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ABSTRACT

La fenilchetonuria (PKU) & una malattia metabolica congenita autosomica recessiva derivante da una

carenza di fenilalanina idrossilasi, un enzima che catalizza l'idrossilazione della fenilalanina in

tirosina, in presenza di un cofattore, la tetraidrobiopterina (BH4), di ossigeno e di ferro,

compromettendo la velocita nel catabolismo della fenilalanina e di conseguenza lo sviluppo cognitivo

postnatale. La PKU viene identificata precocemente grazie a programmi di screening neonatali e puo

essere classificata, in base ai livelli ematici di Phe pretrattamento, come: PKU classica

(>1200umol/L), PKU moderata (900—1200umol/L) e PKU mild (600-900umol/L), HPA lieve o HPA

non PKU (<600umol/L), in aggiunta, PKU reattiva a BH4. Ad oggi si descrivono le forme responsive

alla BH4 e non responsive in seguito a test da carico per la BH4. La Dieto-terapia a basso contenuto

di fenilalanina é ad oggi il trattamento piu utilizzato e piu efficace. Viene utilizzata anche la terapia

a base di tetraidrobiopterina (BH4), un cofattore essenziale della fenilalanina idrossilasi.

L'intento di questo studio é effettuare I'analisi molecolare del gene PAH, evidenziare possibili

correlazioni tra genotipo e fenotipo e prevedere la responsivita alla BH4 in un gruppo di pazienti

affetti da iperfenilalaninemia in follow-up presso alcuni centri di terapia. Sono stati selezionati e

arruolati 290 pazienti sottoposti a sequenziamento Sanger per il gene della PAH. Di questi: 230

Eterozigoti Compositi, 35 Eterozigoti (portatori) e 25 omozigoti. La mutazione ¢.1208C>T p.A403V

risulta essere la piu frequente (82 pazienti su 290). Le mutazioni maggiormente frequenti sono state

analizzate sul database BioPku per stabilirne la predizione fenotipica e di responsivita alla BH4. La

forma piu severa (PKU Classica) risulta essere associata al genotipo ¢.1066-8G>C 1VS10-11 G/T in

0mozigosi a cui consegue una scarsa responsivita alla BH4. Mentre la forma piu lieve e associata ad
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una buona responsivita alla BH4 & la condizione di omozigosi per p.A403V. E stata valutata la
responsivita reale al test di 28 pazienti che, in cura presso 1’ospedale pediatrico Giovanni XXIII di
Bari, si sono sottoposti al test. La maggior parte dei pazienti responsivi (11 pazienti) hanno un
fenotipo mHPA quindi molto lieve. Tuttavia, vi sono pazienti in forma mPKU (4 pazienti) e in forma
pit grave mPKU (8 pazienti) con una responsivita positiva. Sono stati messi in relazione i genotipi

dei pazienti sottoposti al test con i risultati al test e le previsioni di responsivita previste sul sito e
software di predizione BioPku. Le responsivita si sono rivelate concordi con quelle attese in 18
pazienti, 3 erano non concordi con quelle attese e in 7 genotipi la predizione e assente su BioPku. Lo
studio si é rivelato concorde per il piu del 60% dei casi rispetto a quello atteso sul database. Lo studio

T

al farmaco. Sono stati studiati tre casi particolari: i primi due erano pazienti portatori di una sola
mutazione ma a cui era stata diagnosticata una iperfenilalaninemia. E stata, quindi, svolta 1’analisi in

due geni coinvolti nella sintesi della BH4 (QDPR Diidrobiopterina reduttasi e SPR Sepiapterina
reduttasi) presso I’Universita degli studi di Malta, ma non sono emerse ulteriori mutazioni. L ultimo
¢ una caso di mosaicismo in cui 1’analisi del’MLPA da tampone buccale ha rivelato la presenza di
una duplicazione de novo nell’esone 11 del gene PAH in una paziente di 4 anni con HPA,
duplicazione assente nell’analisi svolta su DNA estratto da sangue ed assente nei genitori. Il

mosaicismo spiega il quadro clinico della paziente.



ABBREVIAZIONI

AAAH: Amminoacido Aromatico Idrossilasi

AAVSs: Adeno-Associated Viruses

BH4: Tetraidrobiopterina

cPKU: Classic PKU

DBS: Dried Blood Spot

FMA: Microdosaggio Fluorimetrico

GMP: Glicomacropeptidi

HDR: Homology-directed repair

HPA: Iperfenilalaninemia

mHPA: Mild HPA

mPKU: Mild PKU

PAH: Fenilalanina Idrossilasi

PKU: Fenilchetonuria

gBH2: Diidrobiopterina

SD: Sapropterina diiclorato

SR: Sapropterina Reduttasi

TMS: Spettrometria di Massa Tandem

Tyr: Tirosina



PREFAZIONE

Il mondo di un individuo affetto da una malattia genetica € un mondo complesso, fatto di difficolta
che coinvolgono non solo il paziente in prima persona ma tutta la famiglia e le persone che lo
circondano. Si parla di malattie scoperte in eta neonatale se non pre-natale che cambiano
radicalmente la quotidianita e la qualita della vita di un individuo e ne caratterizzano il futuro.
Spaventa cio che non si comprende, cio che si percepisce come diverso, come non canonico;
dimentichiamo pero che la bellezza della vita e proprio la sua diversita e sua complessita di
comprensione. 1l ruolo del ricercatore é una figura chiave in questa complessita: rendere noto cio

che puo risultare ostico e sconosciuto riduce i timori, le differenze, accorcia le distanze.

In malattie come quella di cui parlero dove i pazienti sono sottoposti a diete rigidamente
controllate per la vita, la grande sfida per la ricerca é quella di migliorarne la qualita della vita
con la continua ricerca di alternative valide e costrutti proteici che migliorino la compliance della
dieta. In questo scenario risulta fondamentale la sinergia tra diverse branche scientifiche come
medicina, biologia, genetica, farmacia, bioinformatica, ecc..; per una migliore comprensione della

malattia e la messa appunto delle nuove strategie terapeutiche future.

La fenilchetonuria ¢ stata tra le primissime malattie genetiche ad essere scoperte ma i progressi
scientifico-tecnologici moderni rendono la comprensione di questa malattia ancora oggi un campo
di ricerca interessante. Lo studio trattera la relazione tra fenotipo-genotipo di una coorte di
pazienti con lo scopo di individuare le mutazioni piu frequenti e il loro impatto sul decorso della

malattia.



1. LAFENILCHETONURIA

La fenilchetonuria (PKU) e stata descritta per la prima volta in due fratelli norvegesi nel 1934 dal
medico norvegese Ivar Asbjgrn Fglling che analizzando attentamente 1’urina dei fratelli che
mostravano importanti disabilita mentali noto un particolare odore di muffa nelle urine. Fglling capi
che c’era una correlazione tra le due condizioni che gli studi successivi hanno chiarito trattarsi di

Iperfenilalaninemia. (1)

La fenilchetonuria (PKU) e un disturbo autosomico recessivo del metabolismo della fenilalanina
derivante da mutazioni sul gene della fenilalanina idrossilasi (PAH; 612349), un enzima che catalizza
I'idrossilazione della fenilalanina in tirosina in una reazione che richiede il co-substrato
tetraidrobiopterina (BH4), compromettendo la velocita nel catabolismo della fenilalanina e
causandone concentrazioni particolarmente elevate nel sangue (2). Se non trattata tempestivamente
I’eccesso di fenilalanina nel sangue comporta la formazione di corpi fenilchetonici che vengono
escreti nelle urine. Inoltre, una diminuzione delle concentrazioni di tirosina si traduce in una ridotta
produzione di melanina e di importanti neurotrasmettitori cerebrali quali dopamina e serotonina. La
fenilalanina attraversa la barriera emato-encefalica tramite un trasportatore di amminoacidi neutri
(LAT1) , e ha un effetto neurotossico a livello cerebrale che si manifesta con ritardo progressivo
dello sviluppo psicomotorio associato ad altre numerose manifestazioni quali eruzioni cutanee,
autismo, convulsioni, difetti motori, disturbi comportamentali e turbe psichiatriche, oltre a una

pigmentazione chiara di pelle, occhi e capelli, eczema e odore di muffa nelle urine. (3)

In condizioni normali le concentrazioni di Phe nel sangue non superano i 35-120 pmol/l. Le
iperfenilalaninemia vengono classificate in base alla concentrazione di Phe nel sangue in assenza di

trattamento.

La prevalenza della PKU varia tra le etnie e tra le diverse regioni geografiche del mondo, €

generalmente piu alta nei soggetti bianchi o nelle popolazioni dell'Asia orientale (~1: 10.000-15.000



nati vivi) (4). Tuttavia, la prevalenza in alcuni Paesi o regioni del Medio Oriente & paragonabile o
addirittura superiore a quella delle popolazioni bianche o dell'Asian orientale. Ad esempio, in Turchia
(5) e in alcune province dell’Iran (6) la prevalenza é rispettivamente di circa 1: 4.370 e 1: 4.698
neonati vivi. Questa prevalenza estremamente elevata potrebbe essere spiegata dalla maggiore
frequenza di matrimoni consanguinei. Al contrario la prevalenza della PKU é bassa in alcune

popolazioni asiatiche, come in Thailandia (1: 212.535) (7).

e in Giappone (1:120.000) (8). In Europa la prevalenza pu0 variare notevolmente in base ai paesi. In
Italia & di 1:2.700 neonati vivi e il paese europeo che registra la prevalenza piu bassa é la Finlandia

con un’incidenza inferiore a 1:100.000 nati vivi (9).

1.1 Patofisiologia ed effetti biochimici del deficit di PAH

La PAH € un enzima tetramerico monossigenasi contenente ferro che catalizza la reazione di
idrossilazione della Phe in Tyr (10). La reazione necessita della tetraidrobiopterina BH4 in quanto
co-fattore ed ossigeno e molecolare come substrati. Questa reazione avviene prevalentemente nel

fegato e in minor quantita nei tubuli renali (Fig. 1)

Il co-fattore BH4 viene ossidato in Diidrobiopterina (qBH2) e nel corso della reazione per supportare
I’idrossilazione della Phe viene continuamente riconvertito il BH4. Negli individui con PKU I’attivita
enzimatica della PAH é del tutto assente o sostanzialmente ridotta, provocando un significativo
accumulo di Phe nell’organismo e una ridotta concentrazione di Tyr. La carenza di Tyr nel sangue in
questi pazienti viene compensata dall’assunzione dell’amminoacido con 1’alimentazione o
integratori. La Phe in eccesso viene continuamente deamminata in fenilpiruvato e altri fenilchetonici
che vengono escreti nelle urine, dando origine al caratteristico odore di muffa nelle urine nei pazienti

con fenilchetonuria.

Si stima che nei soggetti normali circa il 10-20% della Phe assunta con la dieta venga utilizzata nel
fabbisogno giornaliero per il turnover proteico, il resto viene convertito il Tyr e di conseguenza nei

vari destini metabolici come la produzione di dopamina, adrenalina e noradrenalina, nella tiroide
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convertita in tiroxina e nei melanociti in melanina. Nel completo catabolismo la Tyr viene convertita

in acetato e fumarato (11).

Phenylalanine Tyrosine
O o}
Phenylalanine hydroxylase
N/ >
OH = OH
NH, /"\' NH,
BH4 qgBH2 HO
PLP Pyruvate v
Aminotransferase Alanine DNAJC12 acting
as a co-chaperone Tyrosinase
Phenylpyruvate
* Y
Phenyllactate and phenylacetate Melanin

Fig 1: Metabolismo della fenilalanina.

van Spronsen et al. Phenylketonuria. Nat Rev Dis Primers. 2021 (ref.11)

Alla luce delle vie metaboliche descritte, gli effetti biochimici della carenza di PAH in soggetti con
PKU sono sostanzialmente tre: L’Iperfenilalaninemia, 1’accumulo di fenilpiruvato e metaboliti
correlati e I’ipotirossinemia. Gli acidi organici come il fenilpiruvato sono escreti nelle urine e le
concentrazioni rimangono troppo basse per avere conseguenze cliniche anche in individui non trattati.
(12). La carenza di L-Tyr, in linea teorica, puo avere effetto sull’equilibrio amminoacidico cerebrale
e nella carenza di neurotrasmettitori. Nei soggetti con PKU i livelli di Tyr sono mediamente piu bassi
rispetto alla popolazione ma comunque non al di sotto dei range di normalita, poiché la L-Tyr viene
ingerita con le normali proteine presenti nella dieta quotidiana. Tuttavia, la sola integrazione di Tyr
nella dieta non basta a prevenire gli effetti di disabilita cognitiva nei soggetti con PKU, legati
principalmente all’effetto neurotossico della Phe in eccesso (13). L’effetto non neurologico
dell’ipotirossinemia e legato all’ipopigmentazione nella pelle dovuta alla conseguente ipoproduzione

di melanina (Fig 2).



1.2 Meccanismi di neuro patofisiologia e metabolismo cerebrale

Le manifestazioni cliniche pit importanti del deficit di PAH si verificano a livello cerebrale e sono

mediati dall’eccessiva concentrazione di Phe (Fig 2)

Skin Circulation Brain
! Protein synthesis
LAT1
ol Tyr 4
* Other 5
L Tyr LNAAS > | LI\:AAs
normal ‘ 1
L Tyr  Tryptophan
,, | @t 1@
Melanin -
! L-DOPA 1 5-OH-Tryptophan
1 Dopamine E { Serotonin
1 LNAAs :
EXPORT :

> T Phe

\/
* Epigenetic alterations
* Impaired myelin synthesis
* Impaired glucose metabolism
* Impaired protein synthesis
* Amyloid-like plaque formation
* Oxidative stress damage

Fig 2: Manifestazioni patologiche in PKU.

van Spronsen et al. Phenylketonuria. Nat Rev Dis Primers. 2021 (ref.11)

10



I grandi amminoacidi neutri (L-NAA), tra cui Phe, tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), attraversano la
barriera ematoencefalica grazie al trasportatore LAT1 (anche conosciuto come SL CA7A5) che e un
membro della famiglia delle proteine di trasporto transmembrana (11) ed €& espresso sia sulla
membrana luminale che su quella albuminale delle cellule endoteliali dei capillari cerebrali. L'affinita
di LAT1 per tutti gli LNAA ¢ elevata. La fenilalanina ematica ha un effetto inibitorio di tipo
competitivo sul trasporto degli altri amminoacidi, ne consegue un maggior afflusso nel cervello di
Phe rispetto agli altri amminoacidi neutri riducendone le concentrazioni cerebrali. Le basse
concentrazioni di amminoacidi neutri cerebrali causano una ridotta sintesi proteica generale e una
riduzione delle produzioni di neurotrasmettitori monoaminici (carenza di dopamina dovuta alla
carenza di tirosina e carenza di serotonina dovuta a carenza di triptofano). Gli esportatori di
amminoacidi neutri (EXPORT) hanno un grande ruolo compensatorio mitigando lo squilibrio

amminoacidico e ripristinando 1’omeostati.

Una volta attraversata la barriera ematoencefalica la Phe ha un ruolo inibitorio di tipo competitivo
sulle attivita della Tyr idrossilasi (TH) e del triptofano idrossilasi (TH) con conseguente carenza di
dopamina e serotonina. La carenza di questi due importanti neurotrasmettitori sono la causa maggiore
dei disturbi di ansia e disturbi dell’'umore nei pazienti PKU. L’alto apporto di Phe nel cervello ha

mostrato anche effetti su:

- alterazioni epigenetiche, € stato infatti dimostrato che alte concentrazioni di Phe alterano il
modello di metilazione di un gruppo di geni, compresi diversi microRNA regolatori nel
tessuto cerebrale e nei leucociti dei pazienti con PKU (14)

- metabolismo del glucosio, che si tramuta in un mancato apporto di energia e di conseguenza
ai gravi deficit cognitivi e comportamentali. Il meccanismo potrebbe essere legato
all'inibizione mediata dal Phe del piruvato chinasi (15) o di altri enzimi della glicolisi o della

fosforilazione ossidativa.
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- formazione di fibrille molto simili a placche amiloidi, la fenilalanina si auto-assembla in
fibrille con morfologia simile alle amiloidi associate alla malattia di Alzheimer. Questi gruppi
sono specificamente riconosciuti dagli anticorpi e mostrano citotossicita che puo essere
neutralizzata dagli anticorpi, si ipotizza abbiano un ruolo patogenetico nei deficit cognitivi
associati alla PKU (16);

- compromissione della sintesi della mielina; ’HPA causa disturbi della crescita dendritica nei
neuroni e della connettivita sinaptica. Cio e stato descritto sia in esperimenti in vitro che in
modelli animali (17) (18). Disturbi della mielinizzazione nei pazienti con PKU furono
originariamente riportati negli anni '50 (19). Anche se ¢ stato suggerito che I’HPA alteri il
fenotipo degli oligodendrociti da mielinizzanti a non mielinizzanti, studi successivi su
oligodendrociti di ratto mostrano capacita di deporre guaine mieliniche normali le condizioni
di iperfenilalaninemia. (20). Le anomalie della sostanza bianca osservata nei pazienti con
PKU sono diffuse in tutto il cervello e progredisce con I'eta. Queste anomalie, si ipotizza
possano essere originate da meccanismi generali, che possono avvenire in combinazione come
ad esempio: una diminuzione dell'attivita degli enzimi coinvolti nella biosintesi del
colesterolo e di altri precursori della mielina, un tasso ridotto di sintesi proteica cerebrale,
alterazioni epigenetiche e danno citotossico, tuttavia i precisi meccanismi alla base dei disturbi
della materia bianca (e grigia) associati ad alte concentrazioni di Phe nel cervello rimangono

sconosciuti. (11)(21).

Riassumendo quelli che sono gli aspetti patologici cerebrali dell’HPA si puo affermare che tre diversi
meccanismi contribuiscono alla genesi delle carenze di neurotrasmettitori: in primo luogo, la carenza
cerebrale di Tyr e Trp (i substrati per la sintesi di dopamina e serotonina, rispettivamente) nel cervello
a causa della competizione per il trasporto degli amminoacidi; in secondo luogo, la diminuzione
dell’espressione della Tyr idrossilasi (TH) e della triptofano idrossilasi 2 (TPH 2), che catalizzano le

fasi della sintesi della dopamina e della serotonina ; e terzo, inibizione di tipo competitivo delle
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attivita di TH e TPH 2 mediata dalla Phe. I difetti del metabolismo cerebrale causati da alti livelli di
Phe sono ancora un campo di studio in espansione, questo e dovuto al probabile coinvolgimento di
pitll meccanismi, lo stadio di sviluppo del cervello e il momento in cui inizia il trattamento (precoce

o tardivo) (11).

1.3La Fenilalanina Idrossilasi

La fenilalanina idrossilasi (PAH ; EC 1.14.16.1 ) ¢ I’enzima che catalizza I'idrossilazione della
fenilalanina in tirosina. La reazione dipende dalla tetraidrobiopterina (BH4), come cofattore,

dall'ossigeno molecolare e dal ferro.

La proteina & codificata dal gene della fenilalanina idrossilasi (PAH) localizzato sul cromosoma
12923.2. La sequenza genomica e le sue regioni fiancheggianti si estendono per circa 171 kb e
contiene 13 esoni (22). L'UTR 5’ copre circa 27 kb e la sequenza di 3° UTR a valle del sito poli(A)

nell'esone 13 copre circa 65 kb (Fig 3).
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Fig 3: Struttura del gene PAH e relative mutazioni piu frequenti introniche ed esoniche.

Vela-Amieva M, Alcantara-Ortigoza MA, Ibarra-Gonzalez I, et al. An Updated PAH Mutational Spectrum of Phenylketonuria in
Mexican Patients Attending a Single Center: Biochemical, Clinical-Genotyping Correlations. Genes (Basel). 2021;12(11):1676.
Published 2021 Oct 23.

La fenilalanina idrossilasi € una proteina citoplasmatica presente principalmente negli epatociti, dove
svolge la sua attivita enzimatica. Il fegato & il principale responsabile della metabolizzazione della
fenilalanina ottenuta da fonti alimentari e sebbene la fenilalanina idrossilasi si trovi prevalentemente
nelle cellule del fegato, bassi livelli di questo enzima possono essere rilevati anche in altri tessuti
dell'organismo; tra questi, le cellule renali (23). La PAH del rene umano puo svolgere un ruolo
significativo nell'omeostasi della fenilalanina nell'organismo, poiché é stata osservata una ridotta
idrossilazione della fenilalanina nell'insufficienza renale (24). Tuttavia, I'esatto significato fisiologico

della fenilalanina idrossilasi in tessuti extraepatici rimane meno conosciuto.

La PAH & un membro della famiglia degli enzimi dell'amminoacido aromatico idrossilasi (AAAH).
Gli AAAH sono caratterizzati dalla presenza di un ferro ferroso non eme catalitico e necessitano di
un cofattore come BH4 e ossigeno molecolare come substrato aggiuntivo. | geni che codificano la
fenilalanina idrossilasi (PAH) nei mammiferi, tirosina idrossilasi (TH) e due triptofani idrossilasi
(TPH1 e TPH2), prendono il nome dai loro specifici substrati amminoacidici. La PAH dei mammiferi
e un enzima omotetramerico di subunita da 50 kDa. Ciascuna subunita PAH é composta da un
dominio regolatorio N-terminale (residui 1-110), un dominio catalitico centrale (residui 111-410) e
un dominio di oligomerizzazione C-terminale (residui 411-452) (Fig.3). Il dominio regolatorio N-
terminale é classificato come dominio ACT, un modulo regolatorio presente in diverse proteine, che
spesso dimerizza e lega gli amminoacidi. Questo dominio e agganciato in modo flessibile al dominio
catalitico tramite una regione a cerniera (Arg111-Thr117), ma stabilisce ampi contatti con il dominio
catalitico della subunita adiacente all'interno del dimero. Il dominio regolatorio & necessario per

I'attivazione da parte di L-Phe. Il dominio catalitico contiene i siti di legame per ferro, cofattore e
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substrato. Nel sito attivo il ferro si lega a due istidine (His285 e His290 in hPAH) e a un glutammato

(Glu330 in hPAH).

Il dominio di oligomerizzazione inizia con un foglio antiparallelo (residui 411414 e 421-424),
responsabile della dimerizzazione, seguito da un'elica lunga 40 A (residui 428-452) che media la

tetramerizzazione attraverso la formazione di bobine antiparallele con gli altri monomeri.

Diversi meccanismi agiscono insieme per controllare I'attivita di PAH nei mammiferi, e ’attivazione
dell’enzima ¢ regolata dalla quantita di L -Phe, dal cofattore naturale BH 4, e dalla fosforilazione in

Serl6 da parte delle proteine chinasi CAMP-dipendenti (25).

~ C% 9. Catalytic

Regulatory

Z Oligomerization
domain

domain

Fig.4: Struttura della PAH e domini : catalitico, regolatorio e di oligomerizzazione
Flydal MI, Martinez A. Phenylalanine hydroxylase: function, structure, and regulation. IUBMB Life. 2013 (ref.25)

Alcune delle mutazioni piu frequenti sono localizzate nell'interfaccia dei domini catalitico e di

tetramerizzazione. Sono ancora in discussione i loro effetti sulla stabilita strutturale e cellulare

dell'enzima (26).
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1.4 Classificazioni della PKU

Prima del 1953, data del primo trattamento dietetico della fenilchetonuria, i pazienti affetti da questa
patologia non venivano trattati con dietoterapia; pertanto, la classificazione si & basata per decenni

sulle concentrazioni di Phe nel sangue in condizioni di non trattamento. Veniva classificata in :

e PKU Classica (>1200 umol/L)
e PKU Moderata (900-1200 umol/L)
e PKU Lieve (600-900 umol/L)

e HPA lieve o benigna (120-600 umol/L) (27).

Oggi essendo una malattia riconosciuta precocemente grazie agli screening neonatali questa patologia
viene trattata altrettanto tempestivamente, pertanto questa classificazione pretrattamento non e piu
valida (28). Le nuove classificazioni delle linee guida europee prevedono una classificazione basata

sulla tolleranza alla Phe, classificando le forme di PKU in:

e HPA lieve (120-360 pmol/L), che non ha bisogno di alcun trattamento
e PKU (>360 umol/L) che viene classificata ulteriormente come;

o Responsiva alla BH4

o Non responsiva alla BH4

o PKU Materna, in donne in gravidanza che mostrano valori oltre i 360 umol/L (29).

1.4.1 PKU Materna

Nelle donne in gravidanza affette da PKU, alti livelli di Phe nel sangue possono compromettere lo
sviluppo fetale. Questa condizione e chiamata PKU materna poiché un feto, geneticamente sano, puo
presentare anomalie derivanti dalle altre concentrazioni di Phe nel sangue materno durante la
gravidanza. | bambini hanno un aumentato rischio di sviluppare microcefalia, ritardo mentale e difetti
cardiaci congeniti (30). In queste donne & importante far rientrare i livelli di Phe al di sotto dei 360

umol/l con la dieta iniziando il trattamento ben prima dell’inizio della gravidanza (31). Il rischio puo
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ridursi a livelli accettabili anche con concentrazioni inferiori ai 600 umol/l nelle prime 10 settimane
di eta gestazionale (32). Rimane comunque opportuno abbassare i livelli di Phe non oltre i 360 pumol/I
considerando periodo a rischio non solo I’intera gravidanza ma anche il periodo antecedente al
concepimento. Anche per la PKU materna la dietoterapia rimane il metodo piu efficace per controllare
le concentrazioni ematiche di Phe. Tuttavia I'uso di Sapropterina dicloridrato (SD) durante la
gravidanza risulta efficace in termini di controllo metabolico e tolleranza alla Phe, nelle madri Bh4
responsive, con conseguente diminuzione del rischio di sviluppare anomalie fetali (33). Resta
comunque importante mantenere un controllo bilanciato dei livelli di Phe che non devono scendere
oltre i 120 umol/L, poiché una condizione di ipofenilalaninemia € associata ad un ritardo della crescita
intrauterina. Infatti, a partire dalla 16-22 settimana di gestazione la crescita della placenta e del feto
e cosi rapita da aumentare in fabbisogno proteico e quindi anche di Phe. (34). Nella gestione della
Pku materna si tiene conto anche di altri fattori come proteine totali, iperemesi gravidica, i livelli
bassi di Tyr e la concentrazione di acido folico. Pertanto, nella dieta ¢ nell’assunzione di integratori
vengono considerati tutti questi fattori e il loro bilanciamento al fine di non avere problemi legati allo

sviluppo fetale e non necessitare di procedure aggiuntive durante 1’assistenza prenatale o perinatale.

1.5 Eziologia genetica

L'HPA é piu comunemente causata da varianti patogenetiche, ereditate in modo autosomico
recessivo, nel gene PAH situato sul cromosoma 12, (Fig. 5) che portano alla produzione di monomeri

PAH con attivita ridotta o nulla o alla completa assenza di proteina PAH.

Chr. 12

Fig.5: cromosoma 12 e localizzazione della PAH. (Ensembl.org)

Piu raramente, la carenza funzionale di PAH é causata da un deficit di BH4 dovuto a difetti ereditari

nella sintesi della biopterina (carenza di GTP ciclo idrolasi 1 (GTPC H) o di 6-piruvoil-
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tetraidropterina sintasi (PTPS)) o nel riciclo di BH4 (carenza di diidropteridina reduttasi (DHPR) o

di pterin-4a-carbinolamina deidratasi (PC D)).

La prima mutazione PKU identificata nel gene PAH é stata una singola variazione di base (G>A) nel
sito donatore canonico di giunzione 5’ dell'introne 12 (IVS 11-10nt G>A). Chiaramente la mutazione
del sito donatore del sito di splicing provoca un’anomala maturazione del’'mRNA nell'HPA e una

perdita dell'attivita della proteina stessa (35)

Le prime ricerche genetiche sul gene hanno rivelato molte delle mutazioni, per lo piu di tipo missenso,

che tutt’oggi vengono riscontrate in maniera piu frequente nei pazienti con PKU (36).

Ad oggi si conoscono piu di 1.000 varianti di PAH catalogate in individui con PKU provenienti da
tutto il mondo. Molti pazienti sono eterozigoti composti per due diverse varianti di PAH, il che porta
a piu di 2.600 genotipi noti che causano PKU. La maggior parte delle varianti PAH sono sostituzioni
amminoacidiche missenso (58,3%), mentre le varianti frameshift (13,9%), le varianti di splicing
(13,1% ), le varianti nonsenso (6,9%) e le sostituzioni sinonime (4,9%) sono meno comuni (37). Il
17,9% delle varianti patogenetiche si verifica nelle regioni introniche o non tradotte del gene PAH.
Essendo la maggior parte dei pazienti eterozigoti compositi la coespressione di due diversi alleli
varianti puo alterare la stabilita e I'attivita della PAH rispetto all'attivita prevista da uno dei due singoli
alleli; sono noti esempi di complementazione inter-allelica sia positiva che negativa (38).
Aggiungendo quindi una notevole complessita alla predizione genotipo-fenotipo (39). | genotipi che
producono una certa attivita residua di PAH possono essere associati a un fenotipo BH 4-responsivo,
in cui la supplementazione orale di BH4 porta alla stabilizzazione del tetramero PAH (40), con
conseguente aumento dell'attivitd epatica di PAH e della tolleranza al PHE nella dieta (41). E
interessante notare che la forma autosomica dominante di carenza di GTPC H e di sapropterina
reduttasi (SR) diminuisce l'attivita della PAH, ma non abbastanza da determinare I'HPA (42). Una

causa aggiuntiva di HPA ¢ I’assenza del chaperone DNA JC 12, descritta di recente con una grande
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rilevanza clinica, che compromette il ripiegamento e I'assemblaggio dei monomeri funzionali di PAH

(43).

1.6 Screening

Oggai si effettua lo screening neonatale per la PKU nella maggior parte dei Paesi/regioni del mondo,

cio ha portato alla diagnosi precoce in periodo neonatale. In Italia lo screening € obbligatorio dal

1992, e prevede anche il test per I’ipotiroidismo congenito ¢ la fibrosi cistica. Lo screening prevede

la raccolta di una goccia di sangue mediante una puntura del tallone del neonato. Il momento migliore

per il prelievo di sangue e tra le 24 e le 72 ore dopo la nascita ma questa tempistica puo variare di

paese in paese. Si raccoglie una goccia di sangue su carta da filtro (cartoncino Guthrie) in modo che

i cerchi segnati sul cartoncino siano completamente saturi. La fase analitica del processo di screening

consiste nell'analisi biochimica e nel rinvio del neonato per i test di conferma. Esistono diverse

metodologie di screening di laboratorio per la valutazione delle concentrazioni di Phe nel sangue:
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Il test di inibizione batterica (BIA) - test di Guthrie, é stato il primo metodo utilizzato per
valutare le concentrazioni di Phe nel sangue. Il sangue viene raccolto su un pezzo di carta
filtro, Dried Blood Spot (DBS) e posto su una piastra con il terreno di coltura (un gel di agar),
incubato con una specie batterica chiamata Bacillus Subtilis e la B-2-tienialanina, antagonista
della fenilalanina. Il risultato e letto confrontando il diametro del campione di ogni disco di
colonia alle colonie di una serie di dischi di riferimento con il contenuto di fenilalanina
standard. Quando la coltura batterica non puo crescere, il test € negativo (44). Questo test e
semplice, poco costoso e adatto allo screening di un gran numero di singoli campioni; tuttavia,
e un metodo semiquantitativo con una sensibilita limitata (ad esempio, la presenza di
antibiotici puo causare risultati falsi negativi).

Microdosaggio Fluorimetrico (FMA), il metodo prevede una separazione cromatografica

seguita da derivatizzazione e rilevazione fluorimetrica.



- Spettrometria di massa (TMS), che consente di misurare piu aminoacidi. Infatti, sia la BIA
che la FMA rilevano solo un singolo amminoacido, come il Phe, limite superato dall’avvento
della TMS. Con la TMS si possono misurare contemporaneamente i livelli di fenilalanina,
tirosina ed il loro rapporto (Phe/Tyr), consentendo inoltre di identificare contemporaneamente

numerosi altri marker per ulteriori errori congeniti del metabolismo (45)

Mentre in passato la concentrazione di Phe di 240 umol/l (4 mg/dl) era un cut-off comunemente
utilizzato per un risultato di screening positivo per la PKU, il TMS ha fornito un rilevamento piu
sensibile, con una concentrazione di cut-off di Phe di 120 pumol/l (2 mg/dl) in combinazione con un

rapporto Phe-Tyr >1,5 che da un risultato di screening positivo per PKU (46).

1.7 La dietoterapia

Le piu recenti linee guida sia statunitensi che europee per il controllo di tutti gli aspetti del deficit di
PAH sono abbastanza coerenti tra loro. Entrambe le linee guida raccomandano di iniziare il
trattamento quando le concentrazioni di Phe superano i 360 umol/l, in quanto nei pazienti con PKU
trattati & stato chiaramente dimostrato che concentrazioni piu elevate di Phe determinano esiti non
ottimali e non si ha ancora una certezza della buona riuscita della terapia solo quando i livelli di Phe
superano i 600 pumol/l. Entrambe le linee guida raccomandano di mantenere le concentrazioni di Phe
al di sotto di 360 pmol/l nei bambini e nelle donne che desiderano avere figli. L'unica vera differenza
tra queste linee guida e che quelle statunitensi raccomandano di mantenere la concentrazione di Phe
nel sangue al di sotto di 360 umol/l sia negli adolescenti che negli adulti, mentre le linee guida europee
raccomandano di mantenere le concentrazioni di Phe inferiori ai 600 pumol/l nei soggetti di eta
superiore ai 12 anni. Altra differenza é che, mentre le linee guida statunitensi si basano sull'idea che
pill le concentrazioni di Phe si avvicinano a quelle fisiologiche, migliori sono i risultati, e che i nuovi

trattamenti come la pegvaliase e la terapia genica, consentiranno ai pazienti di ottenere queste
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concentrazioni di Phe (47). Le linee guida europee non forniscono dati certi sull’influenza delle

concentrazioni di Phe tra 360-600 umol/l sul trattamento con pegvaliase.

La Phe ¢ considerato un amminoacido essenziale, non essendo sintetizzato nell’organismo le sue
concentrazioni nel sangue dipendono sostanzialmente dall’assunzione di Phe con la dieta. Questo
principio rende il trattamento dietetico a basso contenuto di Phe il trattamento piu efficace. Sebbene
I’efficacia della dietoterapia sia stata ampiamente dimostrata come trattamento della PKU, essa non
soddisfa appieno le esigenze nutrizionali di un’alimentazione normale. Ad esempio, € stato
dimostrato come bambini sottoposti a dietoterapia presentino con maggior incidenza disturbi

dell’attenzione e dell’apprendimento rispetto a bambini senza PKU (48).

Eppure, la mancanza di un controllo metabolico durante I’adolescenza e ’eta adulta comporta la

comparsa di effetti negativi sull’attenzione, umore, memoria ¢ funzioni esecutive (49).
Il trattamento dietetico comprende tre aspetti:

- Restrizione di proteine naturali
- Integrazione con una miscela di amminoacidi priva di Phe

- Consumo di prodotti alimentari a basso contenuto proteico

L’entita della restrizione dell’apporto delle proteine naturali si basa su diversi fattori che tengono
conto della quantita di Phe necessaria alla sintesi proteica netta (ad esempio, crescita in funzione
dell’eta, equilibrio tra anabolismo ¢ catabolismo nei periodi di malattia) e al grado di gravita di
PKU. Limitando I’apporto di proteine naturali nella dieta non solo si riduce la quantita di Phe
assimilata ma anche di tutti gli altri amminoacidi e componenti delle proteine naturali (Vitamine,
minerali, carnitina ecc..). Pertanto, ¢ necessario abbinare alla dieta 1’assunzione di un sostituto
proteico, ovvero un integratore alimentare che contenga una miscela di amminoacidi priva di Phe
e arricchita di Tyr (che nei soggetti sani viene prodotta a partire da Phe), e gli altri micronutrienti

presenti generalmente nelle proteine naturali. L’alimentazione di questi pazienti € costituita in
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gran parte da prodotti alimentari a basso contenuto proteico, consistono in carboidrati e grazzi
che sostituiscono pane e pasta consentendo ai pazienti di avere un profilo alimentare che in

qualche modo imiti una normale abitudine alimentare (50)

E bene che i pazienti siano sottoposti a dietoterapia il piti precocemente possibile per prevenire i
danni da HPA o per avere miglioramenti laddove il danno si sia gia verificato (51). Il trattamento
viene personalizzato e migliorato in base alle esigenze del paziente, poiché la carenza di proteine
e Phe ha notevoli effetti negativi tra cui: blocco della crescita, alopecia, anoressia ed eruzione

eczematose (52).

Lo screening neonatale non e ancora in vigore in tutti i paesi del mondo, per cui a molte persone
viene diagnosticata la PKU quando questa si € gia manifestata con gravi disturbi neuro cerebrali.
Un principio importante per I’introduzione dei sostituti proteici ¢ il “gently and slowly”, data la
difficolta e I’'impegno dell’abitudine ai sostituti proteici, ¢ importante che I’introduzione sia
condotta con grande delicatezza e gradualmente. 1l comportamento del paziente puo migliorare
anche dopo 6-12 mesi dall’inizio dell’introduzione della nuova dieta e potrebbe essere possibile
anche un aumento della funzione neuro cognitiva (53). La grande sfida per i sostituti proteici €
quella di cercare di migliorarne la completezza, 1’assenza di Phe, il gusto ¢ la facilita d’uso. Ad
0ggi vengono utilizzati dei glicomacropeptidi (GMP), una componente del siero di latte priva di
Phe. L’uso di questi GMP rappresenta un miglioramento rispetto ai classici sostituti proteici nel
gusto e nel senso di sazieta, oltre che mostrare un ruolo negli aspetti immunologici riducendo
I’inflammazione (54). Tuttavia, le proteine residue contenenti Phe non sono facilmente separabili,
questo comporta una leggera presenza di Phe (1-2%), nonché una necessita di arricchimento di
LNAA, come Tyr, che compromettono il gusto (55). Recentemente & stata sviluppata una
formulazione in cui al sostituto proteico e stato aggiunto un rivestimento. La formulazione

prevede un rivestimento costituito da etilcellulosa e alginati che racchiudono granuli di



amminoacidi (senza Phe), in questo modo il rilascio degli amminoacidi nel sangue é nettamente

migliore, agevolando di conseguenza sintesi proteica e produzione di energia.

1.7.1 Fenilchetonuria e allattamento

Per molto tempo I’allattamento, subito dopo la nascita di bambini con PKU, é stato considerato
impossibile data la scarsa conoscenza delle reali quantita di latte materno consumate dal neonato e di
conseguenza il rischio di assunzioni di quantita incontrollate di Phe (56). Ad oggi, invece, il latte
umano € decisamente raccomandato anche se in modalita ben precise. La prima consiste nel
somministrare ai neonati il latte materno tramite biberon in modo da monitorare le esatte quantita di
latte consumato. Questo approccio pero ha implicazioni sociali non indifferenti impedendo
’allattamento diretto al seno alle neomamme. Altro approccio utilizzato meno restrittivo ¢ quello di
somministrare al neonato delle miscele di amminoacidi basate su concentrazioni target di Phe che
vanno a compensare la quantita maggiore o minore di proteine totali assunte con il consumo di latte.
Ad esempio, un bambino che assume una quantita maggiore di latte consumera una quantita minore
dell’integratore di amminoacidi prima dell’allattamento, in questo modo I’apporto di proteine totali
rimane invariato (57). Nel caso contrario, una madre affetta da PKU puo tranquillamente allattare il
suo bambino indipendentemente dal fatto che sia affetto da PKU o meno, purché essa abbia una giusta
adesione alla dietoterapia. Nel primo caso le concentrazioni di Phe del neonato affetto andranno

comunque monitorate.

Lo svezzamento dei bambini affetti non € diverso da quello dei bambini sani anche se decisamente

pit povero di alimenti ad alto contenuto di proteine naturali. (11)
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1.8 Terapie farmacologiche

In questo momento sono disponibili due farmaci per ridurre le concentrazioni di Phe nel sangue che
possono fungere da supporto al controllo dietetico o sostituirsi completamente alla dieta nei casi piu
lievi. Il primo é la sapropterina dicloridrato (Kuvan®, BioMarin), una preparazione sintetica della
tetraidrobiopterina (BH4), il cofattore naturale della PAH. Agisce come chaperone farmacologico,
riducendo la concentrazione di Phe nel sangue e aumentando la tolleranza di Phe nella dieta nei
pazienti responsivi alla BH4 con deficit di PAH. Per stabilire la responsivita alla BH4 si effettua un
test da carico di BH4 a 24 e 48h e valutarne la diminuzione di Phe. Gli esperti raccomandano il test
di risposta alla sapropterina dicloridrato nei pazienti (non trattati) con concentrazioni di Phe nel
sangue pari a 360-2000 umol/L, tranne in quelli con due mutazioni nulle. Per i neonati, si raccomanda
un test di carico con sapropterina dicloridrato per 24 ore; la responsivita € definita come una
diminuzione della Phe ematica >30%. L’endpoint principale per uno studio da 48 ore a 7 giorni ¢ una
diminuzione della Phe nel sangue, mentre 1’endpoint da valutare durante uno studio piu lungo ¢ il
miglioramento della tolleranza alla Phe. Un test di risposta a 48 ore dovrebbe essere preso in
considerazione anche nelle pazienti in gravidanza che non riescono a raggiungere una Phe ematica <
360 pmol/L con una dieta povera di Phe (58). Per quanto concerne 1’allattamento, non sono stati
segnalati problemi di sicurezza nei neonati di madri che allattavano durante il trattamento con
sapropterina. Le linee guida statunitensi ed europee affermano che l'integrazione di sapropterina
dicloridrato non e controindicata nelle donne che allattano e che rispondono al BH4, in aggiunta alla

terapia dietetica (59).

Il secondo farmaco in commercio & la Phe-ammoniaca-liasi pegilata (pegvaliase; PALYNZIQ®,
BioMarin), un farmaco iniettabile approvato dalla FDA nel 2018. La pegvaliase converte Phe in acido
trans-cinnamico e ammoniaca, abbassando quindi radicalmente le concentrazioni di Phe nel sangue

(60).
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Il pegvaliase ha presentato alcuni inconvenienti, tra cui eventi avversi di gravita variabile da reazioni
cutanee locali a reazioni piu generali, artralgie e, molto raramente, risposte anafilattiche. Questi eventi
si basano sullo sviluppo dell’inflammazione con anticorpi anti-PEG che causano gli eventi piu gravi,
e gli anticorpi anti pegvaliase che persistono e causano danni minori. Sulla base di queste
controindicazioni ¢ importante 1’aderenza alla posologia in base alle linee guida per superare la
risposta anticorpale e aumentare 1’efficienza del farmaco (61). Dal 2019 e stato approvato anche in
Europa da parte del’EMA European Medicin Agency (EMA/161737/2019) in pazienti con eta

superiore ai 12 anni e con livelli di Phe superiori a 600 umol/L

1.8.1 Nuove Frontiere terapeutiche

La grande sfida per le nuove terapie ¢ quella di ripristinare completamente 1’attivita della PAH nel
fegato. Sono in fase di sperimentazione alcune delle possibili terapie geniche che sfruttano metodiche

differenti :

- Editing genomico basato su CRISPR-Cas; questi sistemi consentono la conversione delle
coppie di basi C-G in T-A e viceversa, indipendentemente dalla formazione di rotture del
dsDNA e dalla HDR (homology-directed repair). Si osserva nei topi una ripresa >20%
dell’attivita enzimatica (62).

- Adeno-Associated Viruses (AAVs): lo studio si basa sulla somministrazione di un vettore
virale contenente una forma ottimizzata del cDNA della fenilalanina idrossilasi umana come
singola dose endovenosa nei topi mantenuti con una dieta normale. | risultati sono stati una
sostenuta riduzione della fenilalanina sierica e livelli di tirosina normali. Tuttavia il DNA
inserito non sembra integrarsi e quindi l'espressione dei geni inseriti pud essere mantenuta

solo per brevi periodi (63) ;
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- Vettori lentivirali: L’utilizzo di questi vettori consentirebbe 1’integrazione del gene in maniera
stabile nel genoma ma che potrebbe comportare delle mutagenesi inserzionali pertanto le
sperimentazioni sono ancora lontane dalle fasi cliniche (64);

- mMRNA PAH; ImRNA viene racchiuso in nanoparticelle lipidiche che vengono
successivamente assorbite nel fegato comportando un ripristino dell’attivita enzimatica negli
epatociti escludendo una risposta anticorpale come avviene nell’utilizzo di vettori virali.
L’mRNA dovrebbe essere somministrato periodicamente. Non sono ancora disponibili dati
sull’'uvomo e sull’efficacia essendo una tecnica sperimentata per altre malattie metaboliche

come Fabry (65) , galattosemia (66), acidemia metilmalonica (67)ed altri (11).

Altri approcci di terapie in fase di sperimentazione mirano a sostituire I’attivita enzimatica. La terapia
di sostituzione enzimatica al momento approvata ¢ 1’utilizzo della pegvaliase (PAL), quest’ultima
tuttavia, puo comportare delle forti reazioni di ipersensibilita. Per fronteggiare questo problema un
processo sperimentale consente di produrre 1’enzima nei globuli rossi di un donatore universale, che
carichi di PAL vengono poi trasfusi in pazienti con PKU. Il globulo rosso protegge la PAL esogena
dal sistema immunitario ¢ contemporaneamente lo trasporta nel fegato consentendone I’attivita negli
epatociti. Sperimentazioni in modelli murini hanno ottenuto ottimi risultati riducendo la

concentrazione ematica di Phe e prevenendo la disabilita nei topi. (68)(69).

In fase sperimentale sono anche nuove terapie orali che andrebbero a sostituire I’attuale sapropterina.
Uno studio ha dimostrato come la sepiapterina (precursore della BH4) abbia maggiore capacita di
entrare nelle cellule rispetto alla terapia attuale. Inoltre, le concentrazioni plasmatiche di BH4 erano
nettamente superiori in volontari sani che hanno assunto sepiapterina rispetto ai volontari che hanno
assunto sapropterina. La sepiapterina sembrerebbe raddoppiare anche le concentrazioni di BH4 nel

liquido cerebrospinale (70).

Esistono anche studi che lavorano alla formulazione di sostituti o modifiche della pegvaliase. Un

ceppo probiotico di Escherichia coli Nissle € stato ingegnerizzato per sovra esprimere PAL e colpire
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direttamente la Phe intestinale (71). La somministrazione di questo probiotico a volontari sani e a
soggetti affetti da PKU ha confermato la produzione di acido trans-cinnamico, ma non e stata
riscontrata alcuna riduzione delle concentrazioni di Phe (72). Mentre le concentrazioni di Phe
riflettono chiaramente il controllo metabolico nella PKU, gli effetti dei cambiamenti metabolici sulla
funzione esecutiva, sul QI e sull'umore negli adulti con PKU sono piu difficili da valutare. Pertanto,
€ necessario un continuo monitoraggio e una valutazione attenta di queste terapie su tutti gli aspetti a

lungo termine della malattia.
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2. SCOPO DEL PROGETTO

Lo scopo di questo studio e effettuare I'analisi molecolare del gene PAH, evidenziare possibili
correlazioni tra genotipo e fenotipo e prevedere la responsivita alla BH4 in un gruppo di pazienti
affetti da iperfenilalaninemia in follow-up presso 1’ospedale pediatrico di Bari. La genotipizzazione
del gene PAH nei pazienti PKU e utile per caratterizzare il fenotipo in relazione al grado di severita
della patologia, per classificare i pazienti come responsivi 0 no alla BH4 e per guidare nelle scelte
riproduttive. Questo ci consentirebbe in futuro di poter formulare una dieta personalizzata in base alle
esigenze di ogni singolo paziente integrata con la somministrazione di BH4; questa associazione, 0
la sola BH4 in monoterapia, potrebbe evitare i rischi nutrizionali e gli inconvenienti socioeconomici

e psicologici conseguenti alle dieto-terapie.

Durante il primo anno del corso di dottorato sono stati analizzati i dati di pazienti affetti da
Iperfenilalaninemia gia studiati nel corso degli anni e presenti nei database del servizio di Genetica
Medica dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Policlinico Riuniti Di Foggia, e nuovi pazienti
reclutati nel corso dell’anno, in cui ¢ stata effettuata la genotipizzazione del gene PAH, catalogate le
mutazioni riscontrate, e studiata la predizione fenotipica e alla responsivita alla BH4 grazie al
database BIOPKU (www.biopku.org). Lo step successivo é stato quello di confrontare i fenotipi
predetti dal sito BioPku e i relativi genotipi dei pazienti, e stabilire le mutazioni piu frequenti tra
omozigoti e eterozigoti compositi. In conclusione, ¢ stato confrontato 1’esito del test da carico della
tetraidrobiopterina su 28 pazienti con gli esiti previsti dal sito BioPku e i relativi fenotipi. Tutti i dati
sono stati aggiornati man mano che ulteriori casi giungevano alla nostra attenzione nel corso dei tre
anni di dottorato. E stato svolto un periodo di 3 mesi presso I’Universita degli studi di Malta per
effettuare ulteriori analisi su possibili geni coinvolti in pazienti che mostravano il fenotipo clinico ma
che sono risultati negativi al test genetico. In particolare, sono stati sequenziati: il gene QDPR

responsabile dell’espressione della Diidrobiopterina Reduttasi e il gene SPR che codifica
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I’espressione della sepiapterina reduttasi. Auspichiamo che il confronto tra la predizione di
responsivita e la reale responsivita al farmaco sui pazienti che seguono la terapia con sapropterina,
validera il software BioPku come importante strumento di predizione. L’analisi dei genotipi
confrontati alla responsivita e al fenotipo ci aiutano a capire I’andamento della malattia e studiare in

che modo le compromissioni strutturali della PAH ne influenzino il decorso.
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3. MATERIALI E METODI

Nella prima fase sono stati selezionati e arruolati pazienti previa consulenza genetica e firma del
consenso informato. | pazienti a cui é stata diagnosticata la Fenilchetonuria durante il test di screening
neonatale effettuato nel Centro Malattie Metaboliche e Genetiche dell’Ospedale Pediatrico Giovanni
XXIII di Bari e dall’Azienda Ospedaliera Policlinico Riuniti di Foggia, sono stati sottoposti
successivamente a consulenza genetica ed é stata effettuata 1’analisi genetica presso il nostro

laboratorio per confermare la presenza della malattia.

3.1 Screening neonatale e reclutamento pazienti

La Fenilchetonuria viene identificata grazie all’utilizzo di programmi di screening neonatali
nazionali, entrati in vigore in Italia dall’anno 1992, Il campione di sangue ¢ di solito ottenuto
pungendo il tallone del neonato nel secondo o terzo giorno di vita. Il sangue viene raccolto su un
pezzo di carta filtro, Dried Blood spot (DBS). Ad oggi viene utilizzata la TSM (Tandem Mass
Spectometry), una tecnica che sfrutta la spettrometria di massa per misurare contemporaneamente i

livelli di fenilalanina, tirosina ed il loro rapporto (Phe/Tyr).

Il risultato di un test di screening non costituisce perd ancora una diagnosi definitiva: se il risultato €
positivo indica il sospetto della malattia e, in questo caso, il centro di screening segnala il paziente al
centro di cura, il quale provvedera ad eseguire ulteriori analisi biochimiche e molecolari a conferma

0 meno della patologia.

I livelli di Fenilalanina pretrattamento nel sangue vengono espressi in umol/L. In base ai livelli di

Phe i fenotipi vengono classificati come descritti in precedenza nel paragrafo 1.4.

Anche se ad oggi questa classificazione & obsoleta poiché si monitorano i livelli di Phe nel sangue
durante il trattamento se maggiore di 360 umol/L, ai fini del mio studio ho mantenuto questa

classificazione per distinguere i vari fenotipi in condizioni pre-trattamento. Dopo i programmi di
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screening i pazienti vengono richiamati per esami piu approfonditi e possono essere sottoposti a

consulenza genetica per indagare sulla familiarita della malattia.

Dopodiché i campioni provenienti dal centro di riferimento regionale “Centro Malattie Metaboliche
e Genetiche Ospedale Pediatrico Giovanni XXIII di Bari“ giungono al nostro laboratorio per essere

genotipizzati.

3.2 Estrazione del DNA

Il DNA dei pazienti e stato estratto da campioni di sangue o tamponi buccali utilizzando un metodo
automatizzato per estrattore MagCore® HF16 Plus. Il sangue periferico viene prelevato in provetta
con anticoagulante, contenente sodio citrato 3.8%. Questo tipo di anticoagulante non interferisce né
con i kit a disposizione per la fase di purificazione degli acidi nucleici né con la successiva procedura
di amplificazione e con I’attivita di alcuni enzimi di restrizione. Per i tamponi buccali, invece vengono

utilizzati o tamponi semplici FLOQSwab® o FLOQSwab® hDNA Free.

3.2.1 Protocollo da sangue intero

e Pipettare 200/400 pl di campione di sangue intero equilibrato nella provetta

MagCore®Sample;
o Allestire il T-Reck per I’estrazione automatica in macchina;

e Eseguire il programma Code 101 su MagCore®.
Se e richiesto DNA genomico privo di RNA, eseguire questi passaggi facoltativi:

e Aggiungere 4 pl di RNasi A (50 mg/ml; non fornito) nel lisato del campione;

e Incubare il campione a temperatura ambiente per 20 minuti.
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Viene suggerito di selezionare 150 ~ 200ul di tampone di eluizione, poiché ¢ possibile ottenere
una migliore efficienza di eluizione in entrambi questi metodi (protocollo da sangue intero e

Protocollo di modifica Buffy coat). Normalmente la concentrazione ¢ superiore a 150 ng/ul sotto

tale volume di eluizione.

e |l campione di DNA estratto viene conservato a 4°.

La Cartuccia che viene utilizzata ha Codice 101 (Fig.6).
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Fig 6: contenuto cartuccia (lettura da sinistra a destra). 1. Pozzetto per blocco termico 1; 2. Pozzetto per
blocco termico 2; 3. Vuoto; 4. Vuoto; 5. Buffer di eluizione 1000pl; 6. ddH20 1000ul, 7. Buffer di
lavaggio 2 1000ul; 8. Buffer di lavaggio 1 1000ul; 9. Miscela di biglie 500ul; 10. Buffer di legame 1000ul;
11. Buffer di lisi 500pl; 12. Proteinasi K 50pul; 13. Pozzetto di separazione 1 biglie magnetiche; 14.
Pozzetto di separazione 2 biglie magnetiche.

DESCRIZIONE

MagCore® Genomic DNA Whole Blood Kit & progettato per la purificazione del DNA totale
(incluso DNA genomico, mitocondriale e virale) da sangue intero, plasma e siero utilizzando lo
strumento di estrazione automatica MagCore®. Il metodo utilizza una cartuccia pre-riempita che
contiene proteinasi K e sale caotropico per lisare le cellule e degradare le proteine. Il DNA si
leghera alle biglie magnetiche rivestite di cellulosa. Dopo aver lavato via i contaminanti, il DNA
purificato viene eluito mediante tampone di eluizione a basso contenuto di sale. Il DNA purificato,

di circa 20-30 kb di lunghezza, e adatto per la PCR o altre reazioni enzimatiche.



3.2.2 Protocollo da tampone buccale

La raccolta dei campioni buccali di DNA viene effettuata con FLOQSwabs® o FLOQSwabs®
hDNA Free in provetta con agente essiccante attivo. FLOQSwabs® hDNA Free ¢ una linea di
tamponi brevettati Copan specificatamente dedicata alla raccolta dei tamponi buccali per i Test

Genetici, privi di DNA umano amplificabile e privi di DNasi e RNasi rilevabili.

ESECUZIONE DEL TAMPONE
Viene raccomandato al paziente di non mangiare, bere (eccetto acqua) e fumare.
Il tampone ¢ incluso in una bustina sigillata. Quindi:
e Inumidire il tampone appoggiando la punta sulla lingua. Chiudere la bocca e mantenere la
posizione del tampone a bocca chiusa per 10 secondi;
e Aprire leggermente la bocca, mettere il tampone in bocca e strofinare con decisione contro
Iinterno della guancia e le gengive inferiori per 10 secondi.

Dopo la raccolta, riposizionare il tampone nel tubo di plastica originale.
ESTRAZIONE DEL DNA DA TAMPONE BUCCALE

e Separare il tampone dal bastoncino e posizionare il tampone in una provetta per
microcentrifuga da 2 ml,

e Aggiungere 500 pl o piu di GT Buffer e vortexare per qualche secondo

e Aggiungere 20 ul Proteinasi K (10 mg/ml).

e Incubare il campione a 55°C per 30 minuti.

e Se nella provetta sono presenti residui insolubili, si trasferisce il surnatante nella colonna
filtrante e centrifugare a piena velocita per 5 minuti per eliminarli.

e Pipettare 400ul di soluzione tissutale trasparente nella provetta di campionamento
MagCore®.

e Allestire il T-rack dello strumento con il posizionamento dei campioni e puntali in maniera

corretta, come indicato da manuale,
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e Eseguire il programma Code 401 su MagCore®.

e |l campione di DNA estratto viene conservato a 4°.

Tale Kit é utilizzato per I'estrazione di DNA genomico da una varieta a tessuti animali, tessuti
inclusi in paraffina, tamponi, macchie di sangue, campioni forensi e colture di lievito.

La Cartuccia utilizzata ha Codice 401 (fig.7).
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Fig 7: contenuto cartuccia (lettura da sinistra a destra). 1. Pozzetto per blocco termico 1; 2. Pozzetto per
blocco termico 2; 3. Vuoto; 4. Vuoto; 5. Buffer di eluizione 1000pl; 6. ddH20 1000ul, 7. Buffer di
lavaggio 2 1000ul; 8. Buffer di lavaggio 1 1000ul; 9. Miscela di biglie 500ul; 10. Buffer di legame 1000ul;

11. Buffer di lisi 500ul; 12. Vuoto; 13. Pozzetto di separazione 1 biglie magnetiche; 14. Pozzetto di
separazione 2 biglie magnetiche.

DESCRIZIONE

MagCore® Genomic DNA Tissue Kit e progettato per la purificazione del DNA totale (incluso
quello genomico, mitocondriale e virale) da una varieta di tessuti o cellule animali utilizzando lo
strumento automatico MagCore®. Il metodo utilizza una cartuccia pre-riempita che contiene un
sale caotropico per lisare le cellule e degradare le proteine. La proteinasi K viene aggiunta nelle
prime fasi di incubazione a differenza della cartuccia utilizzata nell’estrazione da sangue intero
dove ¢ contenuta all’interno.

Il passaggi automatici di purifica del DNA tramite biglie € lo stesso che per la cartuccia 101 da
sangue intero. Il kit di estrazione deve essere conservato a temperatura ambiente, la proteinasi K

deve essere conservata a 2-8 °C all'arrivo e presenta un periodo di validita di 18 mesi.



3.3 Quantificazione DNA

Per quantificare il DNA genomico e stato utilizzato un metodo fluorimetrico con lo strumento

Invitrogen Qubit® 2.0 Fluorometer by life technologies, un fluorimetro da banco altamente

sensibile e accurato che permette di ottenere saggi di quantificazione Qubit™ basati sulla
fluorescenza utilizzando dei coloranti specifici per dsSDNA o, se necessari, coloranti per RNA e
proteine. Consente di ottenere la massima sensibilita con elevati livelli di accuratezza anche usando

solo di 1 pL di campione 0 campioni molto diluiti.
CALIBRAZIONE QUBIT® 2.0 FLUOROMETER
Prima di iniziare la quantificazione dei campioni, & necessario calibrare lo

strumento utilizzando degli Standard forniti dal Kit.

=

Scegliere il tipo di campione che si vuole analizzare (DNA, RNA, proteine).

1. Inserire lo Standard 1 nella camera dei campioni e premere Read.

2. Lalettura dura circa 3 secondi.

3. Inserire lo Standard 2 e premere Read.

4. La calibrazione e completa dopo la lettura dello Standard n. 2

5. Si ottiene un grafico di riferimento Fluorescenza/Concentrazione degli standard con 2 punti

rappresentanti gli Standard collegati da una retta.

Il principio del metodo e quello di rilevare la fluorescenza dei campioni, previa preparazione con
colorante specifico, e per interpolazione sulla retta fluorescenza/concentrazione disegnata in base agli

standard, calcolarne la concentrazione.

Dopo aver completato la calibrazione di Qubit® 2.0 Fluorometro utilizzando gli standard appropriati

per il test, lo strumento & pronto per leggere i campioni.

Prima di essere quantificati, i campioni devono essere incubati con una
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working solution (2 minuti per Qubit™ test del DNA)

1.

2.

Sulla schermata iniziale, scegliere il campione che si vuole utilizzare (in questo caso DNA).
Inserire un campione nella camera dei campioni e premere Read, la misurazione dura circa 3
secondi.

Al termine della misurazione, il risultato e visualizzato sullo schermo.

Il numero visualizzato € la concentrazione dell’acido nucleico o della proteina nella provetta
che lo strumento ha calcolato per interpolazione con le retta del grafico
Fluorescenza/Concentrazione ottenuto con gli Standard.

Per leggere il campione successivo, rimuovere il campione dalla camera, inserire il campione
successivo e premere Read.

Ripetere questo procedimento fino a quando non sono stati letti tutti i campioni.

Le unita di misura possono essere opportunamente cambiate impostando correttamente lo

strumento. In questo caso il dosaggio é stato espresso in ng/ul

3.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

E stato effettuato il sequenziamento diretto del gene PAH, amplificato mediante Polymerase

Chain Reaction (PCR) e sequenziato con metodo Sanger. Gli esoni e le sequenze introniche

fiancheggianti gli esoni del gene PAH sono stati amplificati con protocollo standard di PCR. |

primer utilizzati sono stati disegnati grazie ad appositi software come Primer3web version 4.1.0.

PRIMER SEQUENZA (5’-3°) m
Esone Annealing
P1fw CTGGTGCTTCCTGGTTTCAT
' Plrw ATGAAACCAGGAAGCACCAG *
2 P2fw CTTGCTTTGTCCATGGAGGT 56°
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P2rw

ACCTCCATGGACAAAGCAAG

P3fw GCCTGCGTTAGTTCCAGTGACT

’ P3rw AGTCACTGGAACTAACGCAGGC .
P4fw TCCCCACTTCTGATCTCAGGCA

‘ P4rw TGCCTGAGATCAGAAGTGGGGA ”
P5fw TGTGTGGGGGTGTGTTTAAA

’ P5rw TTTAAACACACCCCCACACA !
P6fw CTAACCTGCGTTCTGCTGTG

i P6rw CACAGCAGAACGCAGGTTAG ”
P7fw CCATCTTTTCCTGCTGCAAGA

! P7rw TCTTGCAGCAGGAAAAGATGG »
P8fw ACTGAGTCTGGCTTGGCTTAAA

’ P8rw TTTAAGCCAAGCCAGACTCAGT ”
POfw CAGGGTCTATGTGGGCTGTT

i POrw AACAGCCCACATAGACCCTG ”
P10fw CCCTCCAGAAACACCCTCAT

. P10rw ATGAGGGTGTTTCTGGAGGG *
P11fw GATGCAGCAGGGAATACTGATC

" P1lrw GATCAGTATTCCCTGCTGCATC .
P12fw CTCCAAATGGTGCCCTTCA

12 54°
P12rw TGAAGGGCACCATTTGGAG
P13fw GCCCCACTTATCCCCTAGTGC

. P13rw GCACTAGGGGATAAGTGGGGC ”
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In due pazienti ¢ stata svolta I’analisi anche sui geni QDPR e SPR coinvolti nella sintesi di
BHA4. | primer e le condizioni utilizzati sono descritti alla tabella 2 e tabella 3, anche in questo

caso i primer sono stati disegnati con il software Primer3web version 4.1.0. (Tab2 e 3)

PRIMER SEQUENZA (5’-3°) m
Esone Annealing
QD1fw CATTCGGAGCTGCGGGAG
: QD1rw CACCTTCCTCTAGACTGCCC ”
QD2fw CCTCAAGAGATCCTCCCACA
i QD2rw GTGGTCACCTCTCCCCAG ®
QD3fw TCCGTAAAGATGCTAGCCTGT
’ QD3rw CACCTAGTGCAAACCCAATCC ”
QD4fw ACCTGTGTCTCTGACCACTG
‘ QD4rw CATCCCATGAAAGTGCCCAG ”
QD5fw CCTCTTTCTCGTGGCTCTCT
’ QD5rw GCTACAGTCAGACAAACGGT ”
QD6fw CCAGAGGCTCTAGGTTGTCC
° QD6rw ATGCATCCTCAGAGTCCCAG ”
QD7tw ACAAGCCGTCACTGTGAAG
! QD7rw AAACACAAGGCTGGACAAGG !
Tab2: Primer e condizioni per esoni del gene QDPR
Tm
PRIMER SEQUENZA (5’-3°)
Esone Annealing
SPR1fw GTTTGACTTCCGCCACCAG
' SPR1rw GCCCTTAAATTCCCCAGCG >

38



SRP2fw GGTCTGCATGGGAAGAGGAT

2 560

SRP2rw CTGTGGGTTGTTTCCTGGAG

Tab3: Primer e condizioni per esoni del gene SPR

La PCR gene-specifica é stata condotta in un volume fina le di 50 pl con il kit AB TAQ

POLIMERASI (AB ANALITICA). (Tab4)

PREPARAZIONE DELLA MIX DI PCR
REAGENTI Cl CF VI
Buffer 10X 1X 5ul
MgCI2 50mM  [25mM 2.5 ul
dNTP 5mM 0.2 Mm 2 ul
Primer FW 100 uM  |0.3 uM 0.15 pl
Primer RW 100 uM  |10.3 uM 0.15 pl
Taq 5UM [0.025U/ul [0.25ul
DNA 12 ug 0.7 ug 3 ul
H20 36.95 pl

Tab4: Preparazione della mix di PCR per singolo campione dal kit AB Analitica.

I termal cycler sono stati impostati seguendo le condizioni standard di PCR descritti in tabella 5

(Tabb). Le temperature di annealing sono state calcolate per ogni esone come in tabella 1, 2 e 3.

™m ™m
Tm Iniziale Tm Denaturazione Tm Finale
Annealing | Estenzione

95° 95° 72° 72°

3 min 30 sec 30 sec 45 sec 3 min
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x 34 cicli

Tab5: Cicli e Temperature al termal cycler

Terminata la reazione di PCR i prodotti possono essere conservati a 4° overnight.

3.4.1 Controllo della reazione di PCR: elettroforesi su gel di agarosio

| prodotti delle varie reazioni di PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica su gel di
agarosio, precedentemente preparato in laboratorio sotto cappa chimica con TAE (Tris Acetato
EDTA) 1X, Agarosio 2% ed intercalante SYBR Safe DNA gel Stain (diluito 1:10.000). Al termine
della corsa le bande di DNA sono visualizzate posizionando il gel su di un trans illuminatore a raggi
UV. Il confronto tra 1’altezza delle bande relative ai campioni amplificati e 1’altezza delle bande del

marker, permette di valutare:
. la corretta riuscita della reazione di amplificazione;

. I’assenza di amplificazione aspecifica mediante il confronto del peso molecolare

dell’amplificato ottenuto con quello atteso;

. I’assenza di bande nella corsia del controllo negativo che esclude la presenza di DNA estraneo

contaminante.

3.4.2 Purifica dei prodotti di PCR

Prima di procedere alla reazione di sequenziamento, i prodotti di PCR sono stati purificati con piastre
Plates MultiScreen PCR 96 (Millipore) utilizzando il sistema sottovuoto (EMD Millipore) su piastre
che presentano sul fondo dei pozzetti una membrana in gel di silice in grado di trattenere il DNA e di
far passare gli altri contaminanti di dimensioni minori. L apparato di purificazione ¢ composto da una
pompa da vuoto, da una valvola di controllo della pressione, dal supporto per le piastre, dai tubi di

collegamento e da una beuta di raccolta delle impurita.
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Le fasi del protocollo di prima purificazione da noi utilizzato in laboratorio sono le seguenti:

e Portare il volume di PCR a 100 pl con H20 milliQ;

e Pipettare il campione all’interno del pozzetto della piastra;

e Aspirare il volume applicando una depressione di 20atm fino a completa disidratazione
(~8) per permettere il passaggio attraverso le maglie del gel di primer, basi, sali, buffer e
dimeri di primer mentre il prodotto di PCR resta nel pozzetto avendo dimensioni maggiori;

e Far adsorbire su carta I’eventuale condensa creatasi sulla base della piastra;

e Aggiungere 25 ul di H20 milliQ all’interno del pozzetto;

e Mettere la piastra ad agitare per 10’ a 250 Revs/min sull’apposito Orbital shaker;

e Aspirare il prodotto e conservare in una provetta da 0,2 pl.

3.5 Sequenziamento diretto

Il metodo di sequenziamento diretto si basa sulla tecnica del sequenziamento enzimatico di Sanger
messa a punto nel 1977, che prevede 1’uso di uno stampo di DNA a singola elica, un solo primer (Fw
0 Rw), una DNA polimerasi, deossinucleotidi trifosfato (ANTPs) e dideossinucleotidi (ddNTP). La

doppia elica di DNA ¢ denaturata per consentire al primer di ibridarsi alla regione da sequenziare.

La polimerasi utilizzando il primer come innesco della reazione incorpora i dNTP o i ddNTP
complementari, secondo un principio di competizione. Ogni qualvolta I'enzima inserisce il ddNTP,
essendo questo privo del gruppo 3' OH, provoca uno stop della reazione di polimerizzazione. Il
rapporto di concentrazione di ddNTP e dNTP é tale che I'enzima al termine della reazione produce
una serie di frammenti che differiscono, uno dall’altro, di un solo nucleotide in 3' e tutti contengono
il primer all'estremita 5°. | ddNTP sono marcati mediante un fluoroforo (particolari gruppi cromofori,
in grado di generare colorazione fluorescente o fosforescente in determinate condizioni), la rodamina.

Questa molecola produce uno spettro di emissione caratteristico per ogni ddNTP cui é legato ed ha la
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caratteristica di produrre un segnale omogeneo e con bassissimo rumore di fondo. La DNA polimerasi

usata nella reazione di sequenziamento e la T7 DNA polimerasi ed e caratterizzata da:

. elevata processivita, che riduce il distacco precoce della polimerasi dal filamento  stampo;

. attivita esonucleasica 3'—5' bassa o nulla, necessaria per ridurre la capacita di discriminazione

tra il ANTP e i suoi analoghi ddNTP;

. attivita esonucleasica 5'—3' bassa o nulla, che evita I’inserimento di nucleotidi  all’estremita

5' che deve restare invariata (73);

3.5.1 Reazione di marcatura

Il processo di sequenziamento mediante dideossinucleotidi e stato svolto utilizzando il kit BigDie
Terminator v3.1 Cycle sequencing RR-100, i primer utilizzati sono stati preventivamente diluiti

dall’aliquota di partenza a concentrazione 1 ng con un fattore di diluizione 1:100.

Le condizioni sono riassunte nella tabella 6.

Reagenti per

] . Volume
il sequenziamento
Buffer 5X 2ul , .
i 96C £
Primer FW o0 RW 1,6ul : E
MIX 3.1 1l :
DNA
1,5u i :
(PCR Purificata) : :
i & 0
: v H
H:0 3,91l X325
Volume finale ioul

Tab.6: Mix e condizioni di Marcatura.

Nella MIX 3.1 del kit sono gia presenti sia la polimerasi che i deossinucleotidi marcati.
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Al termine del processo di sequenziamento mediante dideossinucleotidi, il prodotto ottenuto e
sottoposto ad un’ulteriore purificazione. Per questa seconda purificazione abbiamo utilizzato il
BigDye® X-Terminator™ Purification Kit (Applied Biosystems) che, a differenza di altri metodi di
purificazione, richiede solo I’aggiunta di 2 reagenti che possono essere dispensati assieme in una
unica mix di purificazione o sequenzialmente per ogni singolo campione. La purificazione si basa su
in sistema di biglie e buffer che consentono di far rimanere in sospensione solo i prodotti di marcatura
da sequenziare. La purificazione e stata eseguita in conformita al protocollo fornito dal produttore

utilizzando i seguenti reagenti:
. XTerminator™ Solution per 1’eliminazione dei dideossinucleotidi non incorporati e sali liberi;

. SAM™ Solution — per aumentare 1’efficienza di purificazione. (74)

3.5.2 Sequenziamento
I prodotti della reazione di marcatura in seguito a seconda purificazione con BigDye® X-
Terminator™ Purification Kit, sono stati caricati su piastre da 96 pozzetti e preparati per essere

caricati in macchina.

La piastra viene fatta agitare per 30 min a 18.000 rpm e successivamente centrifugata per 3 minuti a

18.000 rpm.

Sono stati utilizzati i sequenziatori: ABI 3130xl, 3500 e SeqgStudio (Applied Biosystems). 1 file di
seguenziamento sono stati elaborati utilizzando il software Sequence Analysis (Applied Biosystems)

, assemblati e analizzati utilizzando il software Sequencer 4.7.

43



3.6 Elaborazione dati

Successivamente i dati sono stati catalogati con strumenti Office e GraphPadPrism per la costruzione
di grafici, tabelle e dati statistici. Sono state effettuate le comparazioni tra i genotipi e i fenotipi che

saranno spiegate nel successivo capitolo 4.

Le varianti note sono state studiate in database bioinformatici quali HGMD (The Human Gene
Mutation Database), Ensembl, ClinVar e Varsome. Nei database é possibile verificare la variante
riscontrata come patogenetica o benigna e confrontarla con i dati presenti in letteratura. Inoltre, la
sequenza dell’intero gene su Ensembl ¢ fondamentale per monitorare la lettura della sequenza durante
I’analisi dell’elettroferogramma con il software Sequencer. Grazie all’utilizzo del database
bioinformatico BIOPKU (www.biopku.org) € stato possibile confrontare i genotipi ottenuti con la
predizione di responsivita alla BH4 e predizione fenotipica. Il sito confronta i dati presenti in
letteratura sulle attivita enzimatiche ridotte associate alle varie mutazioni e ne predice il fenotipo
clinico cPKU, mPKU, mHPA. In base ai dati raccolti dal database in automatico inserendo le varianti
per due alleli ne predice anche la responsivita alla BH4. Il sito fornisce in percentuale quante
casistiche rileva per ogni fenotipo associato al determinato genotipo e quante casistiche sono associate
ad una responsivita positiva (riduzione della Phe ematica del 30% dopo 24h dall’assunzione del
cofattore), responsivita negativa (riduzione inferiore al 20%), responsivita bassa (riduzione tra il 20 -

30 %)
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3.7 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA®)

La Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA®) é una tecnica gold-standard
semiquantitativa, non automatizzata che viene utilizzata per determinare il numero di copie relative
in una singola reazione basata su PCR multiplex. Il principio si basa sull’ibridazione di sonde
sequenza-specifiche rispetto ad una sequenza di riferimento, alla loro ligazione e conseguente
amplificazione. Ogni mix é disponibile in diversi formati: 25, 50 e 100 reazioni. Nel nostro caso e

stata utilizzata una mix per 50 reazioni.

Il protocollo MRC-HOLLAND prevede ’utilizzo di sonde specifiche Probemix p055-d1 per lo studio

del gene PHA.

Come da protocollo i campioni sono stati prima dosati e in seguito sottoposti alle fasi di
denaturazione, ibridazione, ligazione e PCR (tab 7)

Tm Tempo | Cicli Mix
DNA Denaturazione
. I campioni sono diluiti e
98° 5 min 1
portati ad una concentrazione
di 40 ng/pL per un volume
25° pausa |1 finale di 5pL
Ibridazione
. 1.5 pl MLPA Buffer + 1.5 pl
95° 1 minuto | 1 H H
Probemix aggiunti per ogni
16- 20 .
campione
60° ore 1
Ligazione
viene preparata una master
mix con : 25 pl di H20
54° Pausa |1 H
ultrapure + 3 pl ligase buffer
54° 15min |1 A+ 3 pl ligase buffer B + 1 l
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di ligase-65 enzime. Durante
98° 5 min 1
lo step una alla pausa di 54°
vengono aggiunti 32 in ogni
pozzetto per campione con i
campioni ancora nel termal.
Terminata la procedura la
corsa pud riprendere con la
20° pausa 1 temperatura successiva.
PCR
g5° 30 sec si  prepara  una  mix
60° 30 sec contenente: 7.5 pl H20
ultrapure + 2 pl SALSA PCR
2 60 sec 35 Primer +0.5 pl SALSA
72° 20min |1 Polimerase. 10 pl vengono
dispensati nei pozzetti
terminata la reazione di
ligazione, fuori dal termal a
15° pausa 1 temperatura ambiente

Tab7: Protocollo e condizioni per MLPA

Prima di procedere alla separazione elettroforetica capillare dei frammenti si procede con una Mix
contenente 0.3 ul di L1Z GS 500 Standard + 9 ul di Formalmide, a cui si aggiungera 0.7 ul di PCR
reaction per ogni campione per un volume finale di 10 pl in ogni pozzetto. | prodotti vengono incubati
3 min a 86° + 2 min a 4°. Terminata I’incubazione con lo standard si procede al caricamento

trasferendo i prodotti in piastra e caricati nello strumento.

La separazione e quantificazione dei frammenti € stata effettuata tramite ABI 3130xI (Applied

Biosystems) (75). La successiva analisi dei dati é stata effettuata tramite software Coffalyser.
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3.8 Test da carico con la tetraidrobiopterina (BH4)

Per discriminare le forme di iperfenilalaninemia (PKU da deficit di cofattore) e per valutare la
responsivita dei pazienti alla BH4 viene utilizzato il test da carico con tetraidrobiopterina (BH4). Il
test prevede la somministrazione di BH4 (20 mg/Kg) e successiva quantificazione di Phe nel sangue
rispettivamente dopo 4, 8, 24 e 48 ore. Una riduzione del 30% di Phe nel sangue dopo 24h dalla
somministrazione viene valutata come responsivita positiva (76). Il test viene eseguito nell’ospedale
pediatrico Giovanni XXI11 di Bari, di cui ci sono state inoltrate solo le responsivita positive o negative

dei pazienti che hanno deciso di sottoporre al Test.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

Sono stati analizzati i genotipi di 290 pazienti in totale. Di questi alcuni gia analizzati e presenti nei
nostri database negli ultimi 10 anni, altri giunti all’attenzione e studiati ex-novo durante il corso degli
anni di dottorato. In particolare, 203 pazienti gia presenti sui nostri database e studiati dal 2015 al
2019, di cui sono stati raccolti i dati e le informazioni sulle mutazioni, il fenotipo e la risposta al test
da carico della BH4; e 87 pazienti studiati ex novo e sequenziati dal 2019 in poi nel corso del
dottorato. I pazienti provengono da diverse zone d’Italia e reclutati dall’Ospedale Pediatrico
“Giovanni XXIII” di Bari e dal Policlinico - Riuniti di Foggia. Alcuni giunti all’attenzione in seguito
a screening neonatale, altri giunti per conferma della presenza di mutazioni in fase adulta o

adolescenziale. Di questi sono risultati:

. 230 Eterozigoti Compositi

. 35 Eterozigoti (portatori)

. 25 Omozigoti

GENOTIPI

5

9%

79%

B ETEROZIGOTI OMOZIGOTI ETEROZIGOTI COMPOSITI

Fig 8: Genotipi riscontrati. Si intende, in percentuale, la frequenza di eterozigoti compositi, omozigoti, ed
eterozigoti (portatori).
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Questo dato e in linea con la caratteristica tendenza della malattia ad avere una maggiore frequenza

di eterozigosi compositi rispetto agli omozigoti.

Dei 35 Portatori quasi la totalita sono giunti alla nostra attenzione solo per studi familiari e per
individuale la stessa mutazione di un eventuale parente affetto oppure pazienti i cui valori di Phe nel
sangue erano borderline per cui € stato necessario escludere la presenza genetica della malattia.
Essendo la fenilchetonuria una patologia autosomica recessiva solo i pazienti omozigoti o eterozigoti
compositi sono affetti. In tabella 8 sono raccolte tutte le mutazioni riscontrate, in totale sono state

studiate 80 mutazioni e calcolata la frequenza allelica sulla popolazione presa in esame (Tab8).

Mutazione N. Alleli Tipodi | Frequenza
Mutazione | allelica
c.47_48del p.Serl6Ter 4 Delezione 0,7%
€.116_118del | p.Phe39del 10 Delezione 1,7%
c.164_165del | p.Phe55Ter 3 Delezione 0,5%
c.146 G>A p.Gly46Ser (p.G46S) 1 Missenso 0,2%
€.143T>C p.Leud8Ser (p.L48S) 28 Missenso 4,8%
c.158G>A p.Arg53His (p.R53H) 2 Missenso 0,3%
c.284_286del | p.lle95del 4 Delezione 0,7%
€.193A>G p.lle65Val (p.165V) 6 Missenso 1,0%
c.204A>C p.Arg68Ser (p.R68S) 1 Missenso 0,2%
€.226G>T p.Glu76Ter (p.E76%) 1 Nonsenso 0,2%
C.231T>A p.Tyr77Ter (p.Y77%) 1 Nonsenso 0,2%
c.275C>T p.Thr92lle (p.T92I) 4 Missenso 0,7%
c.311C>A p.Alal04Asp 4 Missenso 0,7%
(p.A104D)
C.441+5G>T | IVS4+5G>T 17 Splicing 2,9%
C441+1 G>A | IVS4+1G>A 5 Splicing 0,9%
c.400C>T p.GIn134Ter (Q134%*) 3 Nonsenso 0,5%
€.361T>C p.Phel2lleu (p.F121L) | 1 Missenso 0,2%
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€.442-5C>G IVS4 -5 C>G 2 Splicing 0,3%

C.464G>A p.Argl55His 2 Missenso 0,3%
(p.R155H)

c.473G>A p.Argl58GIn 17 Missenso 2,9%
(p-R158Q)

€.493G>C p.Alal65Pro (p.A165P) | 1 Missenso 0,2%

c.501C>A p.Asn167Lys 2 Missenso 0,3%
(p-.N167K)

c.506G>A p.Argl69His 2 Missenso 0,3%
(p.R169H)

c.503del p.Tyrl68SerfsTer27 2 Delezione 0,3%

€.592 613del | p.Tyr198SerfsTerl36 13 Delezione 2,2%

c.520A>G p.llel74Val (p.1174V) |1 Missenso 0,2%

€.526C>T p.Argl76Ter (p.R176%) | 2 Nonsenso 0,3%

c.527G>T p.Argl76Leu 1 Missenso 0,2%
(p.R176L)

c.527G>A p.Argl76GIn 2 Missenso 0,3%
(p.R176Q)

€.529G>C p.Vall77Leu 4 Missenso 0,7%
(p.V177L)

c.529G>A p.Vall77Met 2 Missenso 0,3%
(p.-V177M)

€.533A>G p.Glul78Gly 3 Missenso 0,5%
(p.E178G)

c.545A>G p.Glul82Gly 1 Missenso 0,2%
(p.E182G)

c.587 C>A p.Serl96Tyr (p.S196Y) | 1 Missenso 0,2%

c.601 C>T p.His201Tyr (p.H201Y) | 2 Missenso 0,3%

€.649T>G p.Cys217Gly 2 Missenso 0,3%
(p.C217G)

€.653G>T p.Gly218Val 1 Missenso 0,2%
(p.G218V)

c.688G>A p.Val230lle (p.vV230l) |6 Missenso 1,0%

c.510-2A>G IVS6 -2 A>C 2 Splicing 0,3%

C.715G>A p.Gly239Ser (p.G239S) | 3 Missenso 0,5%

c.721C>T p.Arg241Cys 5 Missenso 0,9%
(p.R241C)

C.722G>A p.Arg241His 3 Missenso 0,5%
(p.R241H)

C.727C>T p.Arg243Ter (p.R243*) | 10 Nonsenso 1,7%
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C.734T7>C p.Val245Ala 11 Missenso 1,9%
(p.V245A)

C.754C>T p.Arg252Trp 4 Missenso 0,7%
(p.R252W)

c.781C>T p.Arg261Ter (p.R261*) | 15 Nonsenso 2,6%

C.782G>A p.Arg261Gln 35 Missenso 6,0%
(p.R261Q)

c.800A>G p.GIn267Arg 1 Missenso 0,2%
(p.Q267R)

c.841C>T p.Pro281Leu (p.P281L) | 13 Missenso 2,2%

€.842+1G>A | IVS7 +1 G>A 1 Splicing 0,2%

€.842+3G>C IVS7 +3 G>C 1 Splicing 0,2%

€.898G>T p.Ala300Ser (p.A300S) | 49 Missenso 8,4%

€.853C>T p.His285Arg 1 Missenso 0,2%
(p-H285R)

c.859C>A p.Leu287Val 6 Missenso 1,0%
(p.L287V)

c.870T>A p.His290GIn 1 Missenso 0,2%
(p.H290Q)

.898-7A>G IVS8 -7 A>G 3 Splicing 0,5%

C.916A>G p.lle306Val (p.1306V) | 2 Missenso 0,3%

€.926C>T p.Ala309Val 1 Missenso 0,2%
(p.A309V)

€.965C>G p.Ala322Gly 2 Missenso 0,3%
(p.A322G)

c.970A>G p.lle324Val (p.1324V) |1 Missenso 0,2%

€.1012G>T p.Asp338Tyr 1 Missenso 0,2%
(p.D338Y)

c.1028A>G p.Tyr343Cys 3 Missenso 0,5%
(p.Y343C)

¢.1056del p.Glu353AsnfsTer47 2 Delezione 0,3%

c.1066-8G>C | IVS10-11 G>A 54 Splicing 9,3%

€.602_603del | p.His201ArgfsTer4 2 Delezione 0,3%

c.1074A>C p.Leu358Phe (p.L358F) | 1 Missenso 0,2%

c.1097C>A p.Pro366His (p.P366H) | 1 Missenso 0,2%

€.1130A>G p.Tyr377Cys 1 Missenso 0,2%
(p.Y377C)

€.1139C>T p.Thr380Met 7 Missenso 1,2%
(p.T380M)

c.1157A>G p.Tyr386Cys 1 Missenso 0,2%
(p.Y386C)
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c.1162G>A p.Val388Met 1 Missenso 0,2%
(p.V388M)

€.1169A>G p.Glu390Gly 11 Missenso 1,9%
(p.E390G)

€.1208C>T p.Ala403Val 93 Missenso 16,0%
(p.A403V)

€.1220C>T p.Pro407Leu (p.P407L) | 2 Missenso 0,3%

€.1223G>A p.Arg408GIn 1 Missenso 0,2%
(p.R408Q)

€.1222C>T p.Arg408Trp 16 Missenso 2,8%
(p.R408W)

C.1241A>G p.Tyrd14Cys 5 Missenso 0,9%
(p.Y414C)

€.1243G>A p.Asp415Asn 4 Missenso 0,7%
(p.D415N)

€.1315+1G>A | IVS12 +1 G>A 3 Splicing 0,5%

€.1315+2T>C | IVS12+2 T>C 2 Splicing 0,3%

Tab.8: Mutazioni riscontrate nei 290 pazienti. Il totale degli alleli é il doppio dei pazienti omozigoti presi in
esame, piu 35 portatori in cui é riscontrata solo una mutazione, per cui viene preso in considerazione solo
I’allele riportante la mutazione e non quello wild type. Le percentuali sono calcolate in base al doppio degli
alleli secondo la formula : f (A) = (2 x n° di omozigoti AA + n° di eterozigoti Aa) / (2 x n° totale di individui)

La mutazione p.Ala403Val risulta essere tra le pit frequenti riscontrate: 83 casi su 290 della coorte
di pazienti risultano avere questa mutazione in omozigosi (10 pz) o eterozigosi (i portatori con questa
mutazione sono stati 3 pz, i restanti 70 pz sono eterozigoti compositi di questa mutazione in
associazione con altre). Questa variante colpisce il dominio catalitico della PAH compromettendone
la funzionalita. E tra le varianti piu diffuse e associate alla malattia, gia descritta e riportata in diversi
studi di associazione condotti in Italia e nel resto del mondo (77). La variante consiste nella
sostituzione di una Citosina con una Timina al nucleotide 1208 (c.1208 C>T), che si traduce in un
cambio del codone (GCT/GTT), portando alla sostituzione di un’alanina con una valina in posizione
amminoacidica 403. In studi sulla funzionalita enzimatica in vitro questa mutazione in eterozigoti
compositi in associazione con altre mutazioni missenso sembrerebbe ridurre la funzionalita

enzimatica ma non abbastanza da manifestare un fenotipo grave (78).
Sono state riportate in totale:

e 56 mutazioni missenso
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e 10 mutazioni di splicing
e 8 delezioni

e 6 mutazioni nonsenso (Fig. 9)

Mutazioni Riscontrate

= Delezione
= Missenso
Nonsenso

= Splicing

Fig 9: Tipi di mutazione riscontrate rapportate tra loro. Le mutazioni missenso risultano il 70%, per cui piu
della maggioranza dei casi.

La maggior parte delle mutazioni riscontrate € costituito da varie mutazioni missenso, 56 mutazioni
che rappresentano il 70% delle mutazioni totali. Seguito da 10 mutazioni di splicing (13%) che
compromettono sia siti donatori che siti accettori. Di quest’ultime la mutazione IVS10 -11 G>A ¢
stata la piu frequente, 52 pazienti hanno presentato questa mutazione di cui 2 in omozigosi con una
frequenza allelica di 9,3%. Questo tipo di mutazione € molto frequente in Bulgaria, Italia e Turchia,
ed e tra le piu frequenti cause di fenilchetonuria classica in questa parte d'Europa. La mutazione € un
cambiamento nucleotidico di una guanina con un’adenina nella posizione 546 nell'introne 10 del gene
PAH, 11 bp a monte dell’esone 11. Attiva un sito di giunzione criptico e determina un inserimento
in-frame di 9 nucleotidi tra I'esone 10 e I'esone 11 dell'mRNA. In uno studio del 1991 (79) si € visto
come in pazienti omozigoti per la mutazione IVS10-11 G>A la quantita di PAH espressa sia normale

ma con attivita enzimatica compromessa. Questa perdita di attivita enzimatica &€ probabilmente
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causata da cambiamenti conformazionali derivanti dall'inserimento di tre amminoacidi aggiuntivi
(Gly-Leu-GIn) tra le normali sequenze codificate dell’esone 10 e dell'esone 11 (79). Delle 8 delezioni
quella piu frequente e stata riscontrata in 10 pazienti ed e una delezione di 2 nucleotidi in posizione
c.116_118del, questa delezione causa una delezione in frameshift p.Phe39del. Frequente anch’essa
nella popolazione europea (80). La mutazione p.Arg261Ter (p.A261*) e la mutazione nonsenso piu
frequente con 14 pazienti che mostravano la mutazione di cui 1 omozigote ed una frequenza allelica
del 6%. La sequenza del codone corrispondente cambia da CGA a TGA nel codone 261 dell'esone 7
trasformando I’Arg261 in un codone di stop. Nello stesso punto si e riscontrata la mutazione
p.Arg261GlIn (p.A261Q con codone che cambia da CGA a CAA) in 35 alleli. Questo il secondo
difetto rilevato nel codone 261 del gene della fenilalanina idrossilasi indica questo codone come punto

sensibile per la mutazione (81).

Lo studio dei genotipi & proseguito sui pazienti omozigoti ed eterozigoti compositi, quindi individui
affetti da PKU. Gli eterozigoti portatori sono stati trascurati poiché individui non affetti, saranno

descritti pit avanti dei casi particolari di portatori che presentavano il fenotipo clinico (paragrafo 4.3).

I genotipi dei 25 omozigoti sono riassunti in tabella 9. Sono in relazione le mutazioni in base alla

frequenza in relazione al totale dei pazienti e al totale degli omozigoti.

%l Totale di % Totale di
Mutazione N. Pazienti | Pazienti Omozigosi
p.A300S 2 0,7% 8%
p.A403V 10 3,4% 40%
p.IVS 10-11 G/T 2 0,7% 8%
p.R261Q 4 1,4% 16%
p.D415N 1 0,3% 4%
p.165V 1 0,3% 4%
IVS4+45 G>T 1 0,3% 4%
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p.L48S 1 0,3% 4%
p.Q134* 1 0,3% 4%
p.Q261* 1 0,3% 4%
p.RA08W 1 0,3% 4%
Tot 25

Tab.9: frequenza dei genotipi degli omozigoti in relazione ai pazienti totali e al totale degli omozigoti. Le
percentuali si riferiscono al numero dei pazienti con una determinata mutazione in omozigosi sul totale di
pazienti e sul totale degli omozigosi

Come per il totale dei pazienti la mutazione piu frequente risulta essere la p.A403V ¢.1208 C>T. |
pazienti con questa mutazione in omozigosi sono stati 10 (3,4% del totale e 40% degli omozigoti).
La seconda mutazione piu frequente é stata p.R261Q ¢.782 G>A, 4 pazienti su 25 presentavano questa
mutazione (1,4% del totale e 16% degli omozigoti). Questa mutazione risulta essere abbastanza
frequente nella popolazione con PKU in Europa (82). Il residuo 261 rientra nella porzione del dominio
catalitico della proteina; tuttavia, questa mutazione e associata ad un fenotipo mPKU. Seppure in
minore frequenza (soltanto un caso per ognuno) ci sono stati casi di omozigosita per mutazioni
nonsense (p.R261* e p.Q134*) che risultano in proteine tronche. La prima mutazione p.R261*
¢.400C>T e molto frequente nella popolazione nord caucasica (83), mentre la mutazione p.Q134*
.400 C>T é stata gia riportata in altri studi di associazione svolti su popolazioni del sud Italia (84).
Ci sono stati anche 3 casi di omozigosita con mutazioni di splicing: 2 pazienti con mutazione 1VS10-

11 G>T e un paziente con mutazione 1IVS4+5 G>T.

Le mutazioni sono state studiate nel database BioPku che confronta diverse casistiche dando una

predizione fenotipica e di responsivita alla BH4 in formulazione farmacologica.
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Predizione Fenotipica | Predizione Responsivita
Mutazione N. Casi
BioPku BH4 BioPku

Si 60%
p.A300S 2 HPA

Bassa 40%
p.A403V 10 HPA Si 100%

cPKU 98.36% No 93.86%
IVS 10-11 G/T 2
mPKU 1.64% Bassa 6.14%
Si 74%
cPKU 27.24%
p.R261Q 4 No 22%
mPKU 72.76%

Bassa 4%
p.D415N 1 HPA IGNOTA
p.165V 1 IGNOTA IGNOTA

cPKU 93.33%
IVS4+5 G>T 1 No 100%
mPKU 6.67%
Yes 73.68%
cPKU 32.26% mPKU
p.L48S 1 No 17.54%
66.67% HPA 1.08%
Bassa 8.77%
p.Q134* 1 IGNOTA IGNOTA

No 80%

p.R261* 1 cPKU
Bassa 20%
Yes 2.04%
cPKU 99.3%
p.R408W 1 No 96.94%
mPKU 0.7%
Bassa 1.02%
Tot 25

Tab.10: Omozigoti in relazione alla predizione fenotipica e predizione di responsivita alla BH4 calcolata su
BioPKU. Biopku predice la responsivita in base all’attivita enzimatica residua associata alla mutazione. Si
indentifica come responsivita positiva una riduzione della phe ematica del 30%, negativa inferiore al 30%,
bassa se compresa tra il 20-30%.
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La forma piu severa (PKU Classica) risulta essere associata al genotipo p.R261* in omozigosi a cui
consegue una scarsa responsivita alla BH4. Mentre la forma piu lieve e associata ad una buona
responsivita alla BH4 e la condizione di omozigosi per p.A403V. Per quanto la p.A403V
comprometta il sito catalitico in questi pazienti la somministrazione del cofattore in formula
farmacologica, secondo la predizione BioPku, potrebbe compensare il difetto enzimatico. E
comunque interessante notare come anche altre mutazioni missenso in omozigosi che colpiscono il
sito catalitico (p.A300S, p.R261Q), siano associate ad una buona risposta alla BH4; eccezione fatta
per la mutazione p.R408W, anch’essa nel dominio catalitico ma con una previsione negativa di
risposta alla BH4 del 96,94%. Le due mutazioni di splicing (IVS10-11 G>T, IVS4+5 G>T) sono
associate entrambe a fenotipi gravi (cPKU) e con una risposta negativa alla BH4 del 93,86% per la
IVS10-11 G>T e del 100% nel caso della IVS4+5 G>T. Le mutazioni nonsense (p.Q134* e p.R261*)
danno origine ad una proteina del tutto tronca, essendo gli amminoacidi Glutammina (p.134) e
Arginina (p.261) convertiti in un codone di stop in entrambi i casi, la prima di 134 a.a. e I’altra di 261
a.a. Non ci sono dati sulla predizione fenotipica e sulla predizione di responsivita per la condizioni di
omozigosi per p.Q134*, ma per la condizione di omozigosi per p.R261* si presuppone una forma
grave di PKU e una bassissima probabilita di risposta alla BH4. Lo studio é proseguito mettendo in
relazione le mutazioni riscontrate negli omozigoti con altri tipi di mutazioni negli eterozigoti

compositi.

Le stesse mutazioni sono state studiate in combinazioni diverse negli eterozigoti compositi, sono state
prese in considerazione le varianti maggiormente riscontare negli omozigoti (p.A403V, p.A300S,
IVS10-11 G>A, p.R261Q) in combinazione tra loro, a queste ho voluto aggiungere le mutazioni
nonsense riscontrate negli omozigoti in combinazione con le 4 mutazioni principali sopradescritte
(Tabl0). I restanti eterozigoti compositi hanno genotipi con combinazioni di mutazioni note ma meno

frequenti (181 pazienti).
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Per ogni combinazione e stata studiata la predizione fenotipica e di responsivita alla BH4 sul database

BioPku. II sito sfrutta la predizione in base all’attivita enzimatica prevista per un determinato tipo di

mutazione, laddove sono presenti due mutazioni che prevedono una riduzione dell’attivita enzimatica

in vitro del 15%, il genotipo viene associato ad un fenotipo grave; al contrario un’attivita superiore

del 15% viene associata ad un fenotipo mild o lieve.

% Totale dei

Mutazioni N.Casi %Totale dei pazienti Predisposizione | Predisposizione
' pazienti eterozigoti fenotipica responsivita
compositi
p.A300S + p.A403V 14 4,83 6,09 HPA Si 100%
p.R261Q + p.A300S 3 1,03 1,30 HPA Si 100%
p.A300S + IVS10-11 mPKU 2.04% o
GSA 4 1,38 1,74 HPA 97 96% Si 100%
IVS10-11 G>A + mPKU 18.6% Si 93.75%
p.A403V 10 3,45 4,35 HPA 81.4% No 6.25%
p.R261Q + p. A403V 4 1,38 1,74 HPA Si 100%
Si 7.55%
p.R261Q + 1VS10-11 cPKU 75.24%
3 1,03 1,30 0 No 86.79%
G>A mPKU 24.76% Bassa 5.66%
p.R261* + 0
0. Tyr198CysfsTer136 2 0,69 0,87 cPKU 100 % IGNOTA
0,
D.R261*+ p.A403V 1 0,34 043 | MEIILEN sit00%
* -
p-Raot ~IVS10-4 1 0,34 0,43 cPKU100% |  No 100%
p.Q134*+p.A403V 1 0,34 0,43 IGNOTA IGNOTA
IVS4+5 G>T +
IVS10-11 GSA 4 1,38 1,74 mPKU 100 % No 100%
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IVS4+5G>T .
+p.A403V 2 0,69 0,87 HPA 100 % IGNOTA
ALTRO 181 62,41 78,70
Tot 230

Tab.11: Studio di predizione su BioPku per casi in eterozigosi composito. Sono riportate le percentuali in
relazione ai pazienti totali e a quelli eterozigoti compositi. Nelle ultime due colonne vengono riportate le
percentuali relative alla predizione fenotipica e alla predizione di responsivita indicate sul sito Biopku

Come si puo notare confrontando la tabella 10 e 11 é possibile vedere come la condizione di
omozigosita al genotipo 1VS 10-11 G>A si traduca in un fenotipo grave con forma PKU Classica, la
stessa mutazione associata a mutazioni che si traducono in fenotipi lievi come p.A300S e p.A403V
risulta come effetto fenotipico la variante piu lieve. Questo fenomeno é tipico del comportamento
delle malattie genetiche autosomiche recessive nei casi di eterozigosita composita (85) (86). Questa
mutazione di splicing in associazione con un’altra mutazione di splicing IVS4+5G>T risulta in una
predizione fenotipica mPKU con una negativa risposta al cofattore. Anche questa mutazione di
splicing, pero, in associazione con p.A403V sembrerebbe avere una maggiore probabilita di dare
origine ad un fenotipo lieve esattamente come I’associazione IVS10-11 G>A con p.A403V. Il
genotipo omozigote per la mutazione p.R261Q si traduce nella maggior parte dei casi nella forma
PKU Mild piu grave della forma HPA ma piu lieve della forma classica, la stessa mutazione in
eterozigosi composita con 1VS10-11 G>T si traduce in un fenotipo PKU Classica. In entrambi i casi
la responsivita alla BH4 risulta negativa. Quando la stessa mutazione € in associazione con genotipi
p.A300S e p.A400V la manifestazione della forma HPA é piu probabile. La mutazione nonsense
p.R261Q in associazione con una delezione come p.Tyr198CysfsTerl36 o con una mutazione di
splicing 1VS10-11 G>A da origine ad un fenotipo grave, mentre in associazione con p.A403V da
origine ad un fenotipo mild con una buona risposta al cofattore. Non ci sono previsioni sull’altra
mutazione nonsense presa in considerazione p.Q134* in combinazione con p.A403V. Le

combinazioni delle associazioni tra mutazioni missenso prese in considerazione (p.A300S +
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p.A403V, p.R261Q + p.A300S, p.R261Q + p. A403V) hanno tutte una predizione fenotipica lieve e

una risposta positiva alla BH4

Una buona responsivita alla BH4 sembra essere legata solo alle forme lievi. Tuttavia, basse

percentuali di positivita possono essere legate anche a fenotipi piu gravi.

4.1 Rapporto fenotipo clinico e responsivita al test

Sono stati presi in considerazione 28 pazienti in cura presso 1’ospedale pediatrico Giovanni XIII di
Bari sottoposti al test da carico della tetraidrobiopterina per valutare la responsivita alla BH4.
L’esame consiste in un test da carico con BH4 e valutando la riduzione del 30% di Phe nel sangue
dopo 24h. | 28 pazienti sono stati sottoposti a questo test poiché con diagnosi di HPA o mPKU. Il test

¢ stato eseguito presso I’ospedale pediatrico Giovanni XIII di Bari.

La figura 10 riassume il numero di pazienti che hanno risposto positivamente e negativamente in
relazione al loro fenotipo clinico. Per risposta positiva al test s’intende una riduzione del 30% della

Phe ematica dopo 24h.

Pazienti per Fenotipo

12

10

cPKU mHPA mPKU

Fig. 10 : Correlazione responsivita e Fenotipo clinico. Dal grafico si evince come effettivamente i pazienti
maggior responsivi abbiano una forma lieve di HPA.
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La maggior parte dei pazienti responsivi (11 pazienti) hanno un fenotipo mHPA quindi molto lieve.
Tuttavia vi sono pazienti in forma mPKU (4 pazienti) e in forma piu grave cPKU (8 pazienti) con una
responsivita positiva. Anche nei precedenti studi di predizione di responsivita i fenotipi lievi
presentavano un’altissima probabilita di risposta positiva al cofattore. Tuttavia, ben 8 casi di cPKU,
quindi fenotipi gravi alla nascita, hanno riscontrato una responsivita reale al test positiva. Un dato da
non trascurare essendo 8 pazienti, su 11 totali in forma classica, ad aver mostrato una buona risposta
al test; indice che anche pazienti con forme gravi possono avere una significativa compliance al
farmaco e non soltanto i fenotipi piu lievi. Dal grafico si evince comunque come i fenotipi in forma
lieve HPA siano piu predisposti ad avere una risposta positiva al test da carico (11 pazienti su 12

totali mHPA).

4.2 Rapporto genotipo e responsivita al test

Lo studio é proseguito mettendo in relazione il genotipo con la responsivita al test di responsivita alla

BHA4.
Correlazione: Genotipo/Responsivita al test della BH4
Due mutazioni missensg —— |
R261Q + Missensp —— =
Omozigote pR261Q E_'
IVS4+5 G=T + p.F55L15%"0  pommme
! —_—l
IVS4+5 G=T + Missensp . —
Y198Cfs*136 + pR241H_ puiammy
! —_—l
IVS10-11 G=A + Y198Cfs* 13¢ E_'
IVS10-11 GFA + Missensq == 1
F o T
-2 0 2 4 6 8 10
ENon Responsivi B Responsivi
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Figura 11: Correlazione Genotipo/Responsivita al test della BH4. Le mutazioni sono state raggruppate per tipo
e messe in relazione con quelle riscontrate maggiormente

La mutazione 1VS10-11 G>A ¢ la piu frequente nella coorte di pazienti (8 pz su 28), come si evince

dalla figura 12.

Questa mutazione in associazione a un’altra mutazione missenso (p.Y414C, p.L48S, p.A300S,
p.A309V, p.G46S, p.A403V, p.P281L) in sei casi ha dato un responso positivo; solo in associazione
con p.A309V ha dato un responso negativo al test. La stessa mutazione IVVS10-11 G/A in associazione
con una delezione Y198Cfs*136 da un responso negativo. Questa delezione pero in associazione con
la mutazione missenso p.R241H ha dato un responso positivo. Si & pensato quindi di valutare la
responsivita nei pazienti eterozigoti compositi con una mutazione di splicing diversa dalla IVS 10-11
G>A. Pazienti con la mutazione IVS4+5 G>T in associazione con altre mutazioni: nel caso di
mutazioni missenso tutti e 4 i pazienti sono stati responsivi, 3 associati adi una mutazione missenso

e uno in associazione con la delezione p. F55Lfs*6.

Un unico paziente, tra quelli sottoposti al test, risultava omozigote per la mutazione p.R261Q e non
e stato responsivo. La stessa mutazione é stata messa in relazione con altre mutazioni missenso e
pazienti eterozigoti compositi con p.R261Q associata con 3 mutazioni missenso diverse (p.L48S,
p.P281L, p.A300S) risultano tutti responsivi; solo in associazione con p.R248W il paziente € risultato
negativo al test. 10 pazienti eterozigoti compositi per 10 diverse combinazioni di mutazioni missenso
sono stati messi in relazione per la responsivita, di questi 9 rispondono positivamente al test e soltanto

il paziente con il genotipo p.165V + p.G239S non ha risposto positivamente.

A questo punto é stato interessante, mettere in relazione le responsivita reali dei pazienti al test con

le previsioni di responsivita corrispondenti su BioPku (Tab 12).
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Concordanza

. ... | Responsivita
Paziente I Allele | Responsivita PO . tra_ s
Allele 1 5 al test prevista su |Fenotipo| responsivita
BioPku prevista e
reale
Si 73.53%
IVS10-11
G>A p.Y414C + No 14.71% mPKU Concorde
1 Bassa 11.76%
Si 30.77%
1VS10-11
’ p.L48S GIA + No 38.46% cPKU Concorde
Bassa 30.77%
3 p. L48S p.D415N + Si 100% mHPA Concorde
4 p.R252wW p.E390G + Si 100% mHPA Concorde
i 0,
5 p.A104D p.R158Q + NS(') 6%6373& cPKU Concorde
6 p.A300S Il\ﬁ;l/& + Si 100% mHPA Concorde
Si 87.5%
7 p.A300S p.R408W + No 12.5% mPKU Concorde
VS 10
8 p.A309 V nt-11 G/A - IGNOTA mPKU IGNOTA
g | p-Y198Cfs*136 1'1V§i0A' - IGNOTA cPKU IGNOTA
10| p.Y198Cfs*136 | p.R241H IGNOTA mHPA IGNOTA
1VS4+5
11 p.F55Lfs*6 G>T + No 100% mHPA Non concorde
1VS10-
12|  p.caes 11G1/2 + IGNOTA cPKU IGNOTA
i 0,
13|  presT p.R158Q + ,\i') 5500/02 cPKU Concorde
14 p.165V p.G239S - IGNOTA mHPA IGNOTA
i 0,
15 IVS10-11 G>A | p.A403V + ﬁllogzggo//z mHPA Concorde
16| IVS4+5G>T | p.P28lL + No 100% cPKU Non concorde
17 | IVS4+5G>T | p. E390G + Si 100% mPKU Concorde
Si 50%
p.L48S p.P281L + No 44.44% mHPA Concorde
18 Bassa 5.56%
Si 75.76%
p.L48S p.R261Q + No 18.18% mPKU Concorde
19 Bassa 6.06%
Si 50%
| -
20 p.L48S \éS;lGE’ + No 0% mHPA Concorde
Bassa 50%
Si 18.18%
21 p.L48S p.R408W + No 75.76% cPKU Concorde
Bassa 6.06%
22 p.L48S p.V177L + IGNOTA mHPA IGNOTA
Si 29.41%
p.P281L p.R261Q + No 41.18% cPKU Concorde
23 Bassa 29.41%
1VS10-
24 p.P281L 11G/A + No 100% cPKU Non concorde
25 p.R261Q p.-A300S + Si 100% mHPA Concorde
Si 9.09%
p.R261Q p.R408W - No 84.09% cPKU Concorde
26 Bassa 6.82%
Si 74%
p.R261Q p.R261Q - No 22% cPKU Concorde
27 Bassa 4%
28 p.T92I p.R243* + IGNOTA mHPA IGNOTA
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Tab 12: Correlazione tra responsivita al test e predizione di responsivita. La comparazione tra la responsivita
attesa e quella reale viene definita come “concorde” se la responsivita calcolata da BioPku rispecchia quella
reale, al contrario viene definita come “non concorde”. T casi borderline dove la responsivita attesa non
rispecchia totalmente quella reale, ma che comunque il sito calcola in una casistica minore, viene definita
concorde in quanto comungue prevista in una casistica minore e non avendo piu di due genotipi associati alla
stessa risposta reale da poter comparare. I simboli “+” e ““-*“ indicano la responsivita positiva o negativa ottenuta
dal test.

Tutti i 28 pazienti sottoposti a test di responsivita per la BH4 mostrano combinazioni differenti di
mutazioni e non risultano piu di due pazienti con le stesse mutazioni su entrambi gli alleli. Le
predizioni di responsivita rispecchiano la responsivita reale al test da carico sia in maniera totalmente
concorde (13 pazienti) che in manera semi concorde (5 pazienti, ossia pazienti in cui la responsivita
che si e ottenuta dal test reale viene prevista in percentuali minori anche nel sito). Si puo stabilire
quindi che piu del 60% dei pazienti siano concordi con la responsivita attesa. 7 genotipi hanno una
predizione di responsivita su BioPku ignota e soltanto 3 risultano avere una responsivita opposta a
quella predetta (figura 12). Il primo genotipo ¢ 1’associazione della mutazione F55Lfs*6 con IVS4+5
G>T la cui predizione dovrebbe essere negativa invece nel test reale la responsivita e stata positiva,
il paziente ha una condizione mHPA. | pazienti con forme lievi risultano essere meglio responsivi al
farmaco come si evince dalla figura 10, tuttavia la predizione su BioPku e negativa. L’altro genotipo
¢ ’associazione di [IVS4+5 G>T con p.P281L laddove la responsivita reale e risultata positiva e quella
predetta negativa, in un paziente con cPKU. Nel terzo caso abbiamo la mutazione p.P281L associata
ad un’altra mutazione intronica IVS10-11G>A, anche in questo caso la responsivita reale e stata
positiva a differenza di quella negativa predetta e il fenotipo del paziente risulta in forma grave cPKU.
In entrambi i casi si tratta della stessa mutazione in associazione con due diverse mutazioni di
splicing. Ultimo caso merito di attenzione ¢ 1’unico omozigote sottoposto al test, omozigote per la
mutazione p.R261Q (paziente n.27) in cui la predizione sul database risulta positiva per il 74%,
responsivita negativa 22% e una probabilita di responsivita bassa per il 4%, anche se il paziente
presenta una forma grave cPKU. Essendo tutti i genotipi casi unici, anche in quest’ultimo caso il test

e concorde al sito poiché si colloca nel 22% di responsivita positiva predetta.
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Relazione tra concordanza e discordanza con il sito Biopku

Concordi; 18

18
16
14
12

10 Ignota; 7

Non Concordi; 3 l

Concordi Non Concordi Ignota

o N B OO ©

Figural2: Relazione tra test risultati concordi con il sito Biopku, quelli non concordi e quelli con esito ignoto.
concordi con il test: n.18 (64%), non concordi: 3 (11%), ignoti 7 (25%).

| pazienti concordi con la predizione di responsivita calcolata su BioPku sono stati 18 su 28 pazienti
totali con una percentuale del 64%, i non concordi 3 con una percentuale dell'11% e quelli ignoti,
ovvero coloro per i quali il sito non riportava alcuna predizione corrispondente al genotipo sono stati
7 con una percentuale del 25%. La maggioranza dei casi, quindi, € stata concorde alle aspettative
riportate. Sul campione di riferimento, anche se piccolo in proporzione ai dati del database poiché per
ogni singolo genotipo abbiamo a disposizione un solo paziente da poter confrontare, possiamo
stabilire una correlazione tra i dati ottenuti e quelli previsti sul sito BioPku del 64%. Grande peso
hanno il numero delle previsioni ignote che rappresentano 1'11% e che potrebbero essere ridotte dagli
aggiornamenti continui del database aumentando le casistiche di dati registrati che a questo punto

risultano necessarie per aumentarne l'attendibilita.
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959% CI
Osservati degli
Attesi Osservati Attesi % % Osservati%o

45,83 di
Concordi 28 18 100 64,29 | 79,29

20,71 di
Non concordi 0 10 0 35,71 (54,17

TOTALI 28 28 100 100
Tab.13: Associazione tra i casi concordi osservati e quelli attesi. Assumendo una percentuale attesa del 100%
di concordanza con il sito Biopku, quella osservata é del 64,29% mentre i non concordi (in cui sono stati inclusi
gli ignoti) risultano il 14,29%. Il chi-test per i concordi x>= 1,08.

Nella tabella 13 viene riportata la percentuale dei casi concordi con il sito osservati (64,29%) e quella
dei casi non concordi (35,71%). Essendoci 7 casi con predizione ignota su BioPku, il totale dei non
concordi é calcolato comprendendo questo dato poiché non in linea con i risultati attesi. Il chi-test &
stato calcolato secondo la formula: (osservati concordi - valore soglia calcolata come media tra gli
attesi e gli osservati concordi)? / valore soglia calcolata come media tra gli attesi e gli osservati
concordi. Questo test € necessario per confrontare che le frequenze dei valori osservati abbiano
correlazione con quelle attese, supponendo una correlazione perfetta con i dati forniti da BioPku al
100% abbiamo ipotizzato la totalita dei pazienti come concordi 28 messa in relazione con i 18
osservati e fatta una media al fine del calcolo del chi-test. Con grado di liberta df =1 e la probabilita
a=0,05 dalla tabella di distribuzione del chi-quadro il valore del chi-quadro teorico & di 3,84, pertanto
il valore del x? non dovra superare quest’ultimo per stabilire una correlazione tra i concordi e le media
del totale e gli attesi. 1l x? & pari a 1,08 indicando, quindi ,che possiamo accettare 1’ipotesi che i
concordi con il sito e gli attesi siano correlati. Non avendo piu di due pazienti con lo stesso genotipo
che abbiano fatto il test da carico per la BH4 stabilire quanti effettivamente abbiano rispecchiato le
previsioni del sito con una buona attendibilita rimane molto difficile. La coorte di pazienti, anche se
molto piccola, rivela comunque una concordanza con i dati previsti dell’64,29%, considerando che 7
sono ignoti questi dati rafforzano I’ipotesi che un supporto dei database informatici di questo tipo con

maggiori casistiche sia necessario per rendere lo strumento informatico maggiormente attendibile.
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4.3 Report di casi di particolare attenzione: studio di ulteriori geni su due

pazienti portatori e case report di un mosaicismo per mutazione de novo

Due casi, in particolare, hanno richiesto maggiori approfondimenti, poiché pazienti con elevati livelli
di fenilalanina ma in cui € stata riscontrata una sola mutazione. Nello specifico una bambina
sottoposta prima a screening neonatale a cui € stata diagnosticata la PKU Classica in cui é stata
riscontrata una sola mutazione (p.Gly218Val ); ed un secondo paziente giunto in consulenza all’eta
di 32 anni a cui era stata diagnosticata PKU alla nascita tramite dosaggio della Phe ma che necessitava
la conferma genetica. Anche in esso é stata riscontrata soltanto una mutazione (p.Vall77Leu). Ho
avuto modo di poter studiare questi due casi durante il periodo all’estero previsto dal corso di studi
presso il laboratorio di Genetica Medica di Malta con la collaborazione del Prof. Alex Felice. In un
loro precedente studio hanno riscontrato mutazioni a carico dei geni QDPR e SPR coinvolti nel
corretto metabolismo della Fenilalanina, in pazienti con iperfenilalaninemia non PKU (87). Abbiamo
pensato quindi di studiare entrambi i geni in questi pazienti verificando o escludendo la presenza di
eventuali mutazioni che potevano associarsi al fenotipo e individuare casi in cui le due mutazioni
erano dislocate in due geni diversi. Durante questo periodo ho svolto lo screening sia del gene QDPR
responsabile dell’espressione della Diidrobiopterina Reduttasi che catalizza la conversione della
Diidrobiopterina Chinonoide in Tetraidrobiopterina (BH4) (88), sia del gene SPR la cui proteina
espressa € coinvolta nella corretta sintesi del cofattore BH4 (89). Non sono state riscontrate mutazioni

su entrambi 1 geni.

Altro caso particolare € stata una bambina con quadro clinico di mHPA in cui non sono state
riscontrate mutazioni a carico del gene PAH in fase di sequenziamento estraendo il DNA da sangue
intero. E stata eseguita, a quel punto, anche la Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) per individuare eventuali delezioni o duplicazioni. Anche ’'MLPA su DNA estratto da
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sangue ¢ risultata negativo. Si ¢ pensato quindi di svolgere 1’analisi di sequenziamento e MLPA su
altro tipo di campione estraendo il DNA da saliva con 1’utilizzo di un tampone buccale. In questo
caso, analizzando il DNA proveniente da tampone buccale tramite MLPA é stata riscontrata la
duplicazione dell’esone 11 in omozigosi, mutazione assente in entrambi i genitori, per cui ipotizzata
nella bambina in forma de novo. Il quadro genetico spiega il fenotipo clinico che quindi poteva essere
trattato con dietoterapia ma essendo un caso di mosaicismo la diagnosi genetica ha consentito di

escludere la trasmissione genetica alla generazione successiva.
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Fig. 13 : | grafici mostrano i valori dei rapporti del quoziente di dosaggio per ciascuna sonda la cui
localizzazione é presente sull'ascissa e le descrizioni nella parte superiore del grafico. La figura 1.A. mostra il
rapporto di dosaggio del paziente (c.603) per la sonda dell'esone 11 a livello 2,5. Le figure 1.B, 1.C, 1.D
mostrano i rapporti dei controlli tutti a livelli normali intorno a 1. | rapporti con valori superiori a 2 indicano
la presenza di una duplicazione in omozigosi.
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In figura 13 sono mostrate le ratio della paziente a confronto con i controlli in fase di MLPA, la sonda

che ibrida I’esone 11 ha una ratio di 2,5 indicando la delezione. L’MLPA condotta sui genitori non

ha mostrato la presenza della mutazione come si evince dalla figura 14.

Padre Madre

HITHHHH

Bpidsaysihia

Fig.14 : Ratio del quoziente di dosaggio normale per tutte le sonde dei campioni dei genitori della paziente.
Le ratio sono con valori intorno ad 1 per tutte le sonde



5. CONCLUSIONI

Per malattie metaboliche rare come la Fenilchetonuria la dietoterapia rimane un punto fondamentale
per una buona prognosi e contenimento del deficit. Tuttavia, i limiti associati ad essa rimangono
molteplici, la possibilita di studiare nuove forme di terapia e studiarne i meccanismi di responsivita
al Kuvan, unico farmaco ad ora in uso in Italia, sembra essere una possibilita per superare i limiti

dovuti alla dietoterapia, aumentarne 1’efficacia e migliorare lo stile di vita dei pazienti.

Dai primi dati di questo studio emergono le mutazioni principalmente piu comuni, la mutazione
p.Ala403Val risulta essere tra le pit frequenti riscontrate: 83 casi su 290 pazienti. La maggior parte
delle mutazioni riscontrate € costituito da varie mutazioni missenso, la piu frequente tra le mutazioni
di splicing risulta essere la IVS 10-11 G>T riscontrata in 52 pazienti, mentre la piu frequente tra le
mutazioni nonsenso € stata la p.Arg261Ter, in 14 pazienti. In studi di predizione fenotipica: in
omozigosi il genotipo p.A403V e associato a una predizione di una buona responsivita alla BH4 e a
un fenotipo lieve, il genotipo omozigote 1VS 10-11 G>C risulta associato alla forma piu grave (PKU
Classica) e ad una responsivita negativa alla BH4. In associazione queste due mutazioni negli
eterozigoti compositi il fenotipo predetto da BioPku € una forma lieve di iperfenilalaninemia. Anche
per le altre associazioni in eterozigoti compositi il fenotipo manifestato e quello della mutazione meno

grave. In linea con il comportamento tipico della malattia.

Per quello che riguarda la misurazione reale al test della responsivita alla BH4 il genotipo eterozigote
composito con ¢.1066-8G>C 1VS10-11 G>C associato con una mutazione missenso e quello piu
frequentemente associato a una responsivita positiva. La mutazione p.P281L in associazione con due
diverse mutazioni di splicing sembrerebbe associarsi ad effetti positivi empiricamente e discordanti
da quelli predetti sul database BioPku. Il genotipo in omozigosi per p.R261Q seppur in forma di PKU
Classica presenta una predizione in gran parte positiva ma il paziente é risultato negativo al test. | dati

sono relativamente concordi in piu del 60% dei casi, c’¢ da considerare la coorte di pazienti molto
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piccola e che sul database mancano le informazioni per 7 genotipi dei 28 analizzati. In conclusione,
possiamo dire che i dati si avvicinano ad una concordanza con il sito e che con maggior supporto di
casistiche inserite nello stesso e con I’ampliamento della coorte di pazienti potremmo arrivare a
supportare questo strumento come test predittivo; ad oggi, pero, la sola previsione di responsivita
calcolata su BioPku non basta per stabilire un decorso certo della malattia, ma & un ottimo strumento
di supporto nelle scelte terapeutiche che puo avere maggior valenza predittiva in seguito ai continui

aggiornamenti.

Sono stati presentati anche tre casi rilevanti: i primi due erano due pazienti, un uomo di 32 anni e una
neonata di pochi giorni di vita, portatori di una sola mutazione ma a cui era stata diagnosticata una
iperfenilalaninemia. Dall’analisi svolta su due geni coinvolti nella sintesi della BH4 (QDPR e SPR)
non sono emerse ulteriori mutazioni. Nell’ultimo caso si trattava di una paziente di 4 anni con HPA
in cui il sequenziamento ¢ ’'MLPA del gene PAH su DNA proveniente da sangue ¢ stato negativo,
mentre I’MLPA svolta su DNA proveniente da tampone buccale ha rivelato una duplicazione
dell’esone 11 de novo; duplicazione assente nei genitori. Questo caso di mosaicismo spiega il quadro

clinico della paziente.

Lo studio mette in luce, comunque, I’importanza dell’indagine genetica come indicatore su quale
potra essere il decorso della malattia. In un momento in cui € sempre piu difficile sottoporre pazienti
in eta pediatrica a diete molto rigide 1’utilizzo di farmaci come il Kuvan consentono una qualita della
vita normale e di assumere una dieta libera senza essere sottoposti ai rischi della iperfenilalaninemia,
dallo studio emerge la possibilita in base al genotipo di predire la buona responsivita e quindi la
compliance al farmaco. Questo tipo di studi vanno anche ad accrescere statisticamente le predizioni
di responsivita gia presenti nei database rafforzandone il significato predittivo. Anche nei casi di
eterozigosi 1’indagine genetica resta un punto focale per la programmazione delle gravidanze,

soprattutto nelle donne, per poter affrontare al meglio i casi di PKU materna, per individuare i
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portatori e predire la trasmissione della malattia alle generazioni successive previa consulenza

genetica.
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