica MLPA WNultiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) per I'esecuzione di un’analisi di tipo quantiwati su tutta la
lunghezza del gene per evidenziare inserzioni &leztni che coinvolgono

porzioni di gene o singoli esoni;

. I'analisi DHPLC Qenaturing High Performance Liquid Chromatography
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per lo studio molecolare del gene;

. infine, una metodica sviluppata recentemente: MAR(High-Resolution
Melting Analysi¥ che pud essere utilizzata per individuare, qfiaate e
genotipizzare campioni con urdetection ratedelle mutazioni comparabile o
superiore alle tecniche disponibili attualmente ferscreening(White et al,
2006).

1.10 Elementi di regolazione dell@plicing

Lo splicing del pre-mRNA € un evento critico nell’espressiale geni
eucariotici: € un processo complesso che consentgiunzione delle parti
codificanti le proteine (esoni) che sono separaesedquenze non codificanti

(introni).

E’ considerato uno dei principali meccanismi di g@mzione della
flessibilita e diversita genomica che porta allenfazione di proteine diverse a
partire da uno stesso gene. Le recenti conoscerzecomplessita del processo
di splicing (Matlin et al., 2005) hanno rivelato I'esistenza di importantinedati
di regolazione dello stesso. Variazioni di quekdireenti, che si trovano sia nelle
regioni codificanti che non codificanti dei genggsono manifestarsi con effetti

deleteri sullesplicingdel pre-mRNA

Un tipico gene di mammifero & composto da numesshi relativamente
piccoli separati da sequenze introniche molto pnghe. La corretta maturazione
del’lmRNA, cioé il corretto riconoscimento dellegreni esoniche e la loro
unione, & un processo che richiede I'assemblandinia complesso proteico (lo
spliceosoma) derivante dall’azione coordinata gicgoli snRNPsgmall nuclear
ribonucleoproteinsU1,U2,U4,U5 e U6) e di piu di 60 polipeptidi.
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Figura 7. Schematizzazione del meccanismsplicing

Un errato riconoscimento dei confini tra esone teoire, o il fallimento
della rimozione di uno o piu esoni, porta alla famone di mRNA aberranti che
possono essere instabili e quindi venir degradgipuce puo portare alla
formazione di isoforme proteiche difettose o adiira dannose.

Gli elementi di regolazione delkplicing sono:
» Elementi incis: sito displicingal 5’ (sito donatore)
sito displicingal 3’ (sito accettore)
branch site

enhancergESES)
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silencers(ESSs)
intronic-splicing processing elemefiSPE)
« Elementi intrans UsnRNPs gmall nuclear ribonucleoproteips
SR Eerine/arginine rich proteins
HNRNPs lleterogeneous nuclear ribonucleoprot@ins

Negli individui eucarioti piu evoluti, perché av\g correttamente il
meccanismo dsplicing sono presenti dei semplici elementi intronicidis a
livello delle giunzioni esone/intron&’ splice site 3’ splice sitee branch site la
sequenza di queste regioni determina la “forza” sie di splicing Questi
elementi sono fondamentali ma non sufficienti pefirdre la corretta distinzione

del punto di rottura tra esone ed introne.

tratto polipirimidinico

r Intron

——
| Exoni1 |GU A (Y)p)AG | Exon 2

CQI’C'"}

t;llu:o site Branch site 3’ splice site

GG R

Figura 8. Le basiGU del sito donatore AG nel sito accettore sono altamente conservategda b
A delbranch siteé invece variabile. Sono evidenziati in azzumaoi¢leotidi che appartengono alle
sequenze consenso piu frequenti.

Sono stati descritti (Carteget al, 2002) numerosi elementi iis e in
trans sia esonici che intronici, importanti affinche Igplicing avvenga
correttamente e sono stati suddivisi sulla basesefghale da loro trasmesso. Sono
elementi che possono agire da attivat@nhancey o inibitori (silence) sul
meccanismo dellsplicinge sono soprattutto fondamentali nella regolazoel

splicing alternativo di un trascritto primario.
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In particolare, gliExonic Splicing EnanchglESE) sono corte sequenze di
RNA (10-15 basi) che sembrano essere presenti nelggior parte, se non in
tutti, gli esoni. Risultano essere siti di leganex ppecifiche proteine ricche in
serina-argininaderine/arginine-rich SRproteif;, queste proteine sono dei fattori
di splicing appartenenti ad una famiglia di proteine correkttatturalmente e
altamente conservate. Sono caratterizzate da dtieinumo che riconosce 'RNA
(RRM: RNA-recognition motifs e I'altro C-terminale ricco di dipeptidi serina-
arginina (RSdomain. | domini RRM si legano a specifiche regioni deNA
(sequenze ESE), mentre il dominio RS é coinvolldegame con altre proteine e
agisce da tramite tra la sequenza nucleotidicadilb ribonucleico e le proteine
coinvolte nellapparato dplicing In particolare queste proteine RS si legano alle
sequenze ESE con le loro subunita RRM agendo dwkeeger il riconoscimento
dell'esone e attraverso la subunitd RS inviammgut per I'aggregazione dello
spliceosoma. Inoltre agiscono anche da antagopestipossibili agenti inibitori
del meccanismo come le sequenze EB®iic Splicing Silencgrche sono siti
legame per le proteine HNRNP che sono consideriteedolatori negativi dello

splicing Sono meno conosciuti deginancher

a Recruiting function: RS-domain dependent

YRYYRY AG

Figura 9. Modello d’azione delle proteine SR (Nature Revigyenetics).
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Riassumendo, la corretta divisione degli esoni idagironi in un

determinato mMRNA dipende da due fattori:

« la forza intrinseca dei siti displicing determinata dalle sequenze
fiancheggianti GU e AG;

e la combinazione di effetti positivi e negativi deaualla presenza di

enhancerssilencers

E’ stato ormai dimostrato che mutazioni puntiforpossono causare
alterazioni dellosplicing La maggior parte di queste sono variazioni che
provocano loskipping dell’esone in prossimita della mutazione. In afiasi la
mutazione pud generare 0 attivare un “sito criptido splicing provocando

profonde modificazioni del trascritto.

Le mutazioni responsabili possono essere sia ds®nignissenso,

nonsenso e silenti) che introniche.

Queste variazioni possono influenzare il sottileildgrio tra le isoforme di
una proteina prodotte dallo splicing alternativiialstesso gene e di conseguenza
essere la causa di malattia (Caceres and Kornb@bfd2; Pagani and Baralle,
2004). Forse una delle ipotesi piu accreditateugistj anni € che variazioni silenti
del modulo di lettura o variazioni delle sequenm&oniche sono seriamente
considerate responsabili di patologie (Sun and iBha800; Cartegnet al, 2002;
Paganiet al, 2003; Baralle and Baralle, 2005).

L'attivazione di pseudo-esoni o di esoni criptitiseguito alla creazione di
nuovi siti displicing o all’alterazione di siti costitutivi, sono evemfiaa osservati
come causa di patologie da difetti dedfaicing (Treismanret al, 1983; Metherell
et al, 2001; Beroucet al, 2004). Di recente nuovi tipi di mutazioni sortats
descritti come causa di malattie da difetti dejiicing (Pagankiet al, 2002; Linet
al., 2005).

Tuttavia, le informazioni attualmente disponibili &li patologie rivelano
che le nostre conoscenze su molti dei meccanismirefolano lcsplicing sono

ancora molto scarse.

| difetti di splicing costituiscono il 30-50% del totale di mutazioni gene
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NF1 Circa il 30% di queste mappa lontano dalle gianziesone-introne dove
possono causare la creazione di nuovi siti di sgi¢5’ss e 3'ss), attivare siti
cripitici, o portare alla perdita o formazione aigsenze segnale esoniche e/o
introniche, importanti per il riconoscimento delssaggero da parte dei fattori di
splicing (ESE e ISE) (Bottilleet al, 2005).

Risultano quindi fondamentali studi approfonditil smeccanismo di
splicing del pre-mRNA e soprattutto sugli effetti che pessgenerare su questo

le variazioni di sequenza osservate a livello gagnom

Un valido approccio sperimentale per eseguire wisignostici sul
trascritto, in quelle situazioni in cui non & pads estrarre I'RNA dalle cellule
del paziente, sembra essere la trasfezione trdagiemellule eucariote mediante
minigeni plasmidici: si tratta di costrutti detemati da DNA ricombinante
progettato artificialmente, nel quale la sequeradificante di un gene d’interesse
e associata con elementi di regolazione preseintiveiore, che consentono

I'espressione dell'inserto e la produzione del patitide desiderato.
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Scopo della tesi






Visto l'alto numero di mutazioni a carico del gadEl che generano
anomalie nel meccanismo dplicing (30-50%) (Messiaeet al, 2000) e che &
generalmente difficile poterne stabilire gli effedolo con analisi a livello

genomico, ci si e posti I'obbiettivo di definire protocollo di ricerca che prevede:

3. selezione di pazienti affatti da Neurofiboromatds tipo 1 nei quali,
mediante analsi sul genomsc(eeningdel gene con DHPLC, HRMA e
sequenziamento diretto degli esoni), siano stasergate variazioni che

potenzialmente possono alterare il meccanisnspliting

4. analisiin silico delle sequenze mediante opportsoftware(BDGP Splice
Site Prediction NetGene 2 ESEfinder Human Splicing Findgr per
prevedere gli effetti della modifica, formazionescomparsa di sequenze
regolatrici dello splicing in seguito ad alterazioni nucletidiche della

sequenza genomica;

* valutazione funzionale delle mutazioni che potdnzémte possono
alterare il meccanismo dplicing mediante trasfezioni transienti di cellule
HelLa con un minigene plasmidico e saggiovitro per comparare lo
splicing in sequenze introniche e/o esoniche mutate rispettontrolli

wild type
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Materiali e metodi






3.1 Campione in esame

Il campione in oggetto é costituito da 310 indivichseriti nell'analisi di
ricerca di mutazione nel gengF1, in seguito a diagnosi clinica, o sospetta
diagnosi, di Neurofibromatosi tipo 1.

L'anamnesi familiare e la successiva diagnosi ssiate eseguite presso il
Servizio di Genetica Clinica ed Epidemiologica dapartimento di Pediatria
dell'Universita degli Studi di Padova, secondo otpcolli diagnostici in uso
presso il servizio.

Ad ogni paziente sono stati prelevati campioniatigiie periferico venoso
conservato in EDTA. Ai pazienti, cosi come ai collitrsani coinvolti nella
ricerca, e stato chiesto di fornire il consensmrimfato per I'analisi genetica e

I'uso dei risultati per eventuali ricerche epigecies.
3.2 Estrazione del DNA genomico

I DNA genomico e stato estratto a partire da delloucleate di sangue
intero periferico in EDTA conservato a —20°C, seatmwril protocollo del kit
commercialedHigh Pure PCR Template Preparation KRoche).

Per valutare la qualita e la quantita del DNA dgira stata effettuata una
corsa elettroforetica su gel d’agarosio allo 0,83lo@to con etidio bromuro, un
intercalante della doppia elica che rivela la pnesedi acido nucleico quando
esposto alla luce ultravioletta.

I DNA viene conservato in freezer a —20°C.

3.3 Analisi di mutazione del gene NF1

3.3.1 Denaturing High Performance Liquid Chromatography
(DHPLC)

La DHPLC é stata introdotta fin dagli anni ‘90, perstudio di mutazioni
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puntiformi. E’ una tecnica rapida e ad alta setitbper analisi di mutazioni di

modeste dimensioni e attualmente sembra esseréagiiostrumenti piu efficaci

per I'analisi discreeningdel geneNF1 in pazienti affetti, o sospetti tali, da
Neurofibromatosi tipo 1 (O’Donovaset al.,1998).

Si basa sul principio della cromatografia liquidacambio ionico in fase
inversa. La fase stazionaria della struttura crografia € costituita da una
matrice non porosa di polimeri ;£ alchilati di polistirene-divinilbenzene,
idrofobica ed elettricamente neutra. | gruppi fosfacidi delle molecole di DNA
non sono in grado, quindi, di legarsi direttameadta colonna. Linterazione con
la matrice e resa possibile dal trietilammonio ame{TEAA), un reagente carico
positivamente. Un gradiente lineare crescente elioadrile permette I'eluizione
dei frammenti di DNA, riducendo progressivamentéegame idrofobico tra le
catene alchiliche del TEAA e la matrice di polistie. La rivelazione dei
frammenti eluiti avviene infine tramite un rilevatoa raggi UV che effettua

lettura a 260 nm.

La ricerca di mutazione viene eseguita ad un teatpex critica, sequenza
dipendente, che favorisce la parziale denaturazi@ndilamenti in molecole che
contengonanismatchtra le basi non complementagii¢roduplex

Gli eteroduplexsono frammenti di DNA a doppio filamento formafosr
'appaiamento tra un filamentwild type ed uno recante la mutazione. Gli
omoduplex sono il risultato dellunione tra due filamenti rfetamente
complementari. Queste due diverse molecole di DNAo#dengono per
denaturazione termica e seguente rinaturazioneugl@adli una miscela di DNA

wild typee DNA mutato.

40



OMODUPLEX

l I! CALORE " “
T +

ruffFE:ddmzntn

lento

wesh wss MY

ETERDDUPLEX

—'l‘_

Figura 10. Molecoleomoduplexe molecolesteroduplex

La risoluzione tra il picco di eluizione degdteroduplexe quello degli
omoduplexe resa possibile dalle condizioni parzialmente atlanti a cui
avviene la cromatografia. Alla temperatura di ugobne, glieteroduplexsono
leggermente piu destabilizzati rispetto agiioduplexa causa dehismatchtra i
filamenti in corrispondenza della mutazione; vermgopertanto eluiti piu
velocemente. | picchi nel cromatogramma corrispatidall’eluizione degli

eteroduplexsono, quindi, anticipati, o visibilmente modificat

La DHPLC e una tecnica veloce per il rilevamentpidcole mutazioni in
amplificati di dimensioni comprese tra le 100 e/@0 paia di basi; 'analisi di
ogni campione, infatti, richiede circa 8 minuti,clumse la rigenerazione e
'equilibrazione della colonna. Lanalisi basata II'glentificazione degli
eteroduplexé un rapido mezzo dicreeningquando si devono valutare grandi

numeri di pazienti; si presta, dunque, ad un atiligistematico in diagnostica.

La sensibilita della tecnica e stata valutata con studio retrospettivo
(Hanet al., 2001) di una coorte di 111 pazienti NF1, non datrdra loro, con
una mutazione germinale nota. Gli esoni contedendpecifiche mutazioni sono
stati analizzati mediante DHPLC e 108 lesioni sostate correttamente
confermate, dimostrando che la metodica ha unabskgasdel 97%. Tuttavia,

nell'analisi prospettica la DHPLC riconosce fino7@% delle mutazioni presenti
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(De Lucaet al., 2003). Questa discrepanza nel tasso di identiboaz delle
lesioni si spiega con la considerazione che al¢ymidi alterazioni sfuggono
all'analisi con DHPLC, tra cui ampie delezioni, chenuovono l'intero gene,
delezioni multiesoniche (15% degli affetti) (De luet al.,, 2003), estese
duplicazioni o inversioni ed alcuni errori nei sitisplicing, perché troppo interni

negli introni o troppo vicini alle estremita delglificato.

3.3.1.1 Amplificazione e analisi di mutazione medide DHPLC

Gli esoni del gendNF1 e le rispettive regioni fiancheggianti sono state
amplificate utilizzando coppie girimer specifiche per ogni amplificatoprimer
sono stati reperiti per lo piu dalla letteraturae (Ducaet al., 2003; Hanet al.,
2001), oppure sono stati disegnati utilizzandasaftware disponibile onling
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 ww.cgi). In tabella 2
sono riportate le sequenze delle coppiepdmer (forward e reversg, con le

relative temperature dinnealinge dimensioni degli amplificati.

Esone Primer Forward (5'-3") Primer Reverse (5'-3") bp T.(°C)
1 cag acc ctc tcc ttg cct ctt gga tgg agg gtc ggatggc | 439 62
2 aag ctg tta acg tgt ttt ttt ttt c aag aaa aga aaqt ccc ¢ 228 54
3 ttt cac ttt tca gat gtg tgt tg tgg tcc aca tctgtag 245 55
4a tta aat cta ggt ggt gtg t aaa ctc att tct ctg gag 175 57
4b tca agt ggt cct cct gcc tt cat tca tga tac tamgthc 283 56
4c ttt cct agc aga caa cta tcg a agg atg cta acacacaag 306 58
5 gaa gga agt tag aag ttt gtg acp caa tcg tat ccatpcca t 308 57
6 cat gtt tat ctt tta aaa atg ttg cg ata atg gaatatsg ccc tcc 301 56
7 gct aca tct gga ata gaa gaa act|tca cca ttt agg ctg atg aac aca 399 58
8 gga ttt tac tgc cat ttg tgt g taa cag cat cagtasag tta gat a 275 60
9 tagagattaataggttcactttta tccettcggtcaagacttaa 460 8 5
9a ctg tgg ctc aga aca cta aaa cac atg cagtgctgatta | 308 54
10a acg taa ttt tgt act ttt tct tcc caa tag aaa ggaaggtatt c 222 55
10b gcaaaaacgattttcattg taaacccaattaacttagtgtgal 393 58
10c att gaa gtt tcc ttt ttt tcc ttg € catggaattcattiatta 164 56
11 cca aaa atg ttt gag tga gtc t acc ata aaa ccaa@iy 256 54
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Esone Primer Forward (5'-3") Primer Reverse (5'-3") bp T.(°C)
12a aaaccttacaagaaaaactaagct attaccattccaaatattcttcdga 03 | 3 53
12b ctc ttg gtt gtc agt gct tc cag aaa aca aac agaaca | 260 58
13 cacagt tta ttg cat tgt tag gccatgtgc tttgaggcag| 753 55
14 gct ctt cct act cct ttt gg ttt ctg ttg cta agg ¢ra 191 58
15 act tgg ctg tag ctg att ga act tta ctg agc gatgéch 247 57
16 tgg ata aag cat aat ttg tca ag tag aga aag gt@shaag ag 549 53
17 tct cta ggg ggt ctg tct tc cac cct agt ttg tgt gta 326 60
18 aga agt tgt gta cgt tct ttt ct ctc ctt tct accamat cgc 367 58
19a tcatgtcacttaggttatctgg taaaacccactaatacttgaagg 24255

19bext tagaactcactgatacagagggc tatcctagtcctgtcatgggtatt 9 |50 58

19bint agagatttggaccaggcaag tatcctagtcctgtcatgggtatt 218 8 5
20 cca ccc tgg ctg att atc g taa ttt ttg ctt ctc #hge 402 52
21 tgg cat gta aga gaa gca aaa a tct tcc ccg cttanatca 312 56
22 tgc tac tct tta gct tcc tac cct taa aag aag acagaic 331 58
23-1 ttt gta tca ttc att ttg tgt gta aaa aac agc ggitigtga aaa g 282 55
23-2 ctt aat gtc tgt ata aga gtc tc act tta gat tadg@gdaa tct c 268 54
23a | agc cag aaa tag tag aca tga ttg|ggtcta ttt tgt gcc aga att agt aga 446 58
24 tgc aaa gtt tga cct ttg aac t aaa gca cat aa@wac tagg 369 61
25 cct gtt tta ttg tgt aga tac ttc a taa gtg gca agatk cct 134 55
26 aat tct aat gac ttt gca ttt ttg atc taa att taagacgagt g 226 56
27a gtt aca agt taa aga aat gtg tag cta aca agt ggtgtgra aac 298 59
27b ttt att gtt tat cca att ata gac tt tcc tgt taaggic tgg gaa aaa 296 55
28 aaa ata aaa ttg att agt ggc atc|tg caa aac adggpaac tta ctt t 536 56
29 tct gga gcc ttt tag aat ttt atg gca aca aac cctcasaac tga 460 57
30 caa ctt cat ttg tgt ttt ctc cta g ctt tga att ¢icgaa taa ttg tta 282 56
31 ttttcattgaccatcacatgc ccaatgtggcaccagataaa 304 b6
32 atc tag tat ttt tga ggc ctc ag gggactcaaagttttagcac 391 60
33 tcctgcttctitacaggttattg gca act tgg tgt tag agc ac| 403 59
34 ttt tct gtc ttt act tgt tcc ttt a cag tcc atg caatif tt 384 58
35 gca tgg act gtg tta ttg gta tgc aat taa aag ategac 319 53
36 gtt ctg tgg atc ttt taa ttg ¢ cat tga cct caaastacyg 238 53
37 cat tcc gag att cag ttt agg ag aag taa cat tcatgada ccc 236 58
38 cta tgt cat gat tca tct tac tag g cta aat ttg apte gga acc tc 233 60
39 cta ctg tgt gaa cct cat caa cc gta aga cat aatpggett acttc| 284 62
40 |tca ggg aag aag acc tca gca gat dga act ttc tgc tct gcc acg caa ¢c 328 59
41 gtg cac att taa cag gta cta t ctt cct agg ccadagat 373 65
42 ctt gga agg agc aaa cga tgg ttg caa aaa ctt tgctagac atg g 356 60
43 ttt tct ttt tag tgt att ccc att gat tct aag aaadtgpgaa 287 53
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Esone Primer Forward (5'-3") Primer Reverse (5'-3") bp T.(°C)
44 cac gtt aat tcc cta tct tgc tga gaa gta gaa gatdgt 268 56
45 cat gaa tag gat aca gtc ttc tag cac att act gggctadt aac 269 61
46 aaa tgt tcc tct gtt gac tt cat caa cca tcc ttage 211 53
47 ctg tta caa tta aaa gat acc ttg|c tgt gtg ttcatpcag gca tac 18% 62
48 ttt tgg ctt cag atg ggg att tac aag gga att ccyrajgt gtc 351 66
48a att cct tct gaa aac caa gg aag gca gac tga gagtac | 280 57
49 aga atg tgt ccc cgt tgt taa caa acc ggatgg gtacat | 369 55

Tabella 2. Sequenze dei primers utilizzati per la PCR, luaghedel’amplificato e temperatura di
annealing.

Lamplificazione mediante PCR é stata eseguitayninvolume di 50ul,
secondo il protocollo riportato in tabella 3, wdando I'enzimaTaq Gold
Polimerase(Amplitaq Gold, Applied Biosystem) e sottoponenrdosoluzione di
reazione al ciclo di temperature descritto in tebé!

T (°C) | Tempo | N°cicli
95 10' 1
95 10"

Ta 40" 40
72 1

72 30' 1
4 10’ 1

Tabella 3. Profilo termico della reazione.

Mix di reazione [Volume per una reazione gl)
H,O sterile 31,7
Buffer 10X 5
dNTPs (10mM) 1
pForward (1QuM) 2,5
pReverse (1aM) 2,5
Taqg Gold 0,3
Volume finale 46ul mix+ 4 ul DNA

Tabella 4. Mix della reazione di amplificazione.
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La resa della reazione, sia qualitativa che quativét, € stata valutata
sottoponendo Jul di prodotto di amplificazione a corsa elettrofica su gel
d’agarosio all’1,5% colorato con etidio bromuropdaaver sottoposto i campioni
a denaturazione e rinaturazione termica. Linténkitninosa della banda su gel &
stata utilizzata come parametro per valutare lantigaa di amplificato da
sottoporre ad analisi DHPLC (da 8 ajdl% seconda dell'intensita della banda).

Per ogni esone e stato amplificato anche il DNAsaljgetti campione,
presi casualmente nella popolazione e negativi ad diagnosi clinica di
Neurofibromatosi tipo 1, per poter confrontare égueenze dei soggetti in analisi
con quelle di controlli sani.

| campioni ottenuti dall’amplificazione dei singa@soni del gen&lF1 da
DNA genomico dei pazienti in analisi, sono statitgoosti a denaturazione e
rinaturazione termica per consentire la formaziaie eventuali molecole
eteroduplex In tabella 5 & descritto il profilo termico pex tenaturazione la

successiva graduale rinaturazione (uguale pergiugsoni).

T(°C) | Tempo | Nccicli
95 10' 1

T-—1% 75
20 10' 1

Tabella 5. Profilo termico per il ciclo di denaturazioneaturazione.

&) |a temperatura viene abbassata di 1°C ad ogni,del®5°C fino a 20°C.

Lanalisi dei prodotti di PCR e stata eseguita cdiausilio
dell'apparecchiatura per DHPLQ2100 WAVE DNA fragment analysis system
(Transgenomic).

Per il calcolo teorico della temperatura di paeidénaturazione specifica
per ogni amplificato sono stati utilizzati i segtienetodi:

1. con l'ausilio del software disponibile online

http://insertion.stanford.edu/melt.html;
2. utilizzando il software NavigatorTM (Transgenomic) specifico dello
strumento;

3. mediante informazioni riportate in letteratura.
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Sperimentalmente, la messa a punto delle condinttimnali € stata eseguita
valutando i cromatogrammi ottenuti eseguendo lighaill controlli sani.

Per ogni esone sono state utilizzate due temperatuanalisi in modo che
tutta la lunghezza della sequenza in questionesspettrovarsi in condizioni di
parziale denaturazione: domini diversi, all'interthella stessa sequenza, possono
comportarsi in modo differente alla stessa tempesadi parziale denaturazione.
Un parametro testato solo sperimentalmente € dtatdore da assegnare t@ine
shift (tabella 6), valore numerico che induce una vaia nella quantita di
acetonitrile utilizzata per I'eluizione e di consegza una variazione temporale

nel rilevamento dei picchi cromatografici.

Esone | T° dhplc (°C)| Time shift| T° dhplc (°C) | Time shift
1 62,3 -0,5 63,3 0
2 55 -0,5 56 0
3 54,9 -1 55,7 -0,5
4a 53 -1 58 0,5
4b 51 -1 54,6 -1,5
4c 54 -1,5 55 -1,5
5 53,6 -1,5 54,6 -1
6 53 -0,5 56 0,5
7 54,2 -0,5 56,2 0,5
8 55,5 0 57,5 -0,5
9a 53 -1 54,1 -0,5
10a 53 -1 58 0
10b 53,6 0 54,3 -1
10c 57,3 0 59 1
11 52 -1 54 -0,5
12a 52 -2 56,2 -0,5
12b 57,5 0 59 0,5
13 58 -1,5 60 -1
14 60,3 -1 61,7 -0,5
15 56,6 -1,5 57,5 -1
16 55,5 0 58,2 1
17 54,6 -1 55,6 -1,5
18 55,5 1 56,5 15
19b int 54,8 -0,5 56,8 0
19b ext 515 -1 / /
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Esone | T° dhplc (°C)| Time shift| T° dhplc (°C) | Time shift
20 55 -1 57 0
21 55,8 -1,5 56,8 -1
22 56,5 0 58 0,5

23-1 55,6 -0,5 56,6 -0,5
23-2 53 -0,5 58 0,5
23a 53 -1 54,5 -0,5
24 57 0 58 1
25 56 -1 57 -0,5
26 54,8 -0,5 56,8 0
27a 55 0 57 0,5
27b 53,6 -1,5 54,6 -1,5
28 54,3 -1,5 55,3 -1,5
29 57,5 0 60 1
30 54,4 0 56,4 0
31 56,7 -1 57,7 -0,5
32 56 0,5 57 1
33 55,5 0 59 1,5
34 57,5 0 59,5 1
35 50,2 -1,5 51,2 -1,5
36 55 -0,5 59 0,5
37 54,1 -1 56 -0,5
38 57 0 59,5 1
39 55,5 0 56,5 0,5
40 53,9 -2,5 55,9 -2
41 54,7 -2 55,7 -1
42 52 -0,5 55 0,5
43 54,8 0 55,8 0
44 56,1 -1,5 58,1 -0,5
45 56 -0,5 57 -0,5
46 55 -1 56 -1,5
47 55,4 0 56,4 0
48 55,1 -0,5 58,1 0
48a 54,2 -1 58 -0,5
49 58 -1 60 0

Tabella 6. Temperature di parziale denaturazione e rispetiime shiftper I'analisi DHPLC di
ogni esone del gendF1.

Il confronto dei cromatogrammi ottenuti dall’analdegli amplificati dei

pazienti, con quelli dei controlli sani ha messewdenza la presenza di anomalie
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grafiche (numero e/o forma dei picchi) nelle seqeedi alcuni esoni in alcuni
pazienti. Le figure 11-14 mostrano alcuni esempicdimatogrammi anomali

rispetto al corrispondente cromatogramma del catsano:
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Figura 11. cromatogramma dell’esone 14 nel campione 2882.
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Figura 12. cromatogramma dell'esone 14 nel controllo sano.
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Figura 13. cromatogramma dell'esone 31 nel campione 2891.
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Figura 14. cromatogramma dell'esone 31 nel controllo sano.
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| campioni in cui é stata valutata un’anomalia delmatogramma sono
stati sottoposti a sequenziamento diretto dellaoreg genica in questione. I
cromatogramma, infatti non fornisce alcuna inforroae sul tipo di alterazione,
ne indica solo la presenza; di conseguenza e raaesgquenziare il prodotto di
PCR.

3.3.2High-Resolution Melting Analysis (HRMA)

Lanalisi di melt ad alta risoluzioneHigh-Resolution Melting Analygi®
una tecnica, introdotta recentemente tra le teendihbiologia molecolare, che
presenta numerose applicazioni come:

. ricerca di mutazioni;

. genotipizzazione degli SNPSifgle Nucleotide Polymorphigm

. ricerca della perdita di eterozigosita,;
. analisi di metilazione del DNA,;
. caratterizzazione degli aplotipi.

Questa metodica permette di distinguere gli aroplicsfruttando la
diversa temperatura dnelting delle sequenze; questa temperatura € legata alla
lunghezza dell’'amplificato (humero di basi), allanmgposizione in basi e al
contenuto di GC della sequenza stessa. Basandggiigprsu questo aspetto la
tecnica permette di rilevare molteplici tipi di iamioni di sequenza del DNA
come: cambiamenti di singola base, inserzioni,zilete e duplicazioni.

Per eseguire High Resolution Melting Analysig stato utilizzato lo
strumento Rotor-Gene 6000 (Corbett).

La caratteristica principale di questo apparecéhguella di essere dotato
di un sistema rotante dove vengono posizionati mpiani; il dispositivo e
alloggiato all'interno di una camera dove attravers sofisticato sistema di
riscaldamento — raffreddamento & possibile svilop@acurati profili termici per
I'amplificazione e il rilevamento degli ampliconLa peculiarita del sistema
rotante, a differenza delle normali piattaformetiBel € quella di assicurare
I'uniformita della temperatura di lavoro in tuttcampioni contemporaneamente; i

campioni ruotano continuamente durante un espetoradla velocita di 400 gpm
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(giri per minuto).

Lo strumento possiede un sistema di rilevazionefluorescenza per
I'analisi e la quantificazione dei prodotti di anfighzione. | campioni vengono
eccitati dal fondo della camera attraverso un LEQHt Emitting Diodeo diodo
ad emissione lumino¥ae I'energia viene trasmessa attraverso la base dell
provette. La fluorescenza emessa passa attravéitsodi emissione ai lati della
camera e viene catturata da un fotomoltiplicatthneercorso ottico fisso assicura
I'eccitazione uniforme di ogni singolo campione ahte la rotazione nella
camera. Lapparecchio é collegato ad un computer, ¢tamite un apposito
software consente di seguire 'andamento della reazionandplificazione in
tempo reale e successivamente di analizzare |ladimelting

L'amplificazione deve avvenire in presenza di wofbforo che si lega al
DNA a doppia elica ed emette fluorescenza se espasfonte luminosa di
opportuna lunghezza d’onda.

Percio durante la reazione di amplificazione lacemtrazione di DNA e
quindi la fluorescenza aumentano in maniera espaen per poi arrivare
rapidamente glateauintorno al 35°- 40° ciclo.

Dopo [l'amplificazione, i campioni subiscono una aemazione
progressiva da 70° a 90°C e la variazione dell’'siaige di fluorescenza viene
monitorata per generare una curvanaglt (figura 15). Questa diminuira con
'aumentare della temperatura perché il fluoroferene rilasciato dal dsDNA
(double strandDNA) che si dissocia in ssDNAifigle strandDNA).

La temperatura in corrispondenza della quale si uma repentino
decremento della fluorescenza costituisce la teatpexr dimelting alla quale il
50% del DNA si trova in forma denaturata. Ad ogrogotto di PCR corrisponde
una temperatura dnelting caratteristica, percio tramite questo tipo di enad

possibile distinguere i diversi genotipi.
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Figura 15. Curve dimeltdopo analisi HRM. La curva mostra una diminuzide#a fluorescenza
con l'aumentare della temperatura mano a mano Ictgoroforo é rilasciato dal dsDNA che si
dissocia in ssDNA. Si possono distinguere una @gee-melt(in cui la maggior parte del DNA é
ancora a doppio filamento) e una fase di poslt (in cui il DNA & quasi tutto a singolo
filamento). TM indica la temperatura dielting alla quale il 50% del DNA si trova in forma
denaturata (HRM\ssay Design and Analysis CorProto®b6000-1-July06).

Cio che rende questa analisirdelting ad alta risoluzione e I'utilizzo di
fluorofori intercalanti di terza generazione, irttotti sul mercato nel 2003. Questi
possono essere usati ad alte concentrazioni in nuadcsaturare il doppio
filamento di DNA, senza per questo andare a maidicla temperatura di
melting Una piu alta concentrazione di intercalante cotesdi avere una piu alta
fedelta del segnale, perché non c’e una ridistidnez del fluoroforo nelle regioni
non ancora denaturate durante nhelting come avviene con i fluorofori di

seconda generazione (figura 16).

Some dye can relocate
as melting begins

2 Generation dsDNA Intercalating Dye
{e.g. SYBR® Green )

Dye saturation leaves no room for
relocation events during melting

31 Generation dsDNA intercalating Dye
(e.g. SYTO#9, LC Green®, EvaGreen™)

Figura 16. Ridistribuzione del fluoroforo durante la dissaiime del DNA (Whiteet al, 2006).
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Il tempo richiesto, per campione, per I'HRMA con tBeGene 6000 e
variabile poiché dipende dal rotore utilizzato ¢ mlamero di campioni caricati;
I'intera corsa richiede circa due ore, tra ampdifione e dissociazione. Se si
utilizza il rotore da 36 posizioni si puo stimane tempo di analisi per campione
di circa 3 minuti, mentre utilizzando il rotore @2 posizioni questo si riduce fino
a circa 1,5 minuti.

Reed G. e Wittwer C. hanno pubblicato nel 2004 avordo di valutazione
della sensibilita e specificita dafligh Resolution Melting Analysido studio €
stato condotto valutando la capacita della metodicailevare variazioni di
sequenza in funzione della lunghezza del prodotRGR (da 50 a 1000 bp), della
posizione dello SNP all'interno dell'amplificato della percentuale di GC
contenuta (40%, 50% e 60%).

Dall’analisi di 1632 casi viene riportato che ilssa di errore nel rilevare la
variazione dipende principalmente dalla lunghezehplodotto di PCR (figura
17) e dal tipo di cambiamento molecolare: e staeosato che la maggior parte
degli SNPs non rilevati, sono localizzati in seqaeenicche in AT e coinvolgono
un cambiamentor>A o A>T. Al contrario la posizione della variazione non

produce alcun effetto sull'accuratezza del metodo.
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Figura 17. Effetto della lunghezza del prodotto di PCR sa#asibilita e la specificita della
tecnica di identificare SNPs (Reetlal, 2004).

L'analisi di variazione di singolo nucleotide pussere limitata anche dalla
sensibilita e dall’efficienza dello strumento nentrollo della temperatura e
nell'acquisizione dei dati. Dallo studio di Whigs al. del 2006, in cui sono state

testate la sensibilita e la specificita di tre niaice per HRMA Rotor-Gene 6000
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Corbett Life ScienceHR-1, lIdaho TecnologyLightScanner 384 wellldaho
Tecnology) emerge infatti una sensibile differetiza gli strumenti (tabella 7)
(Whiteet al, 2006).

Strumento Sensibilita| Specificita

Rotor-Gene 6000 100% 95%
HR-1 98,4% 95%
LighScanner 384 well  99% 88%

Tabella 7. Confronto della percentuale di sensibilita [vessiivi / (veri positivi + falsi negativi)]
e di specificita [veri negativi / (veri negativi falsi positivi)] tra tre macchine specifiche per
HRMA (White et al, 2006).

Questo dato avvale la scelta di utilizzare il Rgg@ne 6000 come strumento per

effettuare I'analisi di mutazione nel geNE& 1.

3.3.2.1 Amplificazione e analisi di mutazione medrde HRMA

La reazione e stata condotta utilizzando I'enzirakara Ex Tag Polimerase
(Takara) secondo il protocollo riportato in tabeéla con il profilo termico

riportato in tabella 9, in un volume totale di 25 p

Mix di reazione | Volume per 1 reazione (ul)
H,O sterile 12.95
Buffer 5X 5
MgCI2 (50pM) 1.5
dNTPs 10mM 0.5
pForward (10uM) 0.75
pRevers€10uM) 0.75
EvaGreen 20X 1.25
Taq Takara 0.3
Volume finale 23 pl mix + 2 pl DNA

Tabella 8. Mix della reazione di amplificazione.

53



T(°C) | Tempo | N°cicli
95 3' 1
95 30"

Ta 30" 40
72 30"
72 5' 1

Tabella 9. Profilo termico della reazione.

Il protocollo € stato applicato per tutti gli anfiati ad eccezione di quelli
per gli esoni 5, 10a, 10c, 14, 25 e 26, i qualiosstati eseguiti con un profilo di

temperaturshuttle riportato in tabella 10.

T(°C) | Tempo | N°cicli
95 3 1
95 10"

40
Ta 20"
72 5' 1

Tabella 10.Profilo termico della reaziorghuttle

In contemporanea all'analisi dei campioni € stattpldicato in triplice
copia anche il DNA di soggetti sani, presi casualt@enella popolazione e
negativi ad una diagnosi clinica di Neurofioromatols Tipo 1, per poter
confrontare i risultati ottenuti dai soggetti inaéini con quelli dei controlli.

| campioni ottenuti dall'amplificazione dei singasoni del gen&lF1 da
DNA genomico dei pazienti in analisi, sono stati skguito sottoposti a
denaturazione termica progressiva, condegreesdi 0,1°C. Per ogni esone il
range di temperatura applicato per I'analisi della cudiadissociazione e stato
ottimizzato attorno alla temperatura dnelt caratteristica di ogni singolo

amplificato, come riportato in tabella 11.
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Sperimentalmente, la messa a punto delle condizaitimali e stata
eseguita valutando i grafici relativi alla curvandelt ottenuti eseguendo I'analisi

su controlli sani.

Esone| Tm 1 (°C) | Tm 2(°C) | Range HRM (°C)
2 78,2 / 75-83
3 77 / 73-82
4b 77,5 / 73-82
4c 77,6 / 74-82
5 76,8 / 72-81
6 79,3 / 73-83
7 77,8 81,1 74-86
9 76,8 / 72-83
9a 76,8 83,2 73-88

10a 81,2 / 77-86
10b 76,4 77,5 72-82
10c 82,3 / 78-87
11 75,2 77,8 70-83
12b 80,1 / 75-85
13 85 / 80-89
14 82,8 / 79-87
15 79,4 / 76-84
17 78,8 / 75-84
18 75,5 78,7 71-84
19a 79,1 / 74-84
21 82,3 / 78-86
22 81 / 76-86
23-1 79,5 / 75-84
23-2 75,6 81,4 71-87
23a 78 80 74-85
24 77,7 81,7 72-86
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Esone| Tm 1 (°C) | Tm 2(°C) | Range HRM (°C)
25 78,5 / 74-84
26 80,4 / 76-85
27a 81,5 / 77-86
27b 78,2 / 73-83
29 82,6 84,7 79-89
30 80,4 / 76-85
31 79,8 / 75-84
32 76,4 80,5 72-85
33 79,6 81,9 76-87
34 74,6 81,6 71-87
36 80,4 / 77-85
37 77,8 / 73-83
38 80,2 82,8 78-88
39 75,7 79,4 72-85
40 79,7 / 76-85
41 79,1 / 75-84
42 74,8 84,7 72-87
43 79,1 / 73-84
44 80,3 / 77-84
45 79,4 / 75-84
46 79,6 / 76-84
47 78,2 / 74-83
48 82,4 / 78-87
48a 81,4 / 77-84
49 82,3 83,6 79-90

Tabella 11.Temperatura dineltcaratteristica di ogni esone del géMigl e rangedi temperatura

applicato per I'analisi della curva di dissociazon

Il softwaredi analisi delle curve di dissociazione estrapoéagrafici per

I'analisi dei risultati: un grafico delle temperegudi melt e due grafici specifici

del’lHRM (Normalized Grapte Difference Graph

Il confronto dell’andamento di tutte e tre le cudes campioni rispetto a quello

56




dei controlli sani di riferimento ha evidenziatdldenomalie nella curva di
dissociazione di alcuni pazienti. Nelle figure 1Bsbno riportati alcuni

esempi:

Figura 18. Grafico della Tm dell’esone 3 8iF1. In rosso & evidenziato il controllo sano in
triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3569.

Normalised Fluarescence

Figura 19. Normalized graphlell’esone 3 dNF1. In rosso € evidenziato il controkano
in triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3569.
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Mormalised minus wt

755 758 760 762 764 76,8 765 77,0 7732 7Ta e TE 780 78,2 78,4
deg.

Figura 20. Difference graphdell’esone 3 dNF1. In rosso € evidenziato il controlanoin
triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3569.

Figura 21. Grafico della due Tm dell’esone 29MF1. In rosso € evidenziato il controléanoin
triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3024.

Mormalized Fluorescence

61,25 81,50 81,75 8200 8225 8250 8275 8300 63,25 93,50 B6375 8400 8425 8450 B475 8500 6525 8550 8575 66,0

Figura 22. Normalized grapldell’esone 29 dNF1. In rosso € evidenziato il controlsanoin
triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3024.

58



Mormalized minus wt

-10 - - - - - T T T T T T
a5 a1, 81,5 62,0 82,5 63,0 83,5 84,0 84,5 850 855 26,0
deg

Figura 23. Difference graptdell’esone 29 dNF1. In rosso € evidenziato il control@noin
triplice copia; in verde campioni risultatild typee in blu il campione 3024.

| campioni in cui e stata osservata una variazieikandamento delle curve
sono stati sottoposti a sequenziamento dirett@ detiione genica in questione: i
grafici rivelano la presenza di un’alterazione aedequenza dell'amplificato, ma
non forniscono alcuna informazione sulla naturaqdesta; si rende quindi

necessario sequenziare il prodotto di amplificagion

3.3.3 Sequenziamento

Lanalisi del campione e stata eseguita utilizzando sequenziatore
automaticABI-PRISM 3100 Genetic Analyzgpplie Biosystem).

| prodotti di PCR sono stati sottoposti a purificeze mediante 'uso di
Microcon Centifugal Filter DevicegMillipore). La concentrazione di acido
nucleico nel prodotto di purificazione e stata tala mediante lettura
spettrofotometrica a 260 nm.

La reazione di sequenza € stata eseguita a pakir€0 ng di acido
nucleico secondo il protocollo riportato nel Big Dye 3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystem);
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Mix di reazione Volume per 1 reazionel)
PCR purificata (10 ngl) 8
H.O sterile 5,4
buffer 5X 3
primer Forward/Reversg10 uM) 0,6
BigDye 3.1 3
Volume finale 20

Tabella 12.Mix di reazione di amplificazione per il sequenzénto.

T (°C) | Tempo| N° cicli
95 10"
50 5" 25
60 2'

Tabella 13.Ciclo della reazione di sequenza.

Gli amplificati ottenuti sono stati sottoposti alieaore purificazione con
colonnineCentrisept Spin Column#&pplied Biosystem); 1@l di purificato sono
stati mescolati a 10l di formammide e, dopo rapida denaturazione (1Outnia
95° C), caricati nel sequenziatore automatico.

Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati analizzabn il software
Chromas (Winlmp self-Extractor Copyright 2000 Technelysiupty Ltd) e le
sequenze dei campioni allineate alla sequemit type del gene utilizzando il
softwareBLAST(htp://www.ncbi.nih.gov/BLAST).

Gli amplificati degli esoni che presentavano anemsbno stati sequenziati
in entrambi i sensi di lettura, copiiimer forward e reverse

Dall’analisi delle sequenze e il loro allineamemdLASTSsi sono rilevate
196 alterazioni di sequenza (patogenetiche o sesfadi) e diversi polimorfismi.
Nelle figure 24-27 sono riportati alcuni esempietettroferogrammi in cui sono

evidenziate le alterazioni di sequenza.
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Figura 24. Parte dell’elettroferogramma della sequefuravard dell'introne 13/esone 14 dlF1
nel campione 2882. La mutazione osservata®tesizione G>A.

Figura 25. Parte dell’elettroferogramma della sequefravard dell’esone 31 dNF1 nel
campione 2891. La mutazione osservatadelazione di una A

120 130 140
A R B E AT GF € T 6B & IT 6 G 6 & & AW F R EAEE E G KW OE N TN &N

Figura 26. Parte dell’elettroferogramma della sequefravard dell’'esone 3/introne 3 diF1 nel
campione 3569. La mutazione osservatadelazione di una G

F.9 Fat
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Figura 27 Parte dell’elettroferogramma della sequefuravard dell’esone 29 dNF1 nel
campione 3024. La mutazione osservatateaiasizione C>T.

3.3.4 Risultati delloscreening di mutazione

Dalle analisi delle sequenze sono emerse 196 noutiagu 310 pazienti
analizzati; l'elenco delle mutazioni osservate portato in tabella 14 (in
appendice). A livello nucleotidico le mutazioni esgate sono state: 21 inserzioni,

58 delezioni, 75 transizioni, 39 trasversioni e B8itamioni che derivano da

61



un'inserzione combinata con una delezione (ins/del)

20%

11%

30%

Oinserzioni
Hins/Del
ODelezioni

E Transizioni
OTrasversioni

Figura 28. Percentuale delle diverse alterazioni nucleotiglishl totale delle mutazioni osservate.

Considerando le alterazioni a livello proteico,nheitazioni osservate si
traducono in: 116 mutazioni troncanti, 24 mutazimmssenso, 2 variazioni silenti,

7 delezioniin frame 1 inserzionen frame 41 mutazioni che coinvolgono i siti di

splicinge 5 di cui non € noto l'effetto a livello aminadico.

numero di mutazioni

Troncanti

Splicing

Missenso  Del-Ins in
frame

alterazione aminoacidica

Non note

Silenti

Figura 29. Mutazioni classificate sulla base dell’alterziomeigoacidica che ne deriva.

A conferma dell'alto tasso mutazionale del gene,pé&centuale di

mutazionide novoosservate nella casistica esaminata € stata éel 48
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In accordo con i dati riportati in letteratura (Rakl et al, 2000), la porzione

maggiore di mutazioni (59,18%) sono alterazioni phevocano la formazione di

una proteina tronca: sia in seguito a cambio antida@ (mutazioni nonsenso),

sia per inserzione e/o delezione di una o piu blasj generando una variazione

nel modulo di lettura, causano la formazione dcaodone di stop prematuro.

3.3.4.1 Mutazioni displicing

Le mutazioni osservate che inducono un'alteraz@&lemeccanismo di

splicing del’lRNA costituiscono il 20,92% delle mutaziorsservate e risultano

essere le piu frequenti dopo quelle troncanti. dbetla 15 sono riportate le

variazioni che alterano, o potrebbero alterare,miéccanismo displicing

t

=

del'mRNA.
Esone Nunero Alterazione | Alterazione Previsione Tipo di Ricorrenza di
e S : g . . F/S | Referenze
Introne | Identificativo | nucleotidica | aminoacidica| prodotto genico | mutazione
IVS2 3112 204+1 G>T| / sphce site trasversiong S Fasholdet
skip exon 2 al, 2000
IVS 2 3446 205-23 G>A / splice site transiziope Uhis report
IVS 3 3366 288+1 G>A| / splice site transiziope Uhis report
587-134 G>A . . N .
IVS 4b 3718 (in omozigosi) / splice site transiziong U this repg
655-8 . . . Serraet al,
IVS 4c 3715 del ATTTAT / splice site deleziong U 2001
IVS 5 3236 730-5 T>G / splice site trasversipne this report
IVS 6 3608 888+2 T>A / splice site trasversigne this report|
IVS 7 3165 1062+3 A>Q / splice site transiziong U this repg
splice site skip . Hoffmeyer
IVS 8 2620 1185+1 G>A / exon 8 (IF-41aa transizione F et al 1995
IVS 8 3548 1185+2 T>Q / splice site trasversiorje U | this report|
IVS 9 3418 1261-13 A>G / splice site transiziong $  thisrep
IVS 9a 3158 1261-19 G>A / splice site transiziong U this repd
. . . De Lucaet
b q
IVS 10a 4821 1392+1 G>A / splice site transiziong 3 al. 2004
IVS 10b 3458 dle?g:\i / splice site deleziong R thisrep
skip of
exonll(?)out of
11 3195 1721 G>A S547N | frame;PTC | transizione u| Fasholcet
- al., 2000
560(missense)
splice site
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Esone Nunero Alterazione | Alterazione Previsione Tipo di Ricorrenza di
e S : S . : . F/S | Referenze
Introne | Identificativo | nucleotidica | aminoacidica| prodotto genico | mutazione | mutazione
IVS 11 2991 1722-3 C>T / splice site transizione 1 this report
IVS 12b 3335 2002-14 C>r / splice site transiziong 1 R thisrep
IVS 13 2882 2252-1 G>A / splice site transiziope 1 S Rugglerl,
in press
IVS 13 3296 2252-2 A>G / splice site transiziope 1 U | this report
IVS 14 3506 2325+2insT / splice site inserziope 1 tthis report
Cryptic 5¢
16 2235 2764 G>A|  Gozas | SS/27610€190 g ersiond 1 F | Arsetal,
missense/splice 2003
2788/(IF -30aa)
) splice site skip . Fasholdet
IVS 17 3028 2991-1 G>A / exon18 (IF-41aa] transizione 2 S al, 2000
) splice site skip . Fasholdet
IVS 17 4040 2991-1 G>A / exon18 (IF-41aa transizione 2 S al., 2000
IVS 18 2844 3113+1 G>T / splice site skip trasversiong 2 S Ars et al,
exonl8 (IF-41laa] 2003
IVS 18 3204 3113+1 G>T splice site skip | -\ ersiong 2 u | Arsetal,
exonl8 (IF-41laa 2003
IVS 18 3260 3114-27 G>C / splice site trasversiorje 1 U | this report]
IVS 20 3089 3496+1 G>A / splice site transiziong 1 $  thisrep
IVS 20 3580 3496+3 G>T / splice site trasversiore 1 this report
IVS 21 2572 3709-1 G>A / splice site transiziope 1 S | this report
IVS 24 3192 4269+1 G>A / splice site transiziong 1 U this repg
IVS 27b 2939 4772+2 T>G / splice site trasversior|e 1 U | this report
IVS 31 3049 5943+1 G>C / splice site trasversiorle 1 this report
) ] splice site skip . Fasholdet
IVS 31 3055 5944-5 A>Q / exon 32 (IF-47ad) transizione 2 S al, 2000
) ] splice site skip . Fasholdet
IVS 31 2900 5944-5 A>Q / exon 32 (IF-47ad) transizione 2 S al., 2000
IVS 34 2893 6579+1 G>C / splice site trasversiorle 1 S | this report
IVS 35 3437 6641+1 G>A / splice site transizione 1 4 De Lucaet
al., 2004
IVS 35 3625 6641+1 G>C / splice site trasversiore 1 F | this report
Skip of exon 36;
IVS 36 2616 6756+1 G>A / out of frame; | transizione 1 U Faellsg%li)t
PTC 2220 v
IVS 41 3719 7394+1 G>C / splice site trasversiorle 1 U | this report
IVS 43 3637 7676-2 A>T / splice site trasversipne 1 U Osbornet
al., 1999
IVS 47 3234 80.?:555 / splice site transiziong 1 U this repg

=
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Tabella 15.Mutazioni a carico dei siti regolatori debplicing
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Nel caso delle mutazioni osservaie nove per verificare che siano
effettivamente variazioni che inducono modificaziahmeccanismo dsplicing,
sono stati eseguiti dei test silico mediante I'utilizzo dsoftwaredisponibili in
rete  come: BDGP: Splice Site Prediction by Neural Network
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) e NetGene 2 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) che awmalo variazioni a carico
delle sequenze consensus GT-AG dsfiticing Human Splicing Finder Version
2.4 (http://Iwww.umd.be/HSF/) &SEfinder Release 3(Bttp://rulai.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home) chanomsi su modelli di calcolo
predittivi, prendono in considerazione anche leraltioni delle sequenze ESE
(Exonic Splicing Enhancir ESS Exonic Splicing Silencgr ISE (ntronic
Splicing Enhancgre ISS [ntronic Splicing Silencer

In particolare quest'ultimsoftware sulla base di algoritmi matematici,
esegue un'analisi in grado di riconoscere le sespenancher(elementi incis
presenti nel genoma) che sono riconosciute in msplecifico da proteine
coinvolte nella costruzione del complesso proteielio splicing Nello specifico
del software vengono valutate sequenze ESE per le proteine/ASIF2 SC35,
SRp40 e SRp55.

In figura 30 sono riportati come esempio i risultdell'analisi con
ESEfinderottenuti confrontando la sequenzéd type con quella contenente la

mutazione 1261-19 G>A nell'introne 9a.
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SC35 SRp40 SC35 SRp40
Thr=2 383 Thr=2 67 Thr=2 383 Thr=2 .67

Posiion  DMMotif  Score Posiion. Notf Score Posiion  DMMotif  Score Position Motf Score

4624 GTTTTATA 2 518274 4741 TTAAAAC 3 .032857 4612 GCTCACTA 2 924335 4726 ACARAAG 3.137931
4646 AGTTAGTG 2 512083 4747 CTACAGT 3.273917 4624 GTTTTATA 2.518274 4741 TTAAAKC 3,032857
4718 AGTTCCCGE 3255373 4759 ACAGAGC 2 707824 4646 AGTTAGTG 2.512089 4747 CTACAGT 3 273917
4719 GTTCCCGA 2,465149 4766 ATACAAC 3 GE2783 4718 AGTTCCCG 3.255373 4759 ACAGAGC 2 707B24
4745 AACTACAG 2 B12367 4771 ACTCACG 2.921389 4719 GTTCCCGA 2 465149 4766 ATACAAC 3 552263
[4802 GGTCTTIG 3.394470| |4?93 CTATTGE 3_025295! 4745 AACTACAG 2 612367 4771 ACTCACG 3. 921889
4831 GATTGGTE 3.478045 4815 TCTCTAG 4 463574 4831 GATTGGTG 3.478045 4815 TCTCTAG 4463574
4838 GGCCTAAG 3392510 4863 TOACTCG 5 773057 4838 GGCCTAAG 3392510 4863 TCACTCG: 5. 773057
4845 GATTGATE 3:116558 4927 GCACACC 2 671808 4845 GATTGATG 3.116558 4927 GCACACC 2. 671808
4887 GTITTGGTGE 3:191219 4942 CERATEG 3. 3321411 4887 GTTTGGTG 3.191219 4947 CGARATGE 3 3231411

A) B)

Figura 30. A) Sequenzawild type sono evidenziate in rosa le potenziali sequen3&
riferimento al punto di mutazion®) Sequenza mutata: le sequenze ESE presenti sgliersea
wild typesono scomparse in seguito alla variazione 126G3A

Le mutazionide novoriportate in tabella 15 hanno evidenziato tutte,
un‘alterazione delle regioni coinvolte nel meccaraisdi splicing quando sono
state sottoposte ad analisi silico con i software citati, ma & fondamentale
ricordare che questi risultati sono frutto di asialpredittive che si basano
totalmente su calcoli statistici.

L'unico modo possibile per poter valutare l'effetteale di queste
variazioni nucleotidiche, a livello del DNA genomjce quello di eseguire

un‘analisi di espressione dei trascritti.

3.4 Costruzione debeta-globin minigene

3.4.1 Amplificazione del gene dell§i-globina

L'amplicato é stato ottenuto a partire dal DNA geiom di un soggetto
sano. | primer utilizzati sono stati disegnati con ioftware Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3).
primer Forward: cttctGCTAGCagtcagggcagagccatcta
primer Reverse: cttctGGGCCCtttgcagcctcaccttcttt
L'amplificato che ne deriva € di 1782 bp
| primer sono stati disegnati a monte e a valle del getla flgglobina, in modo
da amplificare tutta la regione codificante e atei introni (figura 31).
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Homo sapiengi-globin Genomic Location: 11p15.5

ATATATCTTAGAGCGAGGCECTGAGGGT TTGAAGT CCAACT CCTAAGCCAGT GCCAGAAGAGCCAAG
GACAGGTACGCCTGT CATCACT TAGACCT CACCCT GT GGAGCCACACCCTAGGGT TGGCCAATCTA
CTCCCAGGAGCAGGGAGEECAGGAGCCAGEECT GCGCATAAAAGT CAGGECAGACCCATCTATTGC
TTACATTTCCTTCTGACACAACT GT GT TCACTAGCAACCT CAAACAGACACCATGGTGCATCTGAC
TCCTGAGGAGAAGT CTGCCGT TACT GCCCT GT GGGGECAAGGT GAACGT GGATGAAGT TGGTGGTGA
GGCCCT GGGCAGGT TGGTATCAAGGT TACAAGACAGGT TTAAGGAGACCAATAGAAACT GGGCATG
TGGAGACAGAGAAGACTCTTCGGT TTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTC
CCACCCTTAGCCTGCTGGT GGTCTACCCT TGGACCCAGAGGT TCTTTGAGI CCTTTGGGGATCTGT
CCACTCCTGATGCTGI TAT GGGCAACCCTAAGGT GAAGGCT CATGECAAGAAAGT GCTCGGT GCCT
TTAGTGATGGCCTGGECTCACCT GGACAACCT CAAGGEGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCTGCACT
GI'GACAAGCTGCACGT GGATCCTGAGAACT TCAGGGT GAGT CTATGGGACGCTTGATGITTTCTTT
CCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGT TCATGT CATAGGAAGGGGATAAGT AACAGGGTACAGT TTAGAA
TGGGAAACAGACGAATGAT TCCATCAGT GTGGAAGTCTCAGGATCGT TTTAGI TTCTTTTATTTGC
TGTTCATAACAATTGITTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTT
ACTATTATACTTAATGCCTTAACATTGT GTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTA
ACTTAAAAAAAAACT TTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTT
GCATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATAT
TTATGGGTTAAAGTGTAATGT TTTAATATGIGIABACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCAT
TTGTAATTTTAAAAAATCCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGITTATCTTATTTCTAATACTTT
CCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAG
AATAACAGT GATAATTTCTGGGT TAAGGCAATAGCAATATCTCTGCATATAAATATTTCTGCATAT
AAATTGTAACTGATGTAAGAGGT TTCATATTGCTAATAGCAGCTACAAT CCAGCTACCATTCTGCT
TTTATTTTATGGT TGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGT CCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATG
TTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCT CCTGGGCAACGT GCTGGT CTGT GT GCTGGCCCATCAC
TTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGT GCAGGCTGCCTATCAGAAAGT GGTGGECTGGT GTGGCTAAT
GCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCTCCCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTG
TTCCCTAAGT CCAACTACTAAACT GCCGGGATAT TATGAAGCGCCT TGAGCATCTGGATTCTGCCTA
ATAAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGG
GAATGT GGGAGGT CAGT GCAT TTAAAACATAAAGAAAT GAAGAGCTAGT TCAAACCT TGGGAAAAT
ACACTATATCTTAAACT CCAT GAAAGAAGGT GAGGCT GCAAACAGCTAATGCACATTGGCAACAGC
CCCTGATGCATATGCCTTATTCATCCC

Figura 31. Sequenza dell'amplificato: Bezuro sono evidenziati gli esoni, imero le regioni non
codificanti, in i primer utilizzati per amplificare il gene delfiglobina, inrosa la sequenza
del sito di taglio dell'enzima di restrizione BsrGl

| primer presentano alle loro estremita 5' la regione dlidaper due
specifici enzimi di restrizioneptimer forward Nhel, primer reverse Apal)

necessarie per clonare il gene d@Hglobina nel vettore plasmidico.
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La scelta del gene delfaglobina é stata motivata dal fatto che essendo un
gene relativamente piccolo, con pochi esoni (3 iesodificanti), e stato possibile
amplificare, in un'unica reazione, tutto il gene.

L'amplificazione mediante PCRPg@lymerase Chain Reactipre stata
eseguita, in un volume di 50, secondo il protocollo riportato in tabella 16,
utilizzando Expand Long Template PCR Syst€Roche) e sottoponendo la

soluzione di reazione al ciclo di temperature déean tabella 17.

Mix di reazione Volume per 1 reazionel)
H,0 sterile MilliQ 31,25
Buffer 1 10X 5
dNTP (10 mM) 1,75
pForward (1QuM) 2,5
pReverse (1aM) 2,5
BSA 10X 2
Taqg Polimerase 1
Volume finale 46ul mix + 4 ul DNA

Tabella 16.Mix della reazione di amplificazione.

T (°C) Tempo N° cicli
94 2' 1
94 10"

65 30" 15
68 3

94 15"

65 30" 20
68 | 3'(+20"/ciclo

68 7 1
4 10 1

Tabella 17.Profilo termico della reazione.
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La resa della reazione e stata valutata sottop@nénd di prodotto di
amplificazione a corsa elettroforetica su gel dagia all'1% colorato con etidio

bromuro (figura 32).

Marker  DNAbstagiobina DNA belgiobina  cirl-

Figura 32. Amplificazione del gene dell-globina.

Per escludere la presenza di eventuali mutaziodgtie dalla reazione di

PCR, I'amplificato e stato sequenziato (vedi pafag8.3.3).

3.4.2 Clonaggio del gene dellp-globina in un vettore plasmidico

3.4.3.1 Digestione enzimaticalamplificato del gene dellg-globina
purificato e quantificato e il vettore plasmidiconemercialgpcDNA3.1/Hygro(+)
(Invitrogen) sono stati sottoposti a digestioneimatica con gli enzimi Nhel e

Apal (New England BioLabs) secondo protocollo:

Mix di reazione Volume per singola reazione
DNA B-globindpcDNA3.1 Hygro(+) dug
Nebuffer 4 10X 1X
BSA 100X 1X
Nhel (10ULl) 10U x 1pg
Incubare a 37°C per 4 ore
Apal (50U4l) 50U x 1pg
Incubare 25°C over night
Dephosphorylation buffer 10x (Roche) 1X
Alkaline Phosphatase, shrimp 1WU(Roche) 3ul

Incubare a 37°C per 1 ora e 65°C per 15 minuti
Tabella 18.Protocollo digestione e defosforilazione.
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Per verificare I'esito della digestioneubdi prodotto di digestione sono
stati sottoposti ad elettroforesi orizzontale st djagarosio all'l% colorato con
etidio bromuro.

Il vettore pcDNA3.1/Hygro(+) e I'amplificato del gene dell@-globina
digeriti sono stati purificati coMicrocon Centifugal Filter Device@Millipore) e
quantificati mediante lettura spettrofotometricz68 nm.

3.4.2.2 Ligazione:la reazione di ligazione & stata eseguita coresmiter
un rapporto molare 3:1 tra inserto e vettore (pertotale di 300-400 ng),
applicando la formula:

(ng di vettore x kbasi di inserto / kbasi di ve#px (3/1) = ng di inserto

Per la reazione é stato usato l'enzifi¥a DNA Ligase (New England
BioLabs) seguendo il protocollo di reazione fornital produttore nel quale e
indicato di utilizzare 1l di enzima in 2Qul di reazione. La reazione di ligazione é
stata eseguita mescolando il vettore e l'insergerdi, all'enzima e al subuffer

(1X del volume finale di reazione) e sono statcias incubare a 16°@ver night

3.4.3 Trasformazione dei batteri

Con 2yl del prodotto di ligazione sono stati trasfornmf@®ipl di cellule
battericheE. Coli DH% T1R(Invitrogen) secondo il protocolo che prevede:
30 minuti in ghiaccio,

30 secondheat shocla 42° C,

2 minuti in ghiaccio,

aggiunta di 25@l di SOC mediuna temperatura ambiente,
incubazione a 37° C per 1 ora a 300-400 rpm dilegmne.

Al termine dell'incubazione la coltura € stata suidd in due aliquote
corrispondenti al 10% e al 90% del volume finalecditura, distribuita su due
piastre di LB agar contenenti 50-1A@/ml di ampicillina e incubata a 37°@ver
night
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Avvenuta la crescita delle colonie, queste sonte 3tolate e lasciate in
coltura per una notte in 5 ml di LB liquido +bdi Ampicillina 2000X a 300-400
rpm.

| plasmidi sono stati estratti dalle colture ligeidli cellule batteriche
seguendo il protocollo fornito cofllustra plasmidPrep Mini Spin Kit(GE
Healthcare) e sono stati risospesi in 10di H,O MilliQ.

Per verificare la presenza dell'inserto nei plasnestratti da diverse
colonie, é stata eseguita una PCR di controllizaihdo, per I'amplificazione, dei
primer complementari a dei siti specifici del plasmidemooerciale: T7
promoter/primer binding site BGHreverse priming site
T7 promoter primer TAATACGACTCACTATAGGG
BGH reverse primerCCTCGACTGTGCCTTCTA
Il protocollo di amplificazione e stato:

Mix di reazione Volume per 1 reazionel)
Acqua MilliQ sterile 21,5
Buffer 10X 5
dNTP (10mM) 1
pF T7 (1) 10
pR BGH (dul) 10
Taq polimerase (Rochg) 0,5
Volume finale 48l di mix + 2 ul di miniprep

Tabella 19.Mix di ampificazione.

T. (°C) | Tempo| N° di cicli
94 | 12 min 1

94 1 min
55 1min 35
72 2 min

72 10 min 1

4 10 min 1
Tabella 20.Profilo termico della reazione.
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Le dimensioni dell'amplificato, se presente nelkplale il gene dell$-
globina, corrispondono a 1863 bp ed é stato vatiicsu gel d'agarosio all'1%
mediante corsa elettroforetica (figura 33); deiffiaitconferma sulla qualita del
vettore plasmidico creato si & ottenuta mediantqueseziamento diretto

dell'inserto a partire dagli amplificati del plastiai

Figura 33. Lamplicone derivato dai plasmidi con inserit@éne dellg3-globina hanno una
dimensione di 1863 bp.

3.4.4 Trasfezione transiente di cellule eucarioti@h

Selezionato il vettore con inserito il gene ddBaglobina, 400 ng di
plasmide purificato, sono stati utilizzati per featare colture di 2x10cellule
eucariotiche (cellule HelLa) in adesione secondontandicato dal protocollo
Effectene Transfection Reagé@Qiagen).

Figura 34. Cellule HeLa in adesione (ingrandimento 20X).

Dopo aver costituito il complesso DNBHectenee averlo distribuito sulle
cellule Hela le piastre sono state incubate a 3¥1CA48 ore. In coltura sono state
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messe anche cellule non trasfettate con il minigpae verificare che sia

effettivamente avvenuta la formazione del trascdil gene dellg-globina.

3.4.5 Estrazione dell'RNA totale e analisi del tra=itto

3.4.5.1 Estrazione dell’lRNA totale:dalle colture cellulari trasfettate
stato estratto 'RNA totale carRlzol Reagentinvitrogen).

Il TRIzolé una soluzione contenente fenolo in grado dafesse cellule a
temperatura ambiente e che permette l'estraziogk aedi nucleici. Usato in
eccesso iITRIzol minimizza il problema della contaminazione prageimolto
frequente nella procedura di estrazione degli awdieici. Il protocollo consiglia
l'uso di 1,5 ml diTRIzologni 10 milioni di cellule.

Uno dei passaggi chiave della metodica di estraztirRNA conTRIzot
cloroformio € al momento dell'aggiunta del coloraf@ in cui, in seguito a
centrifuga fredda (4°C) per 15 minuti a 12000 rmnha la formazione di un
surnatante limpido in cui & disciolto I'RNA, unasdasottostante opaca in cui é
disciolto il DNA e alla base della provetta i rasidi estrazione.

Isolato, 'RNA € stato precipitato a freddo conpigpanolo e purificato
con etanolo 70% e 100%, infine viene risospesaqua sterile trattata con DEPC
(dietilpirocarbonato) per inibire le RNasi.

3.4.5.2 Sintesi del cDNA mediante retrotrascrizionel ug di RNA
totale & stato retrotrascritto usando I'enzBuogoerScript || Reverse Transcriptase
(Invitrogen) secondo il protocollo fornito con I2ma che prevede in un volume
finale di 20ul:
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Mix di reazione

Volume per 1 reazione

RNA totale 1ug
Oligo (dThz-18 (500ug/ml) o0 50-250 ng 1yl
random primer

dNTP (10 mM) ul

H,O-DEPC sterile a 1gl
incubare a 65°C per 5 minuti
5X First-Strand Buffer 4l
0,1 MDTT 2ul
RnaseOUT" (40 unitsyil) 1

mescolare e incubare a 42°C per 2 minuti

SuperScript” 1| RT

1 ul (200 unita)

incubare a 25°C per 10 min.(solo per random primég°C per 50 min. - 70°C per 1
min.

Tabella 21.Protocollo di retrotrascrizione.

3.4.5.3 Amplificazione del cDNA e sequenziamentdl cDNA,
ottenuto per retrotrascrizione dall'RNA estrattdledzellule trasfettate e dalle
cellule controllo non trasfettate, & stato ampdiftc con primer specifici per

regioni codificanti nel gene dellg-globina, in particolare ilprimer forward

all'interno dell'esone 2 epkrimer reversenell’esone 3 del gene:
Primer ex2B-glob Forward: TCTGTCCACTCCTGATGCTG
Primer ex3p-glob Reverse CACTGGTGGGGTGAATTCTT

Mix di reazione Volume per 1 reazione l)
H,0 sterile 39,5
buffer 10X 5
primer ex2 Forward (10M) 1
primer ex 3 Reverse (1M) 1
dNTP (10 mM) 1
Tag Polimerase (Roche) 0,5
Volume finale 48l di mix + 2l di RT-PCR

Tabella 22.Mix di ampificazione.




T. (°C) | Tempo | N° di cicli
94 3 1
94 1
55 1 35
72 45'
72 7 1
4 10 1

Tabella 23.Profilo termico della reazione.

L'esito della retrotrascrizione é stato controllato gel d'agarosio all'1%

mediante corsa elettroforetica.

Marker

ctri1 ctri2

Figura 35. cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione di RNA préidoda cellule Hela trasfettate con
il 5-globin minigeneestratto da tre differenti colonie batteriche @ptol 3, col 10); ctrl 1 e ctrl 2
sono i controlli per confermare che le cellule noasformate non sono in grado di produrre il

trascritto per Ig3-globina.

La presenza del trascritto, solo nelle cellule fétaate, ha quindi
confermato la funzionalita del minigene plasmidpgar lo studio dei meccanismi

coinvolti nei processi di espressione genica.
3.4.6 Sintesi della regione “adattatore” e inserim&o nel vettore

Il passo successivo € stato sintetizzare e inseelr@lasmide una regione
"adattatore”, generata dalinealingdi due oligonucleotidi di 33 basi nella cui

sequenza sono stati inseriti i siti di taglio paatjro enzimi di restrizione (BsrGl,
Xhol, Notl, Hindlll):
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SITI DI RESTRIZIONE NELLA SEQUENZA ADATTATORE

Bsrd Xhol Not | H ndl I'] Bsrd

Tgt acaCTCGAG t at GCGECCCECt act AAGCTTGTACA

Si € creato in questo modo un sito specifico jresdrimento degli amplificati da
testare.

| due oligonucleotidi:

BsrGl AdaptorForward [PhOSIETACACTCGAGTTATGCGGCCGCTACTAAGCTT
BsrGl AdaptorReverse [PhOSETACAAGCTTAGTAGCGGCCGCATAACTCGAGT

sono stati mescolati tra loro (una concentraziong& @M per entrambi) in una
soluzione tamponelQX Annealing buffePromega) e sottoposti ad un protocollo
di denaturazione - rinaturazione che prevede waldamento iniziale di 5 minuti
a 70°C e poi un graduale rafreddamento fino a 378Bbassando la temperatura
di 1,5°C al minuto.

ADATTATORE :

GTACACTCGAG t at GCEECCAECt act AAGCTT
t gagct caat acgccggcegat gat t cgaacat g

Alle estremita della regione adattatore, cosi firzgata, sono stati generati
i siti di taglio dell'enzima BsrGl (5'.Ygtaca...3) in quanto tale enzima, presenta
un unico sito di restrizione all'interno dgtglobin minigene(figura 31) in
particolare, nel mezzo dell'introne 2 del geneajlyjlobina.

In pratica: 5ug del plasmide-globina-pcDNA 3.1(+) sono stati digeriti
con l'enzima BsrGl (New England BioLabs) e defatdtirsecondo il protocollo:

76



Mix di reazione Volume per singola reazione
plasmideB-globinapcDNA3.1 4ug
Hygro(+)
Nebuffer 2 10X 1X
BSA 100X 1X
BsrGl 10U/l 10U x 1ug
Incubare a 37°C over night
Dephosphorylation buffer 10x 1X
(Roche)
Alkaline Phosphatase, shrimp 3l
1U/ul (Roche)

Incubare a 37°C per 1 ora e 65°C per 15 minuti
Tabella 24.Protocollo digestione e defosforilazione.

In un volume finale di 2Qul, per azione dellar4 DNA Ligase (New
England BioLabs) sono stati ligati tra loro 450 digorodotto di digestione con
diverse quantita di “adattatore” sintetizzato (rhixLO ng; mix 2= 20 ng; mix 3=
40 ng) lasciando avvenire la reazione per 3 oegrgératura ambiente (20-25°C).

Le ligazioni sono poi servite a trasformare 3 abiigudi cellule batteriche
E. Coli DH% TI1R (Invitrogen) con la metodica descritta precedeetae
(paragrafo 3.4.3).

Isolati i plasmidi, derivanti da numerose coloroenfiatesi sulle piastre di
coltura e purificati conllustra plasmidPrep Mini Spin Ki(GE Healthcare), sono
stati sottoposti a reazione di PCR camimer specifici per le regioni
fiancheggianti l'adattatore inserito all'internoll'dgrone 2 del gene delld-
globina:
primer fglob INTR Forward: CAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGG
primer Bglob INTR ReverseTTGCCCTGAAAGAAAGAGATT

Le condizioni di lavoro applicate sono state:
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Mix di reazione Volume per 1 reazionel)
H.O sterile 39,5
buffer 10X 5
primer ex2Forward (10 uM) 1
primer ex 3Reversg10uM) 1
dNTP (10 mM) 1
Taqg Polimerase (Roche) 0,5
Volume finale 48l Opl)ilgr);i-;g”l di

Tabella 25.Mix di ampificazione.

T. (°C) | Tempo| N° di cicli
94 3 1
94 1
55 1 35
72 45'

72 7 1
4 10 1

Tabella 26.Profilo termico della reazione.

Oltre a verificarne la presenza all'interno delspiale e stato necessario
valutare che “l'adattatore” fosse all'interno deléquenza in singola copia e che
non vi fossero errori nella sequenza all'interniondi@igene.

Per verificare la presenza in singola copia dedtzuenza adattatore e stata
eseguita una digestione enzimatica, a 3@V€r night con 10UxLg dell'enzima
di restrizione Hindlll (New England Biolabs) cheepenta un unico sito di taglio
all'interno del minigene proprio all'interno deflequenza dell'adattatore.

Infine, per valutare la corretta sequenza all'miedtei plasmidi selezionati,
gli amplificati sono stati sottoposti a sequenziatoaliretto.
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Adattator e

pcDIAS 1
Hygro ()

Figura 36. Beta-globin minigene.

3.4.7 Osservazione del trascritti

Terminata la prima fase del progetto in cui si@vpeduto alla costruzione
del minigene plasmidico e stato necessario vallggienzionalita della metodica.

Per analizzarén vitro le mutazioni genomiche osservate nei pazienti, per
ogni singolo caso, € stato necessario disegnareprit@ier di amplificazione
complementari alle regioni, esoniche e intronidfacheggianti la mutazione nel
gene interessato.

Fondamentale € che questiimer presentino alla loro estremita 5' la
sequenza dei siti di taglio per due degli enzintiegdirizione che digeriscono nella
regione “adattatore”. Nella scelta dei due enzinmportante considerare che non
vi siano ulteriori siti di taglio, per questultimallinterno della regione da
amplificare. La presenza di queste regioni, alléreesita dell'amplificato,
permette di clonare la sequenza da studiare atfiotdel minigene in modo sito
specifico e direzionalmente specifico.

Digerendo, sia il minigene plasmidico che l'amplieodel gene da
studiare, con i due enzimi selezionati: si asptat@equenza “adattatore” e si
linearizza il vettore; mentre nei prodotti di PGRtenuti da DNA genomico del
paziente in analisi, si creano le estremita complgari per quelle del vettore

linearizzato.
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Mediante ligazione e quindi possibile inserire inda specifico la regione
d'interesse, del gene da testare, all'interno dek glella3-globina per ottenere
cosi un minigene in grado di trascrivere il prodogenico dellgB3-globina piu
I'esone del gene mutato inserito al suo interno.

Per valutare l'effettiva alterazione del meccanisinsplicing in seguito
alla mutazione €& necessario, in contemporanea stuttw con la mutazione,
sviluppare un minigene con il DNWild typedella stessa regione genica.

In prima analisi si € scelto di valutare la funzbia del sistema
prendendo in considerazione una mutazione, osseivain paziente, che fosse
gia stata riportata in letteratura come implicadd'adterazione del meccanismo di

splicing

3.4.7.1 Mutazione IVS 18+1 G>Tjnact 5'ss/skipping exon 18 (IF -41 aa)
(Ars et al, 2003)

I DNA genomico del paziente dove e stata osserlatenutazione da
testare e stato amplificato con la seguente cajigieimer.
primer Forward-Xhol: cttctCTCGAGtggccattctttactgcaca
primer ReverseHindlll: aaagggagcattgtcacagg
che amplificano una regione di 506 bp complensieiledone 18 del gengF1
piu una grossa porzione delle regioni introniclaadéheggianti (figura 37).

tggccatictitactgeacacaaactagggtgtgacagtaaggtagmtamgtacgtictitictaaataaatatcttattgttt
tcaaacttacatttaattcgttttacttgatgactaaagtatttagetattptttigtctatatctgataatttttttattgtttctatgtct
atatag TATGTTCGTGTGCTTGGGAATATGGTCCATGCAATTCAAATAAAAACGAAACTGTGTCAAT
TAGTTGAAGTAATGATGGCAAGGAGAGATGACCTCTCATTTTGCCAAGAGATGAAATTTAGHtgagt
tctcaaaagagcaatgtagggtcttgtaaatcttaatatgtccasagagghaaagagtagatatgcggttattggtagaaa
ggaggacatgaaaagagagcaatttacatgtttgtttttctctadatctatatttccctaagettgectgtgacaatgetc
cttt

(@)

Figura 37. Sequenza del gene NF1 clonata all'internofaglobin minigene In maiuscoletto &
I'esone 18 diNF1, in minuscolo le regioni introniche fiancheggianti; irnsa € evidenziato il
nucleotide implicato nella mutazione. 5'.YAGCTT...3": sito di taglio per I'enzima HindlIl.
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In questo caso particolare grimer Reversenon € stata aggiunta
artificialmente la sequenza per il sito di taglel@nzima, perche tali nucleotidi
sono gia presenti nel tratto di introne 18 del gdiRd e quindi é stato sfruttato il

naturale sito di taglio per I'enzima (figura .37).

L'amplificazione € stata eseguita con l'enziAenpliTaq Gold Polimerase
(Applied Biosystem) applicando le condizioni deernelle tabelle 26 e 27:

Mix di reazione | Volume per 1 reazionel)
H,0O MilliQ sterile 31,7
buffer 10X 5
MgCl, 3
dNTP (10 mM) 1
pFOR (10uM) 2,5
pREV (10uM) 2,5
Taq Gold 0,3
\Volume finale | 46ul di mix + 4 ul di DNA

Tabella 26.Mix di amplificazione.

T. (°C) | Tempo| N° di cicli
95 | 10 min 1
95 | 30 sec
60 | 40seq 35
72 1 min
72 | 10 min 1
4 10 min 1

Tabella 27.Profilo termico della reazione.

L'esito dell'amplificazione e stato verificato sel gli poliacrilammide al
10% e colorato con etidio bromuro (figura 38).
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amplicone
ex1s8
gene NF1

Figura 38. Amplificazione del DNA genomico del paziente.

L' amplificato e stato puficato coklicrocon Centifugal Filter Devices
(Millipore) e quantificato con lettura spettrofotetrica a 260 nm.
Sia il prodotto di amplificazione purificato che filglobin minigenesono stati
digeriti prima con I'enzima Hindlll e successivartgeoon I'enzima Xhol, secondo

il protocollo:

Mix di reazione Volume per singola reazione
amplificato gxlla\lF]Jﬁ-globin Aug
minigene
Nebuffer 2 10X 1X
HindIll 20U/ul 20U x 1pg
Incubare a 37°C per 4 ore
Xhol 20U/l 20U x 1pg
BSA 100X 1X
Incubare 37°C per 4 ore

Tabella 28.Protocollo digestione.

Le digestioni sono state purificate chiicrocon Centifugal Filter Devices
(Millipore) e sottoposti a corsa elettroforeticagel di acrilammide al 10 % per
verificare l'avvenuta digestione.

Linearizzato il plasmide e costituite le estremitomplementari
nell'amplicone dell'esone 18 del geneN¥l, & stato possibile unirli insieme

mediante reazione di ligazione per azione dédaDNA Ligase(New England
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BioLabs), come da protocollo (paragrafo 3.4.2.2).

Il vettore ottenuto & quindi un potenziale minigedee esprime un
trascritto costituito dai 3 esoni depaglobina insieme all'esone 18MF1.

Come nella fase di preparazione del vettore (pafagB.4.3) si sono
trasformate le cellule battericlie Coli DH5a T1R (Invitrogen) per poter isolare
diverse colonie, estrarne il plasmide mediditestra plasmidPrep Mini Spin Kit
(GE Healthcare) e verificarne la presenza delliosgi NF1 mediante reazione di
PCR con specificprimer complementari a regioni nell'introne 2 ffiglobina, a

monte e a valle dell'inserto.

G>T

— EZ2 =T AS  E18NF1 G71 rz E3

Beta-globin minigene

Figura 39. Schema d’inserimento dell'esone 18 del ghlfid all'interno della regione adattatore
del minigene plasmidico.

Stabilito quali fossero i plasmidi con inseritosbee 18 diNF1, gli
amplificati sono stati sottoposti a sequenziameintetto per assicurarsi che non
vi fossero errori nella sequenza indotti da evdnticombinazione con il genoma
batterico e per verificare la presenza della motezida testare.

Questo e stato necessario perche il DNA dei pazieffetti da
Neurofibromatosi di Tipo 1 presentano in eterozigts mutazione e di
conseguenza danno origine a popolazioni di coloare la sequenzaild typee
colonie con la sequenza mutata.

Una volta selezionati i plasmidi, come descrittopirecendenza, sia il
minigene con la sequenza dell'esone 1Rl mutata, che quellwild type sono
stati usati per trasfettare cellule HeLa da curaest I'RNA ed osservare il
trascritto mediante retrotrascrizione e amplifioas del cDNA conprimer
complementari a regioni dell'esone 2 e 3 dellRNeadp-globina (paragrafo
3.4.4 e 3.3.5).
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E' possibile notare nel cDNA ottenuto dalla tragfee effettuata con il
minigenewild type la presenza di un trascritto le cui dimensionrispondono a
guelle del prodotto genico delfaxglobina sommato dell’esone 18 del g&ifel
(tot 361 bp); mentre il trascritto ottenuto dal igane mutato presenta un cDNA

corrispondente alla lunghezza del prodotto genetladola3-globina (238 bp).

|
L

cDNAwit cDNA mut cont. cDMA cont. genomico

beta-glob. beta-glob. beta-glob. beta-glob.
+ax18 -ax1g =

—
e
m—

—1

e

e———

S

G —

_
—

Figura 40. Amplificati ottenuti da cDNA ottenuto per retrad@izione del prodotto di espressione

del S-globin minigenecontenente la sequenza dell’esone 18, e relatigaenze intronicheyild
typee mutata.

Amplificato ottenuto dal trascritto wild type (361 bp):
TCTGTCCACTCCTGATGCTGT TATGGGCAACCCTAAGGT GAAGGCT CATGGCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGTGAT GGCCTGGCTCACCT GGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACTGT GACAAGCT GCACGT GGAT CCTGAGAACT TCAGGGTATGT TCGTGT GCTTGGGAATATGG
TCCATGCAATTCAAATAAAAACGAAACT GTGT CAAT TAGT TGAAGT AATGATGGCAAGGAGAGATG
ACCTCTCATTTTGCCAAGAGATGAAAT TTAGCT CCT GGGCAACGT GCTGGT CTGT GTGCTGGCCCA
TCACTTTGGCAAAGAAT TCACCCCACCAGTG

Amplificato derivante dal trascritto mutato (238 bp):

TCTGTCCACT CCTGATGCTGT TATGGGCAACCCTAAGGT GAAGGCT CATGGCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGTGAT GGCCTGGCTCACCT GGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACTGT GACAAGCT GCACGT GGAT CCTGAGAACT TCAGGCT CCT GGGCAACGT GCTGGTCTGTGT
GCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAAT TCACCCCACCAGT G

Figura 41. Sequenza in basi ottenuta mediante sequenzianuaglh amplificati ottenuti dal
cDNA ricavato dalle cellule trasfettate con il ngene; inazzurro gli esoni del gene dellg-

globina, innero la sequenza dell'esone 18 MF1, in rosa le sequenze dgrimer usati per
I'amplificazione.
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Analisi e Risultati






L’obbietivo preposto € stato quello di utilizzatestglobin minigeneper
testare mutazioni, non riportate in letteraturaaeco del gen&lF1 osservate in

pazienti affetti da Neurofibromatosi di Tipo 1.

4.1 MutazioneNF1 IVS5-5 T>G

I DNA genomico del campione é stato amplificatm ¢@ seguente coppia
di primer.
primer Forward-Xhol: cttctCTCGAGcacaactgcaaggcagagaa
primer ReverseNotl: cttctGCGGCCGCatgcgagagccttaccttcc
che introducono rispettivamente un sito di tagley penzima Xhol e I'enzima
Notl.

L'amplificazione e stata eseguita, in un volume5@i ul, secondo Il
protocollo riportato in tabella 29, utilizzan@xpand Long Template PCR System
(Roche) e sottoponendo la soluzione di reaziormchd di temperature descritto
in tabella 30:

Mix di reazione Volume per 1 reazionel)
H,O MilliQ sterile 27,25
Buffer 1 10X 5
dNTP (10 mM) 1,75
pForward (10 uM) 2,5
pRevers€10 uM) 2,5
BSA 10X 2
Tag Polimerase 1
Volume finale 421l mix + 8 ul DNA

Tabella 29.Mix della reazione di amplificazione.
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T (°C) Tempo Ne cicli
94 2' 1
94 10"

67 30" 15
68 3

94 15"

67 30" 20
68 | 3'(+ 20"/ciclo

68 7 1
4 10 1

Tabella 30.Profilo termico della reazione.

Come da protocollo, mediante digestione e ligazi@meimatiche,
'amplificato con la mutazione in eterozigosi e tgtanserito nel S-globin
minigene e con il costrutto si sono trasformate celluletdrathe E. Coli

DH5a T1R, Invitrogen) per isolare i cloni mutati e i clomild type

70 a0 Ell 100 1,
T &% 7T T £ & aT & Ta&x T T T P T €& € & &% 6 % ¥ F &5 T €€ & €& & % & # €6 £ T# T T T

allele mutato IVS5-5 T>G

|
VAVVLY) ‘ N h“”x

Figura 42. Sequenza dell'amplicone ottenuto da un plasmidiatowu

70 a0 a0 100
4 ¥ &£ ¥ 6% 7T F ¥ T 2 F % & ¥ F T F G & &4 T 6 T G C & G & & &4 A G C T &

Gy 6 6 Br ol
allele wild type

|
u‘a_ Y ML.AM. il

Figura 43. Sequenza dell’'amplicone ottebuto da un plasmidie type.
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In seguito a sequenziamento diretto degli amplifidai plasmidi estratti
dalle colonie (figure 42 e 43), sono stati seleatotre costrutti (uno con l'allele
wild type due con lallele mutato) e utilizzati per trasf@re cellule HelLa
secondo il protocoll&ffectene Transfection Reag€@uiagen).

L’'RNA totale estratto dalle cellule cofRIzol & stato retrotrascritto con
SuperScript Il Reverse Transcriptagavitrogen) e amplificato utilizzando un
primer forwardcomplementare all’esone 2 del gene dHglobina ed urprimer
reversecomplementare all'esone 3 deflaglobina. | prodotti di trascrizione sono
poi stati visualizzati su gel di agarosio al 1,5%.

| risultati ottenuti dalla retrotrascrizione e segmiamento dellRNA
estratto hanno evidenziato che il costrutto mupaesenta la delezione dell’esone
6 del geneNF1.

Marker VIl

cDMNA wt cDNAmut  cDMNA mut ctrl -
col 19 skip ex 6 skip ex 6
col 13 col 21

Figura 44. Amplificati derivati dal cDNA ottenuto per retragcrizione del prodotto di
espressione dglglobin minigenecontenente la sequenza dell’esone RIFEL
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Amplificato derivante dal trascritto wild type (396 bp):

TCTGICCACTCCTGATGCTGT TATGGGCAACCCTAAGGT GAAGGCT CATGGCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGT GATGGCCT GGCT CACCT GGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACTGTGACAAGCT GCACGT GGATCCTGAGAACT TCAGGAAT GTGCAGAAAAGCTATTTGACT TG
GTGGATGGT TTTGCTGAAAGCACCAAACGT AAAGCAGCAGT TTGGCCACTACAAATCATTCTCCTT
ATCTTGI GTCCAGAAATAATCCAGGATATATCCAAAGACGT GGTTGATGAAAACAACATGAATAAG
CTCCTGGEECAACGTGCTGGTCTGTGT GCTGECCCATCACTTTGECAAAGAATTCACCCCACCAGT G

Amplificato derivante dal trascritto mutato (239 bp):
TCTGICCACTCCTGATGCTGT TATGGGCAACCCT AAGGT GAAGGCT CATGCCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGT GATGGCCTGGCT CACCTGGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACTGTGACAAGCT GCACGT GGATCCTGAGAACT TCAGG CTCCTGGEGCAACGTGCTGGTCTGT G
TGCTGGCCCATCACT TTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGT G

Figura 45. Sequenza in basi ottenuta mediante sequenzianuaglh amplificati ottenuti dal
cDNA ricavato dalle cellule trasfettate con il ngene; inazzurro gli esoni del gene dellg-
globina, innero la sequenza dell'esone 6 MF1, in rosa le sequenze dgdrimer usati per
I'amplificazione.

esone 2 B-globina esone 3 B-globina
- -

15
G 6 4 T C C T G A G & 2C T T CGCa € &HC T CC T &

Figura 46. Parte dell’elettroferogramma della sequeri@award del trascritto derivante dal
plasmide in cui era presente la mutazione 1VS5-%& Ta>monte dell'esone 6 del geNELl E’
possibile vedere il punto di unione dei due esaligkne dellg3-globina in cui € avvenuto lo
skippingdell’esone 6.

4.2 Un caso particolareCFTR IVS 4+3 A>G

Durante un'indagine dscreening in un collaboratore del Servizio di
Genetica Clinica ed Epidemiologica del Dipartimentio Pediatria, Universita
degli Studi di Padova, € stata osservata la vanaz621+3 A>G del geneFTR

in eterozigosi; € nata quindi la curiosita di vahet mediante I'uso dgtglobin
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minigene oggetto di questo lavoro di dottorato, l'aziommzionale di questa
variazione a livello del trascritto.

Tale variante é riportata come polimorfismoGgstic Fibrosis Mutation
Database (http://www.genet.sickkids.on.ca./cftr/app). Swgigamente in
letteratura € stato riportato il caso di quattrai@ati greci, gravemente affetti da
Fibrosi Cistica, in cui 621+3 A>G induce un’altém@e nel meccanismo di
splicing dell’esone 4 del gen€FTR con conseguente formazione di una proteina
non funzionante (Tzetist al, 2001).

Ci si e posti quindi lI'obbiettivo di valutare, sidal punto di vista
epidemiologico che funzionale, se 621+3 A>G sieeadta una variante che non si

puo considerare mutazione patogenetica.

4.2.1 Dati di popolazione

La frequenza della variante 621+3 A>G é stata $tirsalla base dei dati
ottenuti prendendo in considerazione un campione€50 individui sani di
controllo ai quali € stato chiesto di fornire ilnsenso informato per I'analisi
genetica e I'uso dei risultati per eventuali ricer@pigenetiche.

Lo screeningdei controlli € stato eseguito mediarttégh Resolution
Melting AnalysisStHRMA) effettuata su Rotorgene 6000 (Corbett L$feiences).
Le condizioni ottimali per I'amplificazione e I'alisi HRMA del frammento sono
state messe a punto sperimentalmente.
| primer sono stati disegnati congbftwarePrimer 3
primer CFTRex4rotolForward: CACATTGGAATGCAGATGAGA
primer CFTRex4rotolReverseTCCCTTACTTGTACCAGCTCACT
le condizioni per 'THRMA sono state:

Hold: 95° 5min; Cycling: 95° 10sec, 60° 20 sec p@cicli
Hold 2: 72° 5 min
HRM: 71°-83°
In contemporanea ai campioni, sono stati analizaathe un controllo

eterozigote per 621+3 A>G e un controlNdd typeomozigote per l'allele A, che
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erano stati precedentemente sottoposti a sequeerziandiretto dell'amplicone
della regione coinvolta.

Dall'osservazione dei grafici ottenuti nell'anabiiRMA, e stato possibile
isolare i soggetti che presentavano un profiloedizrone simile all'eterozigote da

quelli che seguivano I'andamento grafico dell'orgotawild type
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Figura 47. Normalized grapl{A); Difference graphB); Melt graph(C).

| campioni che hanno evidenziato un profilo simdieterozigote di
controllo sono stati sequenziati utilizzando gkessti primer usati per l'analisi
HRMA.

Le frequenze attese per il genotipo CF nella papohe sono state
calcolate secondo I'equazione di Hardy-WeinbergdW&.H., 1908), l'intervallo
di confidenza (CI) al 95% e stato calcolato suléesdo di quanto € riportato in
letteratura (Newcombe R.G., 1998).

4.2.2 Clonaggio della regione genomica che comprendesone 4
di CFTR

I DNA genomico di un soggetto eterozigote per 621A>G e stato
amplificato conprimer che introducono nel prodotto di amplificazionegito di
restrizione per gli enzimi Xhol e HindlIl:
primer Mgivs4CFTRXholForward: cttctCTCGAGaaaagggaaatgctttagaaactg
primer MGivs4CFTRHindlIReversecttctAAGCTTtgagtcatcttaacaggaaacca

secondo le condizioni:
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Mix di reazione | Volume per 1 reazionel)
H,O MilliQ sterile 31,7
buffer 10X 5
MgCl, 3
dNTP (10 mM) 1
pFOR (10uM) 2,5
pREV (10uM) 2,5
Taq Gold 0,3
Volume finale | 46ul di mix + 4 ul di DNA

Tabella 31.Mix di amplificazione.

T. (°C) | Tempo| N° di cicli
95 | 10 min 1

95 30 sed
60 | 40 seq 35
72 1 min

72 | 10 min 1

4 10 min 1
Tabella 32.Profilo termico della reazione.

L'amplificato che ne deriva é di 853 bp:

aaaagggaaatgctttagaaacttaagtgctatgtagatgttactaattaacaaaccatttcagaadttitac

ttttatggccactattcactgtttaacttaaaatacctcatatgtagetcttcactgttgctataacaaatcccaag
tatttcaaagtaccaagatattgaaaatagtgctaagagtttcacatgbggctctatataaactcattttaagtc
cctctaaagatgaaaagtcttgtgttgaaattctcagggtattttatgtamatgaaatttaatttctetgtttttccc
tttgtagSAAGTCACCAAAGCAGTACAGCCTCTCTTACTGGGAAGAATC
ATAGCTTCCTATGACCCGGATAACAAGGAGGAACGCTCTATCGCG
ATTTATCTAGGCATAGGCTTATGCCTTCTCTTTATTGTGAGGACAC
TGCTCCTACACCCAGCCATTTTTGGCCTTCATCACATTGGAATGCA
GATGAGAATAGCTATGTTTAGTTTGATTTATAAGAAG  gtaatacttccttgca

caggccccatggcacatatattctgtatcgtacatgttttaatgtdtaggtagtgagctggtacaagtaagggpt

aaatgctgaaattaatttaatatgcctattaaataaatggcaggaatigetitttaattatccttgataatttaattg

ttaaactgataattattgagtatcttctgtaaactgcctctgttgttityttctcctaatcatgttatcatttttttggaatg

caggtttcctgttaagatgactca

tct
T
Ct

AC

Figura 48. Sequenza dell'amplificato del ge@TR in minuscolo le regioni introniche, in
maiuscolol'esone 4 dCFTR Evidenziato in il sito di variazione A>G.
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Dopo controllo su gel di acrilamide all'8%, purd&one conMicrocon
Centrifugal Filter DevicgMillipore) e quantificazione con spettrofotome&r@60
nm: I'amplificato, che comprende una porzione dailbne 3, I'intero esone 4 e
una porzione dell'introne 4 del geTR e stato digerito e clonato nieéta-

globin minigene

621+3 A>G

HindIII

Figura 49. Costruttof-globin minigene+ esone 4 dCFTR

L’analisi dei costrutti al sequenziatore ha perroadisselezionare un clone

con l'allelewild typee due con l'allele mutato.
4.2.3 Espressione del minigene e analisi dei tragr

| due cloni selezionati sono stati usati per traafe 2x10 cellula Hela
con il protocolloEffectene Transfection ReagdQiagen); dopo 48 ore e stato

estratto I'RNA con TRIzol retrotrascritto con SuperScript 1l Reverse
Transcriptas€lnvitrogen)e sequenziato.
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Il cDNA e stato amplificato coprimer localizzati sull’esone 2 e 3 del gene della
B-globina (paragrafo 3.4.4 e 3.4.5).
| prodotti di trascrizione sono poi stati visuahtizsu gel di agarosio al 3% o

acrilamide al 12% (figura 50).

Figura 50. Amplificati ottenuti dal cDNA ricavato dalle celkutrasfettate con il minigene; si vede
molto bene come dai costrutti mutati si siano attietne tipi di trascritti di lunghezza differente.

Per poter sequenziare i tre trascritti ottenuti dooostrutto mutato del
minigene € stato eseguito con un clonaggio comerittesnel protocollo del
TOPO TA CloningInvitrogen). Questo ha permesso di isolare trascritti e di
procedere al sequenziamento diretto delle tre hawidealizzate su gel, con i
primer complementari all'esone 2 e 3 del gene delitobina.

Gli amplificati del cDNA sono stati inoltre marcatbn a*’P-dATP usando il
protocollo ‘last cycle hdt (Sacconiet al, 2008), separati su gel, visualizzati e

quantificati usand&torm PhosporimaggMolecular Dynamics) (figura 53-54).

4.2.4 Risultati di epidemiologia

Analizzando 250 soggetti sani (500 alleli) nellgppl@azione, solo 2 sono
risultati eterozigoti per 621+3 A>G con una freqzeerallelica pari a 0,4% [95%
Intervallo di Confidenza (ClI) 0,11-1,45] per 'ddles.

La Fibrosi Cistica (CF; MIM no. 219700) e una depa frequenti
malattie autosomiche recessive presenti nella papmie caucasica con una
frequenza di 1:2500 individui (Davies J. €. al, 2007). Considerando che la
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frequenza degli eterozigoti nella popolazione eesop di 1:25 individui, sulla
base dei risultati ottenuti ci si aspetta che ¢émfienza degli eterozigoti composti
per 621+3 A>G e un’altra mutazione@kTRsia di 1:7812 (30% dei pazienti CF)
mentre quella degli omozigoti sia di 1:62500 (4% plezienti CF); anche se si
considera il piu basso valore di 95%ClI le frequertze si possono osservare sono
di 1:24010 per I'eterozigote (10% dei pazienti @HJi 1:800000 per 'omozigote
(0,3% dei pazienti CF).

Il database italiano delle mutazioni di CFTR
(http://spazioinwind.libero.it/laboratoriCF/frequanhtm) riporta un singolo
paziente eterozigote composto per 621+3 A>G, suotade di 2253 individui
affetti (4506 allel).

4.2.5 Risultati dell’analisi molecolare

L’analisi dei trascritti espressi dal minigene irellcle Hela, ha

evidenziato che il costrutiwild typesubisce un@plicing corretto producendo un

singolo trascritto contenente I'intero esone 4itale 454 bp):

Amplificato derivante dal trascritto wild type (454 bp):

TCTGTCCACTCCTGATGCTGT TATGGGCAACCCT AAGGT GAAGGCT CATGGCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGIT GATGGCCTGGECT CACCT GGACAACCT CAAGGGCACCT TTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACTGT GACAAGCT GCACGT GGATCCT GAGAACT TCAGGGAAGT CACCAAAGCAGT ACAGCCTCT
CTTACTGGGAAGAATCATAGCT TCCTATGACCCGGATAACAAGGAGGAACGCTCTATCGCGATTTA
TCTAGGCATAGGCTTATGCCTTCTCTTTATTGI GAGGACACTGCTCCTACACCCAGCCATTTTTGG
CCTTCATCACATTGGAATGCCAGATGAGAATACCTATGT TTAGI TTGATTTATAAGAAGCTCCTGGG
CAACGTCCTGGTCTGIT GTGCTGECCCATCACT TTGCCAAAGAAT TCACCCCACCAGT G

Esoned CFTR Esone 3 g-giobina
= S

w1 ne | 170
T E i T T T i i T T T a i [ T £ =

G A B

Figura 51. Sequenza in basi e parte del grafico ottenuti argdisequenziamento dell’amplificato
ottenuto dal cDNA ricavato dalle cellule trasfettabn il minigenewild type in azzurro gli esoni
del gene dell@-globina, innero la sequenza dell'esone 4Gk TR in rosale sequenze d@rimer
usati per I'amplificazione.
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Il costrutto mutato presenta tre differenti prodaiho corrispendente al
prodotto normale, uno risultante dall’attivazioneud sito criptico displicing che
porta alla perdita di 93 bp dell'esone 4@FTR e uno che presenta il completo

skippingdell’esone 4.

Amplificato derivante dal trascritto mutato [del 93 bp alla fine dell'esone 4 di

CFTR] (361 bp):

TCTGICCACTCCTGATCGCTGT TATGGGCAACCCTAAGGT GAAGGCT CATGCCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGT GATGGECCT GGCT CACCT GGACAACCT CAAGGGCACCTTTGCCACACT GAGT GAGCT
GCACT GT GACAAGCT GCACGT GGAT CCTGAGAACT TCAGGGAAGT CACCAAAGCAGTACAGCCTCT
CTTACTGGGAAGAAT CATAGCT TCCTATGACCCGGATAACAAGGAGGAACCCTCTATCGCGATTTA
TCTAGCCATAGGCTTATGCCTTCTCTTTATTCTCCTGGGCAACGT GCTGGT CTGT GT GCTGGCCCA
TCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGT G

Amplificato derivante dal trascritto mutato [skippi ng dell'esone 4 diCFTR] (238

bp):
TCTGTCCACTCCTGATGCTGT TATGGGCAACCCTAAGGT GAAGGCTCAT GGCAAGAAAGT GCTCGG
TGCCTTTAGTGATGGECCTGGCTCACCT GGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCT

GCACT GT GACAAGCT GCACGT GGATCCTGAGAACT TCAGE CTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGT G
TGCTGGCCCATCACT TTGGCAAAGAAT TCACCCCACCAGT G

Esone 2 Bglobina Esone 3 B-globina
g :

.I]

A Wl

Figura 52. Parte degli elettroferogrammi e sequenze in b#sinoti dal sequenziamento del
trascritto derivante dal plasmide in cui era présém variazione 612+3 A>G nel ge@ETR A:
trascritto che persenta la delezione di 93 bpfaiadell’esona 4 dCFTR B: punto di unione dei
due esoni del gene defaglobina in cui &€ avvenuto lekippingdell’esone 4.
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Figura 53. Prodotti di espressione déglobin-minigene + esone 4 CFTR.

L’analisi densitometrica ottenuta sullimmagine aisita da gel, eseguita
con il softwarelmage J ha evidenziato un 3%4,1% di trascrittovild type un
58,50,8% di trascritto deleto di 93 bp e un#)H% di trascritto completamente
privo dell'esone 4 dCFTR

L

39,4 58,5 2,0
+1.1% +0.8% +0.4%

Figura 54. Analisi densitometrica con Image J.

4.2.6 Conclusioni

Poter stabilire l'esatta patogenicita di varianbme 621+3 A>G é
essenziale per poter eseguire una corretta comzsulgenetica ai soggetti

identificati mediantescreeningnella popolazione.
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Tale variante e stata riportata come causa di dgoanie di Fibrosi Cistica
in alcuni pazienti di nazionalita greca (Tzegtsal, 2001). Tuttavia dai risultati
ottenuti in questo studio la sua patogenicita sarabcora discutibile.

| dati epidemiologici hanno dimostrato che la freqza di questa variante
e piu elevata nella popolazione di controllo chepazienti. La frequenza allelica
osservata nel campione di controllo preso in carsizione in questo lavoro e
risultata dello 0.4% (Cl 95% 0.11-1.45). Ci si dsgrebbe quindi di trovare 225
pazienti con questa mutazione all'interno del Das&b Nazionale Italiano
(http://spazioinwind.libero.it/laboratoriCF/frequanhtm) mentre e riportato solo
un caso di 621+3 A>G su 2253 pazienti.

Inoltre, nonostante vi sia un’evidenza di alteraeialel meccanismo di
splicing nel costrutto mutato, una porzione considere\@®edf1,1%) di trascritto
wild typeviene comunque prodotta. Studi effettuati su wrdalariazione a carico
dello stesso sito déplicing 621+1 G>T, hanno dimostrato che questa variante
attiva lo stesso sito cripitico che porta alla dielee di 93 bp, ma non porta alla
formazione di nessuna percentuale di trasowitd type(Zielenskiet al, 1993).

Anche se i risultati ottenuti sull’alterazione dekeccanismo dsplicing
sono in accordo con quanto riportato in lettera(lizetiset al, 2001), si ritiene
che lo studio funzionale mediante minigene sia diapcio piu corretto per
valutare I'esatta conseguenza della variante (Zacegal, 2004; Paganet al,
2003; Hefferonet al, 2004). Infatti la tradizionale RT-PCR sul’'mRNAeld
paziente non permette di distinguere i trascretivhnti dai singoli alleli da quelli
derivanti dall’eterozigote nel suo insieme, a me&he non venga associata ad
altre analisi come ad esempio la digestione sedetti uno o due alleli con
specifici enzimi di restrizione (Martelkt al, 2006).

Sulla base dei dati raccolti ne risulta quindi &henutazione 621+3 A>G
non e da considerarsi la causa di forme gravilolidsi Cistica perché e frequente
nella popolazione e perché vi e comunque la sidiasha quantita significativa di
proteina CFTR normale.

La presenza di questa variante in soggetti contif@magrave (4 casi

riportati in pazienti greci e un singolo caso ili#f) probabilmente e da attribuire
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alla presenza di una seconda mutazioneisrcon 621+3 A>G non riconosciuta

con le metodiche utilizzate per I'analisi dei sutid=si.
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Conclusioni






Lo sviluppo di sistemi per caratterizzaredplicing e le sue alterazioni,
quando I'RNA non e facilmente disponibile, rappreéaeun obbiettivo importante
per la genomica funzionale.

La possibilita di lavorare con RNA estratto dakdlde di individui malati
richiede metodiche e attrezzature che spesso noo ala portata di tutte le
strutture diagnostiche, come ad esempio:

. la possibilita di trasferire il materiale biologicel paziente dal punto di
prelievo al laboratorio d’analisi nellimmediatacen le dovute condizioni
(esempio: trasporto di tessuto in azoto liquido);

. la possibilita di usufruire di congelatori a —80p€r stoccare 'RNA una
volta estratto;

. la disponibilita di attrezzature di laboratorio Ifw® cappe aspiranti,
micropipette, materiale plastid®nasi frege ecc.) adibite ad uso esclusivo
per analisi di RNA in modo da ridurre al minimodantaminazione da
Rnasi;

. la presenza dei trascritti di molti geni solo intedeinati tessuti non

accessibili facilmente (esempio: il prodotto diresgione dCFTR.

Per questi motivi l'utilizzo di sistemi di minigenger caratterizzarén
vitro lo splicing sembra essere un modello efficiente per sopparuea parte di
gueste difficolta.

| risultati ottenuti in questo lavoro confermanceah £-globin minigene
sintetizzato € uno strumento valido per I'ossemwaaidegli effetti sullesplicing
di mutazioni a livello genomico.

Tuttavia la metodica ha presentato dei limiti nowifferenti per le
applicazioni diagnostiche; I'aspetto che incide giagnente €& sicuramente la
tempista necessaria per poter eseguire I'analisndi singola mutazione. Questa
infatti risulta essere molto lunga, anche senzapit nell’esecuzione, e spesso
non compatibile con i tempi richiesti per la redeibne dei risultati. Vi sono, poi,
eventi non prevedibili che complicano la metodica cui:

. la formazione di variazioni nucleotidiche all'inter della sequenza

introdotta nel/-globin minigenein seguito ad errori di amplificazione
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delle polimerasi. Generalmente questo fattore setrabile nelle normali
reazioni di amplificazione in quanto i pochi amph¢ che presentano
errori nella sequenza sono trascurabili sul tadeléa resa di reazione, ma
nel caso del clonaggio i singoli ampliconi vengadneeriti nei diversi
costrutti e quindi risultano selezionabili, rendenduindi necessario
sequenziare ogni singolo costrutto isolato.

. spesso si sono verificati, durante la fase di orashzione delle cellule
batteriche, fenomeni di ricombinazione tra il geobatterico e il DNA
del minigene inserito. Questo, ovviamente, ha intpetl poter utilizzare
poi quei vettori plasmidici come mezzo per trasiett le cellule
eucariotiche, rendendo necessario ripetere pite vialt trasformazione
delle cellule batteriche, I'isolamento dei plasned| loro sequenziamento

per verificare I'esatta sequenza.

Per ovviare a quest’ultimo problema e stato presaansiderazione un
diverso sistema di clonaggio basato suBateway/ Technologysecondo il
protocollo Gateway/ Vector Conversion System with One $hotcdB
SurvivalTM 2 T17 Component Cells(Invitrogen). Tale metodica prevede
I'inserimento di una cassetta di ricombinazioné&rdaérno del vettore plasmidico
in modo da trasformarlo in UBateway/ destination vector

Nel caso delsglobin minigenenon é stato possibile, nonostante diversi
tentativi, sostituire la regione “adattatore” cam ¢assetta di ricombinazione.
Probabilmente, non essendo la regione un semptelisclonaggio tipico di un
vettore plasmidico commerciale e trattandosi di wegione inserita all’interno
dell'introne 2 della3-globina, intervengono fattori di disturbo che nbanno
permesso la corretta ligazione della cassetta.

E’ stato inoltre presa in considerazione I'oppoitli creare un minigene
di dimensioni inferiori trasferendo il gene del&globina con la regione
adattatore al suo interno, dal vettgmeDNA 3.1/Hygro (+)al vettorepEGFPA
(privato della sequenza del gene EGFP). Si presimed’'uso di un plasmide piu
piccolo possa ridurre i rischi di ricombinazioneahte la fase di trasformazione
delle cellule batteriche.
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Senza dubbio la metodica dell’analisi dei trascdittspressione mediante
minigene plasmidico é valida e i risultati dellagiezione sono attendibili ma
bisogna considerarne i limiti ai fini dell'utilizza cui € destinata.

L’'uso di questa procedura per una standardizzaziehenetodo a scopo
diagnostico non e la scelta consigliabile in quartempi per arrivare al risultato
non sono prevedibili perché soggetti a troppe Wiriacome ad esempio |l
comportamento della cellula batterica fine a sesste

L’analisi di espressione mediante minigene plastoidesta comunque un
approccio valido in protocolli di ricerca ed € imado di fornire importanti
informazioni sul meccanismo d@plicing del’RNA; la caratterizzazione vitro
dello splicing di geni coinvolti in fenomeni patologici, puo egitziare I'esistenza
di meccanismi di alterazione di questo diversi dallgfinora descritti.

Tali studi risulterebbero fondamentali, non sola [z definizione della
patogenesi delle malattie associate, ma ancheopard delle indicazioni utili per

possibili approcci terapeutici alternativi.
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Appendice

00

Irifgﬂs i deﬁili:‘?cea{tci’vo Alterazione nucleotidica Alterazione aminoacidica Pevisione prodotto genico Tipo di mutazione Rir(:]zi;?ggedi FIS Referenze

1 2484 insT 1-2 delCATGG 1-1to4 / / ins/del 1 tréport

1 2847 51 C>G 54insT F17L aal8 PTC 37 truncation eriiene 1 F this report
IVS 1 3629 61-12 delT / / delezione 1 this report

2 3085 185delT aa 62 PTC 62 truncation delezione 1 F this report

2 2901 82C>T Q28X truncation transizione 1 thisorep

2 2987 79C>T Q27X truncation transizione 1 thisorep
IVS 2 3112 204+1 G>T / splice site skip exon2 trasvelsion 1 S | Fahsold et al, 20
IVS 2 3446 205-23 G>A / splice site transizione 1 tlejsort

3 2954 207delAA aa 69-70 PTC 75 truncation delezione 1 U this report

3 3604 240 T>G Y80X truncation trasversione 1 tiejsort

3 3084 248 A>C Q83P missense trasversione 1 U thimtre

3 3800 278 G>A co3y missense transizione 1 S Messziggg etal
IVS 3 3569 288+1delG aa 96 PTC 102 truncation delezione 1 S this report
IVS 3 3366 288+1 G>A / splice site transizione 1 tlejsart
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Irlmzt?grr:s i de,\rl#i:‘Ti]cea:tci’vo Alterazione nucleotidica Alterazione aminoacidica Pevisione prodotto genico Tipo di mutazione Rir(:]zi;?ggedi FIS Referenze
da 3292 313delGATGAAACGATGCTGG aa 105-110 PTC 164 tatron delezione 1 U this report
4a 3419 332insCA aalll PTC165 truncation inserzione 1 S this report
4b 3237 496delGT aa 166 PTC 172 truncation delezione 1 S Toliat et al,1999
4b 2551 499-502 del TGTT aa 167-168 PTC 176 truncation delezione 4 F Ars et al, 2003
4b 3052 499-502 del TGTT aa 167-168 PTC 176 truncation delezione 4 U Ars et al, 2003
4b 3435 499-502 del TGTT aa 167-168 PTC 176 truncation delezione 4 S Ars et al, 200
4b 3466 499-502 del TGTT aa 167-168 PTC 176 truncation delezione 4 U Ars et al, 2003
4b 3443 574C>T R192X truncation transizione 1 U Todiaal, 1999

IVS 4b 3718 587-134 G>A (omozigosi) / splice site trarmie 1 U this report
4c 3051 607del GCCCTAA aa 203-205 PTC 210 truncation eleaione 1 U this report
4c 3054 620 ins G aa 207 PTC 215 truncation inserzione 1 S this report
4c 3183 625C>T (*) Q209X truncation transizione 1 9 is tleport
4c 3808 654insAAAA aa 218 PTC 231 truncation insergion 1 U this report

IVS 4c 3715 655-8 delATTTAT / splice site delezione 1 U rr8etal, 2001

5 3844 662 G>A W221X truncation transizione 1 9 thjzort

122



|Et?gr?§ id e,:l#i:‘?cee:tci’v o Alterazione nucleotidica Alterazione aminoacidica Pevisione prodotto genico Tipo di mutazione Rﬁﬁ;;?gﬁedi FIS Referenze

5 3056 663 G>A W221X truncation transizione 1 U tteigort
IVS 5 3236 730-5 T>G / splice site trasversione 1 5 réort

6 3795 750 del T aa 250 PTC 280 truncation delezione 1 U this report

6 3475 801 del G aa 267 PTC 280 truncation delezione 1 S this report

6 2965 878delA aa 293 PTC 294 truncation delezione 1 F Ars et al, 2003
IVS 6 3608 888+2 T>A / splice site trasversione 1 U thjzort

7 3205 1019delCT aa 340 PTC 351 truncation delezione 1 U |Fahsold et al, 20

7 3391 983delGT aa 328 PTC 328 truncation delezione 1| U Abe”igg;’ etal,
IVS 7 3165 1062+3 A>G / splice site transizione 1 tiejsort
VS 7 3368 1062+113 A>G / / transizione 1 this report

8 3568 1094 C>G S365X truncation trasversione 1 U s féport

8 3504 1183ins T aa 395 PTC 395 truncation inseezion 1 S this report
IVS 8 2620 1185+1 G>A / splice site skip exon 8 (IF a&) transizione 1 F Hoffml%ygesr etal,
IVS 8 3548 1185+2 T>G / splice site trasversione 1 U byt
IVS 9 3418 1261-13 A>G / splice site transizione 1 5 taport
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IVS 9a 3158 1261-19 G>A / splice site transizione 1 U tiejsort
10a 2988 1278 G>A W426X truncation transizione 2 $ thjzort
10a 3261 1278 G>A W426X truncation transizione 2 $ thjsort
10a 3187 1307delG aa 436 PTC 472 truncation delezione 1 U this report
10a 3206 1318 C>T R440X truncation transizione 2 5 Heiral., 1995
10a 4324 1318 C>T R440X truncation transizione 2 U Hetral., 1995
10b 3216 1466 A>G Y489C missense transizione 1 U Haah, &001
IVS 10a 4821 1392+1 G>A / splice site transizione 1 5 De "Zuocgft al,
IVS 10a 3003 1392+5 G>T 1392+6 A>T / / trasversione 1 U s tieport
IVS10b 3458 1527+1delGTAA / splice site delezione 1 s thjzort
10c 3306 1557 delA aa 519 PTC 525 truncation delezione 1 S this report
10c 3415 1541-1542delAG aa 514 PTC 556 truncation itelez 3 U RObirl‘Sgg etal,
10c 3159 1541-1542delAG aa 514 PTC 556 truncation itelez 3 u RObi;‘Sgg etal
10c 3460 1541-1542delAG aa 514 PTC 556 truncation itelez 3 U RObirl‘Sgg etal,
11 3195 1721G>A S574N skip of exon11 out of frame; PTC 560 transizione 1 U | Fahsold et al, 2(

(missense) splice site
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IVS 11 2991 1722-3 C>T / splice site transizione 1 U thisort
12a 3717 1724 C>G S575X truncation trasversione 1 U S Iiyport
12a 3039 1725-1733delACAAATGCT SQMLF575-579S delezion&ame di 4 aa delezione 1 this report
12b 2890 1919ins A aa 640 PTC 648 truncation inseezion 1 F this report
12b 3648 1986delA aa 662 PTC 687 truncation delezione 1 U this report
12b 3260 1945 G>T E649X truncation trasversione 1 U s thport
12b 3487 1996delT aa 666 PTC 687 truncation delezione 1 U this report
IVS 12b 3335 2002-14 C>T / splice site transizione 1 = taport
13 2506 2177delT aa726 PTC 747 truncation delezione 1 F this report
13 2745 2041 C>T R681X truncation transizione 1 5 dtral, 2003
13 3041 2034 insC aa678 PTC699 truncation inserzione 2 S Heim et al., 1995
13 3417 2034 insC aa678 PTC699 truncation inserzione 2 U Heim et al., 1994
IVS 13 2882 2252-1 G>A / splice site transizione 1 $ Reggi
1VS13 3296 2252-2 A>G / splice site transizione 1 tieisort
14 2502 2273ins T aa 758 PTC 767 truncation inseezion 1 F this report
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IVS14 3506 2325+2ins T / splice site inserzione 1 U taport
15 2947 2330 G>C W777S Missense,regular size trasrersi 1 S | Fahsold et al, 2000
15 3502 2335delGATACA aa 779-780 del D-T deletion Z8£9-780) in frame delezione 1 U this report
15 3038 2388 del A aa 796 PTC 820 truncation delezione 1 S this report
15 3134 2331 G>A W777X truncation transizione 1 $ thjsort
15 3490 2342 A>C H781P missense trasversione| 1 U [hshal, 2000
15 3390 2353delG aa 785 PTC 790 truncation delezione 1 U this report
16 3794 2446 C>T R816X truncation transizione 1 U Bkt al, 2000
16 3329 2488insT aa 830 PTC 830 truncation inserzione 1 U this report
16 2450 GGGéSA‘g:I'ZGS'?gE-(ée(IZTCC GGVCLQ848-853E delezione in frame di 5 aa (missense delezione 1 S this report
16 2907 2543insG aa 848 PTC 864 truncation inserzione 1 U this riport
16 3032 2674delA aa 892 PTC 901 truncation delezione 1 U |Fahsold et al, 2000
16 2443 2685insTAT M 895 I+M inserzione in frame irsene 1 U this report
16 3144 2689insGGAT aa 897 PTC 906 truncation inseezio 1 S this report
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16 2235 2764 G>A G922S Cryptic 5¢ ss! 2761@‘9('_%%)'\’”558”56/ sPlice 21 rasversione 1 F| Arsetal 2008
16 3527 2810 T>A L937X truncation trasversione 1 { stiaport
IVS 17 3028 2991-1 G>A / splice site skip exon 18 (IF a&) transizione 2 S| Fahsold et al, 2000
IVS 17 4040 2991-1 G>A / splice site skip exon 18 (IF a&) transizione 2 S| Fahsold et al, 2000
18 3010 3062 ins G aa 1021 PTC 1027 truncation inseezi 1 U this report
18 2875 3112 A>G R1038G missense transizione 1 S repisrt
IVS 18 2844 3113+1 G>T / splice site skip exon 18 (IF a4} trasversione 2 S Ars et al, 2003
IVS 18 3204 3113+1 G>T / splice site skip exon 18 (IF a4} trasversione 2 U Ars et al, 2003
IVS 18 3260 3114-27 G>C / splice site trasversione 1 U S téport
19a 3133 3165ins T del AG aa 1055'101556(1? 1055 H PTC truncation ins/del 1 U this report
20 3095 3456delACTC aa 1152-1153 PTC 1156 truncation elezibne 1 s Up:ﬂ‘gg;’a et
IVS 20 3089 3496+1 G>A / splice site transizione 1 5 teport
IVS 20 3580 3496+3 G>T / splice site trasversione 1 U byt
21 2999 3525-3526 del AA aa 1175-1176 PTC 1193 truocat delezione 2 U | Fahsold et al, 2
21 3090 3525-3526 del AA aa 1175-1176 PTC 1193 triocat delezione 2 U | Fahsold et al, 2
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21 3463 3528 del A aa 1176 PTC 1183 truncation detezio 1 u Mattgg‘aja al
21 3375 3600 del AT aa 1200-1201 PTC 1202 truncation elezibne 1 U this report
21 3374 3586 C>T L1196F missense transizione 1 U répert
21 3467 3649 G>C D1217H missense trasversione 1 S rehst

IVS 21 2572 3709-1 G>A / splice site transizione 1 5 s thport
22 3715 3715dup3715-3787 aa 1239 PTC 1272 truncation ( dt‘;?g;ﬁgﬁe) 1 F this report
22 2462 3721 C>T (%) R1241X truncation transizione 1 F-ahsold et al, 20(
22 2845 3728 del T aa 1243 PTC 1265 truncation detezio 1 S Up:ﬂ‘gga et
22 3464 3826 C>T R1276X truncation transizione 2 U Selet al, 1999
22 3465 3826 C>T R1276X truncation transizione 2 U delet al, 1999
22 3654 3827 G>A R1276Q missense transizione 2 U  HFdlesal, 2000
22 3412 3827 G>A R1276Q missense transizione 2 U  Halesal, 2000
22 2279 3864T>A C1288X truncation trasversione 1 o s thport
22 3238 3805-3809delGACTC aa 1269-1270 PTC 1281 ttiorca delezione 1 U this report
23-1 3374 3883 A>G T1295A missense transizione 1 U rdport
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23-1 3048 3911T>A L1304X truncation trasversione 1 U s tteport
23-2 3445 3989 del AGAG aa 1330-1331 PTC 1341 ndation delezione 1 U this report
23-2 3803 4043 A>C H1348P missense trasversione 1 F repoat
23-2 3227 4084 C>T R1362X truncation transizione 2 U de#dhet al, 200
23-2 3693 4084 C>T R1362X truncation transizione 2 5 sbihet al, 200

IVS 23a 3258 4111-8 delGTT / / delezione 1 g Maugcks etal,

24 3344 4265 C>G S1422X truncation trasversione 1 U is rdport

IVS 24 3192 4269+1 G>A / splice site transizione 1 U répor

25 1745 4312-4314 del GAA 1438 del E aa deletion; 1§ ( delezione 1 F Ars et al, 200
25 3394 4309G>A E1437K missense transizione 2 F rdpert
25 4012 4309G>A E1437K missense transizione 2 S réipiert
26 3792 4461 T>G H1487Q missense trasversione 1 F S retport
27a 2876 4537C>T R1513X truncation transizione 5 5 dtral, 2003
27a 3040 4537C>T R1513X truncation transizione 5 5 diral, 2003
27a 3082 4537C>T R1513X truncation transizione 5 ) étral, 2003
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27a 3632 4537C>T R1513X truncation transizione 5 ] éral, 2003
27a 3733 4537C>T R1513X truncation transizione 5 ) étral, 2003
27a 3235 4538-4540 del GAC R-P1513-1514P aa deletio,l) delezione 1 F this report
27a 3442 4614 del G aa 1538 PTC 1552 truncation delezio 1 U Lee et al, 2006
27b 3251 4680 del A aa 1560 PTC 1566 truncation detezio 1 U this report
27b 3459 4760ins T aa 1587 PTC 1600 truncation ingeezi 1 U this report

IVS 27b 2939 4772+2 T>G / splice site trasversione 1 U byt
28 2964 4794 del T aa 1598 PTC 1602 truncation detezio 1 U this report
28 3503 4984 ins T aa 1662 PTC 1662 truncation detezio 1 S this report
29 3638 5207 T>A V1736D missense trasversione 1 U repert
29 3053 5220 delTGTinsA aa 1740-1741 PTC 1759 truocat ins/del 1 U this report
29 3016 5242 C>T R1748X truncation transizione 1 = &ral, 2003
29 3663 5248 A>G K1750E missense transizione 1 U repsert
29 3063 5425 C>T R1809C Missense transizione 2 F s réport
29 3024 5425 C>T R1809C Missense transizione 2 U S report
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29 3718 5482 G>T D1829Y Missense trasversione 1 ] is réport
30 3582 5553delTGCCTATAATCT AAYNLL1851-1855A deletidhaa (1852-1855) in frame delezione 1 U this repor
30 2927 5624C>G S1875X truncation trasversione 1 S s réport
30 3569 5694 G>A E1898E silente transizione 1 U taport
31 2879 5839 C>T (*) R1947X truncation transizione 4 5 Klose et al, 1999
31 2899 5839 C>T (¥) R1947X truncation transizione 4 Klose et al,1999
31 3622 5839 C>T (*) R1947X truncation transizione 4 - Klose et al,1999
31 3633 5839 C>T (¥) R1947X truncation transizione 4 Klose et al,1999
31 2891 5878 del A aa 1960 PTC 1960 truncation detezio 1 F this report
IVS 31 3049 IVS 31+1 G>C / splice site trasversione 1 F is téport
IVS 31 3055 5944-5 A>G / splice site skip ex 32 (IF -4 aa transizione 2 S | Fahsold et al, 2
IVS 31 2900 5944-5 A>G / splice site skip ex 32 (IF -4 aa transizione 2 S | Fahsold et al, 2
33 3317 6312 del G aa 2104 PTC 2128 truncation delezio 1 S this report
34 2967 6410ins T aa 2137 PTC 2147 truncation i seez 1 U this report
34 2361 6492 delG aa 2164 PTC 2178 truncation delezion 1 F this report
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34 2639 6513T>G Y2171X truncation trasversione 1 o s thport
34 3177 6524insGT aa 2175 PTC 2179 truncation inseezio 1 F this report
IVS 34 2893 6579+1 G>C / splice site trasversione 1 S repert
35 3002 6637 C>T Q2213X truncation transizione 1 U s tieport
IVS 35 3437 6641+1 G>A / splice site transizione 1 De I_Zuocc;el4et al,
IVS 35 3625 6641+1 G>C / splice site trasversione 1 F réport
36 3525 6733 C>T Q2245X truncation transizione 1 = s thport
IVS 36 2616 6756+1 G>A Skip of ex 36(?); out of frame splice site transizione 1 U| Fahsold et al, 3000
PTC2220
37 3147 6789 del TTAC aa 2263-2264  PTC 226 ation delezione 2 S R‘;tl”ii‘ggg et
37 3659 6789 del TTAC aa 2263-2264  PTC 226 ation delezione 2 u R?RTSSQ et
37 3101 6792 C>A Y2264X truncation trasversione 3 U sHedd et al, 2000
37 3226 6792 C>A Y2264X truncation trasversione 3 ) shedd et al, 2000
37 3566 6792 C>A Y2264X truncation trasversione 3 U sHedd et al, 2000
37 3104 6792insA aa 2264 PTC 2264 truncation inseezion 1 u | Delucactal
38 3099 6882 C>G L2294L silente trasversione 1 y] eyt
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38 3677 6866 del C aa 2289 PTC 2297 truncation delezio 1 U this report
38 3734 6933-6934delAG aa 2311-2312 PTC 2317 uncation delezione 1 U this report
38 3724 6947 T>C L2316P missense transizione 1 S Vel 2099
39 3184 7090 ins T aa 2364 PTC 2364 truncation inseezi 1 U Reg‘l’é:n(.f)og"
39 3924 7096-7101 delAACTTT del aa 2364-2365 N-F eriehe di 2 aa in frame delezione 1 A Ars, et 820
40 3579 7199 A>G N2400S missense transizione 1 U réipiert
40 3163 7218-7231 delCAAATTTGAAGTGA aa 2406-2411 PTC 2421 truncation delezione 1 U répert
41 3247 7285 C>T R2429X truncation transizione 2 5 hBlket al, 200,
41 3268 7285 C>T R2429X truncation transizione 2 ) hetset al, 200

IVS 41 3719 7394+1 G>C / splice site trasversione 1 U reqiort

IVS 43 3637 7676-2 A>T / splice site trasversione 1 U Oslab al, 199
44 2686 7711 C>G H2571D missense trasversione 1 F S retport
44 3368 7682-7683delAG aa 2561 PTC2573 truncation zitele 1 u | De "2“0"6"‘46t al
45 3303 7846 C>T R2616X truncation transizione 3 - hbBlset al, 200,
45 3030 7846 C>T R2616X truncation transizione 3 ) hetset al, 200
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45 3550 7846 C>T R2616X truncation transizione 3 - hBlket al, 2000
IVS 47 3234 8097+55 T>C / splice site transizione 1 U thsort

49 3024 8332 G>A V2778l missense transizione 1 U respert

Tabella 14.Elenco delle mutazioni riscontrate in 196 pazienti310 analizzati. Oltre a riportare 'alterazioneleotidica e aminoacidica della sequenza (la mapiene € stata
formulata sulla base del cDNA di riferimento: NM_02®7.1), in tabella € evidenziato il grado di faamita della mutazione (F: familiare; S: sporaditia;non noto) ed eventuali
riferimenti in letteratura.
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ORIGINAL ARTICLE

Is CFTR 621+3 A>G a cystic fibrosis causing
mutation?

Monica Forzan!3, Leonardo Salviati®?3, Vanessa Pertegatol’z, Alberto Casarin2, Alice Brusonl,

Eva Trevisson!2, Elena Di Gianantonio! and Maurizio Clementil

The 621+3 A>G variant of the CFTR gene was initially detected in four Greek patients with a severe form of cystic fibrosis, and
it is reported to impair CFTR mRNA splicing. We present three lines of evidence that argue against the pathogenicity of this
variant. First, its allelic frequency in the Italian population was 0.4%. Even considering the lowest value in the confidence
interval we would expect 10% of Italian CF patients to be heterozygotes for this variant, whereas it has been reported only

in one patient (0.04% of Italian CF patients). Second, expression of the 621+3 A> G variant in HeLa cells using a hybrid
minigene showed that 39.5 + 1.1% of transcripts were correctly spliced, indicating that its effects on mRNA splicing are similar
to those of the CFTR intron 8 5T variant, associated with congenital bilateral absence of vas deferens (CBAVD), but not with CF.
Third, we have identified an asymptomatic individual who harbored the 621+3 A > G variant in trans with the Q552X mutation.

Because 621+3 A>G is often included in population-screening programs, this information is critical to provide adequate
counseling to patients. Further work should be aimed at investigating whether this variant may have a role in CBAVD

or atypical CF.

Journal of Human Genetics advance online publication, 6 November 2009; doi:10.1038/jhg.2009.115

Keywords: cystic fibrosis; hybrid minigene; population screening; splicing

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF; MIM no. 219700) is one of the most frequent
autosomal recessive disorder in the Caucasian population, affecting
1:2500 individuals and it is caused by mutations of the CFTR gene.!
The frequency of heterozygous carriers in the European population is
about 1 in 25 individuals; therefore several countries have instituted
specific population-screening programs to identify carriers. Because
more than 1600 different CFTR mutations have been reported in
literature, these programs usually provide testing for a panel which
includes the 20-50 most common CFTR mutations in that particular
population.? However, the pathogenicity of some mutations included
in these panels has been disputed. An example is the I148T variant
initially reported as a CF mutation, which is now considered
a non-pathogenic nucleotide change.?

We have chosen to study the 621+3 A>G nucleotide change
because one of us had tested positive for this variant during a CF-
screening program. The 621+3 A > G variant was first reported to the
Cystic Fibrosis Mutation Database (http://www.genet.sickkids.on.ca/
cftr/app) as a neutral polymorphism. Subsequently, it was described as
a severe disease-causing mutation in four CF patients. It was reported
to affect the splicing of exon 4, leading to the formation of a non-
functional CFTR protein.* We now present epidemiological,

functional and clinical evidence suggesting that the 621+3 A>G
variant should not be considered a CF disease-causing mutation.

MATERIALS AND METHODS
Analysis of 621+3 A>G variant in the general population
We studied a cohort of 250 healthy individuals of northern Italian origin, aged
20-45 years. The screening of the 621+3 A>G variant has been performed by
High Resolution Melting (HRM) analysis using the Rotorgene 6000 (Corbett
Life Sciences, Concorde, NSW, Australia). PCR primers were: FOR 5-CAC
ATTGGAATGCAGATGAGA-3" and REV 5-TCCCTTACTTGTACCAGCTC
ACT-3'; amplification conditions were 95°C 5min, 50 cycles of 95°C 10s,
60°C 20s and a final step of 72°C 5min. HRM analysis was performed
between 71 and 83°C. One 621 +3 A>G heterozygote and one wild-type
homozygote were used as controls. All samples showing the HRM profile of the
heterozygote have been sequenced using the amplification primers.

Expected frequencies of CF genotypes in the population were calculated
using the Hardy—Weinberg equation.” 95% confidence interval (CI) of the
proportion was calculated as described.®

Generation of the minigene construct

To obtain the backbone of the artificial minigene, a 1.8kb fragment encom-
passing the entire human beta-globin gene was amplified from genomic DNA
of a healthy volunteer using primers FOR 5-CTTCTGCTAGCAGTCAGGG
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CAGAGCCATCTA-3" REV 5-CTTCTGGGCCCTTTGCAGCCTCACCTTCTT
T-3" (which introduce Nhel and Apal sites in the product) and the Expand
Long Template PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany).
PCR conditions were 94°C 2min 15 cycles of 94°C 10s, 65° C 30s, 68 °C
3 min, followed by 20 cycles of 94°C 155, 65° C 305, 68 °C 3 min, with a 15s
increase every cycle, and a final extension step of 68 °C 7 min.

After enzymatic digestion it was cloned into the corresponding sites of
pCDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

An artificial multiple cloning site containing the Xhol, NotI and HindIII sites
(in capital letters in the following sequence) tgtacaCTCGAGttatGCGGCCGC
tactAAGCTTGTACA was then cloned into the BsrGI site within intron 2 of the
B-globin gene.

A 853 bp fragment encompassing 341 bp of intron 3, exon 4 and 296 bp of
intron 4 of the CFTR gene was amplified from genomic DNA of a healthy
individual identified as carrier of the 621+3 A>G through population screen-
ing, using primers: FOR 5-CTTCTCTCGAGAAAAGGGAAATGCTTTAGAA
ACTG-3" and REV 5-CTTCTAAGCTTTGAGTCATCTTAACAGGAAACCA-3
(which introduce Xhol and HindlIII restriction sites in the PCR product) and
Applied Biosystems AmpliTaq Gold DNA Polymerase. PCR conditions were:
94°C 10min, 30 cycles of 95°C 30s, 60° C 40s, 72°C 1 min and a final
extension step 72 °C 10 min. After digestion the fragment was cloned into the
minigene vector, and sequenced. One clone containing the wild-type allele, and
one with the mutation were retained for expression experiments.

Minigene expression and analysis of transcripts

Hela cells (2x10°) were transfected with 400 ng of the wild type or the mutated
minigene using Effectene reagent (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) according
to the manufacturer’s instruction. After Total RNA was extracted and retro-
transcribed as reported” using primers FOR 5-TCTGTCCACTCCTGATGCTG-
3" and REV 5-CACTGGTGGGGTGAATTCTT-3’ located on f-globin exon 2
and 3 and Roche Taq DNA polymerase. PCR conditions were: 94 °C 3 min, 30
cycles of 94 °C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 45s and a final extension step 72 °C
7min. This set of primers does not amplify eventual ectopically expressed
CFTR transcripts.

PCR products were separated either on a 3% agarose gel or on a 12% acril-
amyde gel. Individual bands were excised and sequenced using amplification
primers as described.® PCR products were also labeled with a>?P-dATP using
the “last cycle hot” procedure’ and after gel separation were visualized and
quantitated using a Storm Phosporimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
CA, USA). The quantitation was performed on three independent experiments.

RESULTS

Epidemiology

Two out of 250 normal individuals (500 alleles) were heterozygous for
the 621+3 A>G mutation giving an allele frequency of 0.4%, 95% CI
(0.11-1.45). Figure 1 shows the abnormal HRM profile in these
individuals.

35

Wild Type

dF/idT

62143 A>G

72 73 74 75 7w 77 78 79 80 81 82 83

Figure 1 HRM profiles of the wild-type individuals, and of heterozygous
carriers of the 621+3 A>G variant (see Materials and methods section for
details).

Journal of Human Genetics

Based on these data the expected frequency of individuals harboring
the 621+3 A>G allele in compound heterozygosity with another CF
allele would be 1:7812 (30% of CF patients), whereas the frequency of
homozygotes would be 1:62500 (4% of CF patients). Even considering
the lowest value in the 95% CI the expected frequencies would be
1:24010 (10% of CF patients) for heterozygotes, and 1:300000 (0.3%
of CF patients) for homozygotes.

The Italian CFTR mutation database reports only one patient who
was compound heterozygous for the 621+3A>G allele out of a total
of 2253 affected individuals (4506 alleles) (http://spazioinwind.libero.
it/laboratoriCF/frequenze.htm).

Molecular studies

Because epidemiological data were arguing against the pathogenicity
of the 62143 A>G, we investigated CFTR mRNA splicing using a
minigene-based approach.

Constructs containing wild-type and mutant CFTR exon 4 and the
intron—exon boundaries were cloned into the pcDNA3.1-B-globin
construct and expressed in HeLa cells. mRNA was analyzed
by RT-PCR using B-globin-specific primers (Figure 2a), that do not
amplify eventual ectopically expressed CFTR transcripts. We also did
not find evidence of expression of the endogenous B-globin gene
(not shown).

As seen in Figure 2b the transcript derived from the wild-type
construct is correctly spliced, producing a single transcript containing
the entire CFTR exon 4. Instead, the mutated construct yielded three
different bands, one corresponding to the correctly spliced transcript,
one resulting from the activation of a cryptic splice site within exon
4, 93 bp upstream of the exon 4/intron 4 boundary, and a faint third
band corresponding to a transcript lacking the entire CFTR exon 4.
Although these transcripts maintain the reading frame of the mRNA,
the resulting proteins are likely to be non-functional.!” Relative
quantification of radiolabelled RT-PC products (Figure 2c) was
performed on three independent experiments and revealed that the
aberrantly spliced forms account for 58.5+0.8% (transcript 2 in
Figure 1b) and 2.0 £0.4% (transcript 3 in Figure 2b), whereas the
correctly spliced product accounts for 39.4 £ 1.1% of total transcripts
(transcript 1 in Figure 2b).

Patient data

In the course of the study we identified by chance an individual who
harbored the 621 +3A>G variant in trans with the pathogenic
Q552X-truncating mutation. She is an 8-year-old girl, first child of
healthy unrelated parents. Immunoreactive trypsinogen at birth was
normal. She had an unremarkable medical history in particular; she
never experienced severe respiratory infections, episodes of wheezing,
sinusitis or recurrent diarrhea. Stature and weight were both above the
75th centile. She was identified to be the carrier of both alterations
because her parents underwent CF screening during a second
pregnancy: the mother was found to harbor 621+3 A>G, whereas
the father had tested positive for Q552X. After the molecular diagnosis
she underwent a thorough medical evaluation. Chest X-Ray was
normal, serum amylase, lipase and fecal chymotrypsine levels were
all within normal ranges. Chloride sweat test was repeated three times.
In one occasion chloride sweat test was pathologic (75 mEq/l), and in
two occasions it yielded borderline results (49 mEq/1).

DISCUSSION

In Southern European populations the proportion of non F508del
alleles in CF carriers is high,'! but the pathogenicity of some of these
variants is disputed. Defining the exact role of these nucleotide
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Figure 2 (a) Structure of the hybrid minigene (see Materials and methods section for details). The arrows indicate the primers used for RT-PCR analysis.
Boxed in gray, B-globin exons 1-3, in white CFTR exon 4. Expression is driven by the CMV promoter of pcDNA3.1. (b) RT-PCR analysis of mRNA of cell
expressing the wild-type (WT) minigene, or the construct harboring the 621+3 A>G variant (MUT). Fragments were labeled with 32P using the last cycle hot
procedure (see Materials and methods section for details) and visualized with a phosphor-Imager. On the right the composition of each transcript. The
experiment was performed in triplicate. (c) Densitometric profile above the gel. Arrows indicate the peaks corresponding to each fragment. Quantitation of
three independent experiments revealed that fragment 1 represents 39.4 £ 1.1% of total transcripts, fragment 2 58.5+0.8% and fragment 3 2.0 £ 0.4%.

substitutions is essential to provide genetic counseling to subjects
identified through population screening.

The 621+3 A>G variant has been reported in Greek patients with
severe form of CE. We now present three lines of evidence that argue
against the pathogenicity of the 621+3 A>G mutation. The first set of
data comes from epidemiological analysis. We observed that this
variant is more frequent in the general population than in patients.
Its allelic frequency in our sample of healthy Italian controls was 0.4%
(CI 95% 0.11-1.45), making it one of the most frequent CF alleles. In
other words, even considering the lowest value in the 95% CI, we
would have expected to find at least 225 patients with this mutation in
the Italian CF registry. In contrast, it was reported only in 1/2253 CF
patients. It should be noted that in most Italian centers mutation
screening in CF patients is performed by denaturing gradient gel
electrophoresis or DHPLC, therefore this mutation should have been
identified if present.

The second line of evidence derives from our minigene experi-
ments. Our data clearly show that although this nucleotide change
does affect mRNA processing, a considerable portion of transcripts
(39.4 + 1.1%) are correctly spliced, thus giving rise to functional CFTR
proteins. Another mutation targets the same splice site in position +1
and does not allow formation of any residual correctly spliced
transcripts.!® Interestingly, the 621+1 G>T mutation causes the
activation of the same cryptic splice within exon 4. It should be
noted that position +3 in the 5" splice site is less critical than positions
+1 or +2, with both A and G nucleotides being almost equally
represented in this position,!? therefore it is not surprising that
621+3 A>G has a less detrimental effect on mRNA splicing
than 621+1 G>T. Although mRNA splicing efficiency can vary
between different tissues,!> these data suggest that the effect of
621+3 A>G on mRNA splicing is similar to that of the CFTR intron
8 5T variant,'* involved in congenital bilateral absence of vas deferens,
but not in CE.

Our data are not in contrast with the results obtained by Tzetis
et al In fact, we identified the same splicing alteration qualitatively.
The discrepancy in the conclusions lies in the fact that methodology
employed by Tzetis et al* could not discriminate the relative con-
tribution of each individual allele to the total pool of correctly spliced
transcripts, and therefore they could not rule out the presence of
correctly spliced transcripts deriving from the 62143 A>G allele. In
fact, traditional RT-PCR analysis of patient mRNA cannot distinguish
transcripts deriving from individual alleles of compound heterozy-
gotes (as were the four reported 621+3 A>G patients), unless the
analysis is coupled to either selective digestion of one of the two alleles
by a specific restriction endonuclease,' or if the amplification proto-
col is allele-specific.'* This type of analysis is not always possible
because of the absence of informative polymorphic sites in the
transcript. Hybrid minigenes overcome these limitations, and in fact
they have been widely used to study CFTR-splicing alterations.!6-18

Finally, we have identified an asymptomatic 8-year-old girl harbor-
ing 62143 A>G allele in trans with a truncating CFTR mutation.
Although she had a borderline sweat test she did not present with any
symptom of CE It will be important to monitor the patient to
determine if in the future she will develop an atypical form of CF,
because the quantity of correctly spliced transcripts may differ among
various organs of the same patient, contributing to differential organ
disease manifestations.

A likely explanation of the severe phenotype of the four reported
patients (and of the single Italian patient with harboring 621+3 A>G)
is that another undetected mutation was in cis with 621+3 A>G. A
complex allele comprising 621+3 A>G and a 4332delTG has been
identified in a patient of north-African origin.!® It is likely that the
mutation analysis protocol, carried out by denaturing gradient gel
electrophoresis, would have identified this mutation (if present) in the
four Greek patients with 621+3 A>G (in any case we ruled out the
presence of this variant in all individuals carrying the 621+3 A>G
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allele included in our study). However, this technique cannot detect
heterozygous deletions of individual exons, that may be present in up
to 60% of classic CF patients in whom a single-point mutation is
detected.?? This case is similar to that of the 1148T variant, which by
itself is not a CF disease-causing mutation, but in some patients it is
found in cis with the 3199del6 mutation.?! Extensive analysis of CFTR,
including gene rearrangements, should be performed in all patients
with typical CF symptoms harboring the 621+3 A>G allele, to
identify a possible other mutation in cis with this variant, which
could account for the severe phenotype.

In conclusion, our data suggest that 621+3 A>G should not be
considered a severe CF mutation because of its frequency in the
population, because it still allows the synthesis of significant amounts
of functional CFTR protein, and the absence of clinical disease in a
compound (62143 A>G/ Q552X) heterozygote individual. Although
a large study performed in the Italian population did not detect the
presence of this mutation in infertile men,?? further epidemiological
studies should be aimed at determining whether 621+3 A>G in
isolation may have a role in congenital bilateral absence of vas deferens
or in atypical forms of CE

ACKNOWLEDGEMENTS

Dr Salviati is supported by a grant from AFM and by Telethon Italia Grant
GGP06256.

—

Davies, J. C., Alton, E. W. & Bush, A. Cystic fibrosis. BMJ 335, 1255-1259 (2007).
2 Tomaiuolo, R., Spina, M. & Castaldo, G. Molecular diagnosis of cystic fibrosis:
comparison of four analytical procedures. Clin Chem Lab Med 41, 26-32 (2003).

3 Claustres, M., Altieri, J. P., Guittard, C., Templin, C., Chevalier-Porst, F. & Des Georges,
M. Are p.1148T, p.R74W and p.D1270N cystic fibrosis causing mutations? BMC Med
Genet 5, 19 (2004).

4 Tzetis, M., Efthymiadou, A., Doudounakis, S. & Kanavakis, E. Qualitative and quanti-

tative analysis of mMRNA associated with four putative splicing mutations (621+3A-

>G, 2751+2T->A, 296+1G->C, 1717-9T->C-D565G) and one nonsense mutation

(E822X) in the CFTR gene. Hum Genet 109, 592-601 (2001).

Hardy, G. H. Mendelian Proportions in a Mixed Population. Science 28, 49-50 (1908).

6 Newcombe, R. G. Two-sided confidence intervals for the single proportion: comparison

of seven methods. Stat Med 17, 857-872 (1998).

o

Journal of Human Genetics

7 Trevisson, E., Salviati, L., Baldoin, M. C., Toldo, I., Casarin, A., Sacconi, S. et al.
Argininosuccinate lyase deficiency: mutational spectrum in Italian patients and identi-
fication of a novel ASL pseudogene. Hum Mutat 28, 694-702 (2007).

8 Salviati, L., Trevisson, E., Baldoin, M. C., Toldo, |., Sartori, S., Calderone, M. et al. A
novel deletion in the GJA12 gene causes Pelizaeus-Merzbacher-like disease. Neuroge-
netics 8, 57-60 (2007).

9 Sacconi, S., Salviati, L., Nishigaki, Y., Walker, W. F., Hernandez-Rosa, E., Trevisson, E.
et al. A functionally dominant mitochondrial DNA mutation. Hum Mol Genet 17,
1814-1820 (2008).

10 Zielenski, J., Bozon, D., Markiewicz, D., Aubin, G., Simard, F., Rommens, J. M. et al.
Analysis of CFTR transcripts in nasal epithelial cells and lymphoblasts of a cystic
fibrosis patient with 621+1G->T and 711+1G->T mutations. Hum Mol Genet 2,
683-687 (1993).

11 Chillon, M., Casals, T., Gimenez, J., Ramos, M. D., Palacio, A., Morral, N. et al. Analysis
of the CFTR gene confirms the high genetic heterogeneity of the Spanish population: 43
mutations account for only 78% of CF chromosomes. Hum Genet 93, 447-451 (1994).

12 Cartegni, L., Chew, S. L. & Krainer, A. R. Listening to silence and understanding
nonsense: exonic mutations that affect splicing. Nat Rev Genet 3, 285-298 (2002).

13 Mak, V., Jarvi, K. A., Zielenski, J., Durie, P. & Tsui, L. C. Higher proportion of intact exon
9 CFTR mRNA in nasal epithelium compared with vas deferens. Hum Mol Genet 6,
2099-2107 (1997).

14 Rave-Harel, N., Kerem, E., Nissim-Rafinia, M., Madjar, |., Goshen, R., Augarten, A.
et al. The molecular basis of partial penetrance of splicing mutations in cystic fibrosis.
Am J Hum Genet 60, 87-94 (1997).

15 Martella, M., Salviati, L., Casarin, A., Trevisson, E., Opocher, G., Polli, R. et al.
Molecular analysis of two uncharacterized sequence variants of the VHL gene. J Hum
Genet 51, 964-968 (2006).

16 Zuccato, E., Buratti, E., Stuani, C., Baralle, F. E. & Pagani, F. An intronic polypyr-
imidine-rich element downstream of the donor site modulates cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator exon 9 alternative splicing. J Biol Chem 279,
16980-16988 (2004).

17 Pagani, F., Stuani, C., Zuccato, E., Kornblihtt, A. R. & Baralle, F. E. Promoter
architecture modulates CFTR exon 9 skipping. J Biol Chem 278, 1511-1517 (2003).

18 Hefferon, T. W., Groman, J. D., Yurk, C. E. & Cutting, G. R. A variable dinucleotide
repeat in the CFTR gene contributes to phenotype diversity by forming RNA secondary
structures that alter splicing. Proc Nat! Acad Sci USA 101, 3504-3509 (2004).

19 Loumi, O., Ferec, C., Mercier, B., Creff, J., Fercot, B., Denine, R. et al. CFTR mutations
in the Algerian population. J Cyst Fibros 7, 54-59 (2008).

20 Hantash, F. M., Redman, J. B., Starn, K., Anderson, B., Buller, A. & McGinniss, M. J.
et al. Novel and recurrent rearrangements in the CFTR gene: clinical and laboratory
implications for cystic fibrosis screening. Hum Genet 119, 126-136 (2006).

21 Monaghan, K. G., Highsmith, W. E., Amos, J., Pratt, V. M., Roa, B., Friez, M. et al.
Genotype-phenotype correlation and frequency of the 3199del6 cystic fibrosis muta-
tion among 1148T carriers: results from a collaborative study. Genet Med 6, 421-425
(2004).

22 Morea, A., Cameran, M., Rebuffi, A. G., Marzenta, D., Marangon, O., Picci, L. et al.
Gender-sensitive association of CFTR gene mutations and 5T allele emerging from a
large survey on infertility. Mol Hum Reprod 11, 607-614 (2005).



	11-Pubblicazione.pdf
	Is CFTR 621+3 AgtG a cystic fibrosis causing mutationquest
	Introduction
	Materials and methods
	Analysis of 621+3 AgtG variant in the general population
	Generation of the minigene construct
	Minigene expression and analysis of transcripts

	Results
	Epidemiology
	Molecular studies
	Patient data

	Discussion
	Figure 1 HRM profiles of the wild-type individuals, and of heterozygous carriers of the 621+3 AgtG variant (see Materials and methods section for details).
	Figure 2 (a) Structure of the hybrid minigene (see Materials and methods section for details).
	ACKNOWLEDGEMENTS





