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1. INTRODUZIONE



1.1 Malattie da espansione di triplette

Le ripetizioni di triplette nel DNA sono presenti in numerosi geni e
codificano per lunghe catene composte da un numero ripetuto di residui
aminoacidici uguali. Attualmente il numero delle patologie neurologiche e
neuromuscolari causate da espansioni in triplette instabili ¢ in crescente
aumento (Pearson CE et al. 2005).

La posizione della tripletta espansa rispetto alla regione codificante ¢
certamente variabile nelle diverse patologie identificate. Espansioni di
triplette sono state identificate sia nelle regioni 5 non tradotte di geni,
all’interno della regione codificante (in esoni), in regioni introniche oppure
nelle regioni 3’ non tradotte (Figura 1) (Lutz RE 2007; Sinden RR et al.
2002). Triplette ripetute possono trovarsi in sequenze di geni che codificano
per enzimi, per recettori ormonali, per fattori di trascrizione ed in sequenze
regolatrici della trascrizione (Sinden RR et al. 2002).

La struttura che la tripletta ripetuta va a formare, ¢ probabilmente
implicata nella formazione della struttura tridimensionale della molecola,
nella formazione, ad esempio, di DNA flessibile o curvo oppure di
specifiche strutture che facilitano I’interazione del DNA stesso con altri
elementi. La formazione dei nucleosomi, ’interazione del DNA con gli
istoni, I’interazione di complessi repressori o attivatori o con le DNA e/o
RNA polimerasi sono tutti processi che dipendono fortemente da un unica
struttura tridimensionale che si forma grazie alla presenza di triplette di

DNA ripetute (Sinden RR et al. 2002).



Espansioni di trinucleotidi instabili sono responsabili di numerose
patologie neurologiche, che vanno dal ritardo mentale sindromico e non
sindromico a disordini neurodegenerativi come la Corea di Huntington e le
atassie (Orr TH and Zoghbi HY 2007).

Le patologie causate da espansioni di triplette rappresentano un
gruppo di disordini davvero eterogeneo ed variabile, sia dal punto di vista
della regione in cui & presente la tripletta ripetuta, sia per le conseguenze che
I’espansione causa a livello della struttura del DNA. La lunghezza
dell’espansione &, in questo contesto, determinante. E’ il caso specifico della
sindrome dell’X fragile (FRAXA, OMIM 309550), la prima malattia
neuromuscolare associata ad una tripletta di DNA espansa (Figura 1).
L’analisi di sequenza ha rivelato la presenza di una tripletta ripetuta (CGG),
presente nella regione 5 non tradotta del gene FMRI (Fu YH et al. 1991).
Alleli normali contengono da 6 a 55 triplette ripetute, intervallate da una o
pit sequenze AGG che stabilizzano i tratti CGG (Verkerk AJMH et al.
1993). La perdita di queste triplette AGG e 1’espansione del tratto CGG fino
ad arrivare a 230 ripetizioni causa la malattia accompagnata da una
ipermetilazione della tripletta (CGGQG), nel promotore di FMRI (Sutcliffe JS
et al. 1992). Questa ipermetilazione causa lo spegnimento della trascrizione
del gene FMRI, ne consegue una perdita di funzione della proteina FMRP
implicata nella formazione di complessi per il trasporto dell’RNA
messaggero (Ashley CT jr et al. 1993) e un successivo anormale
metabolismo del’RNA. Maschi con la premutazione sviluppano Ia

neurodegenerazione in ritardo (Hagerman PJ & Hagerman RJ 2004a,



Hagerman PJ & Hagerman RJ 2004b). FRAXA ha una incidenza di 1:4000
ed ¢ responsabile del 30% dei ritardi mentali legati al cromosoma X
(Sherman SL et al. 1996; Turner G et al. 1996).

La malattia causa ritardo mentale che pud essere da moderato a
severo, macrorchidismo, orecchie grandi, iperattivita. Le femmine
sintomatiche mostrano un fenotipo meno grave grazie alla compensazione
del dosaggio dovuta alla inattivazione del cromosoma X che porta 1’allele
mutato (Abrams MT et al 1994; Rousseau F et al. 1991). Nella FRAXA si
riscontra anche premutazione; inoltre femmine che portano 1’allele
premutato sono a rischio di POF (Premature Ovarian Failure). Nel
laboratorio dove ho svolto il mio progetto di dottorato ¢ stato dimostrato che
il gene FMRI1 agisce come fattore di rischio per la POF, con un rischio
relativo stimato del 20% (Miano MG et al 2007). In realta, ancora non ¢
noto quale sia la natura del difetto molecolare delle forme di POF associate
ad anomalie del braccio lungo del cromosoma X (Fimiani G et al. 2005).
Accanto alla sindrome dell’X fragile ci sono altre patologie causate da
espansione di triplette di DNA. Si tratta dell’ Atassia di Friedreich (X25),
della Distrofia Miotonica (DM1), dell’ Atassia Spino-Cerebellare di tipo 8 e
10 (SCAS8 e SCA 10) (Lutz RE 2007) (figura 1).

L’Atassia di Friedreich (FRDA, OMIM 229300) ¢ un disordine
autosomico recessivo causato dall’espansione della tripletta instabile GAA.
La tripletta si trova nel primo introne del gene X25, al centro di una
sequenza Al. X25 codifica per Frataxina, una proteina implicata con la

biosintesi del ferro (Campuzano V et al. 1996). L’allele normale contiene 7-



34 ripetizioni, 1’allele mutato contiene un numero di ripetizioni > 100 (Lutz
RE 2007) (Figura 1).

Espansioni della tripletta (CTG), nel gene DMPK sono responsabili
della Distrofia Miotonica (DM1, OMIM 160900). Si tratta di un disordine
dominante con manifestazioni cliniche variabili e forte anticipazione genica
(Harper PS 1989; Howeler CJ et al. 1989). I sintomi sono miotonia,
progressivo indebolimento muscolare, atrofia testicolare, difetti renali,
difetti cardiaci e di regolazione dell’insulina. La mutazione causativa della
DM ¢ una espansione della tripletta CTG nella regione 3" non tradotta del
gene codificante per la proteina chinasi DMPK (Brook JD et al 1992;
Mahadevan M et al. 1992). I cromosomi normali contengono la tripletta
CTG ripetuta 5-37 volte, laddove gli individui affetti mostrano la tripletta
ripetuta da 50 a 200 volte (Anvert M et al. 1993; Tsilfids C et al. 1992)
(Figura 1).

L’ Atassia Spino-Cerebellare tipo 8 e 10 (SCA8, OMIM 608768;
SCA10, OMIM 603516) sono una patologia neurologica caratterizzata da
una progressiva degenerazione del cervelletto e del tratto spinale
(Greenfield JG 1954). Esse si distinguono dalle altre forme di SCA, perché
determinate non da una espansione di poliglutammine bensi dal fatto che la
tripletta ripetuta ¢ trascritta sia in direzione 5’—3’ che nella direzione
3’5’ ( Koob MD et al. 1999). Cio causa una alterazione nella regolazione
dell’RNA di altri geni che contengono quella sequenza specifica (Figura 1).

k ok ok

Geni e malattie associati ad espansioni di_poliglutammine.




Le triplette di DNA (CAG),/(GAA),/(CTG),/(CGG), codificano per la
glutammina. Espansioni di poliglutammine (poliQ) sono coinvolte in
moltissime patologie neurodegenerative. Si tratta di malattie come la Corea
di Huntington (HD), I’ Atrofia Muscolare Spinobulbare (SBMA), I’ Atrofia
Dentarorubro-Pallidolusiana (DRPLA), I’ Atassia Spino-Cerebellare SCA 1,
2,3,6,7,12, 17 (Figura 1).

Il meccanismo causativo delle patologia, in questo tipo di alterazioni &
Perrore di scivolamento della DNA polimerasi. D’altra parte le ripetizioni
imperfette di trinucleotidi sono loci che ben si prestano a questo tipo di
mutazioni (Amiel J et al. 2004). Caratteristica fondamentale delle espansioni
di poliQ ¢ che mostrano una grande variabilita nella lunghezza del tratto
espanso attraverso le generazioni. Altra peculiarita delle malattie da poliQ &
la presenza di una progressiva neurodegenerazione con l’avanzare della
malattia (Albrecht A and Mundlos S 2005).

Gli effetti neurodegeneativi relati alle espansioni di poliQ sono sempre
associati a meccanismi che alterano la sopravvivenza cellulare quali la
formazione di aggregati nucleari e citoplasmatici tossici che alterano il
trasporto cellulare nei neuroni (Lutz RE 2007). Infatti nella maggior parte
dei disordini dovuti a espansione di triplette, si osserva una acquisizione di
funzione della proteina mutante che spesso porta alla formazione di
inclusioni intracitoplasmatiche e/o intranucleari. La perdita del corretto
assetto della proteina pud interferire con la trascrizione del DNA ed il
processamento del’RNA, oppure causare [’attivazione del processo

apoptotico (Lutz RE 2007).



Espansioni della tripletta (CAG), nel gene HD sono responsabili della
Corea di Huntington (HD, OMIM 143100), una grave e progressiva
degenerazione del SNC che porta alla demenza. Il numero di ripetute della
tripletta (CAQG), che si trova nel primo esone del gene HD passa da un
valore normale di 6-35 (normale) ad un valore che puo variare da 36 a 131
nell” individuo affetto (Cummings CJ and Zoghbi HY 2000). Nella Corea di
Huntington si riscontra il fenomeno dell’anticipazione: I’aumento del
numero delle triplette ripetute causa una neurodegenerazione sempre
progressiva. Si osserva inoltre la presenza di aggregati intracellulari tossici
della proteina mutata (Lutz RE 2007) (Figura 1). La proteina HD normale
ha funzioni di mediazione ed interazione con numerose proteine nel SNC
(Orr TH and Zoghbi HY 2007).

La tripletta polimorfica (CAG), che si trova nel primo esone del gene
AR del recettore degli androgeni ¢ responsabile della Atrofia Muscolare
Spinobulbare (SBMA, Malattia di Kennedy, OMIM 313200). La proteina-
ormone AR presenta un recettore nucleare con regioni di legame al DNA
molto conservate capaci di attivare la trascrizione di geni responsivi
all’ormone. La funzione del tratto di poliglutammine nella proteina-ormone
AR ¢ sconosciuta, inoltre I’espansione non altera il legame dell’ormone al
DNA (Chamberlain NL et al. 1994; Mhatre AN et al1993; Nakajima H et al
1996), ma causa solo una parziale perdita della funzione del recettore che
determinano la sitomatologia della malattia come I’insensibilita agli

androgeni che causa la femminilizzazione testicolare. Si osservano
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inclusioni nucleari contenenti la proteina mutante nei motoneuroni del
ponte, della medulla e della corda spinale (Li M et al. 1998) (Figura 1).

Mutazioni da espansioni di poliQ nella proteina Atrofina 1 causano
invece 1’ Atrofia Dentarorubro-Pallidolusiana (DRPLA, OMIM 125370), una
rara malattia dominante, associata ad atassia cerebrale, demenza e
degenerazione cognitiva (Lutz RE 2007). In questo caso la tripletta (CAG),
¢ localizzata nella porzione C-terminale del gene. Il normale “range” di
ripetizione della tripletta varia da 6 a 35 copie, I’allele espanso porta invece
da 49 a 88 ripetute (Koide R et al. 1994). La funzione della proteina
Atrofina 1 ¢ ad oggi sconosciuta ma essa ¢ probabilemente implicata nella
regolazione della trascrizione (Figura 1).

I geni SCA sono responsabili di tutte le diverse forme di Atassia
Spino-Cerebellare (SCAI, OMIM 164400; SCA2, OMIM 183190; SCA3,
OMIM 109150; SCA6, OMIM 183086; SCA7, OMIM 164500; SCA12,
OMIM 604326; SCA17, OMIM 607136). La tripletta (CAG), si trova nella
regione codificante di ciascun gene. Mutazioni da espansioni sono
responsabili di forme diverse di atassia cronica, che presentano caratteri
distintivi a seconda del gene mutato (Lutz RE 2007) (Figura 1).

k sk ok

Geni e malattie associati ad espansioni di_polialanine.

Sempre piu spesso negli ultimi anni, sono state identificate malattie
dovute all’espansione di un codone imperfetto che codifica per ’alanina:
(GCO)/(GCG)/(GCA)/(GCT)n,  (Amiel J et al. 2004) (Figura 1).

Espansioni di triplette (GCC),/(GCG),/(GCA),/(GCT), che codificano per
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lunghi tratti di alanina (poliA), causano patologie come la Sinpolidattilia di
tipo I (HOXD13), la Displasia dento-facciale (RUNX2), la Sindrome di
Haddad (PHOX2B), I’ Oloprosencefalia (ZIC2), la Distrofia Muscolare
Oculofaringea (PABPNI), una Sindrome con malformazione a mani, piedi e
genitali (HOXA13), la Blefarofimosi (FOXL?2), il Ritardo Mentale con difetti
della crescita (SOX3), Ritardo Mentale ed Epilessia (ARX), Sindrome di
West (ARX), Sindrome di Partington (ARX), Ritardo Mentale X-linked e
difetti minori (ARX) (Brown LY and Brown SA, 2004) (figura 2 e 3).

Le attuali conoscenze relative alle espansioni di tratti di polialanine
indicano che il meccanismo causativo e le conseguenze fenotipiche sono
differenti rispetto a quelli relativi alle espansioni da poliQ (Brown LY,
Brown SA, 2004). I meccanismo mutazionale causativo dell’espansione
del tratto poliA e quindi della patologia, ¢ una ricombinazione allelica
ineguale durante la meiosi, il cui sito e la lunghezza sono generalmente
stabili (Albrecht A, Mundlos S 2005). Inoltre, a differenza di un normale
tratto di poliQ, che contiene 40 triplette ripetute, un normale tratto di poliA
puo contenerne al massimo 15 (Brown LY, Brown SA 2004).
Contrariamente ai tratti di poliglutammine, inoltre, le catene di polialanine
sono presenti in molti fattori di trascrizione. In letteratura sono infatti
descritti nove geni malattia associati a espansioni di alanina. Di questi, otto
codificano per fattori di trascrizione omeotici (Albrecht A, Mundlos S
2005). Analogamente alle malattie da espansione di poliglutammine (poliQ),
anche in alcuni casi di patologie da espansione di polialanine (poliA), ¢ stata

mostrata la formazione di aggregati nucleari e I’aumento di mortalita
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cellulare. Tale effetto ¢ probabilmente dovuto, come nel caso delle malattie
da poliQ, ad una acquisizione di funzione della proteina mutata (Nasrallah
IM et al. 2004).

Mutazioni nel gene HOXDI3 causano la Sinpolidattilia di tipo II
(SPDII, OMIMI186000), una rara malattia dominante, nella quale gli
individui affetti mostrano un eccesso di dita che sono fuse tra loro. A
causare la malattia ¢ una espansione di un tratto di alanine all’ estremita N-
terminale del fattore di trascrizione HOXD13. 1l tratto di alanine passa da un
valore di 15 della proteina normale a 22-29 dell’individuo affetto da SPD
(Figura 2). Nella SPDII, la lunghezza del tratto espanso correla con la
gravita del fenotipo (Brown LY, Brown SA 2004).

RUNX?2 ¢ il gene responsabile della Displasia Cleidocranica (CCD,
OMIM 119600). La malattia ¢ causata da una espansione in RUNX2, un
fattore di trascrizione implicato nella differenziazione degli osteoblasti. La
malattia da infatti origine a gravi difetti all’apparato scheletrico e bassa
statura, ed ¢ dovuta all’ espansione di un tratto, che da 17 alanine, in
individui normali, passa ad un valore di 27 alanine negli affetti (Brown LY,
Brown SA 2004) (Figura 2).

Mutazioni nel fattore di trascrizione PHOX2B causano una patologia
del sistema nervoso autonomo, denominata sindrome Congenita del centro
di ipoventilazione (CCHS, OMIM 209880), un disordine autosomico
dominante che causa una risposta ventilatoria anormale. La proteina
PHOX2B contiene 2 domini di polialanine e I’espansione di uno di questi

determina la malattia. Il tratto normale consta di 20 alanine, mentre il tratto
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malattia pud arrivare ad un numero di 25 e fino a 29 residui di alanine
(figura 2) (Brown LY, Brown SA 2004).

Mutazioni nel gene ZIC2 causano I’ Oloprosencefalia (HPE, OMIM
603073.0003), una grave malformazione del cervello, con esito letale. ZIC2
¢ un fattore di trascrizione che presenta all’estremita C terminale un tratto di
15 alanine. Tale tratto negli affetti da HPE si espande fino ad un valore di 25
residui di alanina (Brown LY, Brown SA 2004) (Figura 2).

Il gene responsabile della Distrofia Muscolare Oculofaringea (OPMD,
164300) ¢ PABPNI, I’'unico a non essere un fattore di trascrizione bensi una
proteina che lega le poli-adenine nucleari. La proteina PABPN1 possiede
normalmente un tratto di 10 alanine in pazienti OPMD, tale tratto raggiunge
una lunghezza che varia da 12 a 17 alanine (figura 2). Nella OPMD ¢ stata
osservata la formazione di inclusioni nucleari dovute ad aggregazione della
proteina (Brown LY, Brown SA 2004).

Espansioni nel gene FOXL2 causano invece la Blefarofimosi ed
epicanto inverso (BPES, OMIM 110100). E’ una condizione autosomica
dominante, che presenta anomalie degli occhi associate a menopausa
precoce (POF). In FOXL2 sono state descritte mutazioni a carico di ognuno
dei suoi 4 diversi tratti di poliA presenti nella proteina (Albrecht A,
Mundlos S 2005) (Figura 3).

Una espansione di un tratto di alanine da 15 a 26 residui in SOX3
consiste (Figura 3) determina ritardo mentale e difetti della crescita (OMIM
300123). In associazione a questo fenotipo & stata anche descritta una

mutazione che provoca una contrazione del numero di alanine (Albrecht A,
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Mundlos S 2005).

Il gene HOXAI3 ¢& stato trovato mutato in pazienti con una rara
sindrome che causa anomalie delle mani, dei piedi e dei genitali (HFGS,
OMIM 140000). Si tratta di una condizione autosomica dominante causata
da espansioni di alanine che possono riguardare due diversi domini della
proteina. Nel primo caso il tratto che si duplica (aa 74-84) passa da un
valore di 12 della proteina normale ad un valore di 18 alanine nell’affetto;
nel secondo caso, il tratto (aa 116-133) passa da un valore di 18 alanine
della proteina normale a 27 nell’ affetto (Figura 3) (Brown LY, Brown SA
2004).

Mutazioni nel gene ARX sono responsabili di patologie neurologiche
differenti. Si evidenzia infatti una grande eterogeneita di fenotipi causati da
espansioni nei primi due domini di poliA dei quattro che la proteina ARX
possiede. Si tratta della Sindrome di West (ISSX, OMIM 308350), che
causa spasmi infantili e severo Ritardo Mentale (Kato M. et al. 2003;
Stromme P. et al 2002b). L’ ISSX & causata da espansioni che cadono nel
primo dominio di poliA della proteina ARX (aa 100-115). In questo caso il
tratto espanso passa da un normale valore di 16 alanine a 23 alanine, come &
evidente negli individui affetti da ISSX. Espansioni invece del secondo
dominio di poliA di ARX (aa 144-155) causano Ritardo Mentale
Sindromico e Non Sindromico (SMR e NSMR, OMIM 300382) (Bienvenu

T et al. 2002) (Figura 3).

1.2 Fattori di trascrizione e tratti di polialanine.
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Espansioni di tratti di polialanine sono state identificate in ben nove
patologie umane congenite, otto di queste sono associate a fattori di
trascrizione (figure 2 e 3): HOXDI3 (Synpolydactyly type II), RUNX2
(Cleidocranial displasia), ZIC2 (Holoprosencephaly), HOXA13 (Hand-foot-
geniyal syndrome), FOXL2 (Blepharophimosis, ptosisand epicanthus
inversus), SOX3 (X-linked Mental retardation with isolated growth hormone
deficiency), PHOX2B (Congenital central hypoventilation sindrome/Ondine
curse) e ARX (Infantile spamss syndrome, X-linked; Partington sindrome,
lissencephaly with ambiguous genitalia X-linked; mental retardation, X-
linked (Brown LY, Brown SA 2004).

Quando un’espansione si genera in un fattore di trascrizione, puo
accadere sia una perdita di funzione oppure 1’acquisizione di una funzione
anormale (Brown LY, Brown SA 2004). I meccanismo responsabile
dell’espansione di un tratto di polialanine ¢ una ricombinazione omologa
ineguale durante la meiosi. Tale meccanismo ¢ molto frequente in tratti
omopolimerici ricchi in GC con codoni imperfetti [GCN] (Amiel J et al.
2004).

Dalla letteratura si apprende che espansioni nella lunghezza dei tratti
di alanine del gene ZIC2 (Holoprosencephaly), influenzano la capacita e la
forza del legame di ZIC2 al DNA, determinando, conseguentemente, una
alterazione nell’ attivita trascrizionale di ZIC2 (Brown L. et al 2005).

Riguardo al gene HOXDI13 (Synpolydactyly type II), espansioni dei
tratti di alanine in HOXD13 causano un’acquisizione di funzione dei mutanti

alterando la regolazione trascrizionale (Goodman FR et al. 1997).

16



L’ espansione di un tratto di polialanine nel fattore di trascrizione
SOX3 (X-linked Mental retardation with isolated growth hormone
deficiency) causa riduzione dell’attivita trascrizionale e perdita del segnale
di localizzazione nucleare delle proteine mutanti (Woods KS et al. 2005).

In PHOX2B (Congenital central hypoventilation sindrome/Ondine
curse) ¢ stata addirittura osservata una correlazione tra la lunghezza dei
tratti di polialanine espansi ed il decremento nella transattivazione del
promotore di PHOX2B, in particolare la lunghezza del tratto di alanine
espanso influenza direttamente il grado di transattivazione (Trochet D et al.
2005).

Riguardo al ruolo funzionale dei domini di polialanine Karlin et al.,
suggerisce che essi potrebbero agire come flessibili tratti spaziatori tra i
diversi domini funzionali di un proteina (Karlin S and Burge C 1996).
L’allungamento di questi tratti di polialanine , in proteine mutanti, andrebbe
rapidamente a perturbare 1’interazione di questi domini con le regolari zone
di interazione attraverso mutamenti dell’orientamento e dell’assetto sterico
della proteina (Goodman FR et al. 1997). Proteine che non possiedono un
corretto assetto sono rapidamente ed efficacemente riconosciute e quindi
degradate. In alcuni casi, le proteine che non possiedono un assetto corretto
formano aggregati, gli aggregati a loro volta causano un funzionamento
eccessivo del macchinario di degradazione proteica, cid crea un profondo
scompenso nella cellula e, conseguentemente, il fenotipo patologico. Dalla
letteratura apprendiamo infatti che lunghi tratti di alanine inducono Ia

formazione di a-eliche ed inoltre, I’inserzione di alanine induce 1’aumento

17



di elicita della proteina causando la transizione a B-foglietti. Tale transizione
¢ influenzata dal pH, dalla temperatura e dai residui amminoacidici
fiancheggianti (Shinchuk LM et al 2005).

Come mostrato da Albrecht AN. et al., I’overespressione della forma
espansa di HOXD13 (Synpolydactyly type II) causa infatti, la fomazione di
aggragati citoplasmatici della proteina mutata, mentre la forma normale &
sempre localizzata nel nucleo. Risultati simili sono stati ottenuti per i geni
RUNX2, SOX3 ed HOXA13, suggerendo un meccanismo patogenico simile
(Albrecht A, Mundlos S 2005). Recentemente, Nasrallah et al. hanno
dimostrato che 1’espressione “in vitro” della proteina mutata ARX PolyA_I
1623 (MR con ISS) genera la formazione di aggregati intranucleari
citotossici in cellule COS e aumento della morte cellulare (Figura 4)
(Nasrallah IE et al. 2004). Tuttavia anche se la funzione dei domini di
polialanine presenti nella proteina ARX rimane al momento sconosciuta, la
loro conservazione durante 1’evoluzione suggerisce 1’esistenza di un loro

potente ruolo funzionale e/o strutturale (Albrecht A, Mundlos S, 2005).

1.3 ARX, un gene "hot spot” per mutazioni MRX

Il gene ARX (Aristaless-related homeobox) (OMIM: 300382) ¢ dopo
FMRI (Fragile Mental Retandation I, OMIM: *309550) il gene che piu
frequentemente si rinviene mutato nelle forme di ritardo mentale legato X-
linked. Infatti si ritiene che mutazioni in ARX sono responsabili di circa il
10% di tutti i casi di diagnosi di XLMR. Per questo ARX ¢ considerato un

sito “hot spot” per mutazioni MR (Mandel JI, Chelly J 2004; Poirier K et al.
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2006; Poirier K et al. 2005; Gecz J et al. 2006; Nawara M. et al. 2006;
Gestinari-Duarte Rde S et al. 2006).

Il gene ARX (Figura 5) mappa nella banda citogenetica Xp22.13 e
codifica per un fattore trascrizionale omeotico e bi-funzionale, essenziale per
lo sviluppo neuronale. In particolare, la proteina ARX regola lo sviluppo
della testa e dei territori cerebrali ed & necessario allo sviluppo ed al
mantenimento dei neuroni GABAergici (Colombo E et al. 2004). Il gene
Aristaless appartiene alla famiglia genica dei fattori omeotici Qsp Paired-like
(Prd-like), una famiglia molto antica di fattori di trascrizione con un ruolo
chiave nelle prime fasi dell’embriogenesi, ed in particolare dello sviluppo
della testa e del sistema nervoso centrale e periferico (Galliot B, Miller D.
2000; Friocourt G et al. 2006).

Il gene ARX copre una regione genomica di 11,7 kb nella banda
citogenetica Xp22.13; ¢& costituito da 5 esoni e codifica per una proteina di
562 amminoacidi (Figura 5). Essa ¢ caratterizzata da un dominio molto
conservato di repressione trascrizionale, I’Octapeptide (Otp) in posizione
27-34 (Mailhos C et al 1998). Segue un dominio NLS di localizzazione
nucleare (nelle posizioni 82-89). Riguardo ai domini di legame al DNA, essi
sono 2: il dominio “Homeobox”, noto anche come dominio “Paired like”
(Prd-like), in posizione 328-387, un dominio molto antico e conservato; e il
dominio Aristaless, dominio OAR, in posizione 530-543. Il dominio
Aristaless ¢ molto conservato in un gruppo di proteine, orthopedia (Otp),
con funzione fondamentale nella regionalizzazione del diencefalo ventrale

del topo. Delezioni del dominio Aristaless, nelle proteine Otfp riducono
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Pattivita di transattivazione (Simeone A et al. 1994). Peculiarita della
proteina ARX ¢ la presenza inoltre di quattro domini di polialanine. Si tratta
di regioni composte da ripetizioni di residui di alanine (poliA). Questi
domini sono distribuiti lungo la proteina tra le posizioni 100-115 (poliAl, 16
residui), 144-155 (poliAll, 12 residui), 275-281 (poliAlll, 7 residui) ed
infine 432-440 (poliAlV, 9 residui) (Figura 5). Tali regioni risultano
composte da un numero ripetuto di diversi residui di alanine (Nawara M. et
al. 2006). La funzione di questi domini di polialanine € sconosciuta.
Secondo alcuni autori tali domini sarebbero probabilmente implicati nella
repressione trascrizionale (McKenzie O. et al 2007; Han K., Manley JL,
1993), altri autori invece suggeriscono un ruolo nell’interazione proteina-
proteina o proteina-DNA (Brown LY, Brown SA., 2004). E interessante

sottolineare che la percentuale di conservazione di questi domini di

polialanine non ¢ del 100% tra uomo e topo (Friocourt G. et al. 2006).

1.4 Eterogeneita fenotipica ed effetto pleiotropico delle mutazioni di ARX.

Mutazioni nel gene ARX (Aristaless Related Homeobox), (OMIM

#3000382) ricorrono nel 10% dei casi di Ritardo Mentale X-linked analizzati
(Gecz J et al. 2006) e sono responsabili di patologie neurologiche differenti.
Si evidenzia infatti una grande eterogeneita di fenotipi causati da alterazioni
nel gene Aritaless (Figura 6):
e Lissencefalia con anomalie dei genitali (XLAG, X-linked
lissencephaly with abnormal genitalia, OMIM #300215) (Kato M. et

al. 2004);
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e Sindrome di Proud (Proud Syndrome, OMIM #30004) ovvero
Ritardo Mentale con agenesia del corpo calloso e microcefalia (Kato
M. et al. 2004);

e Sindrome dell’epilessia mioclonica (XMESID, OMIM #300432)
(Scheffer L.E. et al. 2002);

¢ Sindrome di West (ISSX, X-linked infantile spams, OMIM #308350),
che causa spasmi infantili e severo Ritardo Mentale (Kato M. et al.
2003; Stromme P. et al 2002b);

e Sindrome di Partington, (PRTS, Partington sindrome, OMIM
#309510) con Ritardo Mentale e movimenti distonici delle mani
(Stromme P. et al. 2002);

e Ritardo Mentale Non Sindromico (NSMR, OMIM #300382)
(Bienvenu T. et al. 2002);

Le prime tre patologie sopra elencate la Lissencefalia con anomalie
dei genitali, la Sindrome di Proud e la Sindrome dell’epilessia mioclonica,
sono causate da mutazioni che cadono all’interno del dominio omeotico di
legame al DNA oppure determinano la sintesi di proteine tronche. Tali
mutazioni causano fenotipi molto severi, in cui ¢ possibile una perdita di
funzione che renda nulla la funzione di ARX, E’ il caso delle mutazioni
p-R332H e p.L343Q, che causano lissencefalia con anomalie dei genitali
(Kato M. et al. 2004). Oppure della mutazione p.T333N che causa la
sindrome di Proud, ovvero Ritardo Mentale con agenesia del corpo calloso e
microcefalia (Kato M. et al. 2004); ed ancora la mutazione p.P353L che

causa, invece, la sindrome dell’epilessia mioclonica (Scheffer IE et al. 2002)
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(Figura 6). Le rimanenti tre patologie quali la Sindrome di West, la
Sindrome di Partington ed Ritardo Mentale Non Sindromico sono causate da
altri tipi di mutazioni, come le espansioni di triplette codificanti per i tratti di
polialanine, = mutazioni associate a patologie decisamente moderate
(Friocuort G. et al. 2006). Di questo secondo gruppo di mutazioni, la piu
frequente & certamente la c428_451dup24 (Figura 6), denominata anche
come ARXdup24. Essa ¢ responsabile di circa il 6.6% dei casi di XLMR ed
¢ stata identificata nel 41% delle famiglie con mutazioni di ARX (Mandel J1,
Chelly J 2004; Poirier K et al. 2006; Getz J et al. 2006). Questa mutazione &
dovuta ad una duplicazione di 24 bp nell’esone 2 del gene ARX. A livello
proteico, essa causa I’espansione del secondo tratto di polialanine (posizione
amminoacidica 144-155, poliA_II), che da un numero normale di 12 residui
di alanine passa a 20 residui (Friocuort G. et al. 2006). Generalmente
ARXdup24 non ¢ mai stata trovata in associazione a fenotipi con
malformazioni cerebrali e spesso determina una variabilitd fenotipica
elevata all’interno della stessa famiglia (Figura 6) (Turner G et al. 2002;
Gronskov K et al. 2004). L’espansione di un tratto di polialanine puo
causare un fenotipo variabile, con alterazioni cognitive che si distribuiscono
in un gradiente di gravita fenotipica che puo variare da moderato a severo
(Figura 6) (Friocuort G. et al. 2006).

Tale osservazione rafforza il concetto che ARX ¢ un gene
pleiotropico, che, in contesti genetici differenti e/o sotto il controllo di
opportuni geni modificatori, pud controllare differenti aspetti della

morfogenesi e della funzioni del SNC (Laperuta C. et al. 2007). In aggiunta
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alla duplicazione ARXdup24, ¢ nota in letteratura, anche I’espansione nel
primo tratto di polialanine [c.(GCG);¢47] (Figura 6) che causa la Sindrome
di West o ISSX (X-linked infantile spams) (OMIM #308350), caratterizzata
da spasmi infantili e severo Ritardo Mentale (Kato M. et al. 2003; Stromme
P. et al 2002b). Tale mutazione ¢ il risultato di una inserzione di 21 bp che
causa l’espansione del primo tratto di polialanine (poliA_I), che da un
normale numero di 16 alanine (posizione amminoacidica 100-115) passa a

23 residui (Figura 6) (Stromme P. et al 2002a; Stromme P. et al 2002b).

1.5 Il modello murino transgenico ARX KO.

Nel topo normale I’espressione di ARX (Figura 7) ¢ molto precoce,
ARX ¢ infatti gia presente allo stadio di 3 somiti durante 1’embriogenesi
murina. A 10 somiti, I’espressione di ARX ¢& localizzata specificamente
nella piastra anteriore. Successivamente, da E8.5 ad E11.5, ARX si
distribuisce secondo un gradiente di intensita dorso-ventrale nella vescicola
telencefalica (figura 7.1). In E12.5, ARX ¢ localizzato nella regione
telencefalica, nella zona ipotalamica anteriore, nell’area preottica (figura 7.2
A, O). Piu tardi, in E14.5, la sua espressione diventa piu ristretta alle zone
dell’eminenza ganglionica laterale e mediale (figura 7.2 G, H, M). ARX
partecipa infatti alla differenziazione ed alla migrazione dei neuroni
GABAergici che, dalle eminenze ganglioniche laterale e mediale devono
migrare attraverso lo striato verso la corteccia cerebrale. In E18.5 infatti,
quando ormai gli eventi di migrazione tangenziale sono conclusi, ARX &

presente in molti neuroni della corteccia (figura 7.2 A, B, C). Nel topo
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adulto ARX ¢ espresso in molti neuroni della corteccia e nei bulbi olfattori,
mentre risulta poco espresso nel tessuto striato adulto (figura 7.3, A, E).
ARX ¢ inoltre molto espresso in una zona di migrazione vicina al ventricolo
corticale che contiene principalmente cellule neurali staminali (figura 7.3, D
freccie in bianco, Colombo E et al. 2004). Nel topo adulto, infine, ARX &
inoltre espresso in ippocampo, amigdala, nucleo caudato, tutte regioni
fondamentali per apprendimento e memoria (Colombo E et al. 2004).

Recentemente ¢ stato generato un modello murino transgenico di Arx,
al fine di indagare in dettaglio sulla funzione di Arx durante la formazione
del cervello (Kitamura K et al. 2002).

Il topo transgenico ¢ stato ottenuto distruggendo 1’esone 2 del gene
Arx, mediante I’inserzione del gene LacZ (figura 8A, a-b). Alla nascita i
topi Arx®Y mostrano un cervello di dimensioni ridotte (figura 8A, e).,
bulbi olfattori e testicoli ridotti (figura 8A f, g, h). I topi Arx* " muoiono
dopo circa 12 ore dalla nascita (Kitamura K et al. 2002).

1l topo Arx™"Y esibisce una aberrante morfologia di tutte le regioni in
cui Arx & espresso. La piastra corticale in E19.5, & pili spessa in Arx™ *
(figura 8B, e) rispetto al topo normale (figura 8B, d). Studi condotti con per
analizzare la proliferazione del neuroepitelio del ventricolo, mediante
iniezioni di 5-bromo-2-deossiuridina (BrdU), nei topi allo stadio E12.5,
hanno mostrato che nel topo Arx™ ¥ (figura 8B, g, i) lo strato di neocortex
¢ piu sottile rispetto al topo normale (figura 8B f, h); cid avviene perd non a
causa di eventi apoptotici, ma a causa di una ridotta proliferazione del

neuroepitelio in tutta la zona ventricolare della neocortex del mutante
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(Kitamura K et al. 2002).

Allo stadio E15.5, mediante 1’utilizzo di marcatori specifici per
I"'eminenza ganglionica mediale (7itfl), (figura 8C, a, b), per I’eminenza
ganglionica laterale (Lhx6), (figura 8C c, d) e per I’eminenza ganglionica
mediale (Dlx), (figura 8C e, f). E’ stato possibile osservare che nei topi
Arx™™Y si evidenzia una aberrante localizzazione degli interneuroni GABA-
ergici. Si osserva inoltre una evidente perdita della migrazione degli
interneuroni GABA-ergici che dall’eminenza ganglionica mediale devono
migrare alla cortex. Le sole cellule che migravano dall’eminenza
ganglionica alla cortex si trovavano nella zona cortico-striatale (figura 8D,
g-i). Di conseguenza l’assenza di Arx da origine ad un difetto della
migrazione degli interneuroni dall’eminenza ganglionica mediale devono
migrare alla regione intermedia della cortex ma non altera la migrazione
dall’eminenza ganglionica mediale verso le regioni corticali subventricolare
attraverso I’ eminenza ganglionica laterale (figura 8D, k, 1). Si evidenzia
inoltre, nel topo Arx™Y, una la perdita di interneuroni GABA-ergici
positivi per Npy. Si tratta di neuroni specifici dell’eminenza ganglionica
mediale, che devono poi differenziare nello striato (Kitamura K et al. 2002).

Tali dati relativi al modello murino transgenico di Arx dimostrano che
non solo Arx/ARX ¢ implicato nello sviluppo del cervello nei mammiferi,
ma ha un ruolo fondamentale nella proliferazione, nella migrazione
neuronale e nel differenziamento.

Del resto va tenuto conto del fatto che anche in organismi meno

evoluti come C.Elegans, I’ortologo di ARX, alr-1 & coinvolto nella funzione
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chemiotattica mediante i processi di adesione cellulare (Tucker M et al.
2005). In X.Laevis I ortologo di ARX, xARX ¢ espresso nel telencefalo
mediale e ventrale e sembrerebbe agire come un regolatore trascrizionale bi-
funzionale durante lo sviluppo del cervello, capace di agire sia come

attivatore che come repressore (Seufert DW et al. 2005).

1.6 Il cromosoma X nell’evoluzione dei vertebrati: diversificazione delle
capacita cognitive dell’uomo.

Comparando il cromosoma X con gli autonomi, esso sembra
racchiudere un numero davvero elevato di geni MRX che, quando mutati,
causano difetti cognitivi (Figura 9). Sul cromosoma X sono attualmente
mappati 931 geni, circa il 3.75% dell’intero genoma umano (Zechner U et al
2001). E’ noto che i geni MRX sono coinvolti in meccanismi molto
conservati come la regolazione della trascrizione, la stabilizzazione
dell’'mRNA, I’organizzazione del citoscheletro (Lahn BT, Page DC 1999).
Va sottolineato in questa sede anche il fatto che i cromosomi sessuali dei
vertebrati si sarebbero originati 300 milioni di anni fa da una coppia di
cromosomi che non era molto diversa dagli altri cromosomi (Ohno S, 1967).
Successivamente, durante I’evoluzione e la speciazione, secondo Zechner
sarebbe avvenuto uno speciale processo di selezione che avrebbe forzato
determinati geni presenti sull’X a sviluppare speciali funzioni implicate con
I’intelligenza (Zechner U et al 2001). Il cromosoma X sarebbe quindi stato
impegnato nello sviluppo dei caratteri sessuali per circa 300 milioni di anni

e la selezione naturale potrebbe avere selezionato quei geni che hanno

26



portato allo sviluppo di capacita superiori (Zechner U et al 2001; Skuse DH
2005).

Va detto inoltre che molte patologie con handicap cognitivi sono
spesso associate ad un decremento della fertilita (Figura 9). D’altra parte
spesso si osserva 1’espressione di tali geni geni sia nel cervello che negli
organi genitali (Skuse DH 2005).

E proprio il caso del gene ARX, le cui mutazioni nel dominio di

legame al DNA, causano la lissencefalia con anomalie dei genitali (XLAG,

OMIM #300215) (Kato M et al. 2004). D’altra parte anche il topo Arx /Y,

infatti, oltre a presentare aberrazioni nella migrazione e differenziazione
degli interneuroni GABAergici in neocortex, mostrano anche alterazioni
negli organi genitali, in particolare nei testicoli e nei tubuli semiliferi.
(Figura 8A) (Kitamura K et al. 2002).

Un aspetto che ¢ spesso possibile osservare in talune patologie legate
all’ X ¢ la presenza di una inattivazione preferenziale del cromosoma X che
porta la mutazione. Tale meccanismo serve a compensare 1’azione
patogenica della proteina mutata. Cid accade perché opera una selezione
post- inattivazione capace di generare fenotipi clinici diversi per gravita ed
importanza (Miller AP, Willard HF 1998). Tale evento ¢ selettivo dal
momento che il cromosoma mutato ¢ selezionato negativamente.

L’inattivazione del cromosoma X che porta la mutazione ¢ un
fenomeno osservato sia in associazione a riarrangiamenti cromosomici che a

mutazioni puntiformi (Plenge RM et al. 1999). In particolare si osserva una
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inattivazione preferenziale sbilanciata (90:10) in femmine portatrici di
aberrazioni cromosomiche di vaste proporzioni, come la sindrome di
Klinefelter (45,XXY) (Herzing B et al. 1997) o della trisomia del
cromosoma X (47,XXX) (Ratcliffe SG et al 1986). Uno sbilanciamento
preferenziale ¢ stato osservato anche in associazione a mutazioni in geni
necessari alla sopravvivenza cellulare. E quanto accade in disordini associati
al cromosoma X quali la sindrome di Lesch Nyhan (Marcus S et al. 1992), I’
Incontinentia Pigmenti (Parrish JE et al. 1996), la discheratosi congenita
(Vulliamy TJ et al 1997), gravi casi di deficienza di G6PD (Filosa S. et al
1996). Riguardo al Ritardo Mentale associato al cromosoma X, solo in
pochissime forme ¢ stata verificata I’esistenza di una associazione tra
fenotipo malattia, stato di inattivazione dell’X e mutazione (Belmont JW et

al.1996, Vulliamy TJ et al. 1997, Orstavik KH et al 1998, Plenge RM et

al.1999).

1.7 I Geni implicati nello sviluppo e nell’ evoluzione del cervello: il
metodo Ka/Ks.

La caratteristica distintiva dell’ Homo sapiens ¢ la dimensione del suo
cervello che si accompagna ad un forte aumento delle capacita cognitive
(figura 10). Recenti studi hanno messo in evidenza che i geni che
controllano lo sviluppo del cervello, implicati in patologie come la
microcefalia (un difetto congenito caratterizzato da una severa riduzione
della dimensione del cervello), sono bersagli preferenziali della selezione

naturale durante I’evoluzione (Gilbert SL et al. 2005).
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Un recente studio effettuato attraverso un approccio di sistematico, ha
esaminato 214 geni implicati in diversi aspetti del SNC, sono stati presi in
considerazione geni come MCPH1 (Microcephalin), BDNF (Brain Derived
Neurotrphic Factor), TMOD?2 (Tropomodulin2) (Gilbert S.L. et al. 2005;
Dorus S et al 2004).

Le sequenze codificanti di questi geni sono state comparate in quattro
taxa di mammiferi: uomo-macaca (una scimmia del vecchio mondo) e ratto-
topo. Per ognuno dei 214 geni ¢ stato calcolato, separatamente per i primati
(comparando uomo-macaca) e per i roditori (comprando topo-ratto), il
rapporto tra numero di sostituzioni non sinonime e numero di sostituzioni
sinonime, ovvero il Ka/Ks. (Gilbert S.L. et al. 2005).

Il metodo del il Ka/Ks & un parametro che consente di calcolare
I’accellerazione evolutiva analizzando il numero di sostituzioni non
sinonime ovvero di cambiamenti nucleotidici che avvengono nelle regioni
codificanti di un gene e quindi modificano la sequenza aminoacidica. Le
sostituzioni non sinonime (Ka) alterano le caratteristiche del prodotto
proteico e pertanto sono oggetto, rispetto alle sostituzioni sinonime di
selezione. Le sostituzioni sinonime (Ks), invece, avvengono in posizione
degenerata del codone e pertanto non alterano il codice aminoacidico. Dal
momento che quest” ultimo tipo di sostituzione non altera la proteina, esse
sono considerate funzionalmente neutre. Il rapporto Ka/Ks ¢ pertanto un
parametro molto utilizzato negli studi di evoluzione molecolare e fornisce

una misura del “passo” (inteso come velocita) attraverso il quale il prodotto
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proteico di un gene si ¢ evoluto. Un valore del rapporto K,/K; elevato indica
che un gene si & evoluto rapidamente (Gilbert S.L. et al 2005).

Il risultato di questa analisi condotta applicando questo metodo a 214
geni implicati nello sviluppo del SNC, ha evidenziato un valore di Ka/Ks
del 37% piu elevato, per i geni del SNC, nei primati rispetto ai roditori.
L’analisi ¢ stata condotta in parallelo su geni ad espressione ubiquitaria che
hanno mostrato un andamento identico tra primati e roditori. Il risultato di
questa analisi suggerisce quindi un grado di evoluzione proteica,
relativamente ai soli geni implicati nello sviluppo del SNC, piu veloce nei
primati rispetto ai roditori. Il dato & suggestivo di una evoluzione adattativa
parallela allo sviluppo delle dimensioni e della complessita del SNC nei
primati. Il maggiore grado di evoluzione mostrato dai geni analizzati
potrebbe correlare con un aumento della complessita e della grandezza del
cervello dei primati (Posthuma D et al. 2002; Gilbert S.L. et al. 2005). Geni
come MCPH1 (Microcephalin, Ka/Ks=0.833) oppure TMOD2
(Tropomodulin, Ka/Ks=0.333) mostrano infatti un grado di evoluzione
molecolare pit rapido nei primati rispetto ai roditori: Microcephalin,

Ka/Ks=0.479; Tropomodulin, Ka/Ks=0.040 (Dorus S et al 2004).

1.8 Linkage Genetico e Microsatelliti.

Nello studio dei ritardi mentali associati al cromosoma X, la strategia
del linkage genetico e I’applicazione dei microsatelliti, ha permesso di
identificare numerosi geni e loci malattia quali il locus MRX81 associato ad

una forma di Ritardo Mentale non sindromico (Annunziata I et al. 2003).
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Il linkage genetico ¢ una strategia di mappaggio il cui principio risiede
nella co-segreazione mendeliana di una regione genomica e di un tratto
fenotipico qualitativo. Questo permette di stabilire il locus genico associato
e di identificare il gene responsabile.

Nell’insieme la strategia da applicare deve soddisfare alcune
condizioni: - sezionare ogni singolo cromosoma in intervalli di piccola
dimensione; - marcare le regioni con elementi di DNA polimorfici per
stabilire le fasi genetiche dei singoli cromosomi; - analizzare un numero
sufficienti di meiosi per evidenziare gli eventi di ricombinazione; e infine -
stabilire attraverso un test statistico la significativita delle osservazioni (Ott
J, Lucek P, 1998).

La corretta applicazione della strategia implica un’analisi accurata
della famiglia da analizzare, espressa come numero di meiosi, numero di
individui affetti, segregazione del fenotipo, e penetranza del tratto (Miano
MG et al. 2000).

Punto di partenza nel disegnare uno studio di linkage genetico & la
scelta e I'impiego dei marcatori di DNA (Sheffield VC et al. 1995).

Un marcatore di DNA ¢ una sequenza polimorfica, stabilmente
presente nel DNA e trasmessa in modo mendeliano. Esso rappresenta la
diversita genotipica intra-specifica degli individui per un determinato locus
genico, dato che la sequenza di questo segmento genico puo variare in modo
stabile da un individuo all’altro all’interno di una stessa specie. Il motivo
ammesso generalmente per spiegare la grande variabilita individuale delle

ripetizioni all’interno dei microsatelliti ¢ 1’errore per scivolamento

31



intracromatidico (strand slippage) al momento della replicazione. Questo
fenomeno ¢ la riproduzione in vivo di cid che accade talvolta in vitro quando
I’enzima Taq polimerasi trova difficolta a riprodurre fedelmente il numero di
ripetizioni durante I’elongazione (Weber J. 1990).

Generalmente, la loro applicabilita ¢ stabilita dall’indice di
Eterozigosita, ovvero dalla potenza di ciascun marcatore di segregare in due
loci con alleli diversi; e dalla densita di mappa ovvero quanto essi distano
I’uno dall’altro.

Il grado di polimorfismo ¢ stabilito attraverso il calcolo dell’indice di
eterozigosita (H), secondo I’equazione

H=1-Yp%
dove H rappresenta la probabilita che un individuo, preso a caso in una
popolazione di riferimento, risulti eterozigote in un dato locus genico, con
frequenza allelica [p;] dell’allele “iesimo” (Ott J. 1998).

La distanza di mappa, invece, puo essere espressione della frequenza
di ricombinazione meiotica ed essere fornita in cM dalle mappe genetiche
marcatore-marcatore ottenute dalle famiglie CEPH (Centre d’ETUDE du
POLYMORPHISME HUMAIN); oppure essere una misura fisica ed
espressa in Mb come annotato nelle mappe ottenute con il sequenziamento
del Genoma Umano (Ott J. 1998).

I polimorfismi di DNA impiegati pit frequentemente in studi di
linkage genetico sono i microsatelliti o STRs (short tandem repeats). Essi

sono caratterizzati da un motivo di base (2-6 nucleotidi) ripetuto “n” volte

(n > 8) che puod dar luogo ad alleli di diversa lunghezza. Tra questi i piu
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abbondanti nel Genoma Umano sono i dinucleotidi, distribuiti ogni 30.000
basi. I microsatelliti di tipo (CA)n/(GT)n sono uniformemente distribuiti e
particolarmente abbondanti (da 35.000 a 130.000 nell’intero genoma). Le
ripetizioni di tre o quattro (trinucleotidi e tetranucleotidi) sono invece pill
rare, ma sono anche altamente polimorfiche, e pertanto di grande interesse e
molto utili come marcatori di linkage. Per 1’alta informativita e per 1’ampia
distribuzione che caratterizza gli STRs, essi costituiscono un sistema di
indagine molecolare molto potente in studi di mappaggio genetico (Ott J.
1998). D’altra parte la loro tipizzazione ¢ alquanto semplice e rapida, grazie
soprattutto all’automatizzazione dei sistemi di rilevazione degli alleli in
fluorescenza (Lindqvist A.K. et al. 1996). Infatti utilizzando oligonucleotidi
nelle regioni fiancheggianti di ciascun  microsatellite & possibile
amplificarlo in reazioni di PCR ed analizzare 1 prodotti di reazione con un
sistema ad alta risoluzione che permetta di discriminare variazioni di 2 sole
basi.

Un’altra classe di polimorfismi, molto utile sia nel linkage genetico
che in studi di associazione, sono gli SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms; Altshuler D et al. 2000).

Rispetto ai microsatelliti, gli SNPs hanno una bassa velocita di
mutazione tale da essere impiegati quali indicatori di elezione della storia
dell’umanita  (The International SNP  Map  Working  Group

http://snp.cshl.org/about/2001 TSC project overview.shtml).

Sulla base dei dati di sequenziamento ¢ stato stimato che nel Genoma

Umano esistono circa 1.5 milioni di SNPs, circa 1 SNP ogni 100-200 basi
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nucleotidiche (Matise TC et al. 2003). Questa altissima densita di mappa
non ¢ tuttavia coniugata ad un valore di eterozigosita (H) elevato. Infatti, per
la tipologia degli alleli, gli SNPs hanno valori di H inferiori o al massimo
pari al 50%.

Attualmente sono in commercio pannelli di SNPs (1500) che possono
essere genotipizzati mediante microarrays, tecnologia che permette di
analizzare migliaia di polimorfismi in modo veloce e riproducibile.

1l Metodo del Lod Score

La verifica statistica dell’associazione tra un fenotipo ereditario e una
regione cromosomica ¢ essenziale nel mappaggio genetico.
Nello studio delle patologie ereditarie monogeniche 1’analisi statistica ¢
eseguita mediante un’applicazione del test del x2 che valuta il rapporto di
verosimiglianza tra due ipotesi opposte, ipotesi 1, esiste associazione; ipotesi
2, non esiste associazione.

Tale calcolo ¢ eseguito in funzione della distanza genetica, espressa

come frequenza di ricombinazione 0 in funzione dei gameti che segregano
alla mesiosi (8 = N° di gameti ricombinanti/ N° di gameti trasmessi).

Per loci che segregano indipendentemente, perché molto distanti o
posti su cromosomi diversi, © corrisponde ad una frequenza di

ricombinazione massima di 0.5. Invece, per loci geneticamente legati o in

linkage che segregano come aplotipi stabili nella discendenza, il valore di

0 pud variare tra 0 (linkage stretto) e 0.4.
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Il rapporto di verosimiglianza tra [’ipotesi 1 e I'ipotesi 2 ¢ eseguito
per tutti i possibili valori di ©, utilizzando il metodo del Lod Score (Rice JP

et al. 2001):

Z(0) =logio L (6) /L (0.5)
dove Z(0) esprime il punteggio per una probabile verosimiglianza di
associazione in linkage; L (8) & I’ipotesi (/) di Linkage per 6 < 0.4;eL
(0.5) & I'ipotesi (2) di no Linkage per 0 = 0.5.

Il punteggio migliore corrisponde al valore di Lod Score massimo
(Zmaz). Per patologie autosomiche sono accettati quali significativi di
linkage i valori di Zma, (0) > 3; per patologie associate al cromosoma X
valori di Zmaz (0) > 2.

Per un valore di Zya, pari a 3, si intende che vi ¢ un’affidabilita di 1000 a

1 che nell’intervallo di © corrispondente sia presente il locus malattia. Ne

deriva che il calcolo del Lod Score permette di stabilire la distanza genetica tra
i marcatori e dunque di posizionare, mediante studi a due punti e multipunti,
Iintervallo in cui cercare il gene malattia. Infatti dall’applicazione del metodo
dei Lod Score alle diverse strategie di genetica inversa sviluppate in questi
anni, & stato possibile identificare le basi molecolari di centinaia di malattie
monofattoriali (Sheffield VC et al. 1995). Questo ha in breve tempo dato
origine ad altri campi di ricerca per lo sviluppo di strumenti in uso alla diagnosi

molecolare e alla ricerca di terapie genetiche e/o farmacologiche.
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2. SCOPO DEL LAVORO
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Le anomalie delle funzioni cognitive costituiscono un gruppo
eterogeneo di neuropatologie congenite. Tra esse il Ritardo Mentale (MR)
rappresenta una condizione clinica complessa caratterizzata da una
alterazione pit o meno ampia delle capacita di apprendimento e di memoria
dell’individuo (Chiurazzi P et al 2000; Miano MG et al 2006). I1 10% delle
forme genetiche di Ritardo Mentale (MR) sono causate da mutazioni in geni
X-linked. Infatti la causa pit comune di deficit intellettivi e relazionali negli
individui di sesso maschile, sia in forme moderate che severe, € dovuta ad
alterazioni del cromosoma X (Ropers HH 2006). Il cromosoma X
contribuisce pertanto con un elevato numero di geni e/o loci MRX (20-
50%) allo sviluppo delle facolta intellettive (Gecz J et al. 2000), apportando
uno straordinario contributo allo sviluppo delle funzioni cognitive (Figura
9).

Il ritardo mentale X-linked (XLMR) ¢ una patologia grave ad alto
impatto sociale, la sua incidenza & stimata infatti pari a 1.66/1000 maschi
nati vivi (Gecz J, Mulley J 2006). Recentemente di 178 XLMR, 120 sono
forme di ritardo mentale di natura sindromica (S-XLMR) e 58 sono ritardi
non specifici (MRX). La maggior parte di essi codifica per proteine che
cooperano nello sviluppo del network neuronale e nel mantenimento della
plasticita cellulare (Ramakers GJ, 2002).

Lo scopo del lavoro eseguito e presentato in questa tesi di dottorato ¢
quello di stabilire le basi molecolari responsabili di una forma familiare di

ritardo mentale ad ereditarieta X-linked.
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Il lavoro ¢ stato eseguito presso 1’Istituto di Genetica e Biofisica del
CNR di Napoli, nel laboratorio della Dott.ssa Ursini, sotto la guida della
dott.ssa Miano.

Il progetto di dottorato ¢ stato eseguito combinando metodi di
genetica, biologia molecolare e di bioinformatica. Prima tappa ¢ stata
I’identificazione, mediante “X-Chromosome Wide Screening”, del locus
genetico associato alla patologia. A tale scopo sono stati selezionati
accuratamente marcatori polimorfici da genotipizzare nella famiglia in
analisi. In tal modo & stato possibile identificare I’intervallo di linkage
genetico in associazione con la patologia.

Stabiliti i confini del nuovo aplotipo MRX87, sono state applicati
metodi per la ricerca del gene candidato e della mutazione causativa della
patologia. Dopo I’identificazione della mutazione e la verifica della sua
segregazione nella famiglia in esame si € passati ad una analisi predittiva
della funzione alterata della proteina mutata attraverso 1’impiego di
strumenti di bioinformatica.

L’identificazione della mutazione in un gene omeotico di grande
interesse per la neurobiologia ha reso inoltre applicabili una serie di analisi
evolutive allo scopo di investigare sulla la pressione selettiva esercitata sul
nostro gene e conseguentemente il sul grado di evoluzione della proteina
durante la speciazione.

Geni implicati nello sviluppo del Sistema Nervoso mostrano un grado

di evoluzione piu veloce nei Primati rispetto ai Roditori (Dorus et al. 2004).
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Ci0 avviene in relazione all’aumento della complessita e della grandezza del

cervello dei primati durante il processo di evoluzione.
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3. Materiali & Metodi
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3.1 Estrazione di DNA.

L’estrazione di DNA genomico ¢ stata eseguita secondo il metodo del
“Salting out”, da linfociti periferici di tutti gli individui della famiglia
MRX87 disponibili allo studio Figura 11a).

A 13 individui disponibili allo studio ¢ stato prelevato un campione di
10 ml di sangue periferico in presenza di EDTA. Gli eritrociti sono stati
sottoposti a lisi in presenza di Tris-HC1 0,01 M pH 7.,5; MgCl, 0,005 M;
Saccarosio M e TRITON 100X ed eliminati per centrifugazione. Il
sedimento di linfomonociti ¢ stato risospeso in 3 ml di un tampone A
(10mM Tris-HCI pH 8.0, 2mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl + 200 pl di
SDS 10% + 500 pg di Proteinasi K); ed ¢ stato incubato a 37°C per almeno
24 ore. Successivamente, ciascun campione & stato sottoposto a digestione
con I’enzima RNAsi (Sul di RNAsi 10mg/ml) a 37°C per 1h. Dopo la
digestione, ¢ stato aggiunto 1 ml di 6M NaCl e i campioni sono stati
centrifugati a 2500 rpm per 15 minuti a 4°C. A questo punto il DNA
precipitato ¢ stato raccolto e lavato in etanolo 70%, asciugato e risospeso in

500 pl di tampone TE (0.001 Trsis-HCl pHS8.0, 0,001M EDTA pH 8.0) e

conservato a 4°C.

3.2 Analisi di microsatelliti.

L’analisi degli STRs & stata eseguita mediante reazione di PCR su
DNA genomico. Sono stati utilizzati oligonucleotidi marcatore specifici di
cui I’oligo senso ¢ modificato al 5’ con un cromoforo del tipo fosforamidite

(6-FAM; TET, HEX, NED).
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L’impiego di oligo cosi modificati, ha permesso di eseguire la
separazione e ’analisi dei frammenti in automatico mediante sequenziatori
capillari ABI PRISM 3100 Applied Biosystem. Ciascun cromoforo emette
una fluorescenza di lunghezza d’onda diversa rendendo i frammenti visibili
da un sistema ottico, in dotazione al sequenziatore.

Per la reazione di amplificazione ¢ stata utilizzata la DNA polimerasi
termostabile TaqGold (Applied Biosystem) che ha la peculiarita di essere
attivata a 95°C per la la presenza di un gruppo chimico che la rende inattiva
a temperature inferiori. La reazione di PCR & stata eseguita dopo
I’attivazione della Taq polimerasi a 95°C per 10 minuti, secondo questo
protocollo: 35 cicli che includono 95°C per 30 secondi, 55-65 °C per 30
secondi, 72°C per 45 secondi; e infine un ciclo di estensione finale dei
singoli prodotti per 20-40 minuti, necessario per limitare la presenza di
“stutters” aspecifici (Moretti TR et al. 2001).

Per ciascun microsatellite ¢ stato utilizzato il seguente protocollo per
una reazione di PCR in 10ul di volume finale:

Tampone TaqGold [10X] 1X
dNTP [2mM] 200 puM
Oligo senso 5’M [8uM] 0.8 uM
Oligo anti-senso [SUM] 0.8 uM
MgCl, [25mM] 1.0 mM-2.0 mM
TaqGold [5U/ul] 10 ng
Per la maggior parte delle coppie di oligo ¢ stato necessario mettere a

punto la concentrazione ottimale di MgCl,, allo scopo di ottenere amplificati

42



di qualita adatta alla risoluzione del sequenziatore automatico. Gli
amplificati sono stati successivamente analizzati mediante elettroforesi su
gel di agarosio 1.8% in tampone TBE 1X (Tris-Borato-EDTA).

Una volta verificata la qualita degli amplificati, si ¢ passati all’ analisi
dei frammenti su sequenziatore automatico. Per fare questo, ad un aliquota
di PCR ¢ stata analizzata su sequenziatore capillare ABI PRISM 3100
Applied Biosystem e successivamente i risultati sono stati processati
mediante i programmi GENESCAN e GENOTYPER2.5. Una volta stabiliti i
valori dei singoli alleli, essi sono stati assegnati a ciascun individuo. Sono
stati quindi ricostruiti gli aplotipo ed ¢ stata verificata della corretta

segregazione meiotica.

3.3 Sequenziatore di DNA.

Tale strumento € provvisto di: - un sistema di 96 capillari, entro i quali
un particolare polimero funziona da matrice per la separazione
elettroforetica di singoli frammenti; - di un laser che eccita continuamente e
per tutta la lunghezza del capillare i vari cromofori legati ai prodotti di PCR
ed ai frammenti dello standard; - una camera CCD (charge-coupled device)
che registra i segnali di emissione; - un fotomoltiplicatore che converte in
segnali elettrici; e - un pacchetto di softwares che opera la raccolta, il
processamento, I’estrazione e la conversione in elettroferogramma. Il dato in

uscita ¢ quindi rappresentato da una serie di picchi ciascuno dei quali

corrisponde ad un frammento di lunghezza diversa.
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3.4 Organizzazione esonelintrone di geni candidati.
I geni candidati per i loci MRX87 sono stati selezionati integrando le
informazioni ottenute dalla consultazione di diverse banche dati pubbliche

quali NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/); UCSC

(http://genome.ucsc.edu/) Ensembl (http://genome.ucsc.edu/). Di ciascun

gene ¢ stato eseguito uno studio in silico comparando la sequenza genomica
con la sequenza del trascritto completo. Una volta stabilite le giunzioni di
splicing AG/GT, ¢ stato possibile identificare 1’organizzazione strutturale di
ciacun gene. A questo punto, avendo a disposizione la sequenza completa di
esoni ed introni sono state selezionate coppie di oligonucleotidi da

impiegare nella ricerca di alterazioni del DNA.

3.5 Purificazione e sequenziamento automatico diretto di frammenti di
PCR.

I prodotti di PCR sono stati sequenziati in automatico previo
purificazione mediante reazione EXOSAP.

A ciascun prodotto di PCR sono stati aggiunti direttamente gli enzimi
esonucleasi I e fosfatasi alcalina per eliminare e fosforilare gli eventuali
nucleotidi in eccesso. Dopo una incubazione di 15 minuti a 37°C, gli enzimi
sono stati inattivati a 80°C per 15 minuti. Ciascun prodotto di PCR cosi
purificato ¢ stato sottoposto a sequenziamento in automatico. La reazione di
sequenza ¢ stata eseguita mediante il metodo di Sanger e l'utilizzo di

dideossiribonucleotidi trifosfato marcati con opportuni cromofori. Essa &

stata eseguita in 10 pl di volume finale, secondo il seguente protocollo:
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Oligo d’innesco 7.5 picomoli
Miscela BigDye Terminator2.PE
(ANTP-*ddNTP-TagPol-Tacs5x) 2 ul
PCR-DNA 100 pg
Le condizioni di incubazione sono:
96°C per 2 minuti; 25 o 30 cicli a 96°C per 10 minuti; 45°C per 5 secondi; e
60°C per 4 minuti.

Al termine della reazione di sequenza, i campioni sono stati purificati
su membrana Sephadex G50 mediante centrifugazione a 1700 rpm per 2
minuti. A 5 pl di prodotto purificato sono stati aggiunti 10 pl di
formammide deionizzata. Il campione cosi preparato & stato
successivamente denaturato per 3 minuti a 95°C e poi sottoposto ad

elettroforesi capillare.

3.6 Analisi dello stato di inattivazione del cromosoma X (Test HUMARA).
Il DNA di 5 femmine MRX87 ¢ stato sottoposto ad analisi dello stato
di inattivazione del cromosoma X mediante il saggio HUMARA (Human
Androgen Receptor Assay). Questo prevede un’analisi dello stato di in
attivazione attraverso una digestione con un enzima sensibile allo stato di
metilazione, Hpall, e successivamente una reazione di PCR per la
genotipizzazione allelica del locus polimorfico AR. Riguardo all’enzima

Hpall, questo ¢ in grado di tagliare solo il cromosoma attivo lasciando

integro il cromosoma inattivo. Pertanto la successiva amplificazione del
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locus AR ha luogo solo sull’allele del cromosoma X inattivo, lasciato
integro dal taglio enzimatico.

Il protocollo di digestione prevede la preparazione di due aliquote di
DNA, ciascuna contenente 1.5 pg di DNA: in una sono aggiunte 10 U di
enzima e lo specifico tampone, nell’altra ¢ addizionato solo il tampone di
digestione. Entrambe le miscele, portate a 10 ul con H20 bidistillata, sono
state incubate a 37° per 12 ore. Trascorso tale tempo, I’enzima ¢ stato
inattivato a 95°C per 10 minuti. A questo punto i campioni sono stati
sottoposti ad amplificazione mediante PCR, utilizzando una coppia di
oligonucleotidi specifici per il locus AR. Di questi I’oligo senso ¢ stato
marcato con il fluorocromo fosforamitide (FAM), adatto per la rilevazione al
sequenziatore automatico.

La condizioni di reazione di PCR sono quelle precedentemente
descritte aproposito dei microsatelliti.

Il grado di inattivazione di ciascun cromosoma X ¢ stato calcolato
applicando I’espressione :

% Inattivazione = Bd1/Bul/(Bd1/Bul) + (Bd2/Bu2)
dove B ¢ la quantita di fluorescenza emessa da ciascun allele; d e u sono gli
alleli del cromosoma X digerito e non digerito, rispettivamente; / ¢ I’allele
che presenta un valore di intensita di fluorescenza maggiore nel campione

digerito; e 2 quello con intensita di fluorescenza minore.

3.7 Programmi utilizzati.

AUTOASSEMBLER
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Questo programma & stato concepito per effettuare allineamenti
multipli di sequenze nucleotidiche. E’ in grado di leggere file di testo e
provenienti dal sequenziamento automatico. Inoltre permette di correggere
eventuali errori nella lettura della sequenza nucleotidica.

OLIGO 4.0

Questo ¢ un programma per la progettazione di oliogonucleotidi da
impiegare in reazioni di PCR e di sequenziamento. Il programma consente di
predire eventuali strutture secondarie dovute ad appaiamento di nucleotidi

con formazione di “hairpins”.

GENESCAN e GENOTYPER 2.5

Il programma GENESCAN e GENOTYPER 2.5 consentono il
processamento, 1’estrapolazione e 1’analisi di campioni separati in
automatico mediante sequenziatori ABI PRISM 3100 Applied Biosystem. I
dati vengono visualizzati mediante un elettroferogramma in cui & possibile
visualizzare come picchi i singoli alleli relativi ad un determinato marcatore.
In questo modo ¢ possibile attribuire gli alleli a ciascun individuo e
visualizzarli in un formato adatto per 1’analisi.

VALIDAZIONE STATISTICA DEL LOD SCORE

La validazione del dato di linkage di “LOD SCORE” ¢ avvenuta
mediante il programma MLINKprogram, version 5.1from LINKAGE
package software

TopPred SOFTWARE
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Il SOFTWARE TopPred disponibile in rete a http://bioweb.pasteur.fr

consente di valutare il grado di idrofobicita di una proteina e effettuare un
predizione sulla predisposizione della proteina a formare a-eliche.

CLUSTALW SOFTWARE

Il software CLUSTALW, disponibile in rete all’indirizzo

http://www.ebi.ac.uk/clustalw, consente di effettuare alberi filogenetici di

proteine al fine di valutarne il grado di conservazione tra le diverse specie. Il
programma consente inoltre di effettuare allineamentoi multipli delle
sequenze ortologhe di interesse.

KA/KS, K-ESTIMATOR 6.1 SOFTWARE

Il programma, disponibile in rete all’indirizzo http://xblast.tamu.edu,

consente di valutare il grado di evoluzione di una proteina e la pressione
selettiva esercitata su su di essa durante la speciazione. Il metodo si basa
sulla valutazione del rapporto tra il numero di sostituzioni non sinonime
(Ka) ed il numero di sostituzioni sinonime (Ks) avvenute all’interno della
regione codificante durante 1’evoluzione. Un rapporto Ka/Ks>1 indica una
selezione positiva, un valore di Ka/Ks=1 indica un’evoluzione neutra,

mentre Ka/Ks<1 ¢ indice di una avvenuta pressione selettiva sul gene.
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4.1 Descrizione della famiglia MRXS87.

La famiglia MRX87 ¢ riportata in Figura 11a. La famiglia & formata da
5 individui maschi affetti da Ritardo Mentale sindromico e tre madri
portatrici obbligate di normale intelligenza e clinicamente non distinguibili
dalle sorelle non portatrici distribuiti in tre generazioni. La patologia segrega
secondo una classica ereditarieta X-linked. 1 maschi affetti mostrano una
elevata eterogeneita intra-familiare con handicap mentale e piccole
alterazioni neurologiche.

La famiglia MRXS87 include tra gli individui affetti 2 fratelli:
I’individuo IV:13, affetto da Ritardo Mentale Sindromico moderato, piede
flesso ed incontinenza urinaria; e 1’individuo IV:14, con Ritardo Mentale
Sindromico moderato, sialorrea, piede flesso e deficit del linguaggio; inoltre,
due cugini di primo grado: I'individuo III:10, che mostra Ritardo Mentale
Sindromico di grado severo, piede flesso, tonsille cerebellari discese
attraverso il forame magno; ed infine uno zio, I’individuo II:5 che oltre ad
essere affetto da un Ritardo Mentale Sindromico di grado severo mostra
ipertonia piramidale, movimenti bilaterali tipo Babinski, deficit dell” VII

nervo cranico ed infine incontinenza urinaria (Figura 11b).

4.2 Identificazione del locus MRX87

Durante il triennio del mio dottorato ho in prima analisi, identificato la

regione malattia selezionando un pannello di 18 marcatori STRs distribuiti

50



lungo I’'intero cromosoma X, a circa 15-20 cM di distanza 1’uno dall’altro
(tabella 1).

Ho effettuato una analisi di linkage genetico analizzando i 13
componenti della famiglia MRX87, (Figura 11a) ovvero gli individui: 1I:3,
I:4, 15, 11:6, 11L:4, IIL:5, IIL:6, III:7, III:9, I11:10, VI:12, VI:13, VI:14. Per
questo sono stati genotipizzati mediante un pannello di marcatori polimorfici
STRs.

La scelta e I’identificazione di sequenze ripetute polimorfiche (STRs),
¢ di fondamentale importanza per convertire i dati di mappa genetica in
mappa fisica. Questo & stato possibile attraverso 1’interrogazione di banche
dati pubbliche quali GDB (http://www.gdb.org/) e Genatlas (http://www.

dsi.univ-paris5.fr/ genatlas/) dove sono annotati numerosi marcatori

polimorfici in mappe fisiche e genetiche.

La prima fase dell’analisi ha previsto 1’utilizzo di un set standard di
marcatori polimorfici distribuiti ogni 10 cM, lungo I'intero cromosoma X
(ABI PRISM Linkage Mapping Sets vs2, Applied Biosystem in tabella 1). I
13 individui della famiglia MRX87 sono stati genotipizzati ed i prodotti di
PCR analizzati al sequenziatore automatico (ABI PRISM 3100, Applied
Biosystem). L’analisi dei nuovi marcatori ¢ stata eseguita in modo analogo a
quanto descritto in precedenza nei Materiali e Metodi. Tale analisi mi ha
consentito di stabilire una associazione della patologia al braccio corto del
cromosoma X. In particolare alla banda citogenetica Xp22.2-Xp21.1,
compresa tra i due marcatori DXS7104 ed il marcatore DXS1214. Tale

intervallo cade in corrispondenza ad una regione definita “hot spof” per
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mutazioni MRX (Figura 12) (Ropers H.H. et al. 2003). Successivamente, in
questo intervallo, sono stati selezionati accuratamente 8 nuovi marcatori
polimorfici addizionali da genotipizzare nella famiglia MRX87 (tabella 2). I
nuovi marcatori sono stati selezionati da banche dati pubbliche, GDB

(http://www.gdb.org/) e di Genatlas (http://www. dsi.univ-paris5.fr/

genatlas/) secondo criteri di mappaggio ed indice di eterozigosita (H > 60).
Essi sono 1 marcatori DXS7104, DXS987, DXS207, DXS8019, DXS1226,
DXS8099, DXS1061, DXS1214, distribuiti ogni 1-2 ¢cM nella regione
identificata (Figura 13 e tabella 2).

Dalla genotipizzazione dei marcatori sono stati ricostruiti gli aplotipi e
verificata la segregazione (Figura 14). Gli individui maschi affetti
condividono il seguente aplotipo malattia, mostrato in rosso nella figura 14):
DXS7104: allele 1 (167 bp), DXS987: allele 3 (218 bp), DXS207: allele 2
(234 bp), DXS8019 allele 1 (148 bp), DXS1226: allele 3 (295 bp),
DXS8099: allele 1 (102 bp), DXS1061: allele 1 (221 bp), DXS1214: allele 3
(291 bp). Nell’ applotipo IV:13 esiste un doppio evento di ricombinazione
tra i marcatori DXS987 ed DXS207 (limite superiore) ed i marcatori
DXS1061 e DXS1214 (limite inferiore) (Figura 14 e 15).

A questo punto ¢ stata eseguita un’analisi statistica parametrica a due
punti per verificare 1’associazione tra il fenotipo malattia ed i marcatori
mediante il metodo del LOD SCORE. In questo modo ¢ stato attribuito un
valore positivo per 6 marcatori degli 8 analizzati, con valore di LOD
SCORE massimo di 2.43 per il marcatore DXS207 (Figura 15). Tenuto

conto che sono accettati come significativi per patologie X-linked valori > 2,
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cio vuol dire che esiste una associazione statisticamente significativa tra
MRXS87 e la regione compresa tra DXS987 e DXS1214 (Figura 16).
Paragonando infatti gli aplotipi malattia rispetto agli aplotipi normali e
basandoci sugli eventi di ricombinazione & stato possibile stabilire il
territorio del gene malattia che si estende dal dal marcatore DXS987 fino al
marcatore DXS1214. Pertanto la regione in cui cercare il gene responsabile
del fenotipo MRX87 si estende dal marcatore DXS987 fino al marcatore

DXS1214, tra le bande citogenetiche Xp22.2 ed Xp21.1 (Figura 16).

4.3 Identificazione del difetto molecolare responsabile di MRXS8?7.

La regione malattia MRXS87 corrisponde ad un territorio del
cromosoma X associato ad un “hot spot” per mutazioni MRX (Figura 12).
A questo punto sono passata alla selezione dei geni malattia candidati.

Dall’integrazione dei databases del’ NCBI (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/mapview), di UCSC (http://genome.ucsc.edu/) e di ENSEMBL

(http://ensembl.org/index.html) ¢ stata ricostruita la mappa fisica della

regione corrispondente compresa tra DXS987 (14,3 Mb sul cromosoma X) e
il marcatore DXS1214 (30,9 Mb sul cromosomma X) (Figura 17). Dalla
mappa fisica ricostruita, ho potuto verificare la presenza di sei geni malattia
per patologie a carico del SNC, candidati per il fenotipo MRX87 (Figura 17
e 18). Si tratta dei geni NHS, (Nance-Horan Syndrome, OMIM: 302350);
CDKL5 (Cyclin-Dependent Kinase-Like 5, OMIM: 300203); RSK2
(Ribosomal Protein S6 Kinase, OMIM: 300075); SMS (Spermine Synthase,

OMIM: 300105; ILIRAPLI (Interleukin 1 Receptor Accessory Protein-Like,
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OMIM: 300206); ARX, (Aristaless-Related Homeobox, OMIM: 300382)
(Figura 17 e 18).

In particolare, il gene NHS (Nance-Horan Syndrome, OMIM: 302350)
¢ responsabile della sindrome -cataratto-dentale con Ritardo Mentale,
appartiene alla superfamiglia delle NHS. Il gene codifica per una proteina
con funzione chiave nella regolazione dello sviluppo di occhi, denti, cervello
(Brooks SP et al 2004); il gene CDKLS5 (Cyclin-Dependent Kinase-Like 5,
OMIM: 300203) ¢ invece responsabile di due diverse sindromi, una
sindrome con spasmi e Ritardo Mentale ed una sindrome di Rett atipica. Il
gene codifica per una proteina con attivita catalitica, appartiene infatti alla
super famiglia delle CDC2/CDKX ed ¢ coinvolta nello sviluppo del SNC
(Archer HL et al. 2006); il gene RSK2 (Ribosomal Protein S6 Kinase,
OMIM: 300075) ¢ invece responsabile della sindrome di Coffin-Lowry, una
patologia che presenta Ritardo Mentale severo con dimorfismo facciale ed
inoltre ¢ anche responsabile di forme di Ritardo Mentale Non Specifico. Il
gene codifica per una proteina con attivita catalitica fosforilasica, una
Ser/Tre chinasi con un ruolo chiave di interazione con il fattore di
trascrizione CREB (Abidi F et al. 1999); il gene SMS (Spermine Synthase,
OMIM: 300105) ¢ invece responsabile della sindrome di Snyder-Robinson,
una patologia con Ritardo Mentale e disfunzioni cerebellari. SMS ¢
coinvolto nella biosintesi della spermina, in particolare nella biosintesi di
amine, poliamine e della spermina dalla speridina (Cason A.L. et al. 2003);
ILIRAPLI (Interleukin I Receptor Accessory Protein-Like, OMIM: 300206)

¢ un gene malattia associato a Ritardo Mentale X-linked Non Specifico. 1l
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gene codica per una proteina di membrana ed ¢ coinvolto nel rilascio di
neurotrasmettitori (Carrie A et al. 1999). Infine ARX, (Aristaless-Related
Homeobox, OMIM: 300382), un gene malattia le cui mutazioni sono
responsabili di una eterogenea varieta di fenotipi neurologici a partire da
sindromi gravi, quali la lissencefalia (XLAG), la sindrome di Proud (Ritardo
Mentale con agenesia del corpo calloso e microcefalia), la sindrome di West
(ISSX), I’epilessia Mioclonica con deficit intellettivo, fino a quelli meno
gravi come la sindrome di Partington ed il Ritardo Mentale Non Sindromico
(Figura 6 e 18) (Kato M. et al. 2004). Tutti i geni sopra elencati, tranne
ARX, sono riportati mutati in una bassa percentuale di casi. ARX ¢ infatti
stato stimato essere responsabile del 10% dei casi con diagnosi di XLMR
tanto che, dopo FMRI, si ritiene esso sia il gene MRX piu frequentemente
mutato (Figura 18). Sulla base di queste considerazioni, ho iniziato la
ricerca della mutazione responsabile del fenotipo MRX87 da questo gene.
Primo punto di questa analisi ¢ stato ricostruire la struttura esone/introne di
ARX. Per questo ho analizzato i dati di sequenza disponibili in GeneBank

(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/entrez). Dopo avere ottenuto la sua struttura

esoni/introni, ho disegnato un pannello di oligonucleotidi specifici per
ciascun esone (figura 19a) da utilizzare nella ricerca di alterazioni del DNA.
Dopo la messa a punto degli amplificati corrispondenti (Figura 19a, b), ¢
stata eseguita una ricerca di mutazioni puntiformi. Dall’analisi degli
elettroferogrammi ottenuti per ciascun frammento di PCR, ¢ stata

identificata la presenza di una duplicazione di 24 bp nell’esone 2 di ARX

(ARXdup24) (Figura 20a). Si tratta di una duplicazione “in frame” che non
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altera il codice di lettura della proteina e determina 1’aggiunta di 8 residui di
alanine al secondo tratto di polialanine (polyA_II) di ARX. Il polyA_II
passa da una lunghezza di 12 residui a 20 residui (Figura 21).
Successivamente ¢ stata verificata la segregazione della mutazione negli
individui disponibili. E’ stato quindi stabilito che la mutazione ARXdup24 ¢
presente in tutti gli individui maschi affetti (IL:5, III:5, 1I1:10, IV:13, IV:14),
nelle femmine portatrici obbligate (II:4, I1:6, 1I1:7) ed ¢ invece assente negli
individui maschi sani (Figura 20b).

Successivamente ho valutato lo stato di inattivazione preferenziale del
cromosoma relativamente alla famiglia MRX87, allo scopo di verificare se la
mutazione ARXdup24 induca una selezione preferenziale del cromosoma X
mutato nelle femmine portatrici obbligare MRX87, ho eseguito un TEST
HUMARA sul DNA delle 6 femmine appartenenti alla famiglia MRXS87
(Figura 11a). Si tratta delle femmine: II:3, 1I:4, 1I:6, IIL:6, II:7 e III:12.
L’analisi dei dati ottenuti ha mostrato valori della percentuale di inattivazione
casuali, tali da far escludere I’esistenza di una inattivazione preferenziale del

cromosoma X che porta la mutazione ARXdup24.

4.4 Ruolo patogenetico e conseguenze funzionali di ARXdup24 in ARX.
Per poter investigare sulle conseguenze funzionali della mutazione
ARXdup24, ho effettuato una analisi “in silico”, utilizzando il software
bioinformatico TopPred. L’ analisi ¢ stata effettuata comparando la normale
struttura secondaria della proteina ARX normale e della sua forma mutata

ARXdup24 (Figura 22). 11 software, disponibile in rete a
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http://bioweb.pasteur.fr, ha evidenziato come la forma normale contiene 4

a-eliche in corrispondenza dei 4 domini di polialanine, poliA_I, poliA_II,
poliA_III e poliA_IV (Figura 22, freccie in giallo). Comparando la sequenza
proteica normale con le proteine che portano le due mutazioni MRX note,
ARXpoliA_16->24 nel poliA_I (tabella 3 e figura 22, freccie in rosa) ed
ARXpoliA_12->20 (ARXdup24) nel poliA_II (tabella 3 e figura 22, freccie
in blu), ho osservato un incremento di idrofobicita nella prima espanzione
con un valore di idrofobicita che passa da 1.569 ad 1.600 e nella seconda
espanzione con un valore che passa da 0.985 ad 1.600 (tabella 3).

Tale incremento di idrofobicita, soprattutto quello osservato nella
struttura della seconda espansione potrebbe alterare la struttura secondaria
della proteina che da una struttura ad o-elica potrebbe tendere ad una a [3-
foglietto (Figura 23). Conseguentemente, la proteina mutata potrebbe
assumere una configurazione alterata, tale da comprometterne la sua
funzione di fattore trascrizionale. A tale proposito infatti Nasrallah et al., nel
2004 hanno dimostrato che I’espressione in vitro della proteina espansa
ARX PoliA_I 16->23 (MR con ISS) produce aggregati nucleari in cellule

COS e aumento della morte cellulare in vitro (Figura 4).

4.5 Analisi Genomico-Comparativa dei domini di poli-Alanine di ARX
nell’evoluzione di Primati /Non-primati.

Per investigare sul ruolo funzionale dei domini di polialanine di ARX,
ho eseguito per prima cosa un allineamento multiplo (Figura 24) della

proteina ARX per valutare il grado di conservazione attraverso le specie
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mediante il programma bioinformatico CLUSTALW, disponibile in rete a

http://www.ebi.ac.uk/clustalw. Ho per questo analizzato gli gli ortologhi di

ARX in H.sapiens, M.mulatta, M.musculus, C.familiaris, R.norvegicus,
M.domestica, X.tropicalis, F.rubripes, D.melanogaster (Figura 24). Come
mostrato in figura 24, i quattro tratti di polialanine, non sono presenti in
tutte le specie. In particolare, il tratto poliA_I & presente in H.sapiens,
M.mulatta, M.musculus. I tratti poliA_II e poliA_III sono presenti anche in
C.familiaris, mentre il tratto poliA_IV ¢ presente in tutti gli organismi
tranne che in D.melanogaster. Dall’ allineamento inoltre risulta che i domini
poliA_II e poliA_III, entrambi siti per mutazioni MR, sono presenti solo a
partire dai Mammiferi placentali, mentre sono assenti nei mammiferi meno
evoluti. L’aggiunta di questi tratti di polialanine potrebbe essere avvenuta
parallelamente all’acquisizione di funzioni cognitive superiori quali
apprendimento e memoria, tipiche dei mammiferi pill evoluti quali i primati.

Riguardo alla proteina ARX, come & noto, si tratta di una proteina
molto conservata (Figura 25). Infatti i due domini di legame al DNA di
ARX, il dominio Aristaless e il dominio Homeobox sono entrambi molto
antichi e conservati nell’evoluzione (Figura 26). Per investigare
ulteriormente sull’ evoluzione dei  tratti di polialanine durante la
speciazione, ho ricostruito alberi filogenetici della proteina ARX completa e
dei tre segmenti corrispondenti alle regioni contenenti i soli domini di
polialanine, rispettivamente il segmento 1 contenente poliA_I, il segmento 2
contenente il poliA_Il e poliA_III ed infine il segmento 3 contenente il

poliA_IV (Figura 26) Riguardo all’analisi dei tratti di polialanine, da essa ¢
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stato possibile dedurre che i quattro tratti di polialanine sono di eta evolutive
diverse, in particolare il segmento contenente PoliA_II/PoliA_IIl & piu
giovane rispetto al segmento contenente PoliA_I (Figura 27).
Successivamente, al fine di valutare inoltre il grado di evoluzione di
ARX, ho valutato la pressione selettiva esercitata sul gene, applicando il
metodo Ka/Ks. L’analisi ¢ stata eseguita mediante il SOFTWARE disponibile

in rete K-ESTIMATOR 6.1 http://xblast.tamu.edu. 11 metodo si basa sulla

valutazione del rapporto tra il numero di sostituzioni non sinonime (Ka) ed il
numero di sostituzioni sinonime (Ks) avvenute all’interno della regione
codificante durante 1’evoluzione. Un rapporto Ka/Ks>1 indica una selezione
positiva, un valore di Ka/Ks=1 indica un’evoluzione neutra, mentre
Ka/Ks<1 ¢ indice di una avvenuta pressione selettiva sul gene. Dalla
letteratura apprendiamo che alcuni geni implicati nello sviluppo del Sistema
Nervoso in particolare quelli coinvolti nel processo di encefalizzazione,
mostrano un grado di evoluzione piu veloce nei primati rispetto ai non
primati (Dorus et al. 2004). Questo potrebbe correlare infatti con 1’aumento
della complessita e della grandezza del cervello dei primati durante il
processo di evoluzione (Figura 10). L’analisi ¢ stata eseguita comparndo
primati e non primati (roditori). I dati ottenuti suggeriscono che ARX ha
subito una pressione selettiva maggiore nei roditori (Ka/Ks= 0,167) che nei
primati (Ka/Ks = 0,042) (figura 28b). Geni invece, come MCPHI
(Microcephalin), fortemente implicati nei processi di encefalizzazione,
mostrano, come atteso, valori assoluti di Ka/Ks piu elevati nei primati

(Ka/Ks= 0,833) rispetto ai roditori (Ka/Ks = 0,479) (figura 28a). Tale
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risultato di ARX ¢ probabilmente da attribuire al precoce ruolo svolto da
ARX durante lo sviluppo del SNC. Dopo avere valutato la pressione
selettiva subita da ARX in valore assoluto ho voluto rappresentare
graficamente I’andamento del Ka e Ks in Aristaless nei primati e roditori. A
conferma del dato numerico infatti, in figura 29, si evidenziano fluttuazioni
solo relativamente all’andamento del Ka e Ks nei roditori. Infatti una
regione in cui € presente una maggiore pressione selettiva ¢ presente nei soli
roditori e non si evidenziano variazioni dell’andamento nei primati (Figura

29).
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5. DISCUSSIONE
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Durante il mio dottorato di ricerca ho avuto modo di applicare
strategie di genetica, biologia molecolare e di bioinformatica al fine di
identificare le basi molecolari del difetto responsabile di una forma di
Ritardo Mentale X-linked e, successivamente indagare sulle conseguenze
fisiologiche e funzionali della alterazione identificata. L’analisi di una
famiglia affetta Ritardo Mentale X-linked ¢ stata il punto di partenza per
uno studio mirato ad approfondire il meccanismo di causa ed effetto del
Ritardo Mentale MRX87. Si tratta di una famiglia italiana con Ritardo
Mentale X-linked. I maschi affetti mostrano un’elevata eterogeneita intra-
familiare con handicap mentale e piccole alterazioni neurologiche.

Prima tappa ¢ stata I’identificazione, mediante “X-Chromosome Wide
Screening”, del locus genetico associato alla patologia. Si tratta del locus
MRX®87, identificato grazie a questo studio di linkage genetico. In una
prima fase, ho effettuato un’ analisi di linkage genetico sulla famiglia
MRXS87, in tal modo ho potuto ricostruire 1’aplotipo malattia presente nei
maschi affetti e nelle rispettive madri portatrici obbligate ed assente invece
nei maschi sani. A partire dai dati di linkage ottenuti, ho potuto posizionare
il locus MRX87 in Xp22, tra i marcatori DXS987 e DXS1214 (figura 16 e
17), una regione definita “hot spot” per mutazioni MRX (Figura 14).

In questa regione ho verificato 1’esistenza di 6 geni malattia implicati
in patologie del SNC. Tra essi il piu frequentemente mutato in forme di
XLMR ¢ il gene ARX (Aristaless-related homeobox) (OMIM: 300382). E

stato infatti stimato che mutazioni in ARX sono responsabili del 10% di
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diagnosi di XLMR: ARX ¢, infatti, dopo FMRI, la causa piu frequente di
ritardo mentale legato al cromosoma X. La mutazione ARXdup24 piu
frequentemente identificata in questo gene, pud causare fenotipi molto
diversi tra loro, ma tali fenotipi hanno come minimo comune denominatore
il Ritardo Mentale a cui associato ad una sintomatologia sempre diversa
(figura 7).

ARX possiede infatti una serie di caratteristiche che lo rendono un
gene ‘“‘staordinario” da diversi punti di vista. ARX infatti, ¢ infatti
frequentemente mutato nei ritardi mentali, € noto inoltre, che mutazioni in
questo gene causano una ampia gamma di fenotipi, molto diversi tra loro
soprattutto riguardo al grado di severita. Lo spettro dei fenotipi causati dalle
mutazioni di ARX spazia da forme sindromiche e non sindromiche di MR
fino ad arrivare a malattie molto gravi come la lissencefalia, I’epilessia
mioclonica o I’agenesia del corpo calloso. ARX ¢ inoltre coinvolto nello
sviluppo della corteccia cerebrale e nel differenziamento degli interneuroni
GABAergici della corteccia cerebrale (Stromme P. et al. 2002; Bienvenu T.
et al. 2002).

Date le caratteristiche di ARX, dato il fatto che il gene ¢ considerato un
sito “hot spot” per mutazioni MRX, ho iniziato la mia analisi proprio da
questo gene di grande interesse per lo studio delle patologie neurologiche.

Dall’analisi molecolare di ARX ho identificato la presenza di una
duplicazione di 24 bp dell’esone 2 (ARXdup24) in tutti gli individui maschi
affetti della famiglia MRX87 e nelle rispettive femmine portatrici obbligate

(Figura 21). La duplicazione determina, a livello proteico, un’espansione nel
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secondo tratto di polialanine (Figura 22). Per poter investigare sulle
conseguenze funzionali di tale mutazione, ho quindi effettuato una analisi in
silico della struttura secondaria della proteina ARX nella sua forma mutata
ARXdup24 (Figura 23). La presenza dell’espansione incrementa
I’idrofobicita del dominio polyA_II. Cio potrebbe alterare la struttura
secondaria di questa porzione della proteina che da una struttura ad o-elica
potrebbe tendere ad una a B-foglietto. Conseguentemente, la proteina mutata
potrebbe assumere una configurazione alterata tale da comprometterne la
sua funzione di fattore trascrizionale. Cid avviene in numerose patologie
associate ad espansioni di triplette di DNA, in cui si osserva spesso la
formazione di aggregati nucleari e I’aumento di mortalita cellulare. Infatti
analogamente alle malattie da espansione di poliglutammine (poliQ), anche
in alcuni casi di patologie da espansione di polialanine (poliA) ¢ stata
mostrata la formazione di aggregati nucleari e I’aumento di mortalita
cellulare. Tale effetto ¢ probabilmente dovuto, come nel caso delle malattie
da poliQ ad una acquisizione di funzione della proteina mutante (Nasrallah
LM. et al. 2006). Tuttavia nei pazienti affetti da MR con mutazioni di
ARXdup24 non ci sono evidenze di degenerazione neuronale.

Per investigare poi sul ruolo funzionale dei domini di polialanine, ho
eseguito uno studio di genomica comparativa per esaminarne la storia
evolutiva. Dall’allineamento multiplo di ortologhi di ARX (H.sapiens,
M.mulatta, M.musculus,  C.familiaris, R.norvegicus, —M.domestica,
X.tropicalis, F.rubripes, D.melanogaster), & stato possibile comprendere che

1 quattro tratti di polialanine, che caratterizzano ARX, si sono aggiunti in
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tempi diversi durante la speciazione (Figura 24). In particolare, poliA_I &
presente in H.sapiens, M.mulatta, M.musculus, poliA_Il e poliA_IIl sono
presenti anche in C.familiaris, poliA_IV & presente in tutti gli organismi
tranne che in D.melanogaster. Pertanto i domini poliA_II e poliA_III, siti
per mutazioni MR, vengono acquisiti solo a partire dai Mammiferi
placentali e sono assenti invece negli organismi meno evoluti (Figura 24).

L’aggiunta di questi tratti di polialanine potrebbe essere avvenuta
parallelamente all’acquisizione di funzioni cognitive superiori quali
apprendimento e memoria, tipiche dei mammiferi piu evoluti quali i primati.

Al fine di poter valutare le conseguenze funzionali delle
poliespansioni, sono in corso ulteriori studi funzionali mediante esperimenti
di overespressione in cellule HNSC (Human Neural Stem Cell), di costrutti
della proteina espansa ARX PoliA_Il 2.0 per valutare la presenza
alterazioni fenotipiche quali la presenza di aggregati intranucleari e/o
citoplasmatici e 1’aumento della mortalita cellulare. Cid ¢ stato in
precedenza provato, ma solo relativamente alla prima espansione, in un
lavoro di Nasrallah et al., in cui si dimostra come 1’espressione “in vitro”
della proteina espansa ARX PolyA_I 6523 (MR con ISS) genera Ia
formazione di aggregati intranucleari citotossici in cellule COS e aumento
della morte cellulare (Figura 4) (Nasrallah I. M. et al 2004).

Va poi sottolineato che le informazioni riguardo ai geni regolati a
valle da ARX sono molto limitate. Per questa ragione sono attualmente in
corso, nel laboratorio dove ho svolto la tesi di dottorato, studi di espressione

genica mediante la tecnologia dei microarray al fine di comprendere meglio
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il ruolo e le interazioni di ARX durante la neurogenesi e la differenziazione
neuronale.

Durante il processo di evoluzione si assiste ad un incremento enorme
del volume, della grandezza e soprattutto della complessita del cervello
soprattutto nei primati (Figura 10) ed inoltre differenze nel volume della
corteccia sono associate a differenze nella complessita del circuito corticale.

Alla luce di queste considerazioni, un aspetto importante € stato capire
se ARX ¢ un gene importante per i processi di encefalizzazione, visto che ¢
noto determinare lo sviluppo della corteccia cerebrale. Inoltre Aristaless
appartiene alla famiglia genica delle Qso Paired-like (Prd-like), una famiglia
molto primitiva di fattori di trascrizione con un ruolo chiave nelle prime fasi
dell’embriogenesi dei vertebrati, nello sviluppo della testa dell’animale e del
sistema nervoso centrale e periferico, infatti il dominio Aristaless ¢ gia
presente in organismi poco evoluti come C.elegans (Figura 26) (Galliot B.,
Miller D. 2000; Friocourt G. et al. 2006).

Ho voluto, quindi, stimare il grado di evoluzione di ARX, valutando la
pressione selettiva esercitata sul gene, applicando il metodo Ka/Ks. Geni
implicati in  processi come [I’encefalizzazione, quali Microcefalina,
mostrano un grado di evoluzione piu veloce nei primati rispetto ai non
primati (figura 28 e 29) (Dorus et al. 2004). L’analisi eseguita comparndo
nei primati e nei non primati (roditori) evidenzia che ARX ha subito una
pressione selettiva maggiore nei roditori che nei primati. Cid sarebbe in

accordo con il precoce ruolo svolto da ARX durante lo sviluppo del SNC.
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Figura 1. Lecalizzazione nel gerne dei tratti ripetutti nelle malattie da espansione di triplette.
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PABPN1, Polyadenylate-binding protein 1080 /2% s Distrofia Muscolare
1-7 addizionali @ j Oculofaringea
T1-17 A (autosomica dominante)
— ———>
e i 14 2
N Y I N Y I I I 14 A Codone
Legame per I' RMNA ) Y I | 15 A ECCGE 0TS, ECCT mEecs DpoliA I:lr\nutazione polis

| Figura 2. Geni e malattic associali a espansiorni di peficlarnine. ‘
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Proteina Clodone nucleotidico Variazione Patologia
FOXLZ, Helix/forkead I e B A 12 A, (et
24 A
5 i A A 5 A ) 0 Blefarofimosi, inversus e POF
] ] ) ) D ) ) ) 24 A . N
(autosomica dominanta)
| I [ 5 5 S I | 22 A,
1T I I

Dominio Forkhead

S0OX3, SRY-related

Foli-G Dominic HRMG

HOXA13, HomeoboxA13

Ta2-284 116-133 Homeodomain

ARX, Paired-like Aristaless

15 A (i)
26 A,

18 A (wt)

[T TT1 24 A

26 A

27 A

Duplicazionc aa 73-84

I

| I I
Espansione aa 1UU-114

N Y Y

100-115 144-155 Homeodomain  Aristaless

Codone
WS | SCA @sSCT @msC o

Duplicazione aa 144-155

[lpoIiA I:lMutazione poliss

118A(w’t)

27 A

Tzeuq
16 2 (i)

12 2 (wt)
ARYdup24 2004

D21-925 ripl1s

Ritardo Mentale con difetti di crescita
{recessiva, X-finked)

Sindrome con difetti a mani, piedi e
genitali
(autosomica dominante)

Sindrome con spasmi infantili (ISSX)
(recessiva X-linked)

Sindrome di Partington,
Ritardo Mentale sindromico e non
sindromico
(X-linked recessive)

Figura 3. Gerni e malattie associarti a espansioni di polialanine
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Anti-FLAG

Expressione del costrutto poliA_| espanso
di ARX formazione di aggregati intranucleari

Expressione del wild type di ARX
diffusa espressione nucleare di ARX

Wild type Arxt

56
35 CJArx
E W ArxE
B 1
L’espansione PoliA_l| di Arx aumenta la -53
morte cellulare in vitro 2
52
£
=11 S .
£ | I
0]
24 48

Hours post transfection

Figura 4. I’espressiore in vitro della proteina espansa ARX Polid_I 16->23 (MR con ISS) prodiice aggregati niccleari
in cellule COS,

(Nasrallah I. M. et al. 2004
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Il gene ARX ~ 11,7 kb in Xp22.13

[1.7kb]

[2,6khb] [2,Bkhb] 2, 2kh]

- ——/——/—-—/ — I

736bp

|_>96b P

577bp . 43bp 320bp

mRNA: 2184 nt

NLS. PAm- PA12 Homeobox

27 34 B5 82 338 100 115

Repressione Segnale
trascrizionale nuclears

Proteina Aristaless: 562 aa

144 155 275 281 328 358 373 387 432 440

Sito di legame
al DA,

483 530 543
Sito di legame
al DA,

Figura 5. Il gene ARX: struttura genomica, trascritio e pradotto proteico.
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i Gravita del fenotipo +

Repressione Segnale [
trascrizionale nucleare Legame al DMNA Legame al DMNA
Sy st [T Q¥ [ Homeodomain I A, IESIIIN Aristatess [l - coon

27|34 B5| 82 B9 99 114 144 155 ‘ 275 281 327 358 373 386 432 440 4832 527 5472 562 aa
L33PY | gy S G286se| To9aN"
- =
16 >23 R332H* AS21T
G206fs* P:
A12-a-20 R332PT AAdSBFs™
Aqz20 L343Q*
C263fs™
P353R*
[ Aszs20 P353L"
Aqzz0
1) [0 Lissencefalia X-iinked con anomalie dei genitali, XLAG
[0 Agenesia del Corpo Calloso, ACC — Mutazioni severe — perdita di funzione
M sindrome dell’ epilessia mioclonica
2) M Ritardo Mentale con spasmi, ISSX — 1 mutazione con fenotipo moderato con correlazione fenotipica

Polis T4 oy

3) M MRX con cisti cerebrali
MRX con encefalocele
MRX con anomalie minori, MRX87
MRX con distonia, PRST _ . .
MRX con convulsioni ARXdup24 (.POh*AfIIu.—':zD)

MRX

— 1 mutazione con fenotipo moderato senza correlazione fenotipica

v

Figura 6. Spettre di mutazioni in ARX: eterogencita di fennotipi, effetto pleiotraopico e presenza di un gradiernte di severita feriolipica.
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(Colombe E. et al. 2004)

Figura 7. Espressione di Arx in tope negli stadi embrionali da E8.5 a E18.5 (1, 2) ed nel topo adulte (3). L’espressione di Arx (dorso-
ventrale) ¢ comparaia con guella del marcatore cando-dorsale Emx2 ¢ con DIx2 che mostra espressione simile a guella oi Arx.
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! T M
|
Arx locus di 1, | i) {—
4 met ¢ #stop
b probe A probe B
wildtype allele o FNS N S phealy
e 5.7 kb .
targeting vector e K P ESm
TOP—IRES-IacZ|neo
mutated allele « H  Smik K PPSm
Tor-iRES Iz neo  —
5.2 kb 11.5kb
A: Aall, H: Hindlll, K: Kpnl, P: Psil, S: Sal, Sm: Smal
probe A: 2.2 kb & Kpnl-Hindlll fragment )
probe B: 0.€ kb ( Psfl fragment )

Figura BA. In a, b strutfura genomica ¢ ablagione del gene Arc nel fopo
ArXY r d, e, visione dorsale ¢ ventrale del ceyvello nel topo wi ¢ & AexXY ;
S, [ festicold del wi {f) sono piit gramdi rispeffo ad ArcX*™Y (g); Ie
vescicole seminalf sono fpoplastiche nel fopo muttante rispetio al fopo
normle.jj

Figura 8B. Aberragioni della proliferazione e del movimento delle cellule neuroepiteliali in
neocortex. D, e lo spessove delfla neocoriex del fopo normale & pift ampio vispetfo ol fopo AecX™Y.
F-if: cellule neuvroepfictialf tratiate con Brdl7 verde) del fopo normule {f, 1) e del mutante (g, ) . J,
K, cellule del ventricole frafiafe con BrdlU (cellule) ¢ Propidio Toduro (neuroepitelfo) del nmfante
{K) sono scarse rispetio al fopo normale (j).

(Kitamura K et al. 2002)
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C

NCX HP T 2 NCX

Figura 83C. Espansione dell’eminenia ganglfonica mediale e laterale (MGE ed LGE)
nel fopo ArxX"Y in b, J,_f; rispetio al fopo norndde (o, ©, €). Aberrante localfzzazfone
degli inferneuroni GAB . Aergict in Arc™ Y nell’ eminenia ganglionica mediale (MGI).
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Figura SD. Anomnalc espansione defl’ VGE nel fopo ArcX>Y (D.d). Aberranite
miigragdone ¢ localizzagione degli inferneurond GABAergicd in AecXY nella
DEastra corficede.

(Kitamura K et al 2002)
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Figura 9. a) Flevara Dernsita sul cromosoma X di gerni associari
allo sviluppe delle capacitd cogritive; B) rumero e fregitenza

refativa a difetti associafi al cromosoma X ed autfosornii.
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Morfolegia
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Da Seann Hill & Walsh. Molecrilar insight frite hitmarn Drain evelution. Natuarve, I: 64-67, 2005

| Figura 10. Eveluzione della corteccia nei manumiferi
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B 11aschio affetto da Ritardo Mentale

(2 Femmina portatrice obbligata
I O0—®

. 5 @& Ferninina a rischio
. & & i
1 2 3 4 5 &
. P> = -
1 2 3 4 s T 8 9 10
w O S m m &
2 3 5 8 7 g 12 13 14 16 17 18
b) Difettt neurologict associati:
- Ipertonia Piramidale; Movimenti Bilaterali tipo Babinski - Deficit dell” VII nervo cranico - -5
- Ipoacusia Neurosensonale - Demenza-
- Tonsille Cerebellari discese attraverso il forame magno - H:10
- Ampi spazi subaracnoidei -
- Incontinenza Urinaria - 1:5 and Iv13
- Difetto del Linguaggio v14

Figura 11. @) La famiglia MRX87, Ritardo Mentale Sindromico legato al cromosema X; b) I diferti neurologici associari.
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Distribirzione dei gerni sLiffi™>
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Figura 12. Rirardo Menrale X-Ilinnked: regiori “hor spots 7V - Xp22 - Xplf - Xg28 —
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P 2 p22.13 p=22 12 p2z2.11 5713 p21.2
—
12.00 Mb 14.00 Mb 16.00 Mb 18.00 Mb 20.00 Mb 22.00 Mb 24.00 Mb 26.00 Mb 23.00 Mb 30.00 Mb
DXS7292 DXS7962 DXS7T172 DXS1461 DXS7555 DXS1528 DXS7924 DXS451 DXS8027 DXS1442 DXS8065 DXS7T150 DXS764 [ELREAEd
D XS 1006E DXS7527 DXS9902 DXS7987 DXS257 DXS9734 DXS7TT86 DXS1454 DXSTTT8 DXS6764 DXS1527 DXS7106 DXS121
DXS7562 DXS7938 DX 51206 DXS8320 DXSE6762 DXS3424 DXS1390 DXS3370 DXS1336 DXS6742 DXS1706 DXS7184 DXS7549
DXS1444 DXS7936 DXS7 169 AFMB343YD5 DXS8001 DXS6959E DXS8294 DXS8179 AFM309VEB1 AFM268WH1 DXS1094 DX S9896
DXSTOOSE DXS7729 DX S7968 OXS1391 DXS7999 DXS8005 DXS8008 DXS3180 DXS7788 DXS7F61 DXS7699 DXS7697
DXS7510 DX5414 DX S6820 DXS9765 DXS83I68 DXSO770 DXS9759 DXS8243 DXS1515 DXS8183 DXS1425 DXS7926
DXS7727 DXS58022 DXS766% DXS7990 DXS8000 DXS1525 DXS7101 Dxss244 [EEELEE Dxs7r3s  EEERLEG AFMOS6XF3
DXS1434 DXS8108 DXS6727 DXS8352 DXS7038E DXS1516 DX SE250 DXS7110 DXS1198 DXS412 DXS8047
DX S6723 DXS7940 DXS7970 DXS7991 DXS999 DXS6730 DXS3I65 DXS7779 DXS1115E DXS1202 DXS8010
wr DXSTFS3 DXS7943 DXS7320 DXS1317 DXS7765 DXST7T58 DXS&331 DXS983 DX51369 DXS6T08 DXSET
ﬁ DXS7740 DXS1151 DXS7695 DXS7793 DXS8002 DXS7F739 DXS7782 DXS6795 DXS1432 DXS7102 AFM318C1
= DX S9766 DX=9 DXS7664 DXS1195 DXS7 136 DXS8268 DXSFAST DXS8104 DXS6714 DXS408 AF MAOS3IWD
= DXS8282  AFMI37XE9 DXS7170 OXS81584 DXS7592 DXS8007 DXS7759 DXS7178 DXS8056 DXS1048 AFMBO7F2ZES
= DXS9710 DXS7946 DXS7723 DXS7293 DXS7177 DXS1524 DXS1438 DXS8053 DX51453
- DX S¥730 DXST168 DX 36753 DXS7946 DXS8004 DXS8245 DXS7F105
& DXS7750 DXS7091 DXS1224 DXS7i74 DXSa443 DXSE252 DXS8177
= DXS7724 DX S7951 DXS7975 DRS7661 DXS8176 DXS7674
= DXS7651 DXS79786 DXS6747 DXS6751 DXS7480
DXS7166 DXS79 DXS8274 DXS1459 DXS7577
DXS2254 DXS1053 m DXS1229 DXSE260
DXS6826 DXS7972 “DXS7994 DX52504 DX S&2585
DX S6703 DXS7016 DXS7o9s DXST7088 DXS3254
DXS7632 DX51292 DY S7008 DXS8268 DXS1314
DXS1224 DX51351 DXSTo97 DXS7528
DXS7932 DXS6763 DXS1683
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Figura 13. Identificazione della regione malattia in Xpl22.2-Xp2l1 I
Genome-Browser Sarnta Criez, Hunan Assembly Mar. 2006 (htip - genome.ucsc. edit)

81



Marker

DXS81227

DXS990

DXS986

DXS987

DXS993

DXS1073

DXS8091

DXS1106

DXS1047

Sequenze Oligo

F 5°-AGAGGTCCGAGTCTTCCAC -3°
R 5°-ATAAGGGTTTACTCCCCCAA -3°

F 5-AGCTATATGACCAGTACAAACATAC -3°

R 5°- GACAGAAGGGACATCAACTC -3°
F 5°-CCTAAGTGCTCATCATCCCA -3°
R- 5’-AGCTCAATCCAAGTTGCTGA -3°
F 3GITGAGATAATGAGGCCAGT-37

R 5 TAAAAGCCTGGTTCTTCTAAA-3
F 5 -GGATCCTGTTTACAGCCTGT -3°

R 5°-CTACAGAGCAGTTCACTGGG -37

F 5°-GGCTGACTCCAGAGGC -37

R 3°-CCGAGTTATTACAAAGAAGCAC-3

F 5"-CACATICAGGTTCCACAGG -3°
R 3°-CAAGATCCAGGCAAAAGTC-3°

F 5"-TATGAGAACTCCCTAAACAAA -3°
R 3>-TGATGCACCAAATACCA -3°

F5- CCGGCTACAAGTGATGTCTA 3°
R 3°-CCTAGGTAACATAGTGAGACCTTG -3°

Marker

DX81001

DX81068

DXS1214

DXS8055

DXS8051

DXS8043

DXS81060

DX81226

DXS991

Sequenze Oligo
F 5°-CCGGCTACAAGTGATGTCTA -3°
R 5°-CCTAGGTAACATAGTGAGACCTTG -3°

F 5"-TCCTCTAAAGCATAGGGTCCA -3°
R 5°-CCCATCTGAGAACACGCTG -3°

F 5" - TAGAACCCAAATGACAACCA -3°
R5-AAGATAGCAGGCAACAATAAGA -3°

F 5°-AGTGGGTCACTCTAGTCATCAT -3°
R 5*-TCAGGTTTCTGTGTGGACAT -3°

F 5"-ACCAGAAATGAGCGATTATTG -3°
R 5-T1T'TTTGAACTAAGAACCTGGAG -3°

F-57-AGTTCTCAGAAACATTIGGTTIAGGC -3°
R-53"-AATTATTGGCAAAGAGTACAGGCAG -37

F5"-AAAATTAAAACATCTACTAGGCAGA -3°
R 5°-TACTGCGAACGGTGAGAG -3°

F 5"-CTAAACCCATCTGNCCTC -3°
R5-TTTCCAGCAACTACCTITCAT -3°

F 57-ACTTCAACCACAGAAGCCTC -3°
R 57-ATCATTTGAGCCAATTCTCC -3°

Tabella 1. I 18 marcatori polimorfici standard utilizzati nel 1° STEP i genotipizzazione della famigiia MRXS7.

ABE PRISM Linkage Mapping Sets vs2, Applied Biosystem)
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Maricer Sequenze Oligo

F 5°-TCAGACAAGTAGCCTTATGTG-3°
DX87104 R 5’-AGTCTCATCGCAACCTTT-3’
DXS987 F 3>GTTGAGATAATGAGGCCAGT-3’

R 5 TAAAAGCCTGGTTCTTCTAAA-3’
DXS207 F 5°-CTCTTGTCAGATTTITCAGGTCC -3’

R- 5°-GGAATACTTGTAAGTTCATTGGGA-3°
SR O F- - TTCATTAAAAGCCGTCTTTG -3’
T R-5-TGTTGAGTTTCCTCACAGC-3*

F-5'-CTAAACCCATCTGNCCTC-3"
21225 R-5-TTTCCAGCAACTACCTTTCAT-3*
RO F-5'-AGCTGGTTTTGTGATTCTGC-3’
ittt R-5"-GGCCTTGAGATGTAGCCA-3
DXS1061 F-5"-ATTTGTAAACCCTTCTGATTG-3°

R-5-ACGATAGACCATTATGATGTGT-3°
DXS1214 F-5’-TAGAACCCAAATGACAACCA-3’

F-5"-AAGATAGCAGGCAACAATAAGA-3

Tabella 2. Marcatori polimorfici addizionali utilizzati nel 2° STEP di genotipizzazione della famiglia MRXS7.
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DXS7104 -2.94 0.02 0.59 0.73 0.69 0.51 0.27
/DXS987 1.75 1.72 1.59 1.43 1.09 0.73 0.36 \
DXS207 2.43 2.38 2.22 2.00 1.54 1.04 0.52
DXS8019 2.35 2.31 2.15 1.94 1.50 1.02 0.52
DXS1226 2.35 2.31 2.15 1.94 1.50 1.02 0.52
DXS8099 1.75 1.72 1.59 1.43 1.0% 0.73 0.36
\DXS1061 0.35 0.34 0.30 0.26 0.16 0.08 0.02_/
DXS1214 -7.31 0.31 0.87 0.99 0.90 0.66 0.35

* Frazione di Ricombinazione

Figura 15. Validazione del date di linkage mediante metodo del “LOD SCORE .
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Imtervallo di Linkage Xp22 ........... ]
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Figura 16. Aplotipo Malattia ire MWMRXS8 7.
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Marcatori STRs
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Figura 17. Sefeziorne dei gerti candidati nel loctus MRX 87.

Gename-Browser Santa Cruz, Humarn Assembly Mar. 2006 (hitp . genome. mcsc. edit)
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b)) E
@) Esone Sequenze degli Oligo ) sone Lunghezza

di ARX di ARX dell’amplificato Tm MgCl2
) F 5-GCCACCCAATCTAAAGTTGC-3 1 300 bp 62° 1.5 mM
R 5 -GGTGATGATGAGTGATAAGG-3
> F SCTCCTGTTCCTGGTATGTGA--3" 2a 280 bp 62° 1.5 mM
R 5 AGAAGAATGCCTGTTNGGGT-- 3 N
- F 5 -CTTTTGTGCAAACTGTTCC-3 Zb 250 bp (0 sl
R- 5°-TCTCTGCCTGGTACACG- 3° .
3 F- 5 -TCTGAGAGCACCAACCAC-3° 3 350 bp 62 1.5mM
R-5"-TGCCAGTTTTCTTATGGAATCS’
(o)
4 F-5"-GGTGACTGACTCTGTGGC-3 4 S5 S0 1Y 1.3 mM
R-5-TGGAGTGAAATCAACATTTAASZ B}
s F 5 - GASTCAAGCOCOTTGATCCOCAG-3” . 2 2lloe (P2 Losiianiel

R 5-GTGTATGGATCGATTGCCTG-"37

<)

300 bp
200 bp
100 bp

Figura 19. @) Condizioni di amplificazione dei singoli esoni del genne ARX. B) Segquenze nucleotidiche degli oligo gene specifici
di ARX. o) Gel di agarosio chre mostra i firammenti di PCR ottenuti con gii ofige ARX esorne specifici.
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| Figura 20. fdentificagiorne e segregagione della mutagiorne ARX 429 E52dup2d irn MRX87.

(Laperuta C er al. 2007)
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Idrofobicita
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Figura 22. Analisi della idrofobcita della proteina ARX normale e della forma miutata.
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4 TRELT

Comparazione dei domini di polialanine di A

P Posizione ndi
ARAPORA aa alanine a eliche* Idrofobicita™
PA Lo 100-116 16 99-119 1.569
PA T2, 144-155 12 139-159 0.985 &= WT
pA_IIl7 ., 275-281 7 266-286 1.427
pA_IVg .y 431-439 9 428-448 1.414
PA_ D54 smut 100-123 24 (+8) 101-121 1.600
PA_TI»0 101 144-163 20 (+8) 144-164 1.600 & 11 Exp

Tabella 3. Valori di idrofobicita relativi ai quattre domini di polialanine di ARX normale(wit) e di ARX nelle sue forme
espanse (pA_I24 e pA_II20).
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Trancizionea *v alica { R fonliattn
D SAR Il Wl I LAy S B F 'J lvull““v
o eiica B foglietto
(2 : 1 o\pt f"’ﬂ- /u\o‘
5 % f-o o 1 ‘ g . ,0 '0“"
o Oo“- 5 &’:J 3 <_\ “
Gf‘.? $ €A\q h '1 ks \_VO—’ ’%-’\Q/O_LN\
g X 3 e et
o i Tacam %
P33 -&~ 4? & m ,D—N
: 3 -
n,<8 mmp o elica 8< ny<15 Ny, >15 s 3 foglietto

* L’inserzione di A accresce l'elicita e causa la transmone a p foglietti.

Figura 23. La transizione *a elica / B foglietto in tratti espansi di alanine (*L.a transizione é influenzata dal pH, dalla
temperatura e dai residui ammincacidici fiancheggianti).
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Figura 24. Affirrearrerito miilftiplio ¢ conservaziornie dei Pofid &ffi A RX
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M. domestica (ENSNMODPO0O0O0O00009070)

C. familiaris (XP_859978.1)

M. musculus (ENSMUSPO00000049039)
[ H. sapiens (Q96Q53)

L m. mulatta (ENSNMNUPO000D0024253)

R. norvegicus (ENSRNOPO0O0000048639)

B. taurus (XP_859978.1)

F. rubripes (NEWSINFRUPOOD00160402)

C. elegans (R08B4.2)

X. tropicalis (ENSXETP0O0000017211)

X. laevis (AANDO5413)

D. rerioc (ENSDARPO0000018328)

D. melanogaster (CG3935-RA)

0.1
Sostituzioni per sito

Figura 25. Alhero filogenetico di ARX.
CLUSTALW software at Etip:--www. ebi. ac. vl clustainw’
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| =} i L S | 7w smrimie fasi dellembirioceniesi 753

H. sapiens _D_D_D_m_n_l—l_ - Mantenimento di un sottotipo di meuroni nella cor"ft‘eccia cerebrale, ruolo chiave

s63 nelle primne fasi dellembricogenesi (sviluppo della tesia, del SNT ¢ SN (Gallist I3,
PI_A s PI_ApllI_A; pIV_Ag Miller D, 2000; Friocourt G et al. 2006).
M. mulatta _D_D_D_m_ﬂ_l:l_ - Sviluppo del SNC. Differenziazi ai inenza ganglionicA ¢ talamo. Coinvolto
S562 nella migrazione degli assoni nella piasira neurale (Friocourt G et al. 2006)..
RI_A.. PI_A - pllI_A, PIV_A,

M. musculus _D_D_D_mﬂ_lj_ - Sviluppo e regionalizzaziome delle aree nel SNC. Differenziazione dell’eminenza

562 ganglionica mediale, laterale, di striato ¢ corteccia (Cobos I et al 2005).
pl_A,.pPl_A. pll_A, plv_A

R. norvegicuS _m_D_I:I_ -MMigrazione degli intermeuroni GABAergici ¢ differenziazione delle aree cortico-

S0 striatali (Cobos I et al 2005).

p_Ag

X. tropicalis —m - sviluppo del SNC (Seufert D'W et al. 2005).

536

p_As

Forubripes  ——(EERRHHIII | e

p_A, 591
- Ruole nello sviluppo dell’asse testa coda dell’animale. NIutant in asistaless si
D. melanogaster —m—l:l— sviluppano senza arisire, ed antenne ed estremita mostrano aberrazoni (Kojima T et
408 al. 200S)
- Ruole nella fnzione chemioiattica e mnello sviluppo dei motoneuroni
C. elegans, ALR-1 —m_:'_ 362 GABAergici (Tucker M et al. 2005,
AlLX-like

Figura 26. Co-evoluziorne Strutturale e Funzionale di Aristaless e dei suoi ortologhsi.
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Figura 27: Alberi filogenetici di ARX completa e dei segrienti conterienti i tratti Polid.
CLUSTALW software at Brtp: 2 vwww. ebi. ac.ulcliastabny”
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