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L’analisi array-CGH nello studio di quattro casi dbuberta precoce centrale

Descriviamo i casi di quattro bambine affette dégrta precoce associata ad anomalie del sistervaster
centrale, in cui é stata condotta un’indagine diegiea molecolare con tecniasray-CGH.

In una paziente e stata individuata una deleziois¢alé de novodel braccio corto del cromosoma 9
[del(9)(p24.3-p23)], inquadrando il caso all'interrdella sindrome 9p-, di cui fino ad ora sono stati
descritti circa 100 casi [12], uno solo dei quanguberta precoce, descritto nel 1979 da SJ Fondeet

al [19]. A nostra conoscenza, quindi, questo sageblsecondo caso di puberta precoce vera assogiata
delezione distale del braccio corto del cromosoma 9

In altre due pazienti & stata riscontrata una dehez sul braccio corto del cromosoma 8: nel priragac
questa € localizzata a livello della regione 8p23.@etermina la perdita di circa 67 Kb; nel secondso,
invece, la delezione € molto piu grande (9.5 Miogalizzata in regione 8p23.3.1; tuttavia comprende
interamente la delezione del caso precedente. tiambi questi due casi la delezione comporta lalipeer
del gene CSMD1, noto per essere particolarmenteéessp nell’embriogenesi, nell'ovaio ed in modo
aberrante in alcuni tumori [13]. La nostra ipotesthe la perdita di tale gene possa essere imalieaiche
se non necessariamente in modo diretto, nell'insozg della puberta precoce; ipotesi che apparemessu
ancora piu valore confrontando il dato con uno &tutl Basinkoet al [21] che descrive un caso di puberta
ritardata associato, invece, alla duplicazione SMD1.

Nel quarto caso studiato e stata individuata urazilene a livello del cromosoma 8p22, che Bakabase

of Genomic Variantg16], risulta essere annoverata tra le varianti egghe non patologiche e che,
apparentemente, non sembra essere correlata @aidgenesi della puberta precoce. Tuttavia, il ditee
essere valutato in modo critico, in quanto non @aifeta di comparsa dei segni puberali e del menael
campione di popolazione utilizzato per la definfmodelle varianti genomiche non patologiche. La
conoscenza di questo dato potrebbe essere utilepgter eventualmente correlare I'eta d’'inizio della
puberta con varianti genomiche non consideratelpgiche.

Array-CGH analysis in the study of four cases affed by central precocious puberty

We report four cases affected by central precocipuberty associated with central nervous system
abnormalities, in witch it has been carried onatray-CGH analysis.
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In the first case de novodistal deletion of the chromosome 9 short arm @)¥HK24.3-p23)] was found, as
in the cases affected by the 9p- syndrome. Up t®@ habout 100 cases of 9p- syndrome are report2l [1
but only one of them manifested a precocious pybdi®]. To our knowledge, this is the second repdrt
case of precocious puberty associated to 9p digtialtion.

In two patients a deletion of the chromosome 8tséion was found: in the first case the deletioalwdut 67 Kb
was localized in the region 8p23.2; in the lattasec the deletion was localized in the region 8p23.his
deletion was bigger (9,5MB) than the former andtams the deletion observed in the first case.dth the two
cases the deletion determines the lost of the @3MD1, which is known to be particularly expresgedhe
ovary during the embryogenesis, and in some kinchater cells [13]. We hypothesized that the I628MD1
can be involved in the pathogenesis of the precscpuberty, even if not directly; this hypothesisupported
by the description of a girl affected by delayethenty associated to a duplication of CSMD1 [21].

In the fourth case a deletion of chromosome 8p22 feand, this deletion is cited in ti@atabase of Genomic
Variants[16] as a normal variant found in the general papoh and apparently it should not to be relatetth wi
the pathogenesis of precocious puberty. Howevés,uihknown the age at the onset of puberty ofdleases of
the general population carrying this deletion. Tihfermation would be useful to relate the agehat onset of
puberty with genomic variants that are not considgrathological.

Introduzione

La pubertd precoce € una condizione clinica caizttda dalla comparsa di uno o piu caratteri
sessuali secondari prima degli 8 anni nella bambipama dei 9 anni nel bambino.

La puberta precoce vera (CPP) e determinata dedimgtura attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi ed in particolare dei neuroni ipotalamicé decernono GnRH in modo pulsatile, determinando
un’aumentata secrezione pulsatile di gonadotrogiograttutto LH, che stimolano le gonadi a produrre
gli ormoni sessuali [1]. Nella maggior parte desicsl tratta di forme idiopatiche [2] , una minazan
riconosce un’origine neurogena. Nonostante il [jpele determinante la variabilita dello sviluppo
puberale sia di tipo genetico [3] non sono anctat definiti con certezza i geni implicati nelleepoce
attivazione della secrezione di GnRH che é respilesaella CPP. A differenza delle forme di
ipogonadismo ipogonadotropo e ritardo puberal@ttnfsono riportati in letteratura solo pochi cdsi
CPP in cui sia stato possibile riscontrare anongaieetiche definite e tali casi presentavano seaife
caratteristiche fenotipiche peculiari o facevandegdi quadri sindromici ben definiti [4-12].

L’analisi array-CGH consente lo studio simultaneo di centinaia o miglidiloci discreti con una
risoluzione molto superiore alla metodica citoge@etonvenzionale. Appare chiaro, quindi, come
questo tipo di diagnostica citogenetica molecotaaedi grande aiuto nell'identificazione di anoreali
cromosomiche e nella caratterizzazione genotipigazienti con anomalie fenotipiche particolari.

Scopo del lavoro

La CPP si puo associare ad anomalie del sistemeoswrcentrale (SNC), ma i meccanismi
responsabili di questa associazione non sono &okn per quanto riguarda le forme organiche, quali
tumori o esiti di processi infiammatori, si ipotizzhe la noxa patogena abbia distrutto i centri
cerebrali che provocano lattivazione dell’ assed- L’associazione tra la CPP e le altre anonidie
SNC, quali disturbi cognitivi ed epilessia, potrelbvece riconoscere una causa genetica.
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Le tecniche di genetica molecolare piu innovatiyggle la metodicarray CGH, consentono oggi di
caratterizzare dal punto di vista cromosomico idyualinici piu complessi, altrimenti difficilmente
inquadrabili, quali ritardi mentali non spiegathdromi epilettiche e sindrome autistica [13].

Lo scopo di questo studio e quello di ricercarenasal@® cromosomiche criptiche mediante tecnica
array-CGH in pazienti con puberta precoce vera ed arierdal sistema nervoso centrale (SNC).

Materiali e metodi

In questo studio sono stati presi in esame qub#mbine affette da puberta. | casi proposti soath st
scelti allinterno di una casistica piu ampia dbptta precoce per la contemporanea presenza in esse
di segni di sviluppo puberale comparsi prima d8giinni ed anomalie del sistema nervoso centrale, o
di tipo organico e riscontrate con indagini rdduro-imaging,0 anomalie epilettiformi rilevate con
registrazione EEG, o ancora difetti dello svilugggicomotorio e disturbi del linguaggio.

La diagnosi di puberta precoce vera e stata pastdapcomparsa di segni puberali prima degli 8
anni, associata ad aumento della velocita di ct@gett1l deviazione standard) e ad avanzamento
dell’'eta ossea (>1 anno rispetto all’eta cronolagyic

La valutazione diagnostica effettuata comprendesame obiettivo generale, la misura dell’altezza e
del peso, il calcolo dellindice di massa corpo(BMI), la velocita di crescita, la valutazione dell
stadio puberale, la determinazione dell'eta ostedasaggio delle gonadotropine FSH ed LH, basali e
dopo stimolazione con GnRH, ed il dosaggio deltadiblo. Le bambine sono state sottoposte ad
ecografia pelvica per la valutazione del volumekadmorfologia dell’'utero e delle ovaie.

Tutte le pazienti affette da puberta precoce vemanb eseguito una RMN dell’encefalo per la
ricerca di un’eventuale causa neurogena: anomakd#a dregione ipotalamo-ipofisaria o
dell’encefalo e tumori. A seconda dei casi & statlutata la necessita di registrare un tracciato
EEG, per la ricerca di anomalie epilettiformi. Lazpenti sono state sottoposte a valutazione
neuropsichiatrica per definire meglio le carattiécle del ritardo psicomotorio associato e per la
scelta di opportune terapie logopediche e dellagpsotricita.

L'altezza e stata misurata utilizzando lo stadiometli Harpenden ed é stata espressa in
deviazioni standard (SDS) in riferimento all’et@rologica.

L’indice di massa corporea (BMI) & stato calcolzime peso (Kg) diviso per il quadrato dell’alte@rzé).

Lo stadio puberale é stato valutato secondo lasiflaazione di Marshall e Tanner [14]. L'eta
ossea e stata determinata con il metodo di Greelielyle [15].

| livelli sierici di FSH, LH ed estradiolo sono staleterminati con il metodo immunometrico in
chemiluminescenza (Siemens Medical Solution DiatiggdaMilano, Italia).

L'ecografia pelvica e stata eseguita rispettandtedaica convenzionale a vescica piena utilizzamdo
ecografo Aloka Prosound SSD 5500 (Aloka, Tokio,pp@ne) con un trasduttore convesso da 3.5 a 5
MHz. Sono stati calcolati il volume dell'utero e lldeovaie usando la formula dell’ellissoide
(V=D1xD2xD3x0.523, dove D1 rappresenta il maggioantetro longitudinale, D2 il maggior
diametro antero-posteriore e D3 il maggior diamétaverso). E stata valutata inoltre la presenza di
rima endometriale e di follicoli misurabili. L'asipe ovarico € stato classificato come omogeneo
(senza follicoli misurabili), paucifollicolare (nwro di follicoli <6 e diametro <4 mm) o
multifollicolare (numero di follicoli >6 e/o diamt >4 mm).
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L'analisi whole genome arrafGH e stata eseguita utilizzando la piattaform&KL,0con
risoluzione media in condizioni ottimali di 60 Kkitf 105 AGILENT); una variazione del humero
di copie é definita da uno spostamento dal valomeodmalita di almeno tre sonde consecutive, le
cui posizioni di mappa si riferiscono @enome Assembly Ma2006. Nei risultati non sono state
considerate patologiche quelle delezioni e/o argal#ioni riportate come varianti genomiche nel
Database of Genomic Varian{d6]. Le analisi sono state eseguite utilizzandoADf¢mminile
(NA15510) come DNA di confronto. L'analisi non & grado di evidenziare riarrangiamenti
cromosomici bilanciati, riarrangiamenti cromosonsbilanciati nelle regioni pseudoautosomiche
dei cromosomi X e Y, e riarrangiamenti cromosonsigilanciati nelle regioni pericentromeriche.
La qualita dell’esperimento (scarsa/buona/eccetleatvalutata in base @Cmetric(parametro di
controllo della qualitd) fornito daloftwaredi analisi ed in base alla qualita del DNA.

Risultati

Cason°l

Francesca R. & giunta alla nostra osservazionarai7e 7 mesi per pubertd precoce, data la comparsa
all'eta di 7 anni di pubarca, axillarca, sudoragi@cre e scatto di crescita e, successivamerga al 7
anni e 4/12, di telarca. Nata da parto eutocia 4 settimana di eta gestazionale dopo una gravidanza
normodecorsa, con un peso alla nascita di 3350aglumghezza di 50 cm ed una circonferenza cralica
35 cm. Ha presentato ittero neonatale fisiologimlta richiesto una giornata di fototerapia.

Anamnesi familiare negativa per puberta precocdpennopatie ed altre malattie degne di nota.
Genitori non consanguinei.

Anamnesi personale: Francesca ha mostrato unaitdetlo sviluppo psicomotorio, ha cominciato a
camminare all’eta di 24 mesi ed e stata sempreitaegiscuola da un’insegnante di sostegno. Sono
stati segnalati inoltre deficit di attenzione e camtrazione. Dall’'eta di 4 anni la bimba e sottép@s
sedute di psicoterapia e psicomotricita per conapoento inquadrabile nell’ambito delle disarmonie
infantili. All'eta di 6 anni ha presentato un’erniguinale sinistra ed é stata sottoposta ad eaffa.
Allesame obiettivo la paziente ha mostrato le segunote dismorfiche e malformativéacies
particolare con naso piccolo, filtro nasale lungocca larga con labbra fini, lingua a carta geacgaf
mal posizionamento dei denti inferiori, palato @iy taglio degli occhi di tipo mongoloide, epicant
sopracciglia inarcate, sinofrosi, bassa attaccateraapelli, bassa attaccatura dei padiglionicalri,
brevita del IV metacarpo e metatarso, segni di Idéicazione ungueale (Tabella 1 e Figura 1).
L'obiettivita cardiaca ha evidenziato un soffio tsi&o di 2/6 al centrum non sottoposto ad
accertamenti perché ritenuto di tipo funzionalgyaiwva € risultata I'obiettivita addominale e tacac

Alla valutazione auxologica Francesca ha presentaseguenti valori: altezza 128 cm (88°
percentile, SDS +1.19), peso 28.3 kg (90° percentBMI 17.3 (SDS +1.35) e Indice Ponderale
(IP) 107%. Stadi puberali secondo Tanner: B2, FMR+--. Eta ossea secondo Greulich and Pyle
9.5-10 anni, e quindi avanzata di circa 2 annieigpall’eta anagrafica.

Per la comparsa precoce dei segni puberali, Fraaceés stata sottoposta ad accertamenti
endocrinologici gollow-up: il test di stimolo con GnRH eseguito all’eta daBni ha evidenziato
valori nettamente elevati di gonadotropine (picaoL# 11.8 U/l e picco di FSH 25.6 U/l);
'ecografia pelvica ha mostrato un quadro compbdibion puberta precoce con utero di
dimensioni aumentate per I'eta (diametri: longihale 43mm x trasversale 23mm x antero-
posteriore 12 mm), rima endometriale non visibi@pporto corpo-collo (COAP/CEAP) >1. E
stata posta cosi diagnosi di puberta precoce,aim&nte a lenta progressione, ma in seguito
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diventata a decorso rapido, tanto da richiederapiarsoppressiva con analoghi del GnRH (3.75
mg ogni 28 giorni); questa terapia ha provocato boana soppressione dell'asse ipotalamo-
ipofisi-gonadi ed arresto della puberta. La terapj#oi stata sospesa all’'eta di 12 anni.

Francesca ha presentato il menarca a 13 anni eotriezzli sono stati successivamente irregolari co
polimenorrea. A 14 anni e mezzo Francesca ritolaanastra osservazione per la fastidiosa comparsa
di ipertrofia asimmetrica delle piccole labbra (@stla maggiore che a sinistra), per cui si & reso
necessario un intervento chirurgico di exeresimadellamento.

Altri esami ematochimici eseguiti hanno mostratonmame funzionalita epatica, renale e tiroidea,
mentre sono risultati elevati i livelli ematici phiolattina (valore massimo 57.4 ng/ml).

La RMN cerebrale é risultata nella norma anchegpanto riguarda la regione ipotalamo-ipofisaria.
L’EEG ha mostrato la presenza di parossismi fabeliemisfero destro.

Il cariogramma é risultato femminile normale (46 )XXanalisi delle metafasi di linfociti del sangue
periferico mediante FISH, con sonde subtelomerichenostrato una delezione terminale del braccio
corto del cromosoma 9 del(9p)(pVYS234B-). Entramfenitori hanno cariotipo normale, si tratta
quindi di una delezionde novo L’array-CGH dell'intero genoma della paziente ha confearlat
presenza di una delezione a livello 9p23-p24.3L4i14.

Caso n°2

Giada C. e giunta alla nostra osservazione allit@ anni e 5 mesi per puberta precoce, data la
comparsa all’eta di circa 7 anni di pubarca, axilatelarca e scatto di crescita. La bimba €& defzgarto

con taglio cesareo alla 38ettimana di gestazione per presentazione podala@o una gravidanza
caratterizzata da minaccia d’aborto alld 8s8timana, ed assunzione materna di farmaci agieipsivi

ed N-butilbromuro di joscina; alla nascita preseatan peso di 3050 g . Giada ha mostrato un buon
adattamento all'ambiente extrauterino, non ha tgorsofferenza respiratoria, né ittero.

Anamnesi familiare negativa per puberta precocdpennopatie ed altre malattie degne di nota.
Non consanguineitd dei genitori. Segnalata la presenello zio e nella nonna materna di
miopatia scapolo-omerale.

Nell’anamnesi personale veniva segnalata la presdnpiede cavo bilaterale, risoltosi al termine
dei primi due anni di vita, e di bocca stirata cod# paresi di natura indeterminata (probabile
ipoplasia del muscoldepressor oris La bambina ha mostrato un ritardo dell’acquisna delle
tappe dello sviluppo psicomotorio: acquisizionelaglosizione seduta a 9 mesi, della stazione
eretta con appoggio bimanuale a circa un anno] eademino autonomo a circa 20 mesi. Anche
le tappe dello sviluppo del linguaggio sono statquésite con notevole ritardo: le prime parole
sono state pronunciate a 3 anni di vita, per tab¢iva, al momento dell'inserimento alla scuola
materna, veniva impostata terapia logopedica asto@ terapia della psicomotricita. Giada ha
frequentato la scuola elementare e la scuola meftlancata da un’insegnante di sostegno. All’eta
di 6 anni la piccola é stata sottoposta ad inteivelh adenoidectomia. Giada é stata sottoposta ad
alcuni accertamenti di tipo genetico presso I'OstiedRegina Margherita di Torino: ricerca della
mutazione e pre-mutazione FraX, FISH con sondalgeegione coinvolta nella sindrome di De
George/velocardiofaciale, analisi del DNA per ladsbme di Prader-Willi, tutti risultati negativi.

In tale sede veniva inoltre esclusa una patologiramuscolare.

All'esame obiettivo la paziente ha mostrato le segjucaratteristiche cliniche: basso impianto delle
orecchie, palato ogivale, valgismo delle ginoccraapmalie della pigmentazione cutanea con
alcune macchie ipopigmentate al tronaoanthosis nigricangn regione nucale ed ascellare, adipe
sottocutaneo abbondantemente rappresentato, capbilemonormoconformato, strabismo
convergente dell’occhio destro e miopia, presenzaiistagmo a tratti sul piano orizzontale,
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asimmetria della rima buccale con stiramento veatsestra come da ipoplasia monolaterale del
muscolodepressor origTabella 2); negativa e risultata I'obiettivita derca, toracica e addominale.
Alla valutazione auxologica Giada ha presentateguenti valori: altezza 143 cm (99° percentile,
SDS +2.67), peso 46.7 kg (>97° percentile), BMIB2gSDS +4.74) e Indice Ponderale (IP) 129%.
Stadi puberali secondo Tanner: B2, PH3, PA++-. d&&tsea secondo Greulich and Pyle: 12 anni, e
quindi avanzata di circa 4 anni e 6 mesi rispeltteta cronologica.

Per la comparsa precoce dei segni puberali, Giatat@ sottoposta ad accertamenti endocrinologici e
follow-up: il test di stimolo con GnRH, eseguito all’etadianni e 5 mesi, ha evidenziato valori di
gonadotropine di tipo pubere (picco di LH 16.1 mU/piacco di FSH 6.5 mU/ml); I'ecografia pelvica
ha mostrato un quadro compatibile con puberta peecon utero di dimensioni aumentate per I'eta
(diametri: longitudinale 50 mm x trasversale 0.8 mantero-posteriore 13.9 mm), rima endometriale
non visibile, rapporto corpo/collo (COAP/CEAP) >dvaio destro con volume di 0.5 ml ed ovaio
sinistro di 3.31 ml con aspetto disomogeneo eculilipresenti. Pertanto & stata posta diagnosi di
puberta precoce gonadotropine-dipendente ed é isteipresa terapia soppressiva con analoghi del
GnRH (3.75 mg ogni 28 giorni), che ha provocato bmana soppressione dell’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi ed arresto della puberta. La terapia étpta sospesa all’'eta di 11 anni e 5 mesi.

Giada ha presentato il menarca a 12 anni e 8/12,scacessiva irregolarita dei cicli mestruali
caratterizzati da polimenorrea nei primi due anni.

Altri esami ematochimici eseguiti nel corso degihnehanno mostrato normale funzionalita epatica,
renale e tiroidea; il test di stimolo con Synacteh® mostrato normali valori di 17-OHP, permettendo
di escludere una sindrome adreno-genitale (SAGuredalore di DHEAS superiore alla norma (1.6
mcg/ml), da considerarsi compatibile con adrenpreanaturo.

La RMN cerebrale e risultata nella norma per quaigoarda l'ipotalamo e l'ipofisi, mentre veniva
segnalata, come reperto collaterale, una disciletazione degli spazi perivascolari a livello datiorone
raggiate ed in particolare una focale dilatazidresgetto cistico a livello del polo temporaleidigra.

L'EEG dopo privazione di sonno ha mostrato anomajpiéettiformi in concomitanza delle quali
sono stati segnalati piccoli movimenti distali demiti inferiori. Sulla base di questo riscontro é
stata intrapresa terapia con oxcarbazepina.

Il cariogramma é risultato femminile normale (46 )XXanalisi delle metafasi di linfociti del sangue
periferico mediante FISH con sonde subtelomerigieeiiche per i terminali dei cromosomi 6, 12, 13 e
18q (kit Vysis) non ha mostrato riarrangiamentbnetrici criptici a livello di tali regioni. larray-CGH
dell'intero genoma della paziente ha mostratodagmza di una delezione a livello 8p23.2 di ciit&b.

Caso n°3

Giada M. e giunta alla nostra osservazione altletianni e 6 mesi per una valutazione endocrincéog
in merito alla comparsa, circa 6 mesi prima, digvah, telarca, accelerazione della velocita dictas
acne e seborrea. Nata con parto eutocico aflaetimana di gestazione da una gravidanza decorsa
minaccia d’aborto fino al quinto mese e colichafieiGiada ha presentato un peso alla nascita@G®0
una lunghezza di 50 cm ed ha mostrato un buoreswlatito all’ambiente extrauterino.

L’anamnesi familiare € risultata negativa per ptédbprecoce; genitori non consanguinei. Viene setmal
familiarita per sindrome dell’'ovaio policistico (d@ e zia materna affette); si evidenzia inolterisenza

di disturbo specifico dell'apprendimento (disleysiel padre e nel fratello della probanda.

In anamnesi personale viene segnalato, un ritagdocopotorio di grado lieve associato ad un
disturbo del linguaggio, con EEG nella norma. Giadapresentato un telarca prematuro all’eta di
2 anni, regredito poi spontaneamente a 4 anni.
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All'lesame obiettivo la paziente ha mostrato le segjucaratteristiche cliniche: buone condizioni
generali, macchia caffe-latte a margini irregof@icm x 1cm) al dorso del piede destro, peluria al
labbro superiore, acne sulla fronte (Tabella 3jettibita cardiaca, toracica e addominale nellanmenr
Alla valutazione auxologica Giada ha presentategugnti valori: altezza 131 cm (71°percentile,
SDS +0.56), peso 30.7 kg (75°-90°percentile), BMI9L(SDS +1.39) e Indice Ponderale (IP)
110%. Stadi puberali secondo Tanner: B2, PH2, Ps&mte. Etd ossea secondo Greulich and Pyle
avanzata di circa 6 mesi rispetto all’eta cronatagi

Altri esami ematochimici eseguiti hanno mostratonmade funzionalita epatica, renale e tiroidea.
L’ecografia pelvica ha visualizzato utero ed owd@iiéorma e dimensioni adeguate per I'eta.

La paziente é stata quindi persafallow-up e non sono state possibili ulteriori indagini per
inquadrare meglio e monitorare lo sviluppo pubedsbia piccola.

L'analisi di genetica molecolararray-CGH ha mostrato una delezione sul braccio cortb de
cromosoma 8 [del(8)(p23.3-p23.1)] di circa 9.5 Mlale delezione non & presente nei genitori di
Giada, pertanto & da consideratsinovo

Caso n°4

Denisa €& giunta alla nostra osservazione a 7amm mese per valutazione in merito a puberta
precoce, data la comparsa all’eta di 6 anni e 6i wlietelarca. La bimba e nata in Romania, da
gravidanza caratterizzata fin da subito da dolddaminali ricorrenti e perdite ematiche. Nata da
parto eutocico al settimo mese di gestazione, videeta dalla madre una probabile sofferenza
perinatale, di cui perd non si ha documentazionaicae Denisa, presentando un ritardo di
crescita intrauterino (IUGR), con un peso alla itasai 950 g (percentile <3° per eta
gestazionale), € stata ricoverata presso il reghirRatologia Neonatale per circa tre mesi.
Anamnesi familiare negativa per puberta precocerepatologie endocrinologiche, neurologiche
ed autoimmunitarie; la madre ha riferito difficolt@l portare a termine le gravidanze, con una
storia di due aborti spontanei. Non riferita corggéneita dei genitori.

Anamnesi personale: Denisa ha mostrato un ritasdio dviluppo psicomotorio, la deambulazione
autonoma € stata raggiunta a 24 mesi con impaecprjme parole sono state pronunciate a 24 mesi;
al momento di una valutazione neuropsichiatricgeite all’'eta di 7 anni e 4/12 la bambina non aveva
ancora acquisito le abilita di lettura, scrittureadcolo previste per la sua eta.

All’lesame obiettivo la paziente ha mostrato repdrthormalita; & stata segnalata la presenza di
un'unica macchia caffe-latte di circa 1 cm in regolombare; non erano presenti note
dismorfiche di rilievo (Tabella 4 e Figura 2).

Alla valutazione auxologica Denisa ha presentatseguenti valori: altezza 117.8 cm (35°
percentile, SDS -0.40), peso 25.5 kg (75°-90°pdilgn BMI 18.4 (SDS +2.25) e Indice
Ponderale (IP) 116%. Stadi puberali secondo TanB8r:PH1, PA assente. Eta ossea secondo
Greulich and Pyle avanzata rispetto all’eta crogua di circa 10 mesi.

Per la comparsa precoce dei segni puberali, Dénggata sottoposta ad accertamenti endocrinolegici
follow-up il test di stimolo con GnRH, eseguito all’eta7danni e 4 mesi, ha evidenziato valori elevati di
gonadotropine (picco di LH 14.4 mU/l e picco di F&H5 mU/l); I'ecografia pelvica ha mostrato un
utero di dimensioni aumentate per I'eta (diameatr@itudinale 51 mm, diametro trasverso 11 mm e AP
23 mm), visibile la rima endometriale di 3 mm, cavlume dell’'ovaio destro di 3.27 ml e volume
dell'ovaio sinistro di 1.66 ml, entrambi con prezauli follicoli, il maggiore dei quali con un diatredi

5 mm. E stato pertanto evidenziato un quadro degétprecoce gonadotropino-dipendente che ha reso
necessaria terapia soppressiva con analoghi deHGBR5 mg ogni 28 giorni), la quale ha determinato
una buona soppressione dell'asse ipotalamo-ipgdisadi con arresto della puberta.
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Altri esami ematochimici hanno mostrato normalezfanalita epatica e renale; sono risultati, invece,
elevati i livelli ematici di TSH, con ormoni tiroédl nei limiti della nhorma, come da ipotiroidismo
subclinico. Per tale motivo é stato effettuatodbaggio degli anticorpi anti tiroide: gli anti-T@Gr®
risultati negativi, mentre il dosaggio degli anf®@ ha mostrato una modesta e transitoria positivita
L'ecografia tiroidea ha mostrato parametri morfattrali nei limiti della norma.

La RMN cerebrale ha mostrato un quadro di leucoomlaperiventricolare, con regolare
conformazione della regione ipotalamo-ipofisarimséguito alla comparsa di crisi comiziali, € stato
registrato un EEG in stato di veglia, che ha mostemomalie a tipo punta e punta lenta in regione
temporale destra, con sporadidfmifféesdi punta onda e onda puntuta a proiezione diffpsganto

e stata posta diagnosi di epilessia parziale siaticened é stata intrapresa terapia con acidooiatpr
L'indagine di genetica molecolar@ray-CGH ha mostrato una delezione del braccio corio de
cromosoma 8 [del(8)(p22)] di circa 60 Kb. Tale déd@e e classificata tra le varianti genomiche
presenti neDatabase of Genomic Variants.

Discussione

Caso n°1 (del9p24.3-23)

Il caso di Francesca R. & stato chiarito dall'indagdi genetica molecolararray-CGH che ha
mostrato la presenza di una delezione dist#e novo del braccio corto del cromosoma 9
[del(9)(p24.3-p23)] (Figura 3); pertanto e possilulassificarlo come appartenente alla sindrome 9p-
In letteratura sono stati fino ad ora descrittc&if00 casi di sindrome 9p- [12]. La maggior pdite
questi presenta la delezione del cromosoma 9p dldivdi 9p21 [17], tuttavia le principali
caratteristiche cliniche sono indipendenti dallzgloezza della delezione [18].

Il caso qui descritto presenta molte caratteristiobhcomune con la sindrome 9p- (Tabella 1), itigudare
filtro nasale lungo, taglio degli occhi di tipo ngmhoide, epicanto, sopracciglia inarcate, palatvabey,
orecchie a basso impianto, ritardo mentale moderédtoydo dello sviluppo psico-motorio, ed ernia
inguinale, ma non presenta, come gli altri casimtirome 9p- descritti, trigonocefalia e sella apatta.

La presenza di un soffio sistolico di 2/6 farebbspettare la presenza di anomalie cardiache, @seh’'e
facenti parte del quadro classico di sindrome tavia Francesca non &€ mai stata sottopostedadiimi
eco-cardiografiche che potessero confermare il dtadtire, la paziente presenta alcune carattehmistnon
tipiche della sindrome 9p- come le anomalie osse®vifa del quarto metacarpo e metatarso), la dirmu
carta geografica, la bocca larga con labbra settithalposizionamento dentario, il basso impiantio de
capelli, la sinofrosi ed i segni di decalcificazamgueale.

Per quanto riguarda la puberta precoce, a nost@scenza si tratta del secondo caso descritttiéndtira

di puberta precoce vera associata a deleziondedihbraccio corto del cromosoma 9. Il primo chso
quello di un maschio descritto nel 1979 da SJ Fimudeet al. [19]. Il ragazzo descritto, portatore della
del(9)(p22->pterde novo presentava oltre alle caratteristiche peculialfiadsindrome 9p- anche puberta
precoce ed esadattilia. L'eventuale riscontro ddgoté precoce non € stato riportato in altri casi d
sindrome 9p- che, vista I'eta, dovrebbero gia esaedati incontro a sviluppo puberale fisiologico.

La comparsa di puberta precoce insorta all’eta dniii e 10 mesi & stata descritta in una bambina,
anch’essa portatrice di una delezione del bracoitoadel cromosoma 9, ma a livello piu prossimale
(9p12->9p13.3), da Eshet al [12]. La piccola presentava le seguenti caratietie cliniche: ritardo

di sviluppo psicomotorio di grado medio, dismorfacciali, ambiguita dei genitali, microcefalia,
cranio sinostosi, assenza parziale del corpo egllogssa statura, basso peso alla nascita, digtarbo
deficit di attenzione ed iperattivitd (ADHD) e putzeprecoce vera [12].
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Anomalie dei genitali esterni come ipoplasia dghendi labbra e piccole labbra prominenti [19] sono
stati descritte in alcune pazienti con sindrome Bpripertrofia ed asimmetria delle piccole lablbtee

ha richiesto la correzione chirurgica € comparsditamente, all’eta di 14 anni, anche nella nostra
paziente, in concomitanza con la fisiologica stem@ne da parte degli estrogeni, al termine della
terapia soppressiva con analoghi del Gn-RH peulega precoce.

Casin°2 e 3 (del 8p23.2, del 8p23.3-23.1)

Le caratteristiche cliniche di Giada C. (caso rs@)o riassunte in tabella 2.

L'analisi array-CGH dell'intero genoma della paziente ha mostfatpresenza di una delezione a
livello 8p23.2 di circa 67 Kb (Figura 4). Dal monterche non &€ mai stato descritto in letteratura
nessun caso di delezione di tale regione cromosgmian € possibile un confronto fenotipico con
altri pazienti genotipicamente simili. Tale delemocomporta la perdita di una parte del gene
CSMD1 (CUB and Sushinultiple domainsl). Il gene CSMD1 é uno dei piu grandi geni dtddit
genoma umano, costituito da 32 esoni, di cui 30ifmahti, che risulta essere particolarmente
espresso a livello di alcuni tessuti fetali comgafte, encefalo, midollo spinale e ovaio. Esso
codifica per una serie di proteine regolatrici adwsplicano la loro funzione interagendo con un
elevato numero di altre proteine, tra cui BCL-6,fattore di repressione della trascrizione espresso
nei linfociti B che risulta essere ipermutato cstogato, ad esempio, in alcuni linfomi. Mutazioni
somatiche del gene CSMD1 sono state riscontratendfti tumori umani, tra cui i tumori
squamocellulari della testa e del collo, i carcinooio-rettali ed i cistoadenocarcinomi ovarici [20
Nel nostro caso la delezione riscontrata comprem@epiccola sequenza codificante all'interno di
una piu grande regione non codificante del gene BSM

Nel caso n°3 I'analisi di genetica molecolareay-CGH ha mostrato una delezione presente sempre
sul braccio corto del cromosoma 8 [del(8)(p23.3-pg3di circa 9.5 Mb, quindi molto piu grande
della precedente, ma che risulta tuttavia contar@mmpletamente.

Le caratteristiche cliniche del caso n°3 sono uassin tabella 3.

La mappa della regione deleta nel caso n°3 e dfomh figura 5.

La delezione riscontrata in quest’ultimo caso cangde numerosi geni tra cui, di nuovo, il gene
CSMDL1. In questo caso tale gene é stato completanpenso.

Non vi sono in letteratura altri casi con questéezlene che presentino puberta precoce, mentre
recentemente é stato descritto da Basiekal [21] il caso di una bambina con una duplicazione
cromosomica 8p22-8p23.2, che presentava malformiaziwdiache congenite, difficolta di linguaggio

e puberta ritardata. La duplicazione della regicneenosomica in questo caso determinava la presenza
di una doppia dose del gene CSMD1, che, invecsltai®essere deleto nei nostri casi di puberta
precoce. | dati finora osservati indicherebbero ©8Mquale possibile gene implicato nella
regolazione detiming puberale. Questo dato farebbe ipotizzare, inotine, anche mutaziotoss of
function del gene CSMD1, determinino un’anticipazione delauppo puberale. Premesso che in
letteratura non sono stati descritti casi con gueatatteristiche, tale ipotesi andra confermatgeno
guando saranno conosciute in modo dettagliatoderhbalecolari dell’attivita del trascritto di CSMD1
Oltre che il gene CSMD1, in particolare nel cass, td regione cromosomica deleta contiene un gran
numero di altri geni che potrebbero avere un rpalco meno importante nella determinazione del guad
clinico; tuttavia, I'esiguita di studi di genetioaolecolare in pazienti con puberta precoce versgrite in
letteratura, non permette di tracciare delle cariehi precise. Senz'altro il dato rimane interegsa puo
essere utile come spunto per ulteriori studi ckegano in esame una casistica pit ampia
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Caso n°4 (del8p22)

Lo studio conarray-CGH del caso di Denisa ha mostrato la presenzmaidelezione sul braccio
corto del cromosoma 8 in regione 22 di circa 60 &l viene classificata nBlatabase of Genomic
Variants[16] come variante genomica benigna (Figura 6)n Rmoto se la delezione osservata nella
nostra paziente side novoo ereditaria, dal momento che non e stata esegeissuna analisi
genetica nei genitori. Tale delezione risulta essdbastanza diffusa nella popolazione generale e
non sembra rivestire significato patologico, ad ez@mne che per un modesto aumento
dell’incidenza di patologie autoimmunitarie nei geti portatori. La variante genetica riscontrata
determina la delezione del gene MSR1 codificanteilpeecettorescavengerdei macrofagi, una
proteina che, oltre a svolgere funzione recetterigér le LDL, sembra intervenire in numerosi
processi cellulari, non tutti noti; infatti non @rwsciuta la base molecolare dell’associazione con
'aumentata predisposizione a sviluppare patolagi®immuni riscontrata clinicamente [16].

Nel nostro caso, Denisa non presenta alcuna simbdogéa che suggerisca la presenza di patologie su
base autoimmunitaria, pertanto non sono stati é@seapcertamenti di laboratorio in tal senso, ad
eccezione del dosaggio degli anticorpi anti-tiroate hanno evidenziato una modesta e transitoria
positivitd degli anti-TPO in presenza di un ipatiiemo subclinico.

L'anamnesi familiare € risultata negativa per pag® autoimmunitarie accertate; tuttavia, il
riscontro di una storia di aborti ripetuti nella ana di Denisa sarebbe stato degno, a nostro avviso,
di alcune indagini, quanto meno per escludere ksipde presenza di una sindrome da anticorpi
anti-fosfolipidi che, se dimostrata, avrebbe avrato I'ipotesi di una trasmissione ereditaria della
variante genetica. In tabella 4 sono stati riagglnaspetti clinici del caso n°4.

Sulla base di quanto detto fino ad ora, sembra pocbabile che il quadro clinico di Denisa possa
essere spiegato dallanomalia genetica rilevata; particolare i riscontri neuro-patologici
sembrerebbero pit semplicemente classificabili casdi della presunta sofferenza perinatale
descritta in anamnesi; neanche la puberta precec® dovrebbe essere correlabile all’alterazione
genetica rilevata. Tuttavia, non sono note inforimazriguardanti la puberta e I'epoca del menarca
nel campione di popolazione utilizzato come rif@amto per la determinazione delle varianti
genomiche. La conoscenza di questo dato sarebleepeti poter tracciare delle correlazioni tra la
tendenza all'anticipazione dell’eta puberale nglgpolazione generale e la prevalenza di varianti
genetiche non patologiche, come quella rilevatimelstra paziente.

Conclusioni

BN

Obiettivo di questo studio & stata la ricerca dsgibili alterazioni genetiche in soggetti con
puberta precoce vera ed anomalie del sistema necergrale.

La tecnicaarray-GCH risulta essere particolarmente costosa, pertaon applicabile a tutti i casi
di puberta precoce vera, ma razionalmente esegudmiltanto nei casi piu complessi e laddove
siano presenti altre caratteristiche cliniche cbsesano rendere I'indagine piu selettiva, come le
anomalie del sistema nervoso centrale present melstre pazienti.

| risultati ottenuti ci hanno permesso di evidereiaelezioni cromosomiche criptiche che possono
contenere geni responsabili, oltre che delle arienal sistema nervoso centrale, anche della Rubert
precoce. Tuttavia sono necessari ulteriori studipoger approfondire queste evidenze.
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Considerando i dati ottenuti, si puo ipotizzare Eh@cerca di delezioni cromosomiche criptichesga
portare all'individuazione di un numero sempre niagodi geni implicati, non solo nella puberta jores,
ma anche nel fisiologico anticipo puberale che gerficato negli ultimi decenni, riconoscendo diijn
oltre alle cause ambientali, anche cause genetitbiehé la ricerca andra estesa a tutto il gen@ma,
necessaria, tuttavia, una scelta accurata deinpiadie sottoporre all'indagine genetica camay-CGH,
facendosi guidare da segni e sintomi ben preaisiqueli € facile presupporre un’origine genetica.

Tabelle e figure

Tabella 1. Caratteristiche cliniche presenti nellasindrome 9p- classica descritta da Alfet al. nel 1973
[11] e nel caso n°1 con delezione 9p24.3-p23.

Sindrome 9p- classica Cason°1

Ritardo mentale moderato Si

Ritardo di sviluppo psico-motorio Si

Filtro lungo Si

Palato ogivale Si

Orecchie a basso impianto Si

Anomalie cardiache (?)

Ernia inguinale Si

Trigonocefalia No

Sella nasale piatta No

Taglio degli occhi di tipo mongoloide Si

Epicanto Si

Sopracciglia inarcate Si

Narici antiverse No

Piccole labbra prominenti Si
Puberta precoce vera
Brevita del IV metecarpo e metatarso
Bocca larga, labbra fini e malposizionamento
Lindua a carta geografica
Segni di decalcificazione ungueale
Basso impianto dei capelli
Sinofrosi
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Tabella 2. Aspetti clinici del caso n°2 con delezie 8p23.2.

Obesita

Ritardo psico-motorio

Basso impianto delle orecchie

Palato ogivale

Valgismo delle ginocchia

Anomalie della pigmentazione cutanea

Acanthosis nigricansucale ed ascellare

Asimmetria della rima buccale (ipoplasia musabdépressor oris

Strabismo convergente occhio destro e miopia

Epilessia

Puberta precoce vera

Tabella 3. Aspetti clinici del caso n°3 con delezie 8p23.3-p23.1.

Obesita

Peluria al labbro superiore ed acne

Macchia caffe-latte al piede destro

Ritardo psicomotorio lieve

Disturbo del linguaggio

Puberta precoce incompleta

Tabella 4. Aspetti clinici del caso n°4 con delezie 8p22.

Restrizione di crescita intrauterina (IUGR)

Ritardo psico-motorio

Leucomalacia periventricolare alla RMN

Epilessia parziale sintomatica

Macchia caffe-latte in regione lombare

Puberta precoce vera
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Figura 1. Principali caratteristiche cliniche del @so n°1.

Figura 2. Volto e profilo del caso n°4: non sono é&lenziabili note dismorfiche di rilievo.
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Figura 3. Visualizzazione della regione cromosomicdeleta [del(9)(p24.3-p23)] nel caso n°1: viene qui
mostrata la mappa del cromosoma 9 schematicamenteddiviso in bande e sottobande, la linea blu

tratteggiata a sinistra mette in evidenza la regio@a cromosomica deleta, sulla destra & possibile
osservare un ingrandimento di tale regione ed i rigettivi geni persi.
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Figura 4. Visualizzazione della regione cromosomicaleleta nel caso n°2: l'immagine mostra una
schematizzazione del cromosoma 8 suddiviso in bandsu cui la barra rossa verticale indica la regione
deleta riscontrata (del 8p23.2), questa regione éasa ingrandita nella parte inferiore della figura, in cui si
apprezza la porzione del gene CSMD1 persa; il rettegolo nero corrisponde al trascritto mRNA codificab
dalla regione deleta che risulta, quindi, mancanteella nostra paziente.
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Figura 5. Del(8)(p23.3-p23.1) di circa 9.5 Mb risattrata nel caso n°3: nella parte destra dellimmagie &
schematizzato graficamente il cromosoma 8 suddivism bande e sottobande, la linea tratteggiata blu
identifica la regione deleta nella nostra pazienteshe é stata ingrandita nella parte destra della diura per
poter visualizzare meglio i geni persi. Tra questiumerosi geni figura anche CSMD1.
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Figura 6. Visualizzazione della variante genomicailevata nel caso n°4 (del 8p22): il cromosoma 8 &
schematizzato con una linea (in alto) su cui sondportate le coordinate espresse in Kb. Gli esoni gl
introni del gene MRS1 sono evidenziati in viola; nléa parte inferiore della figura sono mostrati i casi
descritti in letteratura relativi a tale variante genomica (le barre rosse e blu indicano la diversa
lunghezza delle delezioni riscontrate nei vari studl [16].
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