INTRODUZIONE

La “sindrome ring 14” & una condizione rara, ancora poco delineata sia sul
piano genetico che clinico. Fu descritta per la prima volta da Gilgenkrantz et
al., nel 1971, e da allora in letteratura sono stati riportati poco piu di 50 casi.
Gli individui affetti presentano un caratteristico riarrangiamento ad anello di
un cromosoma 14, in genere associato a delezione di misura variabile del
materiale genetico 14-specifico, in particolare nell’ambito della regione 14q
terminale. Sin dall’inizio e stata subito riconosciuta una precisa associazione
tra la presenza di questo particolare riarrangiamento cromosomico ed una
definita condizione sindromica, tuttavia I’analisi combinata di tutti i pazienti
ha anche dimostrato I’esistenza di un ampio grado di variabilita fenotipica. |
dati fino ad ora disponibili mostrano che le manifestazioni cliniche piu
ricorrenti sono il ritardo dello sviluppo psicomotorio, le crisi epilettiche ed un
aspetto particolare del volto (facies -caratteristica). A questi tratti si
accompagnano con frequenza variabile altri segni clinici addizionali quali
microcefalia, ipotonia, anomalie retiniche e anomalie scheletriche.

L ampia variabilita legata sia al tipo di segni clinici presenti che alla severita
di espressione degli stessi puo essere giustificata solo in parte dalla presenza e
dall’estensione della delezione a carico della porzione distale del braccio
lungo del cromosoma 14. La problematica delle correlazioni genotipo-
fenotipo nell’ambito della sindrome ring 14 é anche complicata dal fatto che
alcune manifestazioni fenotipiche sono legate aspecificamente alla presenza
di un cromosoma ad anello; e ben nota, infatti, una cosiddetta “sindrome del

ring”, indipendentemente dal cromosoma di origine.



LA SINDROME DEL RING

I cromosomi ad anello sono un reperto raro nelle analisi citogenetiche pre- e
post-natali, tuttavia sono stati descritti per tutti i cromosomi umani e sono una
causa ben nota di anomalie congenite multiple e ritardo mentale (Schinzel,
2001). Sono stati finora riportati centinaia di pazienti con varie combinazioni
di malformazioni, anomalie minori, e ritardo di crescita generalmente
associato a ritardo mentale di grado variabile. Sono anche stati fatti dei
tentativi di associare specifici rings cromosomici con particolari sindromi
malformative. Tuttavia, la frequente presenza di una concomitante delezione,
in associazione con il mosaicismo cellulare e I’aneusomia, hanno reso queste
correlazioni particolarmente difficili (Rogan et al., 1996).

Si ritiene che il meccanismo piu probabile con cui si formano queste strutture
ad anello, e rappresentato da una rottura in ciascun braccio del cromosoma e
dalla successiva fusione delle estremita rotte. Questo evento presume la
perdita di materiale genetico localizzato nella porzione piu distale delle
braccia cromosomiche e la formazione pertanto di un riarrangiamento
cromosomico sbhilanciato (Mc Kinlay et al., 2004). 1 meccanismi che possono
causare queste rotture a livello del DNA sono ignoti, cosi come sono ignoti i
meccanismi di ligazione delle estremita aperte, ma e possibile che il
macchinario del non-homologous end-joining possa giocare un ruolo in
questo processo (Rossi et al., 2007). Presumibilmente, la localizzazione dei
breakpoints e la quantita di materiale genetico perso varia da caso a caso, per
cui ci si pu0 aspettare un’ampia variabilita nei fenotipi clinici dei pazienti con
un cromosoma ad anello apparentemente simile ma che in realta puo
presentare piccoli cambiamenti cromosomici non facilmente riconoscibili. In
genere, le patologie determinate da rings sbilanciati sono caratterizzate da

manifestazioni cliniche gravi, che spesso includono diverse anomalie



congenite, franche malformazioni, ritardo di crescita e ritardo mentale. La
gravita clinica dipende dal cromosoma coinvolto e dall’entita della delezione,
oltre che dall’eventuale presenza di mosaicismo cellulare (Kosztolanyi, 1987).
Tuttavia, in molti reports é stato descritto uno specifico fenotipo clinico
presente in un sottogruppo di pazienti con rings autosomici non
soprannumerari apparentemente completi, la cui principale manifestazione
clinica e un grave ritardo di crescita accompagnato da un lieve o moderato
ritardo mentale, in assenza di gravi malformazioni e con caratteristiche
dismorfiche minori (ipertelorismo, micrognatia). | diversi autori hanno
suggerito la presenza di una sindrome unica, indipendente dal tipo di
cromosoma coinvolto (Cote et al., 1981; Kosztolanyi, 1987; Mac Dermot et
al., 1990; Freyberger et al., 1991; Migliori et al., 1994). Il termine “sindrome
del ring” é stato utilizzato per la prima volta da Cote e collaboratori (1981)
per descrivere appunto questo gruppo di patologie.

Secondo una recente revisione di Kosztolanyi (1987), fra un totale di 207
pazienti portatori di differenti rings autosomici non sovrannumerari un quinto
di essi é portatore di un anello apparentemente completo e presenta il fenotipo
clinico tipico della sindrome del ring.

Lo stesso studio, inoltre, suggerisce la presenza di correlazione tra le
dimensioni del cromosoma ad anello e la probabilita del verificarsi della
principale anomalia che caratterizza la sindrome del ring, che é il ritardo di
crescita. In particolare, un ritardo di crescita grave € stato osservato nel 69%
dei pazienti portatori di un ring dei cromosomi 1-12, mentre solo nel 30% dei
pazienti portatori di un ring dei cromosomi 13-22. La differenza & fortemente
significativa ed indica che il rischio clinico aumenta con le dimensioni del
cromosoma riarrangiato.

Gia prima dell’avvento e dell’applicazione delle tecniche di citogenetica

molecolare, si rendeva clinicamente evidente che in alcuni casi di cromosomi



ad anello si doveva essere verificata una delezione cromosomica criptica nel
contesto del ring stesso, mentre in altri casi il cromosoma circolarizzato
doveva rimanere integro nel suo contenuto genico.

Per spiegare la formazione di un ring bilanciato, é stato proposto un secondo
meccanismo che prevede la fusione end to end delle sequenze palindromiche
alle estremita dei cromosomi. Pertanto la formazione del ring in questo caso
puo essere interpretata come un’alterazione della struttura tridimensionale del
materiale genetico piuttosto che come un’alterazione del dosaggio (Zuffardi et
al., 1980; Cote et al., 1981). Parecchi studi in vitro e su modelli animali
hanno mostrato che I’accorciamento delle sequenze ripetute telomeriche puo
causare il distacco delle proteine che hanno la funzione di proteggere le
estremitd cromosomiche determinando in tal modo una disfunzione
telomerica (Cervantes and Lundblad, 2002). Questo renderebbe le estremita
prone alla ricombinazione o con il DNA di altri cromosomi, determinando la
formazione di un cromosoma dicentrico, oppure con I’altro braccio dello
stesso cromosoma dando origine ad un anello (Counter et al., 1992). Con
I’avvento delle tecniche di citogenetica molecolare e stato successivamente
possibile dimostrare la preservazione delle sequenze telomeriche e
subtelomeriche nei cromosomi ad anello di alcuni pazienti affetti dalla
sindrome del ring. Tale evidenza citogenetica ha consentito di concludere che
il meccanismo piu probabile di formazione in questi casi € appunto la fusione
end-to-end dei telomeri (Pezzolo et al.,, 1993; Calabrese et al., 1997;
Sigurdardottir et al., 1999; Vermeesch et al., 2002) .

Dal momento che il grave ritardo di crescita, che rappresenta il principale
segno clinico, non pud essere spiegato da cause organiche, biochimiche o
endocrine, diversi autori hanno ipotizzato che esso potrebbe essere correlato

principalmente all’instabilita strutturale intrinseca del ring durante le divisioni



cellulari (McDermott et al., 1977; Zuffardi et al., 1980; Cote et al., 1981;
Jansen et al., 1982; Kosztolanyi, 1987).

In passato i cromosomi sono stati spesso considerati puramente come
contenitori statici dell’informazione genetica. Tuttavia, € ormai chiaro che
essi sono delle strutture altamente dinamiche, con un’organizzazione
finemente regolata. E’ noto che la conformazione della cromatina gioca un
ruolo importante nella regolazione dell’espressione genica ed anche gli
elementi cromosomici non trascritti hanno una funzione cruciale nel ciclo
cellulare. Anche la topologia dei cromosomi sembra giocare un ruolo
importante; la replicazione del DNA da origine a due cromatidi fratelli lineari
organizzati in una configurazione parallela, in modo che alla transizione
metafase-anafase possa avvenire una Separazione simmetrica. Un
cambiamento nella topologia del cromosoma da lineare a circolare puo
totalmente distruggere questa sequenza di eventi; scambi tra i cromatidi
fratelli del ring in mitosi portano alla produzione di altre aberrazioni
cromosomiche quali doppi ring o ring intrecciati. Questi derivati possono
essere trasmessi alle cellule figlie, oppure possono essere persi per lag
anafasico dando origine a cellule monosomiche (Zuffardi et al., 1980; Cote et
al., 1981). Il risultato finale e la formazione continua di cellule con un corredo
cromosomico shilanciato e quindi con ridotta vitalita, che vengono perse nelle
successive divisioni cellulari (Kosztolanyi, 1987). Dal punto di vista
citogenetico, I’instabilita del ring si manifesta con il ritrovamento di cariotipi
a mosaico negli individui portatori. Questa condizione di mosaicismo risulta
spesso dinamica, in quanto la struttura ed il numero dei rings possono subire
variazioni nelle cellule somatiche dello stesso individuo in tempi diversi. Il
ritrovamento piu frequente negli individui affetti e sicuramente la presenza di
una seconda linea cellulare monosomica, formatasi molto probabilmente in

seguito a perdita del ring per lag anafasico (McConnell et al., 2004).



E’ stato suggerito che la sindrome del ring puo essere causata appunto dalla
continua generazione di cellule aneuploidi secondarie che presentano una
ridotta vitalita. Studi in vitro hanno dimostrato che la generazione persistente
di queste cellule aneuploidi e la loro eliminazione alla divisione cellulare puo
portare ad un alto tasso di morte cellulare. Questo processo probabilmente
avviene anche in vivo e puo causare una riduzione significativa del numero
totale di cellule vitali in un momento qualsiasi dello sviluppo (Kosztolanyi,
1987).

La correlazione tra il ritardo di crescita e le dimensioni del cromosoma ad
anello trova una spiegazione nell’assunto che un cromosoma piu grande,
essendo esposto ad un numero maggiore di scambi tra cromatidi fratelli
rispetto ad un cromosoma piu piccolo, &€ piu instabile e di conseguenza
produce un maggior numero di cellule con un corredo cromosomico
sbilanciato, da cui ne deriva un piu alto tasso di morte cellulare. L’instabilita
strutturale dei rings cromosomici puo essere responsabile, oltre che del ritardo
somatico, anche di alcune anomalie dello sviluppo non specifiche. Ad
esempio, la generazione continua di cellule aneuploidi durante I’embriogenesi
puo influenzare il tasso di proliferazione cellulare riducendo la stabilita di
alcuni pathways durante determinati periodi critici dello sviluppo
(Kosztolanyi, 1987). Questo pu0 avere un effetto pronunciato
sull’organizzazione di alcune strutture. Ad esempio, la microcefalia,
frequentemente menzionata nei reports di pazienti portatori di rings
cromosomici, potrebbe essere una manifestazione di un piu generale ritardo di
crescita (Sigurdardottir et al., 1999).

Recentemente con I’introduzione delle tecniche di array-CGH ad alta
risoluzione é stato possibile dimostrare come molte volte i riarrangiamenti
cromosomici sono piu complessi di quello che potrebbe sembrare in

apparenza (Gribble et al., 2005; Knijnenburg et al., 2005; Rosenberg et al.,



2005). In particolare, per quanto riguarda i cromosomi ad anello, I’uso
combinato della FISH e dell’array-CGH ha consentito di riscontrare in alcuni
pazienti la presenza, nel contesto del ring, di duplicazioni invertite accanto
alle delezioni terminali (Knijnenburg et al., 2007; Rossi et al., 2007). Cio ha
portato alla formulazione di un terzo meccanismo riguardo la formazione dei
cromosomi ad anello. Esso prevede la formazione di un cromosoma
dicentrico (pter—>qter::qter->pter o viceversa), il quale, durante I’anafase, puo
rompersi in maniera asimmetrica e dare origine ad un cromosoma con una
duplicazione invertita e con una delezione di materiale genetico distale
(Bonaglia et al., 2000). Quando avviene un riarrangiamento cromosomico, le
estremitd cromosomiche rotte devono essere stabilizzate per prevenire la
fusione end-to-end e la degradazione esonucleolitica. La stabilizzazione delle
estremita rotte, in questo caso, potrebbe essere operata dalla circolarizzazione,
da cui ne deriva la formazione di un cromosoma ad anello che porta sia una
delezione terminale che una duplicazione invertita (Rossi et al., 2007).
L’ipotesi che la riparazione delle estremita rotte possa avvenire tramite la
formazione di un ring, sembra interessare in maniera particolare i cromosomi
acrocentrici; a conferma di ci0 € stato osservato che la formazione dei
cromosomi ad anello, nel 47% dei casi riportati, coinvolge proprio questi
ultimi (Kosztolanyi 1987). Una possibile spiegazione e che in questo caso un
taglio aggiuntivo coinvolgente il braccio corto non porta ad una perdita di
sequenze codificanti e quindi ad un ulteriore danneggiamento della
proliferazione cellulare. Naturalmente la coesistenza, in un cromosoma ad
anello, della delezione terminale e della duplicazione, puo avere conseguenze
cliniche ed ampliare ulteriormente lo spettro delle manifestazioni fenotipiche
dei pazienti (Knijnenburg et al., 2007).

Considerando queste peculiarita sull’origine e sulle conseguenze della

formazione di un cromosoma ad anello, quest’ultimo pu0 essere considerato



come un’anomalia genetica unica nell’uomo, poiché il meccanismo primario
con cui esso da un effetto fenotipico e attraverso una mutazione strutturale,
un’alterazione cioé della struttura del materiale genetico, piuttosto che
un’alterazione del dosaggio. Nei rings sbilanciati, il fenotipo clinico é piu
grave, é estremamente variabile e dipende almeno in parte dalla quantita di
materiale eucromatico perso e/o duplicato, e dal tipo di cromosoma coinvolto
(Kosztolanyi, 1987; Kosztolanyi et al., 1991; Tumer et al., 2004; Glass et al.,
2006).

Sulla base delle informazioni ottenute dai molteplici reports, alcuni autori
hanno effettuato alcune speculazioni sulla possibilita di prevedere il fenotipo
clinico in diagnosi prenatale; un feto con un ring incompleto sembra essere ad
alto rischio per anomalie congenite, ritardo di crescita e ritardo mentale
(Suerinck et al., 1978; Fryns et al., 1979; Rogan et al., 1996). La gravita
clinica risulta difficile da prevedere e dipende dal cromosoma coinvolto e
dalla quantita di materiale genetico perso. Tuttavia, nei casi di ring completo
con sequenze subtelomeriche intatte, con 0 senza sequenze cONsSenso
telomeriche, ritardo mentale e anomalie gravi sembrano essere meno probabili
(Sigurdardottir et al., 1999). Al contrario, il rischio di un ritardo di crescita €
alto (Cote et al., 1981; Kosztolanyi, 1987; McDermott et al., 1990;
Freyberger et al., 1991; Migliori et al., 1994).



EREDITARIETA’ DEI CROMOSOMI AD ANELLO

La frequenza dei cromosomi ad anello in diagnosi prenatale é stata stimata
pari a 1/25000 (Jacobs, 1981). Oltre il 94% dei casi riportati rappresentano
mutazioni sporadiche, mentre la proporzione dei rings ereditati é stata stimata
intorno all’1% (Kosztolanyi et al., 1991).

Il fatto che I’ereditarieta di un ring cromosomico sia un evento alquanto raro
potrebbe essere spiegato con la natura instabile dell’anello durante la
divisione cellulare, che puo portare alla perdita del cromosoma anomalo
durante la meiosi. Un’ulteriore spiegazione e che I’eventuale presenza di
delezioni o di altre alterazioni del dosaggio genico, associate alla formazione
del ring stesso, possono avere come conseguenza fenotipica una riduzione
della fertilita nei portatori (Kosztolanyi et al., 1991).

| dati presenti in letteratura mostrano che, sebbene non ci sia una differenza
significativa tra 1 due sessi nella condizione di portatore, c’é una forte
dominanza materna nella trasmissione dei cromosomi ad anello (Riley et al.,
1981; Mac Dermot et al., 1990; Kosztolanyi et al., 1991), per cui questi ultimi
sembrano danneggiare la meiosi maschile ma non la gametogenesi femminile
(Dalla Piccola et al., 1986).

Anche se la maggior parte dei rings comosomici insorgono de novo, sono stati
riportati casi di trasmissione parentale per i cromosomi 11, 13, 14, 15, 17, 18,
20, 21 e 22 (Riley et al., 1981; Donlan et al., 1986; Fujimaki et al., 1987;
Kosztolanyi et al., 1991; Gardner and Sutherland, 1996; Bedoyan et al.,
2004). | dati presenti in letteratura mostrano che alcuni tipi di rings
cromosomici sono ereditati preferenzialmente rispetto ad altri; in uno studio
effettuato su un campione di 191 famiglie e emerso che i cromosomi ereditati
con maggiore frequenza sono il 20, il 21 ed il 22. Queste differenze possono

dipendere da variazioni nel tasso di mutazione, dalla stabilita o anche dal



fenotipo associato a rings di particolari cromosomi rispetto ad altri
(Kosztolanyi et al., 1991).

Lo studio di un campione di famiglie con rings ereditati di diversa natura ha
permesso di effettuare alcune osservazioni sul comportamento di queste
strutture e sulla possibilita di prevedere il fenotipo clinico in diagnosi
prenatale. Pazienti portatori di rings familiari presentano frequentemente
manifestazioni cliniche meno gravi rispetto a pazienti con rings autosomici
sporadici (Kosztolanyi et al., 1991). | dati presenti in letteratura suggeriscono,
inoltre, che quando un genitore e portatore di un cromosoma ad anello, circa
I’80% delle gravidanze si conclude con una prole vitale. Fra questi, circa la
meta ha un fenotipo ed un cariotipo normale, mentre I’altra meta eredita il
ring parentale; circa la meta di quelli che acquisiscono il ring (20%) mostrano
un fenotipo piu grave rispetto al genitore, mentre I’altra meta ha lo stesso
fenotipo parentale (Mac Dermot et al., 1990). Estremamente importante &
I’osservazione della variabilita del fenotipo clinico nella trasmissione del
ring. Nei casi in cui la prole e affetta in maniera piu grave rispetto al genitore,
si puo ipotizzare che potrebbe essere avvenuta un’ulteriore perdita, anche
piccola, di materiale cromosomico alla meiosi parentale (Bowser Riley et al.,
1981).

La presenza di un ring in un individuo puo essere talvolta accompagnata da
una linea cellulare normale. In questi casi si presume che la formazione
dell’anello sia avvenuta come evento post-zigotico, successivamente ad un
concepimento normale. Tuttavia, in un piccolo numero di famiglie e stato
riscontrato mosaicismo tra linee cellulari normali e linee con il ring sia nei
genitori che nei figli. La presenza di una linea cellulare normale nei reports di
rings ereditati & di difficile interpretazione in quanto la fecondazione del
gamete portatore del difetto dovrebbe produrre uno zigote con un cariotipo

omogeneo per quella data anomalia. Il mosaicismo familiare sembra suggerire
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che in questi casi, cio che in realta viene ereditato, non e un ring di per sé, ma
piuttosto un’instabilita cromosomica, come ad esempio un cromosoma con
una predisposizione ad una delezione terminale, che a sua volta porta ad una
riformazione de novo del cromosoma ad anello nella seconda generazione
(Kosztolanyi et al., 1991).
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LA SINDROME RING 14

La sindrome ring 14 € una condizione rara, ancora poco caratterizzata sia sul
piano genetico che clinico. Dalla pubblicazione del primo caso da parte di
Gilgenkrantz et al. nel 1971 ad oggi sono stati riportati circa 50 pazienti.

Da subito e stata riconosciuta una precisa associazione tra la presenza di
questo particolare riarrangiamento cromosomico ed una definita condizione
sindromica, anche se lo spettro delle manifestazioni cliniche dei pazienti é
molto ampio, variando da un fenotipo pressocche normale alla presenza di
malformazioni multiple. | segni che sembrano piu tipicamente caratterizzare
questa condizione sono il ritardo psicomotorio, I’epilessia e specifici
dismorfismi facciali. 1l grado del ritardo psicomotorio € in genere importante
e solo in parte influenzato dalla perdita di materiale cromosomico nel contesto
del ring. Tutti i segni clinici tipici di questa condizione, infatti, sembrano

condizionati proprio dalla presenza del ring stesso.

Il fenotipo clinico.

Il fenotipo clinico associato alla sindrome ring 14 presenta un’ampia
variabilita legata sia al tipo di segni clinici presenti che alla gravita di
espressione degli stessi. Le manifestazioni cliniche piu ricorrenti sono a
carico del sistema nervoso centrale e comprendono principalmente ritardo
dello sviluppo psicomotorio di gravita variabile e convulsioni, che si
manifestano sempre nei primi mesi di vita. A questi tratti si accompagna
inoltre un aspetto particolare del volto. In genere sono proprio questi sintomi
ad attirare per primi I’attenzione dei genitori e dei medici.

A questi segni si accompagnano con frequenza variabile altre manifestazioni

fenotipiche, il cui numero e la cui gravita varia nei diversi pazienti o anche
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nello stesso paziente in base all’eta: i casi con follow up piu prolungato
sembrano infatti evidenziare un’evoluzione del fenotipo nel tempo.

Il ritardo mentale e presente nella totalita dei casi conosciuti, ad esclusione
di due soli pazienti (Bowser Riley et al., 1981; Matalon et al., 1990), ed ¢
nella maggior parte dei casi di tipo medio-grave.

Le crisi epilettiche rappresentano una caratteristica costante di questa
sindrome. L’insorgenza in genere € molto precoce (prime settimane o mesi di
vita), e comunque la prima manifestazione avviene inevitabilmente entro i
primi quattro anni di vita, piu frequentemente entro il primo anno, talora con
stati di male iniziali. Sono stati descritti diversi tipi di crisi: tonico-cloniche,
miocloniche, toniche, parziali complesse, crisi parziali secondariamente
generalizzate, crisi  minori motorie. L’esame delle registrazioni
elettroencefalografiche mostra che le crisi sono piu frequentemente ad origine
focale, con secondaria generalizzazione. In alcuni pazienti é stata riconosciuta
una partenza delle crisi dalle regioni frontali (Ono et al., 1999).

Le crisi sfuggono quasi sempre al controllo farmacologico a causa di una
resistenza ai farmaci, su base ancora poco chiara. Nella maggior parte dei casi
la frequenza delle crisi € pluriquotidiana e I’andamento degli episodi nel
tempo & molto variabile, con lunghi periodi contrassegnati da poche crisi che
si alternano a periodi con crisi ravvicinate e ripetute, della durata di decine di
secondi o minuti (Zelante et al., 1991; Shirasaka et al., 1992; Ono et al.,
1999; Morimoto et al., 2003).

I segni facciali non evocano immediatamente I’idea di un problema
cromosomico, ci0 nonostante c’e sicuramente una facies caratteristica. |
dismorfismi interessano prevalentemente la sfera cranio- facciale e includono:
occipite piatto, fronte piuttosto alta e bombata con prominenza della sutura
metopica, sopracciglia linearizzate, arcate sovraorbitarie ipoplasiche, occhi

infossati e piccoli, rime palpebrali brevi, naso allungato, bocca piccola e
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spesso angolata in basso, faccia allungata con guance paffute, orecchie a
impianto basso con lobo voluminoso e antielice prominente. In genere, i segni
caratteristici facciali sono un po’ piu marcati nei soggetti portatori di ring con
delezione terminale, mentre nei pazienti portatori di ring completo tendono ad
essere piu sfumati.

Per quanto riguarda il periodo perinatale, e stato riscontrato che la gravidanza
in genere decorre regolarmente, sono pochi i casi in cui e riferito un ritardo
della crescita intrauterina. Anche il parto avviene spesso in maniera regolare,
a termine oppure lievemente post-termine, ed & frequentemente di tipo
vaginale eutocico, raramente avviene con taglio cesareo. Alla nascita le
misure dei bambini sono regolari: il peso neonatale & in genere normale,
eccezionalmente puo essere basso.

Una microcefalia precoce é stata osservata in qualche paziente, ma nella
maggior parte dei casi essa viene acquisita in maniera progressiva, per cui la
circonferenza cranica in genere alla nascita & normale ma nel corso dello
sviluppo essa cresce di meno rispetto all’eta del bambino e rispetto alla sua
altezza.

L’ipotonia spesso e riferita fin dalla nascita e puo essere di entita variabile.
Sembrano far parte del complesso sintomatologico della sindrome ring 14
anche delle forme di retinite pigmentosa, anche se i dati preliminari in nostro
possesso indicano che si tratti non tanto di una classica retinite pigmentosa,
ma piu che altro di benigne differenze di pigmentazione della retina.

Per quanto riguarda le anomalie fenotipiche fisiche in generale, sono sempre
assenti delle malformazioni congenite maggiori come ad esempio, le
cardiopatie congenite, le anomalie del rene o dell’intestino; gli organi
endotoracici ed addominali sono sviluppati normalmente.

Sembrano invece caratterizzare questa sindrome le anomalie scheletriche

minori. Queste ultime sono in forma di scoliosi, di una certa lassita
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legamentosa che porta ad una costituzione di un piede piatto, o un piede torto.
Ci possono anche essere delle lievi asimmetrie facciali ed una lieve
asimmetria tra lunghezza del tronco e lunghezza degli arti.

Per quanto riguarda i problemi comportamentali, questi includono una
forma di iperattivita e aggressivita che a volte arriva ad essere molto marcata
ma che pero ha degli andamenti ciclici con periodi di remissione. Un numero
consistente di pazienti ha tuttavia un carattere molto mite e docile.

La suscettibilita alle infezioni interessa la maggior parte dei pazienti; fin dai
primi mesi di vita si presentano infezioni ricorrenti che spesso richiedono il
ricovero ospedaliero.

Sono possibili anche anomalie della pigmentazione cutanea in forma di
chiazze caffe-latte, legate alla presenza di una linea con monosomia 14

completa.

L’ereditarieta di un ring del cromosoma 14 e stata riportata solo in due casi.
In entrambi, la trasmissione & avvenuta per via materna (Bowser Riley et al.,
1981; Matalon et al., 1990). Questo dato & in accordo con quanto riportato in
letteratura riguardo ai cromosomi ad anello coinvolgenti gli altri autosomi,
secondo cui la presenza di questo riarrangiamento sembra danneggiare piu
gravemente la gametogenesi maschile rispetto a quella femminile (Dalla
Piccola et al., 1986).

In entrambi i casi riportati € stato osservato un aumento della gravita del
fenotipo clinico con il passaggio generazionale del ring; nel caso riportato da
Bowser Riley et al.(1981) una madre con un QI pari al livello pit basso del
range di normalita ha trasmesso un ring, apparentemente completo, a due figli
che risultano invece mentalmente ritardati e ad un feto terapeuticamente
abortito. Analogamente, nel caso riportato da Matalon et al. (1990) una madre

a mosaico per il ring e per una traslocazione (14:21), con dismorfismi facciali
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molto lievi e intelligenza quasi normale, ha trasmesso il ring a due figli che
presentano un ritardo mentale grave e anomalie multiple.

Questa imprevedibilita del fenotipo clinico nella trasmissione parentale deve
essere tenuta in considerazione nella consulenza in diagnosi prenatale di una

madre sana portatrice di un ring del cromosoma 14.
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LA SINDROME RING 14 E LA SINDROME DA DELEZIONE 14q
TERMINALE

Come si e gia detto, il meccanismo con cui piu frequentemente si formano i
cromosomi ad anello é una rottura alle estremita distali di ciascun braccio del
cromosoma e la successiva fusione delle estremita aperte. Questo evento
presume la perdita di materiale genetico localizzato nella porzione piu distale
delle braccia cromosomiche (Mc Kinlay et al., 2004). | breakpoints nel ring
14 avvengono, per quanto riguarda il braccio corto, prevalentemente a livello
delle bande 14pl11 o p13, e con minore frequenza, a livello della banda p12.
Per quanto riguarda il braccio lungo, avvengono prevalentemente a livello
della banda 14932, meno frequentemente a livello delle bande g24 o g31. La
regione piu frequentemente deleta é quella terminale g32.31-gter (Zelante et
al., 1991).

Poiché il braccio corto del cromosoma 14 e costituito da materiale genetico
ripetitivo, le cui variazioni quantitative non hanno conseguenze fenotipiche, si
puo supporre che i casi di delezione lineare terminale del braccio lungo del
cromosoma 14 possano essere assimilabili a quelli con ring 14. Infatti, sin
dall’inizio le caratteristiche cliniche osservate nei pazienti ring 14 sono state
attribuite alla presenza della delezione terminale 14q (Fryns et al., 1982).

La sindrome da “delezione terminale 14q” & stata definitivamente
riconosciuta come entita clinica a sé stante solo di recente (Ortigas et al.,
1997). E’ stata anche di recente delineata la condizione sindromica associata a
delezioni 14q lineari nell’ambito della regione 14g24-qgter (van Karnebeek et
al., 2002). La selezione delle caratteristiche cliniche presenti in almeno il 50%
dei pazienti, ha permesso di delineare un fenotipo clinicamente riconoscibile
che risulta caratterizzato principalmente da specifici deficit neurologici

(ritardo mentale, ipotonia), specifici dismorfismi facciali (microcefalia, fronte
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alta e prominente, blefarofimosi, epicanto, naso a radice allargata con
estremita arrotondata, philtrum ampio, labbra sottili, una bocca piccola e a
carpa, palato ogivale, una dentizione anomala, impianto basso delle orecchie
con elice malformato e micrognatia), in assenza di malformazioni congenite
maggiori, fatta eccezione per i difetti congeniti cardiaci. | segni clinici di
queste condizioni sono riassunti in tabella 1.1.

Nonostante i segni clinici riscontrati in questi pazienti siano sufficientemente
specifici da permettere di delineare un fenotipo clinicamente riconoscibile,
I’assegnazione di sintomi specifici alle differenti regioni terminali del braccio
lungo del cromosoma 14 e resa difficile dal piccolo numero di pazienti in

ciascun sottogruppo.

18



sp P U] o ] € e py o) ety ABUI)
- - - o warusmFd sy

Apfpuponpen
— - - + - — + - - oz Jeasduy Fupsdu],
s - - + - - + — L A wpoun sy
- - - = = — s = -0} Apupiysuag
+ + + + - + + - - - + + + ET8 aewan mued sfug
= + = = + — = + = - - + = + UG WP W [Eusfue)
- — - — + + + L% RS P AL
- — — — = + + = = BE Ao B0
- - - - + + - + + = + = + — = - a9 I Pt
-+ + + - - - -+ - + - + -+ -+ + + STAOT BIEUS 0L
+ + — + + - + = + + - + ETE ERONS] PEILEJ|ET
e A + = = = - + - + + -+ + 2L EIBS J2-MU]
e - - + + + + L MOISE (SIS
- + + + + + + + + - da + ng ST el pavmae AUy
- + + + - - + - + + - + + - e et peduye-dms emg
+ + + - + + + + + + - - 4 13 iy awddn wgg,
+ + + + + + + + - + - - - + + STIT wnayd peotg
+ + + x = + = = = x + + + e = GTIL gy Fuerg
+ + + + - - - - + + + + + SEN ENOC] ] B0
= = + = = - - - + - + - Zne ETHL PSR AR
+ + + + + + - + + + + - + + + + + LTET afprn [vesu e/ pesg
+ + + - + = + = + + + & + H#: = + = = g1 npus)ey-dy

ERIMEET
— + + + - - - + - + + - + - - gL Eagadied SuguspEnscg
+ + + - + - - - - - = — & = + Bl
+ + + + - + - - + - + + + s ssomnydoasyds g
+ + - - + - - - + + + 119 EOMIEL RIS
- - - - + - - - + + + = = = janid el s AR
— + + + - — + + + + - = = ETL PRI P
+ + + + + + + + + + - = + ETIT paatz) yiy
- + - + - - + - = = = + UV Amydsanarog
+ + - + - - + - - - - - + + + - + + 916 ApEydsountp
- + - + - + - + - + - - - + - - - + gUL  UOEpIEED el |EEnEng
- — - + + + - + - + - - - - + - - + - BT usEpImET 0T B
+ + + + + - - + + + - - + - - g8 wruopediy
- - - - - = = + — = = = = - - §TT EaInZlag
+ + + + + - + + + + + + + + + + + LTAT TR AT [BUSl
g g g g £g1 dpge  wor Lwig fwpy Lg g iy Ly g AgmE wn uorpEusszad w afy
- MEFH = IS - - (0ETFT = ez asgawm 11dog 12p - s = s = = efurpuy srpeusdogls sy
e 4 W W d g 4 4 ™ wonE[Ep Jo Wi [Euaeg
aspfr azfr az b aEgf aaf Az &b 1egeh asf aaf FL] azf g zzh 1zeh T zeb 1geh geb oy sy (syE
Teesh gEsh gEmb o ggeb gEb  gasb gmb gEsh 11ab TEsh zgh Tk Tgh 1gh wreb  gvEh gpEh vk Yoy Baag EIDL
| s 4 4 .| M | 4 4 M 4 4 | n i i | n ' g (ESHBUL) LSPUSE)
BT 18 LT a1 ST ¥ BT a1 1 (118 [} ] L 9 g ¥ g 2 T (6T =} HLITE ]

1¥8L

le 14q, con breakpoints a

Inal

termi

Ineare

one

ti con delez

i pazien

he de

inic

. caratteristiche cl

Tabella 1.1

partire dalla regione g24.

19



Poiché, generalmente, la delezione nei pazienti ring 14 interessa regioni piu
terminali del braccio lungo del cromosoma 14, sono state messe a confronto
le caratteristiche cliniche dei pazienti portatori di una delezione lineare con
quelle di pazienti ring 14 aventi gli stessi breakpoints: 14q932-qter e 14932.3-
gter rispettivamente (tabella 1.2) (van Karnebeek et al., 2002).

Linear 14del: Ring 14 del:
bpts q32-distal bpts q32-distal
Features (32 3-distal) (g32.3-distal)
No. of cases 121(7) 200161
Gender (males) 302) 83}
Mental retardation 11711 (77 20720 (6/6)
Seizures 1/10 (0/6) 19/20(6/6)
Hyvpotonia B/12 (5/7) 11/19 (2/6)
Prenatal growth 5/12 (3/7) TG 11/6)
retardation
Postnatal growth 5121037} 917 (1/6)
retardation
Microcephaly 412 14/7) 14/18 (3/6)
Daolichocephaly 38 12/5) 512 (0/3)
High forehead 10/10 (6/6) 712 (2/3)
Prominent forehead T/10 (3/6) 912 13/3)
Hypertelorism 310 (14} TIL5(1/4)
Strahismiis 39 13/5) 4/15 10/5)
Blepharophimosis 6/10 (5/6) 10713 12/3)
Ptosis 4/11 (4/7) 2/14 (0/4)
Downslanting palpebral 6/11 (3/6) 813 12/4)
fissures
Epi-telecanthi B/12 (5/7) 12/17 (2/6)
Broad/flat nazal bridge /11 (6/6) 10/13 (2/5)
Anteverted nares 2/9 (1/5) 512 (3/5)
Short bulbous nose 5/10 (4/5) 6/11 (3/3)
Long philtrum 4/9 (3/5) 411 11/3)
Broad philtrum 8/10 (6/6) 811 1(0/3)
Thin upper lip 6/8 (4/5) 5/111(1/3)
Small, fish-shaped mouth 6/10 [3/61 613 (2/3)
Highly arched palate 8/10 (5/6) T/13 (0/3)
Abnormal dentition 26 10/3) 210 10/3)
Low-set ears 39 12/8) T8 12/3)
Malformed helices B8 (3/5) 38 0/2)
Micrognathia B/11 (3/6) 512 (0/3)
Pointed chin 4/10 (2/6} 1/12(0/3)
Short neck 16 (0/4) 714 12/5)
Webbed neck 26 10/4}) 1/11 (0/4)
Congenital heart defect A0 28] 1/15 (0/6)
Single palmar crease 67 14/4) 1/15 (/1)
Brachvdactyly /3 (0/1) A9001)
Clinodactyly 217 10/2) L8101
Tapering fingers/ 215 (01} 2/9 (0/2)
arachnodactyly
Retinitis pigmentosa 05 (0/3) 8116 (2/4)

Tabella 1.2: confronto tra delezioni lineari terminali 14q e
delezioni dovute alla formazione di un ring 14 con simili
breakpoints: 13g32-qter e 14g32.3-qter, rispettivamente.
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In effetti, come si evince dalla tabella 1.2, tra le due condizioni si nota una
corrispondenza per quanto riguarda alcune caratteristiche quali I’ipotonia, la
microcefalia, il ritardo di crescita, i dismorfismi facciali; tuttavia, c’e una
forte prevalenza dell’epilessia e della retinite pigmentosa nei pazienti ring 14
(van Karnebeek et al., 2002).

Questi dati mostrano chiaramente che non é possibile identificare una regione
comune deleta tra questi due gruppi di pazienti che possa spiegare la presenza
dell’epilessia e delle anomalie retiniche nei pazienti ring 14, anche percheé
questi stessi segni possono essere ritrovati anche nei pazienti che non
presentano delezione nel contesto del ring. Questo € un aspetto molto
interessante, che sembra suggerire come nella sindrome ring 14 non giochi un
ruolo soltanto la perdita di alcuni geni, ma devono agire meccanismi piu
complessi.

Dal momento che i dati disponibili mostrano chiaramente I’improbabilita che
ci possa essere uno specifico locus nella regione 14q terminale in grado di
predisporre all’epilessia e alle anomalie retiniche, diversi autori hanno
avanzato I’ipotesi che le cause delle manifestazioni fenotipiche osservate nei
pazienti ring 14 sono molto probabilmente una conseguenza della formazione
del ring stesso (van Karnebeek et al., 2002; Schlade-Bartusiak et al., 2005).
A questo proposito, parecchie ipotesi sono state formulate per spiegare il
fenotipo ring 14.

Una di esse chiama in causa I’instabilita strutturale intrinseca del ring.
Mentre un cromosoma lineare, anche se deleto, € stabile, un cromosoma ad
anello é sempre instabile. Come si € gia precedentemente analizzato nella
“sindrome del ring”, I’instabilita mitotica del ring origina un mosaicismo
somatico di natura dinamica nell’individuo portatore. Questo mosaicismo &
probabilmente dovuto a ricombinazioni mitotiche ed errori di segregazione

del ring durante le divisioni cellulari, con conseguente produzione continua di
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cellule monosomiche, che presentano una ridotta vitalita, e meno
comunemente di cellule con doppi ring o con traslocazioni (McDermott et al.,
1977; Zuffardi et al., 1980; Cote et al., 1981; Jansen et al., 1982; Kosztolanyi,
1987). Il grado di questo mosaicismo puo variare notevolmente nei diversi
tessuti ed anche nei diversi momenti dello sviluppo. Poiché il tasso di
divisione cellulare varia a seconda dei tessuti e degli organi, si puo supporre
che il fenotipo risultante pu0 dipendere dal tessuto o dall’organo
maggiormente affetto dalla perdita cellulare (Ishmael et al., 2003; McConnell
et al., 2004). Quest’ultimo aspetto potrebbe anche fornire una spiegazione
all’ampia variabilita fenotipica che caratterizza la sindrome ring 14.

E’ incerto come I’instabilita strutturale intrinseca del ring possa causare la
retinite pigmentosa, ma potrebbe spiegare I’epilessia (Wintle et al., 1995).
L’ipotesi iniziale formulata per spiegare I’origine di questo segno clinico nella
sindrome ring 14 prevedeva la presenza di geni coinvolti nello sviluppo del
cervello oppure di geni codificanti per i canali ionici, essendo noto che molte
delle epilessie di cui € conosciuta la base molecolare sono causate da canali
ionici (Mulley et al., 2003), che venivano deleti durante la formazione del
ring. Anche se nella regione terminale del braccio lungo del cromosoma 14
sono localizzati, in effetti, dei geni che potrebbero essere coinvolti nello
sviluppo del cervello (Maurin et al., 2006), questa ipotesi non era pero in
grado di spiegare I’assenza delle convusioni nei pazienti con la sola delezione
lineare terminale (van Karnebeek et al., 2002). Analogamente, ci sono
parecchi geni che codificano per i canali ionici nella regione 14931q32: 2
canali per il potassio (KCNK10 e KCNK13) ed uno scambiatore sodio-
potassio-calcio (SLC24A4). Due di essi, KCNK13 e SLC24A4, sono stati
trovati deleti in un paziente con delezione terminale 14q che pero non
presenta epilessia, per cui e improbabile che essi possano essere coinvolti nel
fenotipo ring 14 (Schlade-Bartusiak et al., 2005).
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L’instabilita mitotica del ring e stata appunto chiamata in causa per fornire
una spiegazione a queste discordanze fenotipiche. A conferma di cio,
I’epilessia €& stata osservata anche in altri rings cromosomici, come ad
esempio nei pazienti ring 17 in cui non vi sia perdita del locus in 17p13.3
della sindrome di Miller-Dieker (Shashi et al., 2003), ed una forma di
epilessia farmaco-resistente € stata riportata con alta frequenza anche nella
sindrome ring 20 (Garcia-Cruz et al., 2000; Nishiwaki et al., 2005; Zou et al.,
2006). Queste osservazioni hanno portato alla conclusione che le crisi
epilettiche potrebbero dipendere dal mosaicismo somatico nelle cellule del
sistema nervoso centrale, che causerebbe la morte delle cellule monosomiche
e la conseguente origine delle crisi epilettiche (Ono et al., 1999; Morimoto et
al., 2003). La presenza di una linea cellulare con monosomia completa del
cromosoma 14, osservata all’analisi del cariotipo nei pazienti ring 14,
avvalora I’ipotesi dell’instabilitd mitotica del ring come una delle possibili
cause del fenotipo ring 14 (Schlade-Bartusiak et al., 2005).

Una seconda ipotesi chiama in causa I’effetto di posizione del telomero. In
presenza di una semplice delezione, si ha soltanto la perdita di geni,
viceversa, nel caso di un ring, oltre alla perdita di materiale genetico si ha
anche un’altra conseguenza: vengono a trovarsi vicini fra loro geni che di
norma sarebbero molto distanti. L attivita di questi geni, che pure sono intatti,
puo essere modificata per “effetto di posizione” e cido contribuisce
ulteriormente alle differenze che si notano fra semplice delezione lineare
terminale e delezione dovuta alla formazione di un ring 14 (Meschede et al.,
1998). Con il termine “effetto di posizione del telomero” si indica il
silenziamento reversibile di geni posti vicino al telomero mediante un
meccanismo che dipende sia dalla lunghezza del telomero che dalla distanza
del gene (Baur et al., 2001). Per cui si puo supporre che, nella nuova

configurazione spaziale che si viene a creare in seguito alla formazione del
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ring, il telomero del braccio p puo causare una riduzione dell’espressione dei
geni sulle regioni adiacenti del braccio g (van Karnebeek et al., 2002).

E’ stato suggerito che un possibile meccanismo alla base del silenziamento
genico potrebbe essere un cambiamento dell’architettura della cromatina nel
cromosoma dovuta alla formazione del ring stesso; i riarrangiamenti
cromosomici frequentemente portano ad una alterazione dell’ambiente genico
e questo puo riflettersi in un cambiamento dell’espressione genica. Studi in
Drosophila hanno dimostrato che I’eterocromatina puo avere un effetto sulle
regioni eucromatiche giustapposte, ed in particolare pud causare il
silenziamento dei geni posti in queste ultime, tramite un processo di
diffusione dello stato di condensazione della cromatina dalle regioni
eterocromatiche a quelle eucromatiche, un fenomeno noto come “position
effect variegation” (PEV) (Festenstein et al., 1996). La PEV é stata
dimostrata anche nei mammiferi (Festenstein et al., 1996; Milot et al., 1996).
Per cui si pu0 supporre che la giustapposizione del braccio g vicino
all’eterocromatina inattiva del centromero e del braccio p pu0 causare il
silenziamento di geni specifici tramite eterocromatizzazione di regioni
cromosomiche normalmente attive sul piano trascrizionale (Kleinjan and van
Heyningen, 1998; Grewal and Moazed, 2003; van Karnebeek et al., 2002;
Lloyd et al., 2003).

La retinite pigmentosa potrebbe essere spiegata dal silenziamento genico per
effetto di posizione (van Karnebeek et al., 2002; Schlade-Bartusiak et al.,
2005). Nella regione 14911.1g11.2 sono infatti presenti due geni (il gene
NRL, “Neural Retina Leucine Zipper”, ed il gene RPGRIP1, “Retinitis
Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein 1”), che potrebbero essere
coinvolti nella determinazione di questo segno clinico. La proteina NRL,
infatti, sembra avere un ruolo nella regolazione dello sviluppo e/o del

differenziamento della retina ed inoltre, mutazioni puntiformi in questo gene
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sono associate ad una forma autosomica dominante di retinite pigmentosa
(Bessant et al., 1999). Analogamente il gene RPGRIP1 e fortemente espresso
nella retina, ed in particolare nel segmento esterno dei bastoncelli
fotorecettori e probabilmente ha la funzione di mediare il trasporto
vescicolare (Boylan et al., 2000; Roepman et al., 2000). Il silenziamento di
questi geni mediante i meccanismi precedentemente descritti potrebbe essere
la causa delle anomalie retiniche osservate nei pazienti ring 14. Se questa
ipotesi e vera, allora si pud supporre che anche altri geni localizzati nel
braccio lungo del cromosoma 14 possano spiegare altre manifestazioni
cliniche osservate nella sindrome ring 14 (Schlade-Bartusiak et al., 2005).
Uno dei meccanismi che puo spiegare il silenziamento da effetto di posizione
si basa sull’osservazione che il genoma assume una configurazione
compartimentalizzata nel nucleo. Si ritiene che le regioni eterocromatiche
siano localizzate in aree incompetenti per la trascrizione, mentre le regioni
eucromatiche localizzano in aree competenti per la trascrizione (Marshall et
al., 1997). Quando un gene e traslocato in una regione eterocromatica viene
trascinato in un’area dove non puo essere efficientemente trascritto. Durante
la formazione del ring, una parte trascrizionalmente attiva del braccio lungo
del cromosoma viene traslocata vicino le regioni centromeriche inattive, per
cui il silenziamento dei geni nella parte distale, non deleta del braccio lungo
del cromosoma 14 potrebbe essere responsabile del fenotipo osservato.

Infine, e stata anche avanzata I’ipotesi che la formazione del ring puo
cambiare la posizione del cromosoma anomalo all’interno del nucleo. Poiché
e noto che I’espressione genica € correlata con la posizione nucleare di un
gene o di un locus genico (Verschure, 2004), si pu0 supporre che in un
cromosoma ad anello, oltre ai geni presenti nella regione piu terminale, la

trascrizione dei geni lungo tutto il braccio lungo del cromosoma puo essere
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influenzata dal suo riposizionamento all’interno del nucleo (Schlade-
Bartusiak et al., 2005).

Infine, una terza ipotesi formulata prevede la presenza di geni dose-
dipendenti sul braccio corto del cromosoma 14 che potrebbero essere
responsabili del fenotipo ring 14. Tuttavia, come e noto, le regioni satellite
dei cromosomi acrocentrici sono fatte primariamente di DNA ribosomiale, ed
inoltre nei pazienti con traslocazioni robertsoniane del cromosoma 14, la
retinite pigmentosa e I’epilessia non sono mai state riscontrate (Miyoshi et al.,
1998), per cui la presenza di questi geni sul 14p sembra improbabile. Cio

rende questa terza ipotesi la meno probabile.

L’uso combinato della FISH e dell’array-CGH nelle analisi genetiche ha
dimostrato che riarrangiamenti apparentemente semplici sono spesso piu
complessi di quelli definiti dalla citogenetica classica (Gribble et al., 2005;
Knijnenburg et al., 2005; Rosenberg et al., 2005). A questo proposito,
Knijnenburg et al. (2007), dopo aver riscontrato tramite FISH la presenza di
una delezione terminale di 2,6 Mb in un paziente ring 14, hanno proseguito
I’indagine tramite array-CGH alla risoluzione di 1 Mb, per mappare
ulteriormente la delezione. L’array-CGH ha evidenziato che accanto alla
regione deleta, era presente una regione duplicata di circa 11 Mb e la FISH ha
dimostrato che la duplicazione era invertita. La coesistenza di una
duplicazione invertita e di una delezione terminale in un paziente ring 14 puo
fornire un’ulteriore spiegazione all’ampio spettro di variabilita fenotipica che
caratterizza questa particolare condizione sindromica. In particolare, ci si puo
aspettare una sovrapposizione delle caratteristiche cliniche, non solo tra
pazienti con una delezione lineare terminale e pazienti con un cromosoma ad

anello, ma anche tra questi ultimi e i pazienti con una duplicazione terminale
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coinvolgente lo stesso cromosoma (Knijnenburg et al., 2007). La
duplicazione distale del cromosoma 14 puo dar luogo ad un fenotipo variabile
che principalmente dipende dalla dimensione della regione duplicata. Le
principali caratteristiche riscontrate nelle duplicazioni distali 14q31-qter sono
ritardo mentale, ritardo di crescita, microcefalia, ipertelorismo, anomalie alle
orecchie, micrognatia e difetti congeniti cardiaci (Chen et al., 2005). Alcune
di queste sono sovrapponibili alle caratteristiche cliniche riscontrate nei
pazienti ring 14 (Knijnenburg et al., 2007), ma dal numero troppo esiguo di
dati riguardanti sia i casi con duplicazioni 14q distali e sia i casi ring 14 in cui
nel contesto del ring sono presenti sia la delezione distale che la duplicazione,
ancora non é possibile trarre alcuna conclusione al riguardo. Da cio consegue
I’importanza dell’uso delle tecniche di citogenetica molecolare nello studio
delle aberrazioni genetiche ed in particolare nello studio dei cromosomi ad
anello al fine di stabilire piu accurate correlazioni genotipo-fenotipo (Rossi et
al., 2007).
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LA DISOMIA UNIPARENTALE

L’ imprinting genomico e un fenomeno epigenetico in cui I’attivita di un gene
e modificata reversibilmente, a seconda dell’origine parentale. Quindi per i
geni soggetti ad imprinting, gli alleli materno e paterno hanno un diverso
potenziale d’espressione, tale per cui viene selettivamente espresso soltanto
I’allele di origine materna o paterna.

Le disomie uniparentali (UPD), possono essere intese come anomalie
cromosomiche funzionali, e le alterazioni fenotipiche ad esse connesse sono
causate non da anomalo dosaggio genico, ma da sregolazione dell’imprinting
genomico. Si definisce disomia uniparentale (UPD) la condizione in cui
entrambi gli omologhi di una coppia di cromosomi sono ereditati da un unico
genitore, senza che vi sia alcun contributo dell’altro. Si parla di eterodisomia
quando vengono ereditati entrambi gli omologhi dello stesso genitore; si
definisce isodisomia la presenza di due copie identiche dello stesso omologo.
Solo per alcuni cromosomi e stata dimostrata I’associazione tra disomia
uniparentale ed un preciso fenotipo patologico, tra di essi vi & anche il
cromosoma 14. L’osservazione, infatti, che i casi con eterodisomia del
cromosoma 14 hanno le stesse caratteristiche fenotipiche di quelli con
isodisomia ha portato alla conclusione che il fenotipo risultante & dovuto alla
sregolazione dell’imprinting genomico e non all’espressione di un gene
recessivo anomalo mutato presente in doppia copia (Sutton and Shaffer,
2000). Evidenze aggiuntive della presenza, sul cromosoma 14, di geni
imprinted sono state fornite da studi effettuati sui topi. Questi studi
dimostrano che embrioni di topo con UPD materna per il cromosoma 12, il
cui contenuto di geni presenta omologia con quelli presenti sul cromosoma 14
umano (Kamnasaran and Cox, 2002), muoiono nel periodo perinatale e

presentano ritardo di crescita e difetti nella miogenesi, mentre topi con

28



UPD(12) paterna muoiono ad uno stadio tardivo della gestazione e presentano
difetti nella maturazione del muscolo scheletrico, nell’ossificazione e nella
formazione della cartilagine (Georgiades et al., 2000). Entrambi questi
fenotipi clinici sono coerenti con quelli osservati nell’uomo.

Per il cromosoma 14, la disomia uniparentale materna e quella paterna sono
caratterizzate da due distinti fenotipi clinici (Healey et al., 1994; Chu et al.,
2004). In particolare, il fenotipo associato alla disomia uniparentale paterna é
in genere grave; le principali manifestazioni cliniche sono ritardo mentale e
ritardo di crescita, polidramnios, torace piccolo, braccia moderatamente corte,
contratture delle articolazioni, difetti nella parete addominale e una facies
caratteristica con fronte irsuta, blefarofimosi, naso a radice allargata, filtrum
prominente e orecchie piccole. Diversi bambini muoiono per difficolta
respiratorie e coloro che sopravvivono presentano bassa statura (Kagami et
al., 2005).

La disomia uniparentale di origine materna presenta, invece, un fenotipo
clinico molto piu moderato, caratterizzato da basso peso neonatale, bassa
statura sia nei bambini che negli adulti, mani e piedi piccoli, puberta precoce,
ipotonia, ritardo di crescita intrauterina, obesita, scoliosi ed una facies
caratteristica con fronte alta e ampia e punta del naso carnosa (Falk et al.,
2005; Rosa et al., 2005).

Le conseguenze fenotipiche dell’imprinting genomico possono essere causate
0 dall’eccessiva espressione dell’allele parentale non imprinted presente in
doppia copia, o dall’assenza del trascritto dell’allele parentale non imprinted.
Si é cercato di identificare le regioni potenzialmente soggette ad imprinting
sul cromosoma 14 confrontando i fenotipi di pazienti con UPD(14) materna e
paterna con i fenotipi di pazienti che portavano delezioni 14q di origine
paterna 0 materna, rispettivamente. Usando questa strategia, sono state

individuate 3 possibili regioni. In particolare, le anomalie come torace
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piccolo, blefarofimosi, fronte irsuta e contrattura alle articolazioni sono state
confinate nelle regioni 14912-913 e 14931-gter, mentre basso peso neonatale
e ritardo di crescita nelle regioni 14g11.1-q13 e 14qg31-qter, infine scoliosi e
punta del naso carnosa sono state attribuite alle regioni 14922-924.3 e 14931-
gter. | risultati di questi studi indicano, inoltre, che il fenotipo clinico
associato alla UPD(14) di entrambe le origini € determinato dall’assenza di
trascritto (nullisomia funzionale) e non dalla sovraespressione di due copie
attive (Sutton and Shaffer, 2000).

Numerosi studi piu recenti hanno riportato ulteriori evidenze rafforzanti
I’ipotesi che la regione distale 14q sia la principale candidata come
contenente geni soggetti ad imprinting (Robin et al., 1997; Georgiades et al.,
2000). Recentemente, e stato infatti identificato un locus imprinted nella
regione 14932, posto sotto il controllo di una regione intergenica
differenzialmente metilata (DMR). Uno dei geni imprinted presente in questa
regione € DLK1 (Delta, Drosophila, homolog-like 1) espresso per via paterna
e codificante per una proteina transmembrana, omologa alla proteina del
pathway Notch/delta, che é coinvolta nella regolazione della crescita pre- e
post-natale e nel deposito di grasso corporeo. Nel dominio imprinted sono
presenti anche il gene MEG3 (maternal expressed gene 3), espresso per via
materna e la cui funzione & ancora sconosciuta, anche se non sembra avere
una funzione codificante, ed un largo cluster di micro-RNA (Temple et al.,
2007). DLK1 e MEG3 sono distanziati fra loro circa 90 kb. Il promotore di
MEGS3 ¢ localizzato a circa 4 kb da una DMR che possiede due siti di legame
per insulatori CTCF. E’ stato studiato il pattern di metilazione per le regioni
DMR di MEGS3 e si e visto che le citosine ai dinucleotidi CpG sono metilate
sull’allele di derivazione paterna, dove MEG3 € inattivo e sottometilate
sull’allele di derivazione materna, dove invece questo gene é attivo (Murphy
et al., 2003).
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E’ stata avanzata I’ipotesi che la presenza di geni imprinted di origine materna
e paterna nella porzione distale del braccio lungo del cromosoma 14 possa
contribuire alla variabilita fenotipica osservata nei pazienti ring 14. Tuttavia, i
dati fino ad ora presenti in letteratura hanno mostrato che non ci sono
differenze significative tra le caratteristiche cliniche di pazienti con delezione
di origine parentale materna e paterna. Per cui diversi autori sono arrivati alla
conclusione che non sembra esserci un effetto da imprinting nelle regioni 14q
terminali (van Karnebeek et al., 2002; Maurin et al., 2006).
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SCOPO DEL PRESENTE STUDIO

La sindrome ring 14 e ancora poco caratterizzata sia sul piano clinico che
genetico, pertanto obiettivo del presente studio e quello di approfondire la
conoscenza di questa condizione mediante uno studio di correlazione
genotipo-fenotipo e delineare una mappa fenotipica dei segni e sintomi piu
tipici di questa patologia, per la possibile individuazione di geni-malattia.

La ricerca prevede di analizzare i seguenti aspetti:

1) Definizione del difetto genetico di base associato alla sindrome ring 14, al
fine di acquisire chiare correlazioni cliniche e prognostiche;

2) Valutazione clinica dei pazienti che include visita genetica, neurologica,
neuropsichiatrica ed analisi strumentali;

3) Esame cromosomico convenzionale in bandeggio R (RBG) alla risoluzione
media di 550 bande, tramite analisi di almeno 100 cellule sia nel paziente che
nei rispettivi genitori, al fine di valutare un eventuale livello di mosaicismo
tra cellule con il ring e cellule con differenti aneuploidie e/o normali;

4) Analisi citogenetico-molecolare condotta con un contiguo di sonde
specifiche per la regione 14q distale, allo scopo di accertare la presenza e
I’lampiezza di una delezione 14q criptica nel contesto del ring, e di
caratterizzare ogni delezione 14q lineare.

5) Definizione di una mappa fenotipica da delezione del cromosoma 14, per la
ricerca di geni-malattia specifici per la sindrome ring 14. Lo studio in questo
ambito si e avvalso sia di pazienti con ring 14, sia di pazienti portatori di altri
riarrangiamenti a carico dello stesso cromosoma.

6) Analisi di segregazione di microsatelliti polimorfici per la ricerca di
eventuale UPD(14) e per stabilire I’origine parentale del riarrangiamento;

7) Allestimento di linee cellulari linfoblastoidi (figlio affetto piu genitori), da

rendere disponibili anche per eventuali studi collaborativi esterni.
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MATERIALI

Pazienti

E’ stato compiuto uno studio citogenetico-molecolare in un totale di 27
pazienti portatori di riarrangiamenti diversi del cromosoma 14. Tra di essi:

- 18 presentavano ring 14 (10 maschi e 8 femmine, di eta compresa, alla
prima osservazione, tra 1 e 36 anni);

- 6 pazienti (1 maschio e 4 femmine, di etd compresa tra 6 e 33 anni) erano
portatori di delezioni interstiziali lineari a carico di differenti regioni 14q
[(q11g11.2); (gllgl2); (gl1.2912); (g24.3932.12); (q24.3932.13);
(931.3g32.2) rispettivamente];

- 1 paziente (femmina di 6 anni) era portatrice di una traslocazione bilanciata
de novo (10;14)(925.3;912);

- 1 paziente (femmina di 4 anni) era portatrice di una delezione terminale,
del(14)(g32.31);

- 1 paziente (maschio di 1 anno) era portatore di una doppia anomalia
cromosomica in forma di monosomia 18g22.1 e trisomia 14931.3. Questo
riarrangiamento segregava da un traslocazione bilanciata t(14q;18q) paterna.
Nella maggior parte dei pazienti e stata condotta un’analisi clinica per la
valutazione delle caratteristiche fenotipiche e alcuni di essi sono stati
sottoposti ad esami aggiuntivi quali una Risonanza Magnetica Nucleare
dell’encefalo (RMN), EEG Holter con test neuropsicologici e PET. E’ stata
raccolta un’accurata anamnesi riguardo ai sintomi neurologici, ai dati
auxometrici e al comportamento.

Le caratteristiche cliniche dei pazienti ring 14 e dei pazienti con altri
riarrangiamenti a carico del cromosoma 14, in rapporto al difetto genetico di

base sono riassunte nelle tabelle n° 3.1 e 3.2, rispettivamente.
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Pazien | Ses Eta N° cellule | N°cellule | Ampiezza | Epi | Ipoto | Micro | Malfor | Ritardo | RM | Scoliosi | Suscettibi Facies Anomalie oculari
te S0 (anni) con con di les nia cefalia | mazioni del litaalle | caratteris
ring 14 monosomia | delezione | sia maggio | linguag infezioni tica
(%) 14 laqter ri gio
(%) (Mb)
1 M 3 85 15 <0,5* + + + - + +++ - + + Anomalie
pigmentazione
retina
2 M 36 83 17 <0,5* + + + - + +++ + + + Strabismo,
glaucoma
3 M 1 79 21 <0,5* + + + - + +/++ - + Strabismo
4 F 9 82 18 <0,5* + - + - - + - - + Anomalie
pigmentazione
retina
5 M 10 83 17 <0,5* + - + - + +++ + + +
6 F 17 80 20 0,65 + + + - + +/++ - + + Strabismo, miopia
7 F 23 85 15 0,65 + + + - + ++ + + + Retinite
pigmentosa
8 M 16 80 20 15 + - + - + +++ + + + -
9 M 5 80 20 2,3 + - + - + ++ - + + Anomalie
pigmentazione
retina
10 F 13 77 23 2,3 + - + - + ++ + - +
11 M 4 81 19 2,3 + + + - + ++ - + +
12 F 1 81 19 2,3 + + + - + N.V. - + + -
13 M 14 81 19 2,3 + + + - + ++ + - + Anomalie
pigmentazione
retina
14 F 18 95 5 2,3 + + + - + +++ + + + Maculopatia
15 M 3 89 11 3,4 + + + - + +++ - + +
16 F 5 83 17 38 + + + - + +++ - - + -
17 F 1 79 21 4,3 + + + - + N.V. + - +
18 M 1 83 17 5 + + + - + N.V. - + + -

Tabella 3.1. Dati genetici e clinici dei pazienti ring 14.
Legenda: *: stima ipotizzata in base alla preservazione del telomero,

nessuna delezione visibile a livello citogenetico-molecolare; N.V: non valutabile per eta troppo precoce.
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Di seguito sono riportate le descrizioni cliniche dettagliate dei pazienti ring
14,

Dati clinici dei pazienti ring 14.

Paziente n° 1. Nato post-termine (2 settimane) da parto indotto, con taglio
cesareo per sofferenza fetale, dopo una gravidanza decorsa normalmente.
Alla nascita il peso era 3650 gr (50° centile), erano presenti microcefalia
(misure non riferite), una zona pigmentata sulla mano sinistra e piedi piatti.
Quando il bambino aveva 6 settimane, durante il sonno, si € manifestata una
crisi convulsiva senza febbre. Al controllo pediatrico effettuato alla stessa
eta non sono stati evidenziati particolari problemi ed i parametri di crescita
(peso e lunghezza) erano nella norma. Persisteva la microcefalia. A 12 mesi
ha cominciato a gattonare, diceva una sola parola e cercava di mangiare da
solo. La dentizione é stata precoce: a 15 mesi aveva 20 denti. A 16 mesi ha
iniziato a camminare: portava pero sempre i piedi verso I’interno. A 20 mesi
ha cominciato a perdere peso, diceva pochissime parole, ma sembrava che
avesse una buona comprensione. A 25 mesi ha avuto uno stato di male
epilettico che ha richiesto un ricovero ospedaliero. Il ricovero si €
prolungato per 5 settimane durante le quali le crisi epilettiche sono state
subentranti e a grappoli, soprattutto durante il sonno. A 48 mesi, il peso era
Kg 15 (10° centile), I’altezza cm 107 (75° centile), la circonferenza cranica
cm 47 (< 2° centile). Le crisi convulsive, sempre a grappolo e numerose,
hanno avuto frequenza giornaliera, e si manifestavano soprattutto durante il
sonno. Erano di tipo generalizzato, ma anche parziali, con sguardo fisso,
respirazione profonda e irrigidimento del corpo. Una visita oculistica ha
rilevato una buona visione da entrambi gli occhi, nessun errore di rifrazione

ed un fondo dell’occhio normale. Sono stati notati un lieve pallore con
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pigmento irregolare e due macchioline di pigmento nella periferia. Per
quanto riguarda lo sviluppo psicomotorio, presentava dei problemi di
coordinazione, aveva un’andatura instabile e barcollante, cadeva e
inciampava spesso. Il bambino, inoltre, non aveva il senso del pericolo e la
sua attenzione era limitata. Diceva approssimativamente 10 parole di cui 6
molto chiare, ma non riusciva ad associare due parole.

L’esame citogenetico-molecolare ha evidenziato la presenza di due linee
cellulari in mosaico: 46, XY, ring(14)(85%)/45, XY, -14(15%), con 1’85%
delle cellule caratterizzate dalla presenza di ring 14 ed il 15% delle cellule
caratterizzate da monosomia 14. Non e stata evidenziata alcuna delezione
nel contesto del ring (in base alla conservazione della regione subtelomerica

essa é stata stimata inferiore a 0,5 Mb).

Paziente n°2. Nato a termine di gravidanza da parto eutocico. Alla nascita il
peso era gr 2948 (10° centile), inoltre presentava due denti e due dita
palmate in entrambi i piedi. All’eta di 6 settimane ha avuto il primo episodio
di polmonite, che ha richiesto ricovero ospedaliero fino all’eta di 6 mesi. La
polmonite € stata recidivante nel corso della sua vita. Quella prima volta e
rimasto in ospedale fino a sei mesi di eta. Le tappe di sviluppo psicomotorio
sono state ritardate, come anche la crescita. A 10 mesi e stato sottoposto ad
un intervento chirurgico per glaucoma bilaterale. All’eta di 2 anni ha iniziato
a spostarsi rotolando. La scolarizzazione € iniziata a 3 anni, con |’obiettivo
principale di potenziare le sue abilita motorie e di sviluppare la
coordinazione. In questo periodo ha presentato delle crisi epilettiche che poi
sono cessate. Ha iniziato a camminare a 4 anni. A 6 anni si muoveva
rigidamente e camminava sulle punte; la postura che manteneva in piedi non
era ottimale e, anche se riusciva ad alzarsi, non riusciva a mantenersi dritto

in piedi e a camminare eretto, mentre era capace di sedersi correttamente
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sulle sedie. A 7 anni ha iniziato terapie di riabilitazione motoria. Fino all’eta
di 14 anni lo sviluppo psicomotorio era notevolmente ritardato; il linguaggio
molto povero, anche se in progressione continua, e il carattere tranquillo.
Dai 15 ai 20 anni ha iniziato a mostrare evidenti problemi di
comportamento, con episodi di aggressivita senza motivo. Non ha mai
acquisito il controllo sfinterico. All’eta di 30 anni ha avuto ripetute infezioni
respiratorie che hanno a volte richiesto ricovero ospedaliero. Alcuni episodi
broncopneumonici erano ab ingestis e sono stati in seguito contenuti da
opportuna dieta.

L’esame citogenetico-molecolare ha evidenziato anche in questo caso un
mosaicismo tra una linea cellulare con ring 14 (presente in doppia copia in
una cellula) ed una linea cellulare con monosomia 14: 46, XY,
ring(14)(82%)/45, XY, -14 (17%)/47, XY, ring(14)+ ring(14) (1%). Non ¢
stata evidenziata alcuna delezione nel contesto del ring (in base alla
conservazione della regione subtelomerica essa e stata stimata inferiore a 0,5
Mb).

Paziente n° 3. Il paziente é nato a termine da parto eutocico. Il peso alla
nascita era 3650 gr (50°-75° centile), la lunghezza 51 cm (50° centile), la
circonferenza cranica 33 cm (25° centile). Non ha pianto subito. Il primo
episodio convulsivo si e verificato a 6 mesi. All’eta di un anno il peso era
10,700 Kg (50°-75° centile), la lunghezza 65 cm (<<3° centile), la
circonferenza cranica 44,2 cm (3°-10° centile). Sono stati notati:
brachicefalia, ipotonia, ipoplasia delle arcate sovraorbitarie, occhi grandi,
strabismo divergente, bocca piccola angolata in basso, bordi mucosi sottili,
mani piccole e unghie fragili. Il bambino all’eta di 1 anno manteneva la
posizione seduta senza appoggio, ma non camminava e non parlava,

mostrava una grande sensibilita ai rumori e non sentiva molto il dolore
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fisico. Le crisi convulsive sono state ben controllate dalla terapia. La retina
era risultata normale ad un esame del fundus oculi.

Le analisi genetiche hanno rivelato la presenza di due linee cellulari: 46,
XY, ring(14)(79%)/ 45, XY, - 14(21%). Non é stata evidenziata alcuna
delezione nel contesto del ring (in base alla conservazione della regione

subtelomerica essa e stata stimata inferiore a 0,5 Mb).

Paziente n° 4. La bambina € giunta alla prima osservazione all’eta di 9 anni.
E’ la primogenita di genitori non consanguinei. Intorno ai tre mesi di
gestazione si sono presentate delle perdite ematiche vaginali. Le ecografie
rivelavano un feto piccolo sin dalla 18ma settimana. La paziente e nata alla
39ma settimana mediante parto pilotato con ossitocina. Il peso neonatale era
di 2490 gr (3° centile) e la lunghezza di 45,5 cm (3° centile). Non si sono
riscontrati problemi perinatali. Era assente ipotonia congenita. La bimba ha
ricevuto allattamento materno sino all’eta di 9 mesi, le tappe motorie sono
avvenute con lieve ritardo, con deambulazione autonoma all’eta di 18 mesi. Il
primo episodio di crisi epilettica é stato registrato intorno ai 9 mesi e le crisi
successive si sono subito rivelate resistenti ai trattamenti farmacologici,
pertanto la paziente ha subito ricovero ospedaliero per un mese. In seguito ha
avuto un intervallo libero dalle crisi per circa 6 mesi, ma successivamente le
crisi epilettiche sono ricomparse, con una risposta solo parziale alla terapia.
Dall’eta di 6 anni le crisi sono state ben controllate dalla terapia.

Il linguaggio é stato sviluppato intorno ai due anni e mezzo, I’organizzazione
delle prime frasi a tre anni e mezzo, con linguaggio ricco e fluente. La
bambina frequentava la scuola dell’obbligo con insegnante di sostegno.
All’eta di 9 anni sapeva leggere e scrivere ed era in grado di eseguire dei

calcoli semplici. Il carattere era tranquillo e socievole, il sonno regolare.
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Al momento della prima osservazione, all’eta di nove anni, il peso era di 25
Kg (25° centile), I’altezza di 122 cm (10° centile) e la circonferenza cranica di
47, 4 cm (< 2° centile).

La paziente aveva un aspetto particolare del volto, che appariva allungato con
guance paffute, padiglioni auricolari normoconformati, dorso nasale
prominente e bocca carnosa. Era presente una discreta peluria sparsa su tutto
il corpo; le mani erano regolari con clinodattilia al V dito alla mano destra.
Vista e udito erano normali. L’esame del fundus oculi aveva rivelato una
disorganizzazione pigmentaria della retina con zone di accumulo pigmentario
di forma rotondeggiante, ma con chiari segni di retinite pigmentosa. Era
presente una chiazza caffe-latte, di cm 12 x 6, sulla coscia destra. All’eta di
nove anni non erano presenti segni di puberta. 1l ritardo mentale era lieve.

A 11 anni, il peso era 31 Kg (25° centile), I’altezza 131 cm (~10° centile), la
circonferenza cranica 48 cm (<2° centile). La bambina era in grado di fare
composizioni e temi semplici, ma aveva difficolta con la matematica e con il
disegno, non scriveva in corsivo, ma solo in stampatello. Il linguaggio era
ricco, fluente e appropriato. Il livello di socializzazione era buono. E’ stato
riferito che era molto autonoma se veniva a trovarsi da sola e che non
presentava una marcata tendenza alle infezioni. A 11 anni era iniziato lo
sviluppo puberale (peluria pubica, bottoni mammari).

Anche in questa paziente é stata riscontrata la presenza di due linee cellulari:
46, XX, ring(14) (82%)/45, XY ,-14 (18%). Non e stata evidenziata alcuna
delezione nel contesto del ring (in base alla conservazione della regione

subtelomerica essa e stata stimata inferiore a 0,5 Mb).
Paziente n°5. Nato a termine da parto eutocico, ma lungo e difficile dopo una

gravidanza decorsa normalmente. Il peso, alla nascita, era 3300 gr (25°-50°

centile), la circonferenza cranica era riferita ai limiti inferiori della norma.

39



Le convulsioni si sono manifestate fin dai 3 mesi, si sono molto aggravate a 4
anni e a 10 anni, al momento dell’ultima osservazione, avevano una frequenza
settimanale.

La deambulazione & iniziata a 2 anni. A 10 anni aveva gravi problemi
articolari all’anca e al ginocchio, per cui era instabile, e presentava un grave
ritardo del linguaggio (diceva meno di dieci parole). Soffriva di infezioni
ricorrenti alle vie respiratorie. La personalita era molto gradevole, non
mostrava un comportamento aggressivo. Il sonno era molto irregolare,
dormiva poco e si svegliava spesso. Al momento del risveglio mostrava
spesso iperattivita. Non presentava ipotonia né stipsi.

All’eta di 10 anni, quando é stato visitato la prima volta, I’altezza era 135,5
cm (~ 50° centile), il peso 27 Kg (~ 25° centile), la circonferenza cranica 47,7
cm (<< 2° centile), Venivano, inoltre, notate le seguenti caratteristiche:
brachicefalia, fronte sfuggente, sopracciglia rade, padiglioni auricolari
antiversi, occhi grandi, arcata dentaria superiore con denti spaziati, lieve
scoliosi facciale, postura molto instabile, peluria al dorso, cubito valgo,
criptorchidismo, chiazze acromiche sulla gamba sinistra, piedi piatti e dita
piccole, affusolate con valgismo. Il bambino presentava crisi di assenza
durante la visita.

In questo paziente e stata riscontrata la presenza di due linee cellulari: 46,
XY, ring(14) (83%)/45, XY ,-14 (17%). Non é stata evidenziata alcuna
delezione nel contesto del ring (in base alla conservazione della regione

subtelomerica essa e stata stimata inferiore a 0,5 Mb).

Paziente n° 6. E’ nata a termine da parto eutocico. Il peso alla nascita era
2800 gr (3° centile). All’eta di 1 anno e 2 mesi si e verificata la prima crisi
convulsiva, seguita da crisi frequenti e subentranti. La deambulazione é

avvenuta a 3-4 anni, ha pronunciato le prime parole a 6-7 anni, le prime frasi
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dopo i 13 anni. Dall’eta di 10 anni non ha piu avuto crisi e a 17 anni era
ancora in terapia antiepilettica, andava a scuola e conosceva solo le lettere
dell’alfabeto. Fino a 7 anni ha avuto molte infezioni respiratorie che poi sono
diminuite di frequenza. E’ stata molto aggressiva e iperattiva, dopo
I’adolescenza il carattere é diventato piu tranquillo. La bambina ha avuto il
menarca a 11 anni, i cicli sono stati riferiti regolari. Durante la visita
effettuata all’eta di 17 anni I’altezza era 144 cm (<<3° centile), il peso era 45
Kg (<3° centile), la circonferenza cranica era 50,2 cm (<<3° centile). Inoltre,
venivano notate le seguenti caratteristiche: fronte con una costrizione
bitemporale, ipoplasia delle arcate sovraorbitarie, sinofris, sopracciglia
orizzontalizzate, folte e slargate, naso largo, labbra carnose, orecchie piccole e
normoconformate, cubito lievemente valgo, mani con dita brevi, clinodattilia
del 5° occhi piccoli. La paziente non presentava scoliosi, era, invece,
presente una lieve iperlordosi lombare.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di due linee cellulari: 46,
XX, ring(14)(80%)/ 45, XX, -14(20%). L’estensione della delezione 14q nel

contesto del ring é stata stimata pari a 0,65 Mb.

Paziente n° 7. Secondogenita, € nata da parto cesareo dopo una gravidanza ed
un parto normodecorsi. Alla nascita il peso era 4500 gr (>97° centile), la
lunghezza 50,8 cm (50°-75° centile), I’indice Apgar era 8 e 9 a 1 minuto e 5
minuti, rispettivamente. Fin dalla nascita ha mostrato problemi
nell’alimentazione e ritardo di crescita. L’esordio delle crisi convulsive e
avvenuto all’eta di 3 mesi. A 4 mesi si sono presentate numerose infezioni a
carico di diversi organi ed apparati con meningite, infezioni all’orecchio e alle
alte vie respiratorie. La paziente ha avuto il menarca a 13 anni, con cicli

regolari e abbondanti.
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All’esame fisico, effettuato all’eta di 23 anni, I’altezza era 153 cm (10°-25°
centile), il peso 66 Kg (75°-90° centile), la circonferenza cranica 49,7 cm
(<2° centile). Fenotipicamente si notavano capelli spessi, costrizione
bitemporale, piccolo nevo sul tronco, faccia e bocca piccole, naso e mento
piccoli, denti piccoli, mani piccole, acromicria, piedi piccoli con callosita
anteriormente sotto la pianta, tendenza a camminare in punta di piedi con
appoggio prevalentemente sul piede destro, linee palmari normali, occhi
lievemente infossati, padiglioni auricolari normoconformati. Presentava
problemi comportamentali, con agitazione diurna e comportamento
eteroaggressivo, soprattutto verso la madre. L’alimentazione era regolare e
aveva raggiunto il controllo degli sfinteri. E’ stato riferito che a volte
manifestava un carattere pigro. Le manifestazioni cliniche hanno incluso
scoliosi e retinite pigmentosa.

Per epilessia resistente al trattamento, ha ricevuto un impianto di stimolazione
del nervo vago, che ha controllato solo parzialmente I’epilessia, tuttora
presente.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di due linee cellulari: 46,
XX, ring(14) (85%)/ 45, XX, -14 (15%). L estensione della delezione 14q nel

contesto del ring é stata stimata pari a 0,65 Mb.

Paziente n° 8. E’ un ragazzo giunto alla prima osservazione all’eta di 16 anni,
nato a termine da parto eutocico. Il decorso della gravidanza e stato regolare,
ma gia dal sesto mese si &€ osservato ritardo di crescita intrauterino. Il peso
alla nascita era 2660 gr (3° centile), la lunghezza 47 cm (3° centile), la
circonferenza cranica 31 cm (<2° centile). Non si sono presentati problemi
perinatali ed il neonato ha ricevuto allattamento materno per 6 mesi. Non era
riferita ipotonia neonatale: ha retto il capo regolarmente, e stato seduto a 8

mesi e ha camminato in maniera autonoma a 18 mesi. Le prime parole sono
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state pronunciate a nove mesi e, fino ai 4 anni, il bambino ha formulato solo
brevi frasi, dopodiche si é verificata un’involuzione completa del linguaggio.
Le prime crisi convulsive si sono manifestate a 2 mesi e mezzo, e ben cinque
episodi si sono succeduti in 2 giorni. Le crisi sono state controllate solo
parzialmente dalla terapia fino all’eta di 10 anni, per poi regredire
definitivamente. La Risonanza Magnetica Nucleare dell’encefalo, eseguita
all’eta di 3 mesi, ha dato un risultato normale. Un esame oftalmoscopico, un
esame audiometrico ed un’ecografia cardiaca e renale hanno dato esito di
normalita. Il bambino ha manifestato puberta precoce, con inizio dello
sviluppo puberale all’eta di 8 anni. All’eta di 16 anni il peso era di 47 Kg (3°
centile), I’altezza di 170 cm (50° centile) e la circonferenza cranica di 51 cm
(< 2° centile).

Il paziente presentava una facies caratteristica, con dorso nasale prominente,
filtrum ipoplasico, bocca carnosa e ipoplasia mandibolare. Era inoltre presente
ipoplasia del torace con ridotta curvatura delle coste e scarsa mobilita
articolare e scoliosi. Le mani erano caratterizzate da clinodattilia del V
bilateralmente e pollice slargato.

Il paziente ha ricevuto una diagnosi neuropsichiatrica di “ritardo mentale
grave con disturbo pervasivo dello sviluppo”. Non era aggressivo, il carattere
era dolce, il sonno regolare.

A 18 anni, quando é stato visitato I’ultima volta, I’altezza era 170 cm (75°-90°
centile), il peso 45 Kg (<3° centile), non sapeva leggere né scrivere ma
comunicava con i gesti. Il carattere era molto tranquillo. Non aveva piu
presentato crisi dall’eta di 10 anni. La suscettibilita alle infezioni era
migliorata. 1l fundus oculi era normale.

Citogeneticamente, anche in questo paziente & stato evidenziato un
mosaicismo tra due linee cellulari: 46, XY, ring(14)(80%)/ 45, XY, -14(20%).

La delezione, nel contesto del ring, e stata stimata di circa 1,5 Mb. Inoltre,
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dall’esame eseguito su un totale di 288 cellule, ¢ stata riscontrata nel padre la
presenza di mosaicismo cellulare: 46, XY (97%)/ 46, XY, ring (14)(3%). Lo
stesso ring 14, dunque, era presente nel 3% delle cellule, interpretabile come

evento post-zigotico.

Paziente n°® 9. E’ nato alla 41ma settimana di gestazione con parto eutocico,
dopo gravidanza decorsa regolarmente. Alla nascita il peso era 3250 gr (50°
centile), la lunghezza di cm 47 (3° centile), la circonferenza cranica di cm 34
(25° centile). Non era presente ipotonia congenita. Sino a 3 mesi il neonato
mangiava e cresceva regolarmente, successivamente si € manifestato un
ritardo di crescita, ma discontinuo, reflusso gastro-esofageo ed ernia iatale.
Ha camminato a 15 mesi, e ha pronunciato le prime parole verso i 13-14 mesi.
Il primo episodio epilettico si e verificato a 15 mesi e ha richiesto ricovero
ospedaliero. Al momento della prima osservazione, all’eta di 5 anni e 6 mesi,
il controllo delle crisi era solo parziale. Sono stati riferiti episodi di agitazione
psico-motoria.

Un’ ecografia cardiaca e renale ha dato esito negativo; il paziente ha inoltre
subito un intervento di orchidopessi per criptorchidismo bilaterale.

All’eta di 5 anni e 6 mesi, il peso era di 16,5 Kg (10° centile), I’altezza di 108
cm (25° centile) e la circonferenza cranica di 47 cm (< 2° centile).

Il volto era allungato, con guance paffute; la bocca carnosa, il naso molto
lungo con dorso nasale prominente e punta bulbosa; era presente ipoplasia
mandibolare. Il torace appariva leggermente piu stretto, gli arti piu corti
rispetto al tronco. Le mani erano tozze con dita brevi.

A 7 anni, quando e stato visitato per I’ultima volta, il peso era 21,5 Kg (25°-
50° centile), I’altezza 121 cm (50° centile), la circonferenza cranica 48 cm
(<<3° centile). Il bambino frequentava la scuola pubblica con sostegno, era in

grado di riconoscere le lettere e dire poche parole. Presentava un
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comportamento altilenante tra periodi di tranquillita e agitazione, quest’ultima
prevalentemente in concomitanza delle crisi epilettiche. 1l fundus oculi ha
rilevato la presenza di macchie pigmentate, che non compromettevano
I’acuita visiva.

Il cariotipo e risultato: 46, XY, ring(14)(80%)/45, XY,-14 (20%). La

delezione nel contesto del ring e stata stimata di circa 2,3 Mb.

Paziente n° 10. E’ nata a termine da parto eutocico dopo una gravidanza
normodecorsa, con peso di 2500 gr (3° centile), la lunghezza di cm 48 (10°-
25° centile), la circonferenza cranica cm 31,5 (< 3° centile). Sin dalla nascita
ha mostrato difficolta ad alimentarsi e ritardo di crescita. Le prime crisi
epilettiche si sono manifestate a 9 mesi e sono durate fino a 12 anni. A 15
anni, quando é stata vista I’ultima volta, era ancora in terapia antiepilettica,
pur in assenza di crisi clinicamente manifeste. Le crisi si presentavano
prevalentemente nel sonno o al risveglio. Ha camminato regolarmente a 16
mesi, ha manifestato un grave ritardo nel linguaggio e a 15 anni era in grado
solo di pronunciare poche parole singole. Il menarca e avvenuto a 11 anni,
con cicli successivi regolari. La paziente presentava difficolta nella marcia,
soprattutto al buio e aveva subito un intervento di allungamento del tendine di
Achille.

All’esame fisico eseguito all’eta di 15 anni e mezzo, I’altezza era 147 cm (<3°
centile), il peso 49 Kg (25° centile) e la circonferenza cranica 49,5 cm (<2°
centile). Si notava: occipite piatto, fronte piccola, guance paffute, prominenza
della punta del naso, bocca e mento piccoli, denti piccoli, orecchie piccole e
normoconformate, mani piccole, piedi con tendenza al valgismo, linfoedema
alle caviglie. La paziente presentava un gomito flesso e difficile da estendere,

anche le dita erano interessate da anchilosi parziale. Le linee palmari erano
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normali su entrambe le mani. Il cuore era nella norma. Occasionalmente
presentava gesti di autolesionismo.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di mosaicismo tra due
linee cellulari: 46, XX, ring (14)(77%)/ 45, XX, -14(23%). L estensione della

delezione, nel contesto del ring, e stata stimata pari a 2,3 Mb.

Paziente n° 11. E’ nato a 40 settimane di eta gestazionale, con parto
eutocico dopo una gravidanza normodecorsa. Il peso alla nascita era gr 3320
(25°-50° centile), la lunghezza cm 50 (25° centile), la circonferenza cranica
cm 33 (25° centile). Alla nascita é stato subito notato un valgismo ad
entrambi i piedi. Nei primi due mesi il suo sviluppo é stato regolare. A 3
mesi ha subito un ricovero per una bronchiolite da virus respiratorio
sinciziale. Sempre a 3 mesi si & presentata la prima crisi convulsiva, le crisi
si sono poi ripetute, ad alta frequenza, dopo i 12 mesi. Il bambino, inoltre,
presentava otiti e bronchiti ricorrenti. Crisi di assenza si sono verificate con
frequenza pluriquotidiana. Ha acquisito la stazione seduta autonoma verso i
12 mesi. Il bambino presentava inoltre anemia sideropenica. Ha subito
diversi ricoveri ospedalieri per broncopolmonite e anche per una serie di
crisi convulsive non controllate dalla terapia. Ha camminato autonomamente
all’eta di 2 anni. All’eta di 3 anni ancora non parlava e non mangiava da
solo. Mostrava un’andatura particolare, con le spalle in avanti e tenute alte,
le braccia indietro, in punta di piedi, le mani contratte (dita contorte) e le
ginocchia flesse. Il quadro clinico é stato dominato da epilessia intrattabile.
Dal punto di vista comportamentale, ha manifestato crisi di aggressivita.

All’analisi clinica, effettuata all’eta di 5 anni, il peso era 18,4 Kg (50°
centile), la lunghezza 110 cm (50° centile) e la circonferenza cranica 47 cm
(< 2° centile). Venivano, inoltre, notate le seguenti caratteristiche: capelli

secchi e duri, ipertricosi lungo la schiena e lungo la basette, prominenza
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delle bozze frontali, rientramento sovraorbitale, occhi infossati, apparente
ipertelorismo, ipoplasia della sella nasale, regione orale normale, orecchie
normoconformate un po’ spostate dal capo, padiglioni auricolari un po’
ampi, occipite piatto, ipotonia, scapole alate, tronco flesso anteriormente e
torace carenato, prominenza del reticolo venoso sottocutaneo, palato
ogivale, accentuazione della normale lordosi lombare, valgismo alle
ginocchia ed ai gomiti, linee palmari normali, clinodattilia bilaterale,
dermatoglifi dei polpastrelli difficilmente riconoscibili sul primo dito e
irregolari sul secondo, estremita brevi delle dita delle mani, piedi piatti,
clinodattilia del 1V dito bilateralmente, peluria abbondante sulle ginocchia.
Il bambino, inoltre, camminava sulle punte, presentava crisi epilettiche
notturne, diceva poche parole, ma la comprensione era buona.
L alimentazione era regolare e non aveva il controllo degli sfinteri.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di mosaicismo tra due
linee cellulari: 46, XY, ring (14)(81%)/ 45, XY, -14(19%). L’estensione

della delezione, nel contesto del ring, é stata stimata pari a 2,3 Mb.

Paziente n°12. La bambina € nata da parto eutocico dopo gravidanza
normodecorsa. Il peso alla nascita era 3100 gr (25°-50° centile), la
lunghezza 47 cm (3°-10° centile), la circonferenza cranica 33 cm (25°
centile). L’esordio delle crisi c’é stato a 3 mesi, in occasione della prima
vaccinazione. Una RM cerebrale ha rilevato idrocefalia esterna. La bambina
ha manifestato diverse crisi di broncospasmo e frequenti infezioni alle alte
vie respiratorie.

All’esame fisico, effettuato all’eta di circa 1 anno, I’altezza era 72 cm (25°
centile), il peso 9 Kg (50° centile), la circonferenza cranica 41 cm (< 2°
centile). Venivano, inoltre, notate le seguenti caratteristiche: brachicefalia e

modesta plagiocefalia posteriore sinistra, impianto dei capelli irregolare,
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collo apparentemente corto, prominenza delle bozze frontali, ipoplasia della
sella nasale, pliche epicantiche, fosse orbitarie infossate, naso piccolo, bocca
e mento piccoli, ipoplasia della regione centrale facciale, faccia rotonda,
padiglioni auricolari normali, elice un po’ ispessito, mani con falangi
terminali piccole e con ridondanza della cute al dorso, ipotonia
generalizzata, dermatoglifi difficili da valutare, cuore nella norma,
acromicria dei piedi (2° dito un po’ piu corto del normale, per il resto
normoconformati). Sono stati rilevati 2 angiomi piani a sinistra (tibiali) e
macchie caffe-latte a destra alla radice della coscia.

Al momento della visita genetica le crisi epilettiche erano pluri-quotidiane,
della durata di circa 1 minuto e si presentavano a grappolo.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di mosaicismo tra due
linee cellulari: 46, XX, ring (14)(81%)/ 45, XX, -14(19%). L’estensione

della delezione 14q, nel contesto del ring, é stata stimata pari a 2,3 Mb.

Paziente n° 13. E’ nato a termine di una gravidanza normodecorsa, con
parto eutocico; il peso neonatale era di 2750 gr (3°-10° centile), la lunghezza
di 47 cm (3° centile). Per ittero fisiologico ha eseguito fototerapia. Una
microcefalia e stata notata fin dai primi mesi di vita. Ha avuto un ritardo
delle tappe motorie: € stato seduto a 13 mesi e ha camminato
autonomamente a 2 anni. All’eta di 10 mesi ha manifestato il primo episodio
convulsivo; il problema dell’epilessia & stato importante, soprattutto nei
primi 8 anni di vita, e all’eta di 14 anni quando é stato esaminato I’ultima
volta era ancora presente, con la frequenza di circa una crisi ogni notte. Il
linguaggio era compromesso, limitato a poche parole; a 14 anni non sapeva
leggere né scrivere. Il carattere era piuttosto irrequieto, con rari momenti di

aggressivita.

48



Al momento della visita genetica, avvenuta all’eta di 14 anni, il peso era di
40 Kg (10-25° percentile), I’'altezza di 157 cm (25-50° percentile), la
circonferenza cranica di 50,5 cm (<2° percentile). Venivano, inoltre notate le
seguenti caratteristiche: la fronte era sfuggente, con sopracciglia
orizzontalizzate, dorso nasale con setto prominente, padiglioni auricolari
semplificati e antiversi, filtrum ipoplasico. Si notava scoliosi destro-
convessa, una lieve asimmetria della gabbia toracica, ed una relativa
sproporzione del rapporto tronco-arti, con arti relativamente brevi.

L’esame genetico ha rivelato la presenza di mosaicismo tra due linee
cellulari: 46, XY, ring (14)(81%)/ 45, XY, -14(19%). L’estensione della

delezione 14q nel contesto del ring é stata stimata pari a 2,3 Mb.

Paziente n° 14. Non & disponibile nessun dato clinico.
L’esame genetico ha rivelato la presenza di mosaicismo tra due linee
cellulari: 46, XX, ring (14)(95%)/ 45, XX, -14(5%). L’estensione della

delezione 14q nel contesto del ring é stata stimata pari a 2,3 Mb.

Paziente n°® 15. E’ nato da parto indotto in acqua. Durante la gravidanza é
stato notato oligoamnios ed un ritardo della crescita intrauterina, per questo
il parto é stato indotto a 38 settimane. Alla nascita il peso era gr 2550 (3°-
10° centile), la lunghezza cm 49 (25° centile), la circonferenza cranica cm
32 (10° centile), I’indice Apgar era 5 — 10. Fin da subito si sono evidenziate
delle difficolta nell’alimentazione; all’eta di 4 mesi si € verificato un arresto
di crescita. All’eta di 1 mese e Y ha subito ricovero ospedaliero per
pielonefrite. In questa occasione, I’ecografia renale ha evidenziato un
possibile reflusso vescico-uretrale sinistro.

Ad un esame ecocardiografico, il cuore appariva normale. A 6 mesi si

notava ipotonia, suzione poco valida e scarso incremento ponderale. A 12
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mesi, il bambino presentava ancora disturbi della deglutizione ed un reflusso
gastroesofageo grave. Per arresto di crescita, e stata intrapresa, a 7 mesi, una
nutrizione enterale tramite sondino nasogastrico. A 12 mesi il peso era 6,050
Kg (<<3° centile), e la lunghezza di 68 cm (<3° centile). Il problema
nutrizionale € stato risolto con il passaggio ad una dieta semiliquida prima, e
semisolida successivamente.

A 19 mesi il bambino ha avuto la prima crisi convulsiva: si trattava di
grappoli di crisi che arrivavano a durare anche 45 minuti. Le crisi
avvenivano in qualsiasi momento della giornata, da 1 a 4 volte al giorno,
c’era un legame con I’addormentamento e lo stress. Ci sono state molte
variazioni della terapia, fino ad una stabilizzazione delle crisi ad una
frequenza di 1-2 volte al mese. Il bambino ha manifestato frequenti episodi
di infezione delle alte vie respiratorie. E’ stato seduto a 10 mesi, ed ha
camminato autonomamente intorno ai 2 anni e mezzo.

Al momento della visita, effettuata quando il bambino aveva 4 anni e 5 mesi,
il peso era 11 Kg (<<3° centile), I'altezza 95 cm (<3° centile), la
circonferenza cranica 45,5 cm (<<3° centile). Sono stati notati: sinofris,
epicanto marcato nella palpebra superiore ed ipotonia. Il linguaggio era
assente, solo pochi bisillabi. 1l carattere era tranquillo. 1l bambino
presentava, inoltre, ipoplasia dello smalto ai denti ed un palato ogivale. Non
erano presenti malformazioni maggiori.

L’esame genetico ha rivelato la presenza di due linee cellulari: 46, XY,
ring(14) (81%)/ 45, XY, -14(19%). L’estensione della delezione, nel

contesto del ring, € stata stimata di circa 3,4 Mb.
Paziente n° 16. E’ nata alla 40ma settimana con taglio cesareo, per sospetto

ecografico di microcefalia. Il peso alla nascita era nella media, la

circonferenza cranica 31.8 cm (3°-10° centile). Sono stati notati occhi
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piccoli con epicanto e microcefalia. Una Risonanza Magnetica cerebrale ha
rilevato la presenza di una cisti di Rathke sulla ghiandola pituitaria (che non
si e mai sviluppata né é cambiata), I’udito e I’acuita visiva erano normali.
All’eta di 3-4 mesi € stato riconosciuto nella bambina un ritardo globale,
sempre alla stessa eta si e presentata la prima crisi epilettica, non
riconosciuta, a cui ne é seguita un’altra a 7 mesi molto piu grave. Dall’eta
di 8 mesi fino ai 10 mesi ha avuto bisogno di 3 ricoveri ospedalieri a causa
delle crisi epilettiche che sono comparse periodicamente, a grappoli, e hanno
risposto solo parzialmente al trattamento anticomiziale.

Il carattere era molto dolce, socievole e tranquillo. A 3 anni le crisi sono
migliorate sensibilmente e successivamente si sono presentate in media una
volta ogni 5 mesi. La bambina presenta: microcefalia, pliche epicantiche,
anomalie di pigmentazione della retina.

Citogeneticamente, e stato diagnosticato un mosaicismo cellulare tra una
linea con ring 14 e una linea con monosomia 14 completa: 46,XX, ring (14)
(83%)/ 45,XX,-14(17%). L ’estensione della delezione nel contesto del ring €
stata stimata pari a 3,8 Mb.

Paziente n° 17. E’ nata a termine di gravidanza da parto eutocico, dopo
gravidanza complicata da IUGR. Alla nascita, il peso era 2600 gr (3°
centile), I’indice Apgar era 6 e 6 ad 1 e 5 minuti, rispettivamente. Nei primi
mesi di vita ha presentato difficolta nell’accrescimento staturo-ponderale ed
una marcata ipotonia generalizzata. A 3 mesi sono comparse per la prima
volta le crisi epilettiche.

All’esame fisico, effettuato all’eta di 18 mesi, il peso era 8,6 Kg (3° centile),
la lunghezza 72 cm (< 3° centile), la circonferenza cranica 42,5 cm (< 5°
centile). La bambina mostrava un buon controllo del capo ed era in grado di

stare seduta. Sono stati notati: dolicocefalia, capelli fini, fronte lievemente
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bombata, orecchie normoconformate, regione sovraorbitale prominente,
pieghe epicantiche con apparente epicanto, ipoplasia della sella nasale,
bocca lievemente piccola, dentizione regolare, lieve micrognazia, cubito
valgo, ipotonia, mani piccole con falangi terminali piccole, orecchio sinistro
piegato superiormente ed angolato posteriormente, reticolo venoso
prominente sulla cute del tronco, ginocchio valgo e piedi piccoli.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di due linee cellulari: 46,
XX, ring(14)(79%)/45, XX, -14(21%). L’ampiezza della delezione nel

contesto del ring e stata stimata pari a 4,3 Mb.

Paziente n° 18. Unicogenito, nato a termine di gravidanza, da parto vaginale
indotto, dopo una gravidanza decorsa con riscontro di positivita al tritest per
trisomia 18 e di microcefalia all’ultimo controllo ecografico. Il peso
neonatale era 2600 gr (3° centile), la circonferenza cranica 31.2 cm (<3°
centile) e la lunghezza 49.5 cm (<3° centile). L’indice di Apgar eraparia? e
8 (ad 1 minuto e 5 minuti, rispettivamente). Il bambino ha avuto
allattamento materno per circa un mese e mezzo con suzione riferita valida,
poi c’é stato il passaggio al latte artificiale per scarso accrescimento staturo-
ponderale. Sul piano dello sviluppo psicomotorio il controllo del capo e
stato raggiunto a 3 mesi e quello del tronco a 6-7 mesi. Era presente
un’ipotonia diffusa specialmente assiale. Una visita oculistica era nella
norma. Il bambino mostrava frequenti episodi di infezione delle alte vie
respiratorie da verosimile reflusso gastro-esofageo, e a livello renale una
saltuaria microematuria e frequenti infezioni urinarie da batteri e miceti.
Sono state riscontrate una modesta stenosi della valvola polmonare a livello
cardiaco, una riduzione lieve delle 1gG ed una significativa riduzione delle

sottoclassi 1gG4. Una RM cerebrale era nella norma. Ha presentato
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verosimile esantema allergico associato a rialzo degli eosinofili. L’alvo é
riferito stitico.

All’eta di 2 mesi e mezzo sono esordite le crisi epilettiche, che si sono poi
presentate a grappolo con una frequenza di circa una al mese.

In occasione della visita genetica, all’eta di 11 mesi, la lunghezza era 78 cm
(75° centile), il peso 9 Kg (10°-25° centile), la circonferenza cranica
inferiore al 5° centile. 1l capo era brachicefalico, I’occipite piatto con
plagiocefalia sinistra; si notava prominenza della sutura metopica,
costrizione sovraorbitaria, sopracciglia lineari, occhi infossati, pieghe
epicantiche, radice e base del naso allargate, bocca e denti piccoli, padiglioni
auricolari con elice ispessito e lobuli prominenti, dita affusolate con falangi
terminali piccole, ridondanza della cute delle mani, linea palmare traversa a
sinistra e a destra, piedi piccoli ma normoconformati, auscultazione cardiaca
nella norma, lieve ipertricosi lungo il dorso, scroto a scialle con ano regolare
e testicoli piccoli. 1l bambino, inoltre, presentava ipotonia generalizzata e
iperlassita ligamentosa.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di mosaicismo tra due
linee cellulari: 46, XY, ring (14)(83%)/ 45, XY, -14(17%). L’estensione

della delezione 14q nel contesto del ring e stata stimata pari a 5 Mb.
Di seguito sono riportate le fotografie dei pazienti ring 14 che ne

evidenziano i dismorfismi facciali in rapporto all’estenzione della delezione
14q terminale (fig.3.1).
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Fig 3.1: caratteristiche facciali dei pazienti ring 14.
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Dati clinici dei pazienti con altri riarrangiamenti a carico del

cromosoma 14.

Le caratteristiche cliniche dei pazienti con altri riarrangiamenti a carico del
cromosoma 14, in rapporto al difetto genetico di base, sono riassunte nella
tabella n® 3.2.

Di seguito sono riportate le descrizioni cliniche dettagliate di questi

pazienti.

Paziente n° 19. E’ nata a termine di una gravidanza decorsa con riscontro
di ipertransaminasemia materna nel terzo trimestre, con parto vaginale
distocico per malposizionamento fetale (disproporzione cefalo-pelvica).
Alla nascita il peso era 3700 gr (75° centile). L’allattamento & stato
artificiale per persistenza dell’ipertransaminasemia materna. La suzione era
valida. L’accrescimento staturo-ponderale € stato regolare. Lo sviluppo
psicomotorio e stato ritardato fin dall’inizio: la deambulazione autonoma é
stata acquisita intorno ai 3 anni con cammino in punta di piedi; il
linguaggio era assente e limitato all’uso di vocalizzi. La relazione con
I’ambiente era assai povera, con scarso contatto oculare e attenzione
congiunta, stereotipie motorie di dondolamento del capo e del tronco e
sfarfallamento delle mani.

Una RM cerebrale evidenziava I’assenza completa del corpo calloso,
dilatazione dei ventricoli laterali, in particolare dei corni occipitali, e
ipertrofia dei plessi corioidei bilateralmente. Un esame del fundus oculi
rilevava irregolarita pigmentarie peripapillari della retina. La paziente ha
manifestato frequenti infezioni alle alte vie respiratorie ed un episodio di
infezione delle vie urinarie. Un EEG evidenziava asincronia del ritmo di
fondo e sospette punte lente di ampio voltaggio sulle regioni

temporocentrali.
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In occasione dell’ultima visita, effettuata all’etd di 8 anni e 10 mesi,
I’altezza era 140 cm (97° centile), il peso 30 Kg (50°-75° centile), la
circonferenza cranica 49 cm (2°- 50° centile). Venivano inoltre notate le
seguenti caratteristiche: attaccatura bassa dei capelli sia alla fronte che alla
nuca, ipertricosi lungo la colonna vertebrale, lineamenti regolari, fronte
lievemente bombata, sopracciglia folte e linearizzate con flaring sul lato
mediano, occhi infossati e ciglia lunghe, padiglioni auricolari
normoconformati, zona orale piccola con philtrum corto e mento piccoli,
diastema dentale, cubito valgo, mani regolari con linee palmari principali
poco rappresentate, a destra linea palmare trasversa incompleta, iniziale
sviluppo mammario, piedi normoconformati. Si notavano movimenti
acetosici, non finalizzati.

La paziente presentava un cromosoma 5 derivativo, che portava traslocato,
alla banda 5p terminale, il braccio lungo di un cromosoma 14, dalla banda
14911.2 al telomero 14q. Le indagini di ibridazione in situ fluorescente
hanno evidenziato che il cromosoma 5 era interamente preservato, mentre il
cromosoma 14 traslocato mancava della regione prossimale 14q11q11.2. In
questa paziente é stata diagnosticata, pertanto, la presenza di una sindrome

cromosomica da delezione interstiziale 14q11q11.2, di circa 4 Mb.
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Paziente | Ses | Eta Citogenetica Ampiezza Epiles | Ipoto | Micro Ritardo | Ritardo del RM Scoliosi | Suscettibi | Dismor Anomalie
so | anni convenzionale delezione sia nia cefalia dello linguaggio lita alle fismi oculari
(Mb) sviluppo infezioni | facciali
19 F 7 Del(14)(q11911.2) 4 -* + - + + +++ - + + Anomalie
pigmentazione
retina
20 F 11 Del(14)(ql1912) 6 + + + +4/+++ + - +
21 F 6 Del(14)(q11.2912) 7,2 + + + + + +++ - - + Strabismo
22 F 6 T(10;14) Bilanciata Breakpoint + + + + + +++ - + Strabismo
14q12
23 F 19 Del(14)(q24.3932.12) 15 - + - + + +4/+++ + + + -
24 M 18 Del(14)(q24.3932.13) 20 - + + + + +++ + + + Astigmatismo,
miopia
25 F 33 Del(14)(g31.3932.2) 11 - + ** + - +H/+++ - - + -
26 F 4 Del(14)(q32.31qter) 4,8
27 M 1 Monosomia Trisomia: - + - + + +++ - + +
18g22.1qter 18,4
Trisomia 14g31.3gter | Monosomia:
12,4

Tabella 3.2. Dati clinici dei pazienti con altri riarrangiamenti a carico del cromosoma 14.
*: EEG indicativo di anomalie epilettiche;
**: macrocefalia;

57




Paziente n° 20. E’ nata alla 40sima settimana dopo una gravidanza
normodecorsa, anche se i movimenti attivi fetali erano stati poco validi. Alla
nascita il peso era gr 3760 (75° centile), la lunghezza cm 54 (97° centile), la
circonferenza cranica cm 35 (75°-90° centile), I’indice di Apgar a 1 min era
7, a5 min era 8 e a 10 min era 10. E’ stata subito ricoverata in Patologia
Neonatale per ipotonia, sindrome dismorfica e piede destro valgo. La
bambina presentava le seguenti caratteristiche: fronte bombata e rugosa,
epicanto, ipertelorismo, filtrum lungo, orecchie mal orlate, radice del naso
allargata, bocca a leggero accento circonflesso, micro-retrognatismo, tronco
un po’ lungo in rapporto alle membra superiori.

A 3 mesi e stato eseguito I’esame del cariotipo che ha evidenziato una
delezione 14911912 nel contesto di una traslocazione t(7;14)(ql1;q12) de
novo. La bambina nei 9 mesi successivi ha subito numerosi ricoveri
ospedalieri per setticemia, bronchiolite, reflusso gastro-esofageo grave, otiti
ricorrenti e conseguenze dell’ernia jatale. | genitori hanno riferito che con
molta probabilita la bambina non era molto sensibile ai dolori, dal momento
che non si era mai lamentata, nonostante la gravita della patologia gastro-
esofagea. A 1 anno e 10 mesi € comparsa un’importante scoliosi che ha
richiesto un trattamento di chirurgia ortopedica. Si notavano denti
soprannumerari. Ha camminato autonomamente a 3 anni. Il linguaggio é
sempre stato povero, non sa né leggere né scrivere, tuttavia ha una buona
capacita di comunicazione con la gestualita e la mimica. Non ha manifestato
facilita alle infezioni.

Citogeneticamente, & stata diagnosticata una traslocazione sbilanciata
t(7;14)(q1l1;912) de novo, che ha causato una delezione interstiziale

14911912 di circa 6 Mb (il cromosoma 7 e interamente preservato).
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Paziente n°® 21. E’ nata a 41 settimane di gestazione con parto eutocico. Il
peso alla nascita era 4000 gr (90° centile), la lunghezza 56 cm (97° centile),
la circonferenza cranica 34 cm (25° centile), I’indice di Apgar era 9 al primo
minuto e 10 al quinto minuto. A due mesi e mezzo e stato riscontrato un
ritardo di crescita e microcefalia. La bambina ha ricevuto allattamento
materno fino a 3 mesi, ma fin dall’inizio presentava anomalie della suzione,
difficolta di alimentazione e reflusso gastro-esofageo, per cui dall’eta di 3
anni fino ai 4 anni é stata alimentata mediante sondino naso-gastrico. La
bambina presentava un naso bulboso, anomalie del palato e anomalie dei
piedi. L’esordio dell’epilessia e stato all’etd di 12 mesi. Non presentava
disturbi del sonno, non aveva il controllo degli sfinteri, non sapeva mangiare
né vestirsi da sola, non era in grado di provvedere alle cure di pulizia
personale. Il carattere era socievole. Era in grado di reggere il capo, ma non
di stare seduta in maniera autonoma e nemmeno di stare i piedi con
sostegno. Dall’eta di 4 mesi sono iniziati i primi spostamenti autonomi, ma
non ha mai acquisito deambulazione autonoma. E’ stato inoltre riferito che
presentava ritardo del linguaggio, difficolta di espressione e comprensione.
In questa paziente € stata diagnosticata le presenza di una delezione
interstiziale 14911.2q12, di circa 7,2 Mb.

Paziente n° 22. In diagnosi prenatale era stata accertata una traslocazione
t(10;14) de novo apparentemente bilanciata. La diagnosi prenatale era stata
eseguita per una sospetta anomalia cardiaca, poi non confermata. E’ nata a
termine da parto eutocico, con peso di 3700 gr (75° centile), lunghezza di 52
cm (75° centile), e circonferenza cranica di 33 cm (25° centile). Non é stata
riferita ipotonia. La prima evidenza di problemi si & avuta intorno agli 8

mesi, per un disinteresse all’ambiente.
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L’ epilessia si € manifestata a 2 anni, ma é stata controllata dalla terapia. La
bambina ha subito un intervento per strabismo. Non ha manifestato facilita
alle infezioni. L’esame del fundus oculi non ha rilevato la presenza di
retinite  pigmentosa. L’RMN dell’encefalo ha evidenziato un
assottigliamento del corpo calloso ed un ritardo nella mielinizzazione della
sostanza bianca sopratentoriale.

All’esame obiettivo, eseguito all’eta di 5 anni e mezzo, il peso era 18 Kg
(25° centile), la lunghezza 110 cm (25°-50° centile), la circonferenza cranica
45 cm (<< 2° centile). Sono state notate le seguenti caratteristiche: fronte
stretta e sfuggente, sinofris, epicanto bilaterale, occhi grandi bulbosi, punta
del naso arrotondata, padiglioni auricolari ampi, palato ogivale. La bambina
stava seduta con difficolta, la deambulazione ed il linguaggio erano assenti.
Citogeneticamente, e stata  diagnosticata  una  traslocazione
t(10;14)(g25.3;q12) bilanciata de novo, senza apparente perdita di materiale

genetico informativo.

Paziente n° 23. E’ nata a termine di gravidanza con taglio cesareo, dopo una
gravidanza normodecorsa. Il peso alla nascita era 2270 gr (<3° centile), la
lunghezza 45,7 cm (<3° centile). Non é stato riferito alcun problema
nell’immediato periodo neonatale. Fin dalla nascita ha presentato difficolta
ad alimentarsi, ritardo di crescita e ipotonia muscolare generalizzata.
Presentava, inoltre, frequenti episodi di diarrea e coliche addominali. La
deambulazione autonoma € stata raggiunta a 19-20 mesi. Presentava un
soffio cardiaco per stenosi polmonare, poi compensato verso i 2 anni. A
circa 9 anni ha subito un intervento chirurgico per ernia inguinale bilaterale.
Presentava un ritardo del linguaggio e all’eta di 20 anni, quando & stata
esaminata I’ultima volta, era in grado di dire frasi semplici e di rispondere se

interrogata. Non era autonoma, ma aiutava in casa nelle attivita domestiche.
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Tendeva ad essere ripetitiva nel comportamento. Non ha mai avuto crisi
epilettiche. L alimentazione era regolare (tendeva a mangiare molto). Anche
il ritmo sonno-veglia era regolare. Il menarca e avvenuto a 11 anni e i cicli
successivi erano riferiti regolari. Presentava una lieve scoliosi. La vista e
I’udito erano nella norma. Da piccola, ha manifestato infezioni ricorrenti
soprattutto dell’orecchio e delle vie aeree superiori e inferiori. Sono stati
riferiti problemi comportamentali. All’esame fisico, effettuato all’eta di 20
anni, I’altezza era 145 cm (<3° centile), il peso 59,3 Kg (50°-70° centile), la
circonferenza cranica 54,4 cm (50° centile). Sono state notate le seguenti
caratteristiche: capo normoconformato, un ciuffo bianco di capelli alla
fronte, fronte corta con lieve ptosi palpebrale, ipotonia facciale, radice
nasale ampia, pieghe epicantiche, filtro piatto, palato normale, orecchie
normoconformate, sviluppo mammario nella norma, cuore nella norma,
cubito valgo, mani piccole, falangi terminali piccole, unghie piccole, pieghe
palmari normali, piedi piccoli con falangi slargate e scoliosi.

Geneticamente, e stata diagnosticata una delezione interstiziale
14924.3932.12 di circa 15 Mb.

Paziente n° 24. Primogenito, € nato al termine di una gravidanza decorsa
regolarmente, da parto vaginale eutocico. Il peso neonatale era di 3000 gr
(10°-25° centile). Non mostrava segni di sofferenza peri-natale. Il bambino e
stato alimentato con latte artificiale e presentava scarso accrescimento
staturo-ponderale. La madre aveva avuto un aborto spontaneo precedente la
nascita del paziente. Dai primi anni di vita si & reso evidente un ritardo
marcato dello sviluppo psicomotorio; la deambulazione autonoma é stata
raggiunta a 24 mesi con cammino sulle punte. Il linguaggio si limitava
all’uso di qualche parola singola. Il comportamento si caratterizzava per la

presenza di notevole ipercinesia, irrequietezza motoria ed aggressivita etero-
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diretta. Il paziente presentava stereotipie gestuali ed aveva tendenza a
compiere attivita ripetitive. Sul piano delle autonomie si vestiva con aiuto e
necessitava di assistenza per il mantenimento dell’igiene personale.

Affetto da miopia grave, faceva uso di lenti. L’alimentazione era abbastanza
regolare (riferita un’intolleranza al latte). Non hai mai presentato crisi
convulsive. All’eta di 3 anni ha eseguito orchidopessi per criptorchidismo
bilaterale.

In occasione della prima visita genetica, all’eta di 18 anni e 8 mesi, I’altezza
era 152 cm (<3° centile), il peso 52 Kg (3°-10° centile), la circonferenza
cranica 53.5 cm (2° centile). Si notava: viso squadrato con orecchie scostate
dal capo, presenza di due piccole escrescenze davanti all’orecchio sinistro.
Le rime palpebrali erano oblique e rivolte verso il basso con ptosi palpebrale
(sin>dx) e lieve proptosi. Le mani erano piccole con semplificazioni delle
linee palmari. Venivano anche notati: iperestensibilita delle articolazioni
interfalangee e ridondanza di cute al dorso e al palmo, piedi piatti
normoconformati con lieve valgismo, gomito e ginocchio valgo, marcata
ipotonia generalizzata.

Alle indagini di citogenetica-molecolare, il paziente e risultato portatore di
una delezione interstiziale 14q24.3932.13, di circa 20 Mb.

Paziente n°® 25. L’anamnesi familiare rilevava la presenza di due casi di
demenza senile nel ramo paterno della famiglia (nonna paterna e fratello
della nonna paterna), ed un caso di cistinuria in un cugino di primo grado
(figlio del fratello del padre).

E’ unicogenita di genitori sani e non consanguinei. Dopo una gravidanza
normodecorsa, il parto é avvenuto a termine con taglio cesareo per scelta
materna. Il peso alla nascita era 3150 gr (25°-50° centile). Alla nascita e

stata rilevata la presenza di ernia addominale e piede torto equino varo
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spinato bilaterale (corretto chirurgicamente). Il decorso neonatale e stato
riferito nei limiti della norma, cosi come I’accrescimento staturo-ponderale,
mentre I’acquisizione delle principali tappe di sviluppo psicomotorio e
avvenuta in ritardo.

Il ritardo mentale & stato giudicato di grado medio-grave. La paziente
presentava disturbi comportamentali. Erano assenti malformazioni maggiori.
All’esame obiettivo eseguito all’eta di 32 anni, il peso era 65 Kg (75°-90°
percentile), I’altezza 152 cm (3°-10° centile), la circonferenza cranica 58 cm
(>97° centile). Era dunque presente macrocefalia. Inoltre e stato notato:
obesita generalizzata, volto squadrato, fronte ampia, sopracciglia folte e
arcuate, rime palpebrali allungate con lieve upslanting, naso prominente,
ipoplasia malare, orecchie antiverse ad impianto basso con elice
assottigliato, filtro ben disegnato, labbra carnose, malposizione dentaria,
palato ogivale, obiettivita cardio-respiratoria nella norma, addome globoso
per adipe, deviazione ulnare delle mani, piedi torti.

La paziente é risultata portatrice di delezione interstiziale 14931.3g32.2, di
circa 11 Mb.

Paziente n°® 26. Non é disponibile nessun dato clinico.

La paziente & portatrice di delezione terminale 14g32.31 di circa 4,8 Mb.

Paziente n° 27. E’ nato a 41 settimane con parto indotto vaginale. 1l peso
alla nascita era 4350 gr (97° centile), la lunghezza 55 cm (97° centile), la
circonferenza cranica 36 cm (90° centile). Durante la visita effettuata ad 1
anno e 8 mesi, il peso era 8,100 Kg (<<3° centile), la lunghezza 76 cm (<3°
centile), la circonferenza cranica cm 46,6 (10°-25° centile). Sono stati notati:
marcato ipertelorismo, radice nasale depressa, narici antiverse, ipoplasia

delle arcate sovraorbitali, bocca molto grande, padiglioni auricolari anomali,
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nistagmo, micrognatia, mani molto sottili con deviazione ulnare delle dita,
clinodattilia del 5° dito, criptorchidismo, ipotono e piede torto con
affollamento delle dita. Il bambino non era in grado di reggere il capo. Il
carattere era tranquillo. Indagini ecografiche avevano evidenziato ipoplasia
del rene sinistro ed una cardiopatia congenita, con pervieta del forame ovale,
difetto del setto interventricolare e valvola aortica bicuspide.

Le analisi genetiche hanno evidenziato la presenza di una doppia anomalia
cromosomica: monosomia 18q22.1qter, di circa 12,4 Mb, e trisomia
14931.3qter, di circa 18,4 Mb. Questo riarrangiamento segregava da un

traslocazione bilanciata t(149;18q) paterna.

Di seguito sono riportate le fotografie dei pazienti portatori di altri

riarrangiamenti a carico del cromosoma 14 (fig. 3.2).

64



PAZIENTI CON DELEZIONE LINEARE 14q PROSSIMALE

Paziente n° 20

Paziente n° 19 Paziente n° 21 '

PAZIENTE CON BREAKPOINT IN 14912

Paziente n° 22

n° 23 Paziente n° 25

Fig. 3.2: caratteristiche facciali dei pazienti con altri riarrangiamenti a carico del cromosoma 14.
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METODI

Sono stati utilizzati i seguenti metodi:

1) Esame cromosomico convenzionale mediante il Bandeggio R (RBG)
ad una risoluzione media di 550 bande, con analisi di almeno 100 metafasi
in ogni paziente e nei rispettivi genitori;

2) Indagini di ibridazione in situ fluorescente (FISH) condotte su metafasi
di linfociti da sangue periferico stimolati con PHA (fitoemagglutinina) o di
cellule linfoblastoidi immortalizzate con EBV. Sono state utilizzate le
seguenti sonde molecolari:

- un totale di 62 sonde BACs locus-specifiche, appartenenti alla libreria
RP11 e aventi una distanza reciproca di 500-700 Kb, specifiche il braccio
lungo del cromosoma 14 e opportunamente selezionate per regione in base
ai risultati dell’esame cromosomico convenzionale (RP11.101418,
RP11.332N6, RP11.56612, RP11.990K12, RP11.576P2, RP11.298I3,
RP11.477D5, RP11.368G9, RP11.303G24, RP11.529E4, RP11.412HS8,
RP11.96617, RP11.30H9, RP11.148E17, RP11.125A5, RP11.329K12,
RP11.36909, RP11.559L22, RP11.557015, RP11.465B6, RP11.458A21,
RP11.305B23, RP11.779M2, RP11.435L2, RP11.453F20, RP11.970M15,
RP11.448110, RP11.325N20, RP11.435K23, RP11.38204, RP11.457I1,
RP11.50114, RP11.47503, RP11.477M24, RP11.452D21, RP11.259M24,
RP11.88N20, RP11.477123, RP11.327L24, RP11.84G6, RP11.976B16,
RP11.79J20, RP11.951P22, RP11.346B5, RP11.99C24, RP11.90P19,
RP11.639F2, RP11.300N18, RP11.483K13, RP11.433J8, RP11.487K10,
RP11.431B1, RP11.796G6, RP11.350L3, RP11.1017G21, RP11.356LS8,
RP11.661D19, RP11.454M12, RP11.73M18, RP11.435F10, RP11.417P24,
RP11.815P21).
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Uno schema riassuntivo delle sonde molecolari testate e illustrato nella fig.

4.1.

]
]

[
-
=)

31

321
32.2
323

332N6
56612
990K12
576P2
29813
47705
36869
—— 101418 303624
529E4
412H8
96617
30H9
148E17
557015 125A5
——| 46586 329K12
458421 36909 3ggzéf
\_ 559L22 T
453F20
970M15
/~ 47503
477M24
452b21
259M24
448110 88N20
[ 325N20 477123
435k23 327124
////// 8466
38204 \_ 976B16
——| 45711 75320
50174 951P22
34685
99c24
90P19
483K13 639F2
487K10
43181

79666

350L3
1017621
356L8
661D19
454M12
73M18
435F10
417P24
815P21

\tell4q

Fig. 4.1: la figura mostra le sonde molecolari specifiche per il braccio lungo del cromosoma 14 utilizzate

nelle analisi FISH. In nero sono indicati i BACs ed in rosso la sonda commerciale telomerica 14q.
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Le sonde BACs locus-specifiche sono state fornite dal prof. Mariano Rocchi
(www.biologia.uniba.it/rmc), oppure dal Children’s Hospital Oakland
Research Institute (http://bacpac.chori.org).

Le colture di E. Coli e I’estrazione del DNA sono state condotte seguendo i
protocolli riportati nel sito web Molecular Genetics. | cloni di DNA sono
stati marcati con Spectrum Orange (rosso) o Spectrum Green (verde) d-UTP
Vysis e ibridati sequendo le procedure standard.

La localizzazione cromosomica delle sonde utilizzate € stata ottenuta dai siti
web: http: //www.ensembl.org/Homo_sapiens/cytoview e http: // www.
nchi.nlm.nih.gov/mapview.

- La sonda commerciale subtelomerica 14q.

La sonda subtelomerica e stata fornita dalla ditta Vysis.

3. Analisi di segregazione familiare di marcatori microsatelliti polimorfici,
amplificati con PCR (Promega Italia, secondo le procedure standard) ed
analizzati al sequenziatore automatico ABI PRISM 3130 (Genetic Analyzer,
Applied Biosystem), per la ricerca di eventuale disomia uniparentale del
cromosoma 14 e per stabilire I’origine parentale del riarrangiamento.

| marcatori utilizzati sono elencati nella tabella 4.1.

Marcatore Mapping (Mb)
D14S583 43,3

D14S63 63,7

D14S77 72,6

D14S1008 79

D14S267 98,3

D14S1007 105

D14S1419 106,1
D14S1420 106,2

Tabella 4.1: elenco dei marcatori microsatelliti polimorfici
utilizzati e loro posizione sul cromosoma 14q.
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Pazienti ring 14.

RISULTATI

Nella tabella 5.1 sono schematizzati i risultati relativi all’esame citogenetico

convenzionale, i dati di citogenetica molecolare, quelli relativi alle indagini

per la disomia uniparentale e per I’origine parentale del riarrangiamento,

relativamente ai 18 pazienti con ring 14.

N° N° cellule Ampiezza Origine

Pazienti | cellule | N° cellule con Citogenetica di delez. parentale

N° analiz con ring monosomia convenzionale l4qter UPD della

zate 14 (%) 14 (%) (Mb) delezione

1 100 85 15 Del(14)(g32.33) <0,5* Assente Non testabile

2 100 83 17 Del(14)(g32.33) <0,5* NI Non testabile

3 100 79 21 Del(14)(g32.33) <0,5* Assente Non testabile

4 100 82 18 Del(14)(g32.33) <0,5* Assente Non testabile

5 100 83 17 Del(14)(g32.33) <0,5* NI Non testabile

6 100 80 20 Del(14)(g32.33) 0,65 Assente Paterna

7 33 85 15 Del(14)(q32.33) 0,65 N | NI

8 100 80 20 Del(14)(g32.33) 15 Assente Paterna

9 150 80 20 Del(14)(g32.33) 2,3 Assente Paterna

10 100 77 23 Del(14)(g32.33) 2,3 Non testato | Non testato

11 100 81 19 Del(14)(g32.33) 2,3 Assente Paterna

12 100 81 19 Del(14)(g32.33) 2,3 Assente Materna

13 100 81 19 Del(14)(g32.33) 2,3 Assente Paterna

14 100 95 5 Del(14)(g32.33) 2,3 Assente Paterna

15 100 89 11 Del(14)(g32.32) 3,4 Assente Paterna

16 100 83 17 Del(14)(g32.32) 3,8 Assente Materna

17 100 79 21 Del(14)(g32.32) 4,3 Assente Materna

18 100 83 17 Del(14)(g32.31) 5 Non testato | Non testato

Tabella 5.1. Risultati relativi all’esame cromosomico convenzionale, alle indagini di citogenetica molecolare, alla
presenza di UPD e all’origine parentale del riarrangiamento nei pazienti ring 14.
Legenda: * stima ipotizzata in base alla preservazione del telomero, nessuna delezione visibile a livello citogenetico-
molecolare; N.I.: Non informativo.

Nella figura 5.1 é riportato un esempio di un risultato di citogenetica

convenzionale che mostra la presenza di mosaicismo tra una linea cellulare

con ring 14 ed una linea con monosomia 14.
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Fig 5.1: risultati di citogenetica convenzionale

Di seguito sono riportati alcuni esempi di indagini FISH (fig.5.2) che
mostrano rispettivamente assenza (A) e presenza di delezione (B) nel contesto

del ring, relativamente alla sonda testata.

A
Fig.5.2. Esempi di FISH.
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La figura 5.3 rappresenta una mappa genetica che mostra le delezioni

osservate nel contesto del ring 14 e la loro frequenza:

Pazienti

(n®)

23 34 338 Del 14q (Mb)

Fig.5.3: delezioni osservate nei pazienti ring 14 e loro frequenza (ogni segmento corrisponde ad 1 paziente).

Come si puo vedere dalla fig. 5.3, i risultati ottenuti sono i seguenti: 1) in 5
pazienti su 18 (28%) non é stata osservata alcuna perdita di materiale genetico
informativo nel contesto del ring (per essi I’ampiezza della delezione é stata
stimata inferiore a 0,5 Mb, in base al fatto che la sonda subtelomerica 14q era
conservata); 2) nei restanti 13 casi (72%), invece, € stata osservata una
delezione 14q terminale di dimensioni variabili tra 0,65 Mb e 5 Mb; 3) una
delezione di 2,3 Mb, riscontrata in 6 pazienti su 18 (33%), € maggiormente

ricorrente.
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In tutti i casi analizzati € stata osservata la presenza di mosaicismo tra una
linea cellulare contenente il ring 14 ed una linea con monosomia 14 completa,

le cui percentuali relative sono mostrate in fig. 5.4.

100
80
60-
40
20

0_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Pazienti (n°)

O % di cellule con ring 14 B % di cellule con monosomia 14

Fig. 5.4: percentuale relativa di cellule con ring 14 e cellule con monosomia 14 completa.

Nei pazienti 1-17 sono state osservate, in media le stesse percentuali relative
tra cellule con ring 14 e cellule con monosomia 14 completa, presenti
nell’80% e nel 20% delle cellule analizzate, rispettivamente. Solo nella
paziente n° 18 queste percentuali relative si differenziano dagli altri casi e
sono rispettivamente 95% di cellule con ring 14 contro solo il 5% di cellule

con monosomia 14.

E’ stata studiata anche I’ereditarieta del ring 14, tramite analisi cromosomica
nei genitori su un minimo di 100 cellule per individuo, con la sola eccezione
del paziente n° 7, in cui e stato possibile analizzare un numero inferiore di
cellule, e del padre del paziente n° 8, in cui I’analisi € stata condotta su un
totale di 288 cellule, dopo I’iniziale riscontro di 1 cellula con ring 14 tra le

prime 50 cellule analizzate (tabella 5.2).
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Famiglia N° cellule Cariotipo Cellule Celule con Cellule con
analizzate normali | monosomia 14 ring 14 (%)
(%)

1 Paziente 100 46,XY,r(14)[85]/45,XY-14[15] 0 15 85

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

2 Paziente 100 46,XY,r(14)[83]/45,XY-14[17] 0 17 83

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

Paziente 100 46,XY,r(14)[79]/45,XY-14[21] 0 21 79

3 Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

4 Paziente 100 46,XX,r(14)[82]/45,XX-14[18] 0 18 82

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

5 Paziente 100 46,XY,r(14)[83]/45,XY-14[17] 0 17 83
Padre

Madre 100 46,XX 100 0 0

6 Paziente 100 46,XX,r(14)[80]/45,XX-14[20] 0 20 80

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

7 Paziente 33 46,XX,r(14)[28]/45,XX-14[5] 0 15 85

Padre 42 46,XY 42 0 0

Madre 47 46,XX 47 0 0

8 Paziente 100 46,XY,r(14)[80]/45,XY-14[20] 0 20 80

Padre 288 46,XY,[279]/46,XY r(14)[9] 97 0 3

Madre 100 46,XX 100 0 0

9 Paziente 150 46,XY,r(14)[121]/45,XY-14[29] 0 20 80

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

10 Paziente 100 46,XX,r(14)[77]/45,XX-14[23] 0 23 77

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

11 Paziente 100 46,XY,r(14)[81]/45,XY-14[19] 0 19 81

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

12 Paziente 100 46,XX,r(14)[81]/45,XX-14[19] 0 19 81

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

13 Paziente 100 46,XY,r(14)[81]/45,XY-14[19] 0 19 81

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

14 Paziente 100 46,XX,r(14)[95]/45,XX-14[5] 0 5 95

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

15 Paziente 100 46,XY,r(14)[81]/45,XY-14[19] 0 19 81

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

16 Paziente 100 46,XX,r(14)[83]/45,XX-14[17] 0 17 83

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

17 Paziente 100 46,XX,r(14)[79]/45 XX-14[21] 0 21 79

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

18 Paziente 100 46,XY,r(14)[83]/45,XY-14[17] 0 17 83

Padre 100 46,XY 100 0 0

Madre 100 46,XX 100 0 0

Tabella 5.2: frequenza dell’ereditarieta del ring 14.

73




In 17 delle 18 famiglie analizzate (94%) i genitori avevano un cariotipo
normale, mentre in una sola famiglia (6%) e stato riscontrato nel padre sano,
un basso mosaicismo per il ring 14 presente nel 3% delle cellule analizzate
(9/288).

L’analisi di segregazione di microsatelliti polimorfici e stata effettuata su un
totale di 16 famiglie ed é risultata informativa in 13. La presenza di UPD(14)

e stata esclusa nel 100% dei casi valutabili (fig.5.5).

100+
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Assente
13/13

Fig.5.5: risultati delle analisi di segregazione dei microsatelliti polimorfici per stabilire I’eventuale presenza
di UPD(14).

L’origine parentale del riarrangiamento si € potuta valutare in 10 dei 18
pazienti. Degli 8 in cui non si e potuta accertare, 5 non erano testabili perché
il ring 14 era completo, 1 non ha dato risultati informativi, 2 non erano
disponibili. 1l riarrangiamento e insorto sul cromosoma paterno in 7/10 casi
(70%), su quello materno in 3/10 casi (30%) (fig. 5.6).
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Fig. 5.6: risultati delle analisi di segregazione dei microsatelliti polimorfici, per stabilire I’origine parentale
del riarrangiamento.

La figura 5.7 riporta esempi dei risultati ottenuti dall’analisi di segregazione
dei marcatori microsatelliti, condotte sui pazienti per I’identificazione
dell’origine parentale della delezione (A) e per I’analisi della disomia

uniparentale (B e C).
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Fig.5.7. A) Origine parentale della delezione: la figura mostra un esempio di un risultato ottenuto mediante
analisi di segregazione dei marcatori microsatelliti nella regione 14q deleta. La delezione é di origine paterna.
B e C). Analisi per UPD(14): la figura mostra un esempio di risultati ottenuti mediante analisi di
segregazione dei marcatori microsatelliti nella regione del cromosoma 14 non deleta. In B un esempio di
marcatore informativo che esclude la UPD, in C un esempio di marcatore non informativo.
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ALTRI RIARRANGIAMENTI IN 14q

Nella tabella 5.3 sono presentati i dati relativi all’esame citogenetico
convenzionale, i dati di citogenetica molecolare, quelli relativi all’UPD e
all’origine parentale del riarrangiamento, per i pazienti che presentano altri
tipi di riarrangiamenti a carico del cromosoma 14. Tra questi ultimi: 3 sono
portatori di delezioni a carico della regione 14q prossimale, di dimensioni
variabili tra 4 e 7,2 Mb; 1 paziente é portatrice di una traslocazione
apparentemente bilanciata in cui il punto di rottura in 14q é prossimale; 4
presentano delezioni che interessano la regione 14q distale, di ampiezza
variabile tra 4,8 e 20 Mb; un ultimo paziente € portatore di una doppia
anomalia cromosomica in forma di monosomia 18qg22.1qter, di 12,4 Mb, e
trisomia 14q31.3qter, di 18,4 Mb (quest’ultimo riarrangiamento segregava da
un traslocazione bilanciata t(14q;18q) paterna).

L analisi di segregazione di microsatelliti polimorfici, ove informativa, ha
costantemente escluso la presenza di UPD(14). Anche per questo gruppo di

riarrangiamenti, I’origine parentale é soprattutto paterna.

Paziente Citogenetica Ampiezza Del Origine parentale

N° Convenzionale (Mb) della delezione UPD

19 Del(14)(ql1g11.2) 4 Paterna Assente

20 Del(14)(q11g12) 6 Paterna Assente

21 Del(14)(q11.2912) 7,2 Paterna Assente

22 T bilanciata Breakpoint 14q12 Assente

23 Del(14)(q24.3932.12) 15 Non informativo Non informativo
24 Del(14)(q24.3932.13) 20 Materna Assente

25 Del (14)(g31.3932.2) 11 Non informativo Non informativo
26 Del(14)(g32.31qter) 4,8 Paterna Assente
el e

Tabella 5.3. Risultati relativi all’esame cromosomico convenzionale, alla citogenetica molecolare, all’'UPD e
all’origine parentale del riarrangiamento nei pazienti che presentano altri tipi di riarrangiamenti a carico del
cromosoma 14, diversi dal ring.
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CORRELAZIONI GENOTIPO-FENOTIPO

Sono stati confrontati geneticamente e clinicamente 3 gruppi di pazienti,

distinti in base alla presenza di: 1) ring 14; 2) delezione lineare nella regione

14q prossimale; 3) delezione lineare nella regione 14q distale. | segni clinici

valutati comparativamente sono stati: ritardo mentale, epilessia 0 anomalie

EEGrafiche, microcefalia, ritardo dello sviluppo, anomalie oculari, scoliosi,

suscettibilita alle infezioni, ipotonia, ritardo del linguaggio e disordini

comportamentali. L’incidenza percentuale di tali segni & riassunta nella

tabella 5.4.

Segno clinico N° pazienti ring 14(%) | N° pazienti delezioni N° pazienti delezioni
prossimali (%)* distali (%0)

RM 18/18 (100%) 4/4 (100%) 3/3 (100%)

Epilessia 18/18 (100%) 3/3 (100%) 0/3 (0)
(1 non riportato)

Anomalie oculari | 9/13 (69%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

(5 non riportati) (1 non riportato)
Scoliosi 8/18 (44%) 1/3 (33%) 213 (67%)

(1 non riportato)

Suscettibilita alle
infezioni

12/17 (70%)
(1 non riportato)

1/4 (25%)

213 (67%)

Microcefalia 18/18 (100%) 213 (67%) 1/3 (33%)
(1 non riportato)

Ritardo dello 18/18 (100%) 4/4(100%) 3/3 (100%)

sviluppo

Ipotonia 13/18 (72%) 4/4(100%) 3/3 (100%)

Ritardo del 17/18 (94%) 4/4(100%) 213 (67%)

linguaggio

Disordini 8/14 (57%) 0(0) 3/3 (100%)

comportamentali | (4 non riportati)

Tabella 5.4. Segni clinici e loro incidenza percentuale osservati nei pazienti portatori di ring 14, di delezioni
lineari 14q prossimali e di delezioni lineari 14q distali.
*in questo gruppo é stata inclusa anche la paziente n° 22, portatrice di una traslocazione apparentemente
bilanciata in cui il punto di rottura in 14q € prossimale.
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Dal confronto genotipo-fenotipo tra i tre gruppi di pazienti emergono i
seguenti dati:

1) nella sindrome ring 14 le convulsioni sono piu importanti rispetto agli altri
casi. Le convulsioni sono presenti anche in associazione a delezioni lineari
prossimali, ma non in associazione a delezioni lineari distali;

2) il ritardo mentale e in genere importante nella totalita dei riarrangiamenti
osservati, di tipo ring o altro, con poche eccezioni;

3) le anomalie della retina sono tipicamente associate a ring 14 e alle
delezioni lineari prossimali;

4) la suscettibilita alle infezioni e maggiormente ricorrente nella sindrome
ring 14 e nelle delezioni lineari distali.

5) i disturbi del comportamento caratterizzano la sindrome ring 14 e le
sindromi da delezione lineare distale;

6) anche la scoliosi € comune alla sindrome ring 14 e alle sindromi da
delezione 14q distale;

7) la microcefalia invece, costante nella sindrome ring 14, ricorre con
maggiore frequenza nelle sindromi da delezione lineare 14q prossimale. La
paziente n° 25, con delezione della regione distale 14931932 ha presentato

macrocefalia.
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MAPPA FENOTIPICA

Le analisi di correlazione genotipo-fenotipo tra pazienti con ring 14 e pazienti
con delezioni lineari prossimali e distali a carico del cromosoma 14 hanno
permesso di delineare la mappa fenotipica illustrata nella fig.5.8. Nella
regione 14q prossimale, bande 14g11g12, sembrano mappare i disturbi della
retina, I’epilessia e la microcefalia. La regione 14q distale, invece, a livello
delle bande 14q32qter, sembra implicata nella suscettibilita alle infezioni, nei
disordini comportamentali e nella scoliosi. L aploinsufficienza di entrambe
queste regioni €, inoltre, legata a forme di ritardo mentale di tipo medio-
grave. Nella stessa figura sono evidenziati i geni ritenuti piu criticamente

coinvolti nei segni e sintomi elencati, in base alla loro funzione e ai dati

sperimentali.
Mappa fenotipica
'@ Geni
Anomalie retina
Epilessia NRL
Microcefalia 14q11.2q12 RPGRIP1
MR FOX6G1
: Suscettibilita alle infezioni IGH
MR
: —» JAG2
. I Disordini comportamentali 14932 gKB
Scoliosi

Fig.5.8: mappa fenotipica nelle delezioni 14q.

79




DISCUSSIONE

La sindrome ring 14 é una condizione rara, di cui sono stati riportati fino ad
ora soltanto 50 casi, dopo la descrizione del primo paziente da parte di
Gilgenkrantz et al. nel 1971.

Da subito é stata riconosciuta I’esistenza di un ampio grado di variabilita
fenotipica per questa particolare patologia, nonostante fin dall’inizio fosse
chiara I’esistenza di un’associazione ben precisa tra la presenza di questo
particolare riarrangiamento cromosomico ed una definita condizione
sindromica. Dall’analisi del campionamento esistente risulta evidente che le
manifestazioni cliniche piu ricorrenti sono il ritardo dello sviluppo
psicomotorio, le convulsioni che si manifestano sempre nei primi mesi di vita,
ed un aspetto particolare del volto. La valutazione delle altre manifestazioni
cliniche evidenzia una variabilita legata, non soltanto al grado di espressione
di un determinato tratto fenotipico, ma anche alla presenza o meno dello
stesso. | segni clinici addizionali comprendono ipotonia, microcefalia,
anomalie retiniche e scheletriche.

L’ipotesi iniziale formulata per spiegare il fenotipo ring 14 era che ci potesse
essere una correlazione diretta tra le dimensioni della delezione presente sul
ring e le manifestazioni neurologiche. In particolare, si € ritenuto che la
variabilita nell’ampiezza di delezione potesse essere la causa principale della
variabilita fenotipica (Fryns et al., 1982). 1l cromosoma 14, inoltre, contiene
diversi geni imprinted nella specie umana; sono ben delineate, infatti, due
diverse condizioni sindromiche associate a UPD(14) materna o a UPD(14)
paterna (Chu et al., 2004; Kagami et al., 2005). La presenza, quindi, di una
eventuale UPD(14), in associazione al riarrangiamento ring 14, potrebbe
complicare ulteriormente il fenotipo. Per lo stesso motivo potrebbero essere

previste delle conseguenze cliniche differenti a seconda se il riarrangiamento
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si origina sul cromosoma di origine paterna o sul cromosoma di origine
materna.

Abbiamo condotto uno studio clinico e genetico su un totale di 18 pazienti
portatori di ring 14 e su un totale di 9 pazienti portatori di riarrangiamenti
diversi a carico delle braccia lunghe del cromosoma 14, soprattutto in forma
di delezioni 14q lineari. Per il numero di pazienti studiati, e per il tipo di
approccio genetico e clinico, la presente casistica € la piu significativa tra
quelle presenti nella letteratura scientifica. Come primo risultato della nostra
indagine, possiamo sottolineare che la correlazione ampiezza di delezione-
deficit neurologico non é cosi prevedibilmente lineare: infatti non sempre la
variabilita dell’espressione clinica risulta correlata all’ampiezza della
delezione 14q terminale.

L’ analisi comparata dei casi con ring 14 e dei casi con delezioni interstiziali
lineari a carico di differenti regioni nel braccio lungo del cromosoma 14,
sembra suggerire che le principali manifestazioni cliniche che si osservano nei
pazienti ring 14 e I’ampia variabilita fenotipica che é caratteristica di questa
condizione, sono dovute alla formazione del ring stesso. E’ stato proposto che
I’instabilitd mitotica del ring che da origine a mosaicismo e I’effetto di
posizione, che puo portare al silenziamento di geni specifici nel braccio lungo
del cromosoma 14, potrebbero avere un ruolo patogenetico (van Karnebeek et
al., 2002; Schlade-Bartusiak et al., 2005). Da un punto di vista citogenetico,
I’instabilita del ring si manifesta con il ritrovamento di cariotipi a mosaico
negli individui portatori. Questa condizione di mosaicismo risulta spesso
dinamica, in quanto il numero e la struttura dei ring possono subire variazioni
nelle diverse cellule somatiche di uno stesso individuo ed in tempi diversi
dello sviluppo. In effetti, il ritrovamento piu frequente negli individui affetti &
la presenza di una seconda linea cellulare monosomica. Si puo ipotizzare che

la generazione continua di cellule monosomiche, associate ad un inevitabile
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aumento di mortalita, possa provocare una riduzione significativa delle cellule
vitali in un determinato periodo dello sviluppo (Kosztolanyi, 1985;
Sigurdardottir et al., 1999). La presenza di una linea cellulare con monosomia
completa del cromosoma 14, osservata all’analisi del cariotipo, avvalora
I’ipotesi dell’instabilita mitotica del ring come una delle possibili cause del
fenotipo ring 14.

Uno dei meccanismi che puo spiegare, invece, il silenziamento genico da
effetto di posizione si basa sull’ipotesi che la formazione del ring puo
cambiare I’architettura della cromatina nel cromosoma e che questo puo
riflettersi in  un cambiamento dell’espressione genica. Nella nuova
configurazione spaziale che si viene a creare con la formazione del ring,
infatti, regioni trascrizionalmente attive del braccio lungo del cromosoma
vengono traslocate vicino a regioni eterocromatiche inattive. Per cui si puo
supporre che molte caratteristiche fenotipiche osservate nei pazienti ring 14
dipendano dal silenziamento di geni specifici, tramite un processo di
eterocromatizzazione di alcune regioni cromosomiche normalmente attive sul
piano trascrizionale (Kleinjan and van Heyningen, 1998; Grewal and Moazed,
2003; Lloyd et al., 2003). Una delle prove a favore di questa ipotesi consiste
nell’assunto che il genoma assume una configurazione compartimentalizzata
nel nucleo, per cui quando un gene & traslocato vicino ad una regione
eterocromatica viene automaticamente trascinato in un’area incompetente per
la trascrizione, cioé in un’area dove non puo essere accessibile ai fattori che
ne regolerebbero normalmente I’espressione (Marshall et al., 1997).

E’ stata anche avanzata I’ipotesi che la formazione del ring pué cambiare la
posizione del cromosoma aberrante all’interno del nucleo e, poiché é noto che
I’espressione genica e correlata con la posizione nucleare di un gene o di un

locus genico, si pud supporre che la trascrizione dei geni posti sull’intero

82



braccio lungo di un cromosoma ad anello, puo essere influenzata dal suo
riposizionamento all’interno del nucleo (Schlade-Bartusiak et al., 2005).
Analisi di correlazione genotipo-fenotipo di delezioni 14q lineari confrontate
con le delezioni 14q nel contesto del ring hanno permesso di delineare una
mappa fenotipica dei segni clinici intrinsecamente caratteristici della
sindrome ring 14. In particolare epilessia, retinite pigmentosa e microcefalia
sono risultate correlate alla regione prossimale 14q11.2g12, mentre disordini
comportamentali, scoliosi e suscettibilita alle infezioni sono risultati correlati
alla regione 14q32qter. Inoltre, [I’aploinsufficienza sia della regione
prossimale che di quella distale e associata a forme di ritardo mentale di tipo
medio-grave.

Questi risultati suggeriscono importanti speculazioni sui possibili geni
candidati nel determinare i segni ed i sintomi tipici della sindrome ring 14. Il
cromosoma 14 e uno dei 5 cromosomi acrocentrici del genoma umano. Questi
ultimi sono caratterizzati da un braccio corto eterocromatico che contiene
essenzialmente geni ripetuti per gli RNA ribosomiali, ed un braccio lungo
eucromatico in cui sono localizzati geni codificanti in singola copia. Fino ad
ora sono stati mappati circa 550 geni sul cromosoma 14 (Kamnasaran and
Cox, 2005), tra di essi circa 60 sono associati a malattie genetiche, come la
paraplegia spastica, la malattia di Niemann-Pick, la malattia di Alzheimer ad
esordio precoce e la forma grave della malattia di Usher (Heilig et al., 2003).
La regione eucromatica del cromosoma 14 contiene due regioni, di circa 1
Mb, che sono di primaria importanza per il sistema immunitario, cioé il locus
alfa/delta dei recettori delle cellule T, localizzato vicino al centromero
(regione 14g11), ed il locus IGH della catena pesante delle immunoglobuline
adiacente al telomero, la cui perdita potrebbe spiegare la forte suscettibilita
alle infezioni, osservata nei pazienti ring 14 e nei pazienti con delezioni

lineari distali.
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La regione 14g11.1911.2 potrebbe essere implicata nelle anomalie retiniche.
In questa regione, infatti, € presente il gene NRL (Neural Retina Leucina
zipper), un fattore di trascrizione che risulta essere espresso in maniera
specifica nelle cellule neurali della retina, dove puo giocare un ruolo nella
regolazione dello sviluppo e/o del differenziamento della retina stessa. In
particolare, il gene NRL regola I’espressione di parecchi geni specifici dei
bastoncelli e si e visto che mutazioni missenso sono associate ad una forma
autosomica dominante di retinite pigmentosa. Poiché le mutazioni della
rodopsina, un gene regolato da NRL, causano retinite pigmentosa, NRL puo
essere considerato un gene candidato per le retinopatie (Farjo et al., 1997).
Alcuni studi hanno evidenziato che topi nrl -/- hanno perdita completa della
funzione dei bastoncelli ed un numero superiore di coni. Probabilmente NRL
agisce da interruttore molecolare durante lo sviluppo dei bastoncelli,
modulando i geni specifici dei bastoncelli e inibendo simultaneamente il
pathway dei coni (Bessant et al., 1999). Nella regione 14q11.1g11.2 é stato
anche individuato un altro gene che potrebbe avere un ruolo nell’insorgenza
delle anomalie retiniche: RPGRP1 (Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator
Interacting Protein 1), un gene fortemente espresso nella retina. Il gene
RPGRIP1 subisce splicing alternativo e alcuni prodotti di splicing sono
specifici per la retina e interagiscono sia in vivo che in vitro con RPGR, un
altro gene che é espresso in maniera ubiquitaria, ma le cui mutazioni danno un
fenotipo ristretto alla retina e portano ad una forma X-linked di retinite
pigmentosa 3 (RP3) (una grave, progressiva e degenerativa distrofia della
retina) (Boylan et al., 2000). RPGR e RPGRIP1 colocalizzano nel segmento
esterno dei bastoncelli fotorecettori dove probabilmente mediano il trasporto
vescicolare (Roepman et al., 2000). 1l silenziamento di questi geni per effetto

di posizione potrebbe essere responsabile delle anomalie retiniche osservate
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nei pazienti ring 14 (van Karnebeek et al., 2002; Schlade-Bartusiak et al.,
2005).

Invece, il silenziamento per effetto di posizione a livello della regione 14q12
potrebbe determinare I’insorgenza delle convulsioni. 1l gene candidato é
FoxG1B (Fork-head Box G1B) che codifica per un fattore di trascrizione
membro della famiglia “fork-head” (Wiese et al., 1995). Alcuni studi hanno
dimostrato che I’ortologo del topo é essenziale per lo sviluppo del cervello. Il
gene, infatti, codifica per un repressore trascrizionale che gioca un ruolo
critico durante gli stadi iniziali del differenziamento del telencefalo, e
recentemente € stato riscontrato che potrebbe avere un ruolo nel
differenziamento dei neuroni corticali (Watanabe et al., 2005). Nell’'uomo si €
visto che parecchie varianti di FOXG1B sono espresse esclusivamente nei
tessuti cerebrali fetali in via di sviluppo. Una mutazione nulla del gene foxgl
nel topo causa morte poco dopo la nascita ed e associata a difetti cerebrali
severi. Nei topi knock-out eterozigoti sono stati osservati una serie di difetti
tra cui una riduzione delle dimensioni del corpo calloso. Si ritiene che la
funzione di questo gene nel cervello umano in via di sviluppo sia parallela a
quella nel topo (Hanashima et al., 2002). Recentemente sono stati riportati i
casi di due pazienti, entrambe con epilessia e microcefalia, di cui la prima
portava una traslocazione in cui il breakpoint aveva distrutto la sequenza
codificante di questo gene (Shoichet et al., 2005), mentre la seconda era
portatrice di una delezione prossimale 14q che lo comprendeva (Bisgaard et
al., 2006). Queste osservazioni hanno permesso di formulare I’ipotesi che
I’aploinsufficienza del gene FoxG1B potrebbe avere un ruolo nell’insorgenza
delle crisi epilettiche (Bisgaard et al., 2006).

Dal momento che, come gia precedentemente detto, € stata avanzata I’ipotesi
che la formazione del ring puo cambiare la posizione del cromosoma anomalo

all’interno del nucleo e che questo potrebbe influenzare la trascrizione dei
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geni posti in tutto il braccio lungo del cromosoma 14 (Schlade-Bartusiak et
al., 2005), sono qui di seguito riportati alcuni di questi geni che, in base ai
dati presenti in letteratura, potrebbero essere implicati nelle manifestazioni
fenotipiche osservate nei pazienti ring 14.

A questo proposito, nella regione 1413 sono stati individuati, tramite lo
studio di pazienti portatori di delezioni interstiziali a carico di questa regione,
3 geni candidati (SNX6, NPAS3, C140RF11) per le anomalie nello sviluppo
del prosencefalo e delle strutture cranio-facciali associate (Kamnasaran et al.,
2005).

Analisi di linkage per la ricerca di geni di suscettibilita all’epilessia
suggeriscono come possibili alcuni loci in 14q22-23. | geni proposti sono
SLCB8AS3, uno scambiatore sodio-calcio e GPHN (Sander et al., 2000). 1l gene
GPHN codifica per una proteina che & essenziale per la localizzazione dei
recettori GABA a livello della membrana plasmatica; per cui & considerato un
gene candidato per i membri di famiglie affette da CAE (Childhood Absence
Epilepsy). | dati clinici e molecolari suggeriscono che mutazioni nella
subunita gamma del recettore GABAa possono causare stati di epilessia
febbrile (Marini et al., 2003).

Nella regione 14g22.1-23.1, in base a studi effettuati su pazienti che
presentavano delezioni interstiziali, sono stati individuati alcuni geni che
sembrano essere implicati nello sviluppo di anomalie a carico delle strutture
craniofacciali. Tra di essi OTX2 e BPM4, un fattore di crescita membro della
famiglia TGFbeta, sembrano essere coinvolti nello sviluppo dell’occhio.
Inoltre, studi sul pattern di espressione e su mutanti murini hanno dimostrato
che I’aploinsufficienza di BPM4 puo causare anche anomalie a livello della
ghiandola pituitaria, insieme anche al gene SIX6. SIX1, invece, sembra essere
implicato nello sviluppo di alcune strutture cranio-facciali (occhi e orecchie)
(Mc Connell et al., 2004; Nolen et al., 2006).
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La sottobanda terminale 14932.33 contiene pochi geni. Considerando che
nei pazienti con delezione 14q terminale la principale caratteristica fenotipica
e il ritardo mentale, degni di maggiore attenzione sono i geni coinvolti nello
sviluppo neurologico: BX248748 ¢ un cDNA del neuroblastoma umano
(www.genome.ucsc.edu), mentre il gene JAG2 codifica per una proteina che
attiva il pathway di Notch, coinvolto nello sviluppo del sistema nervoso
(Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006); AKT1 codifica per una serina-
treonina protein chinasi che media un pathway di sopravvivenza e protezione
degli oligodendrociti dalla privazione dei fattori di crescita e dalla morte
cellulare mediata da TNF-alpha (Shankar et al., 2006). AKT1 e anche un
locus genico associato a schizofrenia (Winantea et al., 2006); CKB (Brain
Creatin Chinase) é espresso in molti tessuti e in tutto il sistema nervoso
centrale ed in particolare &€ molto abbondante nel cervello. Svolge un ruolo
centrale nella rigenerazione dell’ATP necessario al trasporto di ioni e
neurotrasmettitori, infatti la proteina é localizzata nella membrana sinaptica
cerebrale, accoppiata con Na*/K* ATP-asi e con il recettore dell’acetilcolina
(Shen et al., 2002). Tutti questi geni, espressi nei tessuti neurali, possono
essere geni candidati responsabili del ritardo mentale (Maurin et al., 2006).
Nella figura 6.1 € riportata una mappa fenotipica che considera tutte le

considerazioni sopra esposte, indipendentemente dai dati da noi osservati.
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CONCLUSIONI

In sintesi i dati rilevanti del nostro studio sono stati i seguenti:

1.

Da un punto di vista molecolare, fra i 18 pazienti portatori di un ring
14, 5 non presentano alcuna perdita di materiale genetico informativo
nel contesto del ring, nei restanti 13 casi, invece, &€ presente una
delezione 14q terminale relativamente piccola, di dimensioni variabili
da 0,65 a 5 Mb;

In tutti i pazienti & stata osservata una concomitante linea con
monosomia completa del cromosoma 14, presente in media nel 20%
delle cellule analizzate. La percentuale relativa di cellule con ring 14 e
cellule con monosomia 14 e sostanzialmente la stessa per tutti i
pazienti, indipendentemente dalla presenza 0 meno della delezione nel
contesto del ring e dall’ampiezza della delezione stessa (solo in una
paziente le percentuali relative tra le due linee cellulari si discostano
dagli altri casi, con il 95% di cellule con ring 14 ed il 5% di cellule con
monosomia 14 completa);

Il ritardo mentale é presente in tutti i pazienti e per la maggior parte di
essi pud essere considerato nell’ambito medio-grave; solo un caso
presenta un ritardo molto lieve con un linguaggio fluente e ricco
(paziente n° 4); si sottolinea che il ring 14, in questo caso, era integro
(assenza di delezione di materiale genetico informativo). Tuttavia, gli
altri pazienti, che pur hanno avuto un ring completo, hanno manifestato
un grado di ritardo psicomotorio sensibilmente piu grave.

L’epilessia e una caratteristica costante di questa sindrome, con un
esordio in media nel primo anno di vita e per lunghi periodi insensibile
al trattamento;

| segni facciali non evocano immediatamente I’idea di un problema

cromosomico, cio nonostante la sindrome ring 14 si associa ad una
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facies caratteristica. | segni facciali sono un po’ piu marcati nei soggetti
portatori di delezione 14q terminale nel contesto del ring e tendono ad
essere pit sfumati, ma sempre presenti, nei casi di ring completo. Essi
includono: facies allungata, guance paffute, naso lungo, occhi piccoli e
infossati con epicanto bilaterale, bocca piccola e angolata in basso,
anomalie dei padiglioni auricolari.

. La microcefalia costante ha in genere uno sviluppo post-natale.

. Alla nascita i parametri di crescita rientrano in genere nella norma. In
epoca post-natale, invece, pud occorrere bassa statura, oltre alla gia
citata microcefalia.

. Si sottolinea che le malformazioni maggiori a carico degli organi
interni non fanno parte dello spettro fenotipico della sindrome ring 14.
Esse sono risultate, infatti, costantemente assenti.

. Anomalie scheletriche minori ricorrono frequentemente nei pazienti
con ring 14 in forma di scoliosi, piede piatto o torto, oppure in forma di
asimmetrie facciali e di sproporzione tra lunghezza del tronco e

lunghezza degli arti.

10. Le anomalie retiniche sembrano includere non tanto delle forme di

retinite pigmentosa, ma piu che altro delle differenze di pigmentazione

della media periferia retinica;

11. Riguardo ai problemi comportamentali, sono possibili episodi di

agitazione psicomotoria con un andamento ciclico nel tempo. In una

buona parte dei casi il carattere € molto mite e docile.

12. Tipica della sindrome ring 14 e risultata una suscettibilita alle infezioni

precoce, con piu frequente convolgimento delle vie respiratorie.
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