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ABSTRACT

The aim of this work was the molecular characterization of gene PRB1 in three subjects
with different salivary proteome profile. The PRB1 gene encodes a member of the
heterogeneous family of Basic Proline rich Proteins (PRB), produced by the parotid
gland and secreted in human saliva. The protein polymorphism resulting from post-
translational modifications of the pre-protein PRB1, are further complicated by the gene
allelic variants. Those variants involves the third exon of the gene, and are related to the
presence or absence of a tandem repeat sequence 183 bp long. That tandem repeat may
originate three different allelic forms, defined small, medium or large depending on the
number of repeats inside the third exon.

The information reported in the literature about the class of PRP genes, and in particular
PRB1 are, from the molecular point of view, fragmentary and difficult to reconstruct. In
fact, the literature on this topic covers a time span ranging from the seventies (Azen &
Oppenheim, 1973), when the associated peptides have been characterized for the first
time, up to the end of the nineties (Stubbs et al., 1998). Since the eighties, there have
been various attempts to characterize the PRB1 allelic variants, based on the resulting
peptides. This approach has greatly complicated the classification of the gene, but also
of his allelic variants and the deriving proteins (Maeda et al., 1985 ; Lyons et al., 198843,
b; Azen et al., 1993). Today we know that from PRB1, considering its allelic and
splicing variants, are expressed six different proteins (Marconi et al., 2015). However,
amongst the three allelic variants of this gene, the only of which we have the complete
nucleotide sequence is the medium. Conversely, for the small and large we have so far
only partial sequences, referring only to the third exon. Among the objectives of this
study, there was the reconstruction of the complete sequences of the small and large
variants, of which there have been previously characterized two putative bearers from
the proteomic point of view. At the same time, we also sequenced the PRB1 gene from

a putative homozygotic bearer of the medium variant.

While for the subject bearer of the small variant, we were able to identify and sequence
the entire gene, the same was not possible for the subject bearer of the large variant. In
fact, from our analysis this last subject has shown to be homozygous carrier of the
medium variant. This result is incompatible with the presence in his saliva of Ps2
protein, which is characteristic of the large variant. In the absence of further mass

spectrometric analysis, we cannot explain the reason for this discrepancy between



genomic and proteomic data. The analysis of the complete sequences did not allow us to
understand why it has not been identified to the mass spectrometer the peptide relative
to the splice variant classified by Maeda with the acronym cP5 (Maeda et al., 1985),
while in all the subject has been identified the peptide and the relative cP4 splice
variant. Pk-o protein has so far been reported to be expressed from the large variant
only, although the first classification of splice variants had been made from an
individual carrying the medium variant. Since in none of the three sequenced subjects
the splice acceptor site in 3' of the cP5 variant results to be altered, it is possible that the
relative peptide has not been identified to the mass spectrometer. Otherwise, specific
splicing factors, that recognize Splicing Regulatory Elements (SRES; Hernandez-Imaz
et al., 2015) in the neighborhood of the two molecular acceptor sites, prevented the
transcription of the cP5 in favor of cP4. In order to shed light on this aspect, there are
some possible strategies in perspective. Recently, in fact, studies have been published in
which extensive in vivo screening for the detection of SRES is coupled with RNA
affinity purification and mass spectrometry, which allow also the identification of the
splicing factors which bound to the SRES (Wang Y & Z Wang, 2014; Wang et al.,
2013). This strategy could be effectively integrated with the analysis of minigenes
(Hernandez-Imaz et al., 2015), specifically designed on the model of the third exon of

PRB1, where alternative splicing takes place and where are probably placed the SRES.

Molecular analysis has also enabled us to identify a set of Single Nucleotide
Polymorphims (SNPs), most of which have never been described so far, localized
specially inside introns and some even within exons. In particular, for two of these, we
have detected a non-synonymous substitution at the amino acid level, the role of which
can only be clarified by means of appropriate functional studies. Although
translationally silent, even synonymous SNPs may have an important function,
especially in alternative splicing. In fact, these substitutions can determine the genesis
or destruction of SRES, or strengthen cryptic donor /acceptor sites. Furthermore, they
can result in the alteration of the secondary structure of the mRNA, important for the
exons definition and the pause sites of RNA I1. This could, in turn, alter the processivity

of the polymerase, with possible consequences on the choice of splicing sites.

The reconstruction of the complete sequences and the comparison with the data
available in the literature (Lyons et al., 1988) allowed us to produce an updated model,

which allows to explain the generation of allelic variants small and large from the



medium variant. Hopefully, the reconstruction also of the large allelic variation, and
possibly the very large, will lay the basis for the validation of our model and possibly

also its extension to other allelic variants of the PRB gene class.

The genotypic characterization of allelic variants of PRB1 may be, in the future, an
important predictive tool about the subjective susceptibility towards a series of oral
pathogens. In fact, polymorphic variations in the PRB1 peptides can build the basis for
the prediction of individual differences at the level of the oral microflora, with
repercussions on the susceptibility to infections and diseases in this body part (Newman
etal., 1993 and 1996; O'Sullivan et al., 2000).



INTRODUZIONE

Le Proteine Salivari Umane ricche in Prolina

Le Proteine Salivari Umane ricche in Prolina (PRPs) rappresentano le principali
componenti proteiche della saliva umana (tra il 20-30% peso/peso; Manconi et al.,
2015). Esse sono molto comuni nella saliva degli erbivori e dei primati, mentre risultano
del tutto assenti nei carnivori (Boze et al., 2010). La loro sequenza aminoacidica €
molto ripetitiva, caratterizzata da una prevalenza degli aminoacidi prolina (25-42%),
glicina (16-22%) e acido glutammico/glutammina (15-28%; Maeda et al., 1985). La
prolina ¢ 1’'unico aminoacido la cui catena laterale ciclizzi mediante legame del carbonio
con 1’azoto dello scheletro aminoacidico. Cio limita le conformazioni possibili del
residuo precedente nella catena peptidica, che adottera piu favorevolmente una
conformazione estesa (Manconi et al., 2015; Boze et al., 2010). Infatti, le PRPs sono
considerate proteine intrinsecamente non strutturate (intrinsecally unstructured proteins
o IDP; Tompa P, 2002; Boze et al., 2010). Esse costituiscono una famiglia di circa venti
proteine (Stubbs et al., 1998) che, sulla base del punto isoelettrico (pl), sono
comunemente divise in acide (aPRPs), basiche (bPRPs) e basiche glicosilate (gPRPs;
Bennick et al., 1982). Tale classificazione ¢ stata poi confermata per via di una serie di
peculiarita strutturali e secretorie: le bPRP, infatti, sono secrete esclusivamente dalla
parotide, le aPRP, invece, anche a livello delle ghiandole sottomandibolari e sublinguali
(Messana et al., 2008).

Le PRP acide sono necessarie per mantenere I’omeostasi del calcio nel cavo orale,
legando gli ioni Ca** e inibendo la formazione di cristalli di idrossiapatite (Bennick et
al.,, 1981; Hay et al., 1979); le PRP basiche precipitano i tannini e prevengono
I’assorbimento di questa potenziale tossina dal canale alimentare (Lu and Bennick,
1998); le PRP basiche glicosilate agiscono da lubrificanti del cavo orale (Hatton et al.,
1985). Studi recenti (Messana et al., 2008) confermarono che le PRP basiche sono
secrete solo dalla ghiandola parotide, sono scisse nel cavo orale da una serie di
peptidasi, alcune delle quali ignote, per poi essere sottoposte a una serie di
modificazioni post-traduzionali: queste includono la rimozione del peptide segnale e, in
particolar modo, tagli convertasici, glicosilazione, fosforilazione e solfatazione
(Manconi et al., 2015).



Le PRPs, sono codificate da un cluster di sei geni, strettamente associati sul cromosoma
12p13.2 e disposti nell’ordine PRB2, PRB1, PRB4, PRB3, PRH2, PRH1 (fig. 1; Sherer
et al., 2006). I sei geni sono contenuti all’interno di un segmento di circa 0,5 Mbp, e
tutti codificati sul filamento antisenso, ad eccezione di PRH2 (fig. 1; Sherer et al.,
2006).
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Fig. 1: rappresentazione schematica del cluster dei geni PRP (tratta da Manconi et al., 2015)

La classificazione e denominazione dei sei geni ¢ stata fatta in base alla loro sensibilita
rispetto a due diversi enzimi di restrizione. Sono denominati PRH1 e PRH2 i geni
codificanti le PRP acide e sensibili all’azione di Haelll, mentre i quattro geni PRB
codificano le PRP basiche e contengono numerosi siti di restrizione per BstNI (Maeda
etal., 1985; Lyons et al., 1988).

Studi proteomici hanno portato inizialmente all’ipotesi dell’esistenza di tredici loci
differenti, ma geneticamente associati, che codificano le proteine salivari umane ricche
in prolina. Oggi € noto che ciascun locus € poliallelico e produce molteplici PRPs
(Manconi et al., 2015)Inizialmente, infatti, i loci attribuiti alle PRP acide erano: Pr,
proline rich (Azen & Oppenheim, 1973); Pa, acidic protein (Friedman & Merritt, 1975);

Db, double band (Azen & Denniston, 1974); PIF, parotid isoelectrofocusing variant
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(Azen & Denniston, 1981); As (Minaguchi et al., 1990), Au, At e Aw (Shintani et al.,
1990a). In realta, come visto, le diverse aPRP presenti nella saliva derivano
dall’espressione dei loci PRH1 e PRH2. Le pre-proproteine derivanti dai due loci aPRP
danno origine a differenti isoforme, a causa di variazioni puntiformi del DNA e
modificazioni post-traduzionali: PRH1 codifica per le isoforme PIF, Pa e Db; PRH2
invece codifica le proteine PRP-1 e PRP-2. Le aPRP sono necessarie per mantenere
I’omeostasi del calcio nel cavo orale (Gron et al., 1976), consentendo di mantenere la
sua concentrazione superiore ai livelli di saturazione, grazie ad un’interazione in cui
sono coinvolti i gruppi fosforici (Bennick et al., 1981; Hay et al., 1979). Inoltre, le aPRP
sono adsorbite selettivamente sulla superficie di idrossiapatite a livello dentale (Hay et
al., 1979; Moreno et al., 1979) e concorrono alla formazione della pellicola acquisita
dello smalto (Moreno et al., 1982, Bennick et al., 1983). E stata altresi evidenziata una
possibile funzione nella colonizzazione batterica del dente (Gibbons et al., 1991).
Infatti, da recenti osservazioni € emerso che la concentrazione delle aPRP risultano
maggiore nei soggetti privi di carie, inoltre esse sono soggette a frammentazione
massiccia in soggetti considerati a rischio, o affetti da questa patologia dentale, rispetto

ai soggetti sani (Vitorino et al., 2005).

Anche per le bPRP (o PRB) era stato inizialmente postulato un numero di loci pari ai
peptidi rilevati nella saliva. Le bPRP costituiscono la famiglia maggiormente complessa
tra le proteine salivari, sia in termini di variabilita dei loci PRB corrispettivi, che in
termini di modificazioni post-traduzionali a carico di ciascuna proteina espressa. Levine
e colleghi furono i pionieri, nel 1973, della caratterizzazione strutturale di questa
famiglia di proteine (Levine et al., 1973). In seguito (Kauffman et al., 1979) furono
identificate undici PRB nella saliva parotidea, dieci delle quali vennero sequenziate e
denominate col prefisso IB negli anni successivi. Le PRB classificate dal gruppo questo
gruppo di ricerca sono: IB-1, IB-4, IB-5, IB-6, IB-7, IB-8a, IB-8b, 1B-8c, IB-9 e le
proteine II-1 e 11-2. Queste ultime due presentano carattere basico meno marcato
rispetto alle altre PRB. Tra le PRB individuate da Kauffman e colleghi ci sono elevate
omologie di sequenza e piccole discrepanze riconducibili a mutazioni puntiformi
(Kauffman et al., 1991). Parallelamente, in Giappone, furono isolate nove PRB dalla
saliva intera, sette delle quali sequenziate e denominate da P-A a P-I, in ordine
alfabetico (Saitoh et al., 1979). In realta, i due gruppi di ricerca avevano isolato,

contemporaneamente ¢ in modo indipendente I'uno dall’altro, i medesimi peptidi,



attribuendo loro, tuttavia, nomi differenti. Infatti, sette delle proteine caratterizzate dal
primo gruppo di ricerca corrispondono ad altrettante (su nove) tra quelle descritte dal
gruppo di ricerca giapponese: P-C—I1B-8b; P-D—IB-5; P-E—I1B-9; P-F—IB-8c; P-
G—IB-7, P-H—IB-5, P-I-»IB-6. P-A e P-B sono distinte, e non coincidono con
nessuno dei peptidi descritti da Kauffman e colleghi. 1l peptide P-B, infatti, non e
espresso dai geni PRB, bensi da SMR3B (PROL3). P-A corrisponde al frammento C-
terminale di P-B, mentre P-C (Isemura et al., 1980) deriva dal taglio proteolitico di
PRP-1 e PRP-2.

A queste proteine si aggiungono le Ps (parotid size variant) 1 e 2, descritte e
parzialmente sequenziate dal gruppo di Azen (Azen et al., 1980) e attribuite
inizialmente al locus PRB2 (Azen et al., 1993). In seguito, Psl e stato correttamente
attribuito a PRB1M , mentre Ps2 all’allele PRBIL (Azen et al., 1993; vedi anche
sezione seguente su PRB1). Altre tre varianti, Ps 3, 4, 5 sono state descritte nella
popolazione giapponese (Minaguchi et al., 1988; Shintani et al., 1990). Grazie a studi
successivi (Lyons et al., 1988a; Stubbs et al, 1998) il numero dei loci PRB é stato
ridotto a quattro. Ciascuno di essi pud presentarsi sotto almeno tre varianti alleliche,
differenti per la lunghezza del gene e definite small, medium o large (Lyons et al, 1988a
e b; Maeda et al.,, 1985) in base al numero crescente di ripetizioni in tandem. Tali
ripetizioni codificano per sequenze ricche in Prolina, Glutammina e Glicina. Un
ulteriore allele, VL (very large), e stato descritto per i loci PRB1, PRB2 (Lyons et al.,
1988a) e PRB3 (Azen et al., 1990). Alcune PRB sono espresse da piu di un allele, ad
esempio il peptide 11-2 & espresso da tutti gli alleli noti del locus PRB1. Tuttavia € bene
notare che alcuni degli alleli conosciuti non sono stati ancora sequenziati (PRB1VL,
PRB2S, M, VL, PRB3VL). Le funzioni fisiologiche attribuite alle PRB sono:

. il legame del calcio nel cavo orale; 11-2 e I1B-1 legano il calcio mediante le loro
serine fosforilate (Kauffman et al., 1991) e compaiono con elevate concentrazioni nel

cavo orale di soggetti non affette da carie (Vitorino et al., 2005);

. la difesa dai tannini e dai polifenoli alimentari, in sinergia con le PRP glicosilate
(Baxter et al., 1997; Beeley et al., 2001);
. la difesa nei confronti della flora batterica.

La concentrazione di IB-7 risulta altresi piu elevata nella saliva di soggetti sani rispetto
a individui affetti da carie (Ayad et al., 2000). Peptidi derivanti dalla frammentazione di

bPRP sono efficaci nell’inibire la replicazione dell’Herpes simplex, interferendo con la
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sua penetrazione nelle cellule bersaglio e/o col processamento intracellulare del virus
stesso (Gu et al., 1995).

Un ulteriore contributo all’eterogeneita delle PRB ¢ dato dalle glicosilazioni, da cui
originano appunto le PRB glicosilate (QPRPs). Esse sono codificate essenzialmente dai
loci PRB3 e PRB4, che codifica altresi per il peptide P-D e le sue varianti, unico
prodotto non glicosilato espresso a partire da questi due loci. Tuttavia, sono stati
individuati siti di O-glicosilazione anche nei peptidi Ps1 e Ps2, espressi rispettivamente
dagli alleli medium e large di PRB1 (Vitorino et al., 2007; Carpenter et al., 1999). La
prima descrizione delle gPRPs risale al 1979 per opera del gruppo di Edwin Azen (Azen
etal., 1979), che denomino la glicoproteina e il locus genico corrispondente Gl.

Le PRB glicosilate si differenziano dalle altre PRB per la massiccia glicosilazione e la
tipologia di sequenze ripetute in tandem, come evidenziato nel cDNA da Maeda e
colleghi (Maeda et al., 1985) mediante digestione dei quattro loci PRB con I’enzima di
restrizione BstNI. Le gPRPs sono soggette sia ad O-glicosilazione, per la quale non é
stata ancora individuata alcuna sequenza consenso (Varki, 2009), che ad N-
glicosilazione, mediante legame del glicano all’azoto ammidico di un’asparagina posta
all’interno della sequenza NXS/T (dove X rappresenta qualsiasi aminoacido, prolina
esclusa; Gavel & Heijne, 1990). Queste proteine hanno elevato peso molecolare, con gli
zuccheri che possono rappresentare oltre il 50% del peso complessivo. Le gPRPs
costituiscono la prima barriera contro i polifenoli alimentari e le infezioni patogeniche
all’interno del cavo orale (Mehansho & Carson, 1983). La loro elevata eterogeneita, e in
particolare la struttura dei glicani, sono fondamentali per il riconoscimento dei vari
microorganismi che popolano il cavo orale (Amano et al., 1998; Gillece-Castro et al.,
1991).

Stubbs e il suo gruppo di lavoro formularono, per la prima volta, una descrizione
completa del complesso di geni PRP e delle proteine da essi codificate (Stubbs et al.,
1998). Mediante 1’allineamento ¢ stato possibile assegnare le regioni geniche e
determinare la sequenza aminoacidica delle proteine secrete. Cio risultd importante al
fine di prevedere i siti di taglio proteolitico della proteina precursore. ESsi sono
bersaglio di enzimi appartenenti alla classe delle convertasi, in altre parole proteasi

responsabili del processamento dei precursori proteici, fondamentali per determinare il



fenotipo delle PRP. La comprensione di tale processo € importante per la conoscenza
delle implicazioni funzionali delle PRP, in particolare per le PRB (Stubbs et al., 1998).
Le PRB sono presenti nella saliva come piccoli peptidi (7-21 residui aminoacidici),
poiché totalmente trasformate da numerosi tagli convertasici prima di essere
immagazzinate nei granuli secretori. Questo taglio si pud accompagnare alla rimozione
del residuo C-terminale.

In particolare, uno studio focalizzato sui siti di taglio convertasico ha analizzato la
reazione di proteolisi con la furina di una pre-proproteina ricombinante derivata da
PRB4S; I’enzima coinvolto nelle reazioni in vivo per0 € ancora ignoto (Chan &
Bennick, 2001).

La capacita delle PRB di interagire con i batteri e precipitare i tannini potrebbe essere

legata proprio al taglio delle PRP precursori (Stubbs et al., 1998).

L’evoluzione dei geni delle PRP salivari umane ¢ avvenuta mediante duplicazioni,
conversioni, e crossing over omologhi e ineguali (Lyons KM, 1988a), che hanno in
primo luogo variato il numero di ripetizioni in tandem, in particolar modo all’interno
del terzo esone delle PRB: pertanto, le sequenze della maggior parte delle bPRP
risultano simili e molto ripetitive. Esse sono la conseguenza di ricombinazioni
omologhe ineguali all'interno del terzo esone (Azen et al., 1984; Lyons et al., 1988) che
risultano in duplicazioni o delezioni delle ripetizioni (codificanti sequenze ricche in
prolina, glutammina e glicina). Tale variabilita allelica, unita a fenomeni di splicing
alternativo e modificazioni post-traduzionali (Maeda et al., 1985), determina il gran
numero di PRP espresse a partire da soli sei geni. A complicare ulteriormente questo
quadro genetico, interviene anche lo splicing alternativo degli mRNA, che é stato
osservato per PRB1 (Maeda N, 1985a). E interessante notare che alcuni degli alleli noti
non sono ancora stati sequenziali (PRB1VL, PRB2S, M, VL, PRB3VL), pertanto non se
ne conosce il prodotto proteico, mentre di PRB1L e stata completamente determinata la
sequenza aminoacidica (P04280) e solo parzialmente quella nucleotidica (Azen et al.,
1993). E’ inoltre notevole il fatto che alcune bPRP sono espresse da piu di un allele: ad
esempio, il peptide 11-2 viene espresso da tutti gli alleli noti del locus PRB1. La maggior
parte dei 13 loci risultano polimorfici in tutte le razze studiate (Lyons et al., 1988a;
Azen, 1993). Inoltre, alcuni di essi risultano essere alleli nulli, caratterizzati dall’assenza
delle corrispondenti PRP negli omozigoti (Azen, 1993). A livello genico, sono stati

rilevati alleli nulli a frequenze relativamente elevate nel caso delle PRP basiche, con la
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sola eccezione del polimorfismo Pc (Azen et al., 1993) che é stato rinvenuto a bassa
frequenza nella popolazione, mentre non sono risultati numericamente significativi nel
caso delle PRP acide. Inoltre, il gruppo di Azen (Azen et al., 1992) ha identificato
individui portatori di un gene di fusione PRB2/1, derivante da un crossing over ineguale
avvenuto tra i loci PRB1 e 2; la sua espressione & quantitativamente scarsa o nulla. Si
potrebbero ipotizzare numerose spiegazioni riguardanti la mancata espressione di un
gene, che includono mutazioni del promotore, eventi di splicing e mutazioni nel
processamento dell’RNA o riarrangiamenti genetici (con perdita d’informazione, nel

caso delle delezioni) che ne possano alterare la stabilita stessa.

La complessita delle PRP & costituita quindi su piu livelli, a partire dai geni, passando
per i trascritti fino ad arrivare ai prodotti proteici finali. In particolare, la presenza di
sequenze ripetute in tandem nella sequenza genica e le estese frammentazioni dei
peptidi espressi, che hanno luogo sia prima che dopo la secrezione, fanno delle PRP un
puzzle di ardua ricostruzione. Nelle prossime sezioni verranno approfonditi i loci PRB,

in particolar modo PRBL1 in quanto oggetto di questo studio.

PRB4

Per quanto riguarda la funzione delle proteine glicosilate espresse da PRB4, € noto che
I1-1 e in grado di chelare i tannini vegetali per via della sua componente aminoacidica
ricca in prolina e glicina, in grado di stabilire numerosi punti di contatto con questi
polifenoli (Boze et al., 2010).

La proteina Il-1 fu identificata per la prima volta da Kauffman e Keller ed ha
caratteristiche di basicita meno marcate rispetto alle PRB aventi prefisso IB, risulta
essere fosforilata (Kauffman et al., 1979), inoltre contiene sette potenziali siti di N-
glicosilazione (Kauffman et al., 1993).

I1 gruppo condotto da Maeda ha analizzato per primo 1’allele small di PRB4 (PRBA4S),
riportando la sequenza nucleotidica tradotta del clone di cDNA cP6 . In seguito, Lyons
e colleghi hanno sequenziato il terzo esone dei tre alleli del PRB4 (Lyons et al., 1988).
Gli stessi ricercatori hanno attribuito all’allele large le proteine CON 1 e CON 2
erroneamente, in quanto queste sono prodotti dei polimorfismi di PRB2 (Azen et al.,
1993).
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L’allele small é stato sequenziato genomicamente nel 1993 anche da Kim e dai suoi
collaboratori (Kim et al., 1993).

Sequenze aminoacidiche parziali attribuite a PRB4, sono state pubblicate nel 1993
(Kauffman et al., 1993). La sequenza nucleotidica tradotta del terzo esone dell’allele
medium é stata pubblicata dal gruppo di Azen nel 1996, mentre nel 1998 Stubbs ha
riportato la sequenza nucleotidica del terzo esone dell’allele medium nullo (Azen et al.,
1996; Stubbs et al., 1998). Sequenze aminoacidiche parziali di prodotti di PRB4 sono
state riportate da Kauffman e collaboratori. Confrontando la sequenza aminoacidica
parziale della proteina 11-1 (Kauffman et al., 1993) con la sequenza genomica tradotta
del terzo esone dell’allele PRB4M, sebbene I’omologia sia molto elevata (Lyons et al.,
1988), non ¢ stata trovata piena corrispondenza. Come visto per PRB3, I’eterogeneita
delle PRP glicosilate derivanti dai loci PRB4 € complicata anche dalla loro poli-allelia,

che determina polimorfismi di lunghezza della proteina.

Le varianti di lunghezza di PRB4 codificano per le seguenti proteine:

o PRB4S: PGA, la glicoproteina piu piccola (sei siti di N-glicosilazione), oltre alle
varianti wild type e Pro—Ala del peptide P-D (Manconi et al., 2015);

o PRB4M: 11-1,una glicoproteina con ventuno amminoacidi in piu rispetto a PGA,
con sette possibili unita oligosaccaridiche; P-D e le sue varianti (Kauffman et al., 1993;
Stubbs et al., 1998);

o PRB4L: P-D e le sue varianti, oltre a CD-llg, che rappresenta la proteina piu
grande e maggiormente glicosilata espressa da questo locus, con otto siti di N-

glicosilazione; (Manconi et al., 2015).

PRB3

Il locus PRB3 esprime delle PRP glicosilate descritte nel 1979, quando fu individuata la
prima glicoproteina salivare, denominata Gl esattamente come il locus genico
corrispondente (Azen et al., 1979).

Le PRB3 sono ricche di N-glicosilazioni estremamente eterogenee, presentando
strutture complesse altamente fucosilate (da cinque a sette fucosi) e spesso dotate di

acidi sialici terminali (legati in a2—3 al Galattosio). Inizialmente, furono descritte
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quattro varianti di Gl: tre a mobilita elettroforetica elevata, chiamate GI1, GI2 e GI3 (in
ordine di PM decrescente) e una a bassa mobilita, denominata Gl4.

Alle varianti Gl descritte da Azen se ne aggiunsero altre quattro descritte da Minaguchi,
rilevate nella popolazione orientale: Gl 4, 5, 6 e 7 (Minaguchi et al., 1981).

A sequito della riorganizzazione delle PRB (Maeda et al., 1985) in un cluster formato
da quattro loci, le Gl sono state attribuite tutte al locus PRB3 (Lyons et al., 1988).
L’eterogeneita delle gPRP derivanti dai loci PRB3 ¢ complicata anche dalla loro poli-
allelia, che determina polimorfismi di lunghezza della proteina, come visto anche per i
loci PRB1, PRB2 e PRB4 (vedere sezioni precedenti).

Il sequenziamento del terzo esone di PRB3S e PRB3L (Lyons et al., 1988) ha consentito
di attribuire ai due alleli I’espressione di Gl1 e GI3 e di evidenziare, inoltre, I’esistenza
degli alleli medium e very large.

La PRP glicosilata classificata come GI2 € piu corta del prodotto GI1 di PRB3L ,ma piu
lunga rispetto a GI3, prodotta a partire da PRB3S. I risultati di uno studio condotto da
Stubbs e collaboratori, hanno mostrato che la PRP glicosilata GI2 sarebbe codificata da
PRB3M (Stubbs et al., 1998).

In uno studio successivo, sono stati sequenziati quattro frammenti di GI2, la cui
sequenza aminoacidica € risultata coincidente con la traduzione in silico del locus
PRB3M (Hardt et al., 2005).

L’analisi genomica di un individuo tipizzato elettroforeticamente GIO, in altre parole
portatore di un allele nullo, ha consentito di attribuire 1’assenza di Gl a codoni di stop

prematuri (Azen et al., 1990).

I quattro alleli caratterizzati producono le quattro varianti di lunghezza di Gl:

o GI1 é codificata da PRB3L (Lyons et al., 1988);

o GIl2 da PRB3M (Stubbs et al., 1998);

o GI3, codificata dal locus PRB3S;

o Gl4, infine, rappresenta I’espressione di PRB3VL, del quale non ¢ ancora stato
eseguito il sequenziamento: si sa solo che presenta 126 paia di basi aggiuntive rispetto a
quelle riscontrate nel locus PRB3M, ossia due tandem repeat da 63 basi ciascuno (Azen
etal., 1993).

13



Azen e i suoi collaboratori hanno inoltre riportato una variante Arg—Cys di PRB3S,
sostituzione che consente la dimerizzazione di GI3 mediante legame disolfuro tra le
cisteine, a formare un omodimero chiamato GI8 (Azen et al., 1990).

| prodotti di espressione del locus PRB3 sono stati ampiamente studiati per quanto
riguarda I’interazione con la flora batterica del cavo orale e con i tannini.

Per quanto concerne la funzione di detossificazione dei tannini alimentari, per alcuni
autori essa sarebbe possibile solo per le PRP de-glicosilate (Bennick et al., 2002; Lu et
al., 1998).

Le proteine derivanti dalle varianti alleliche del locus PRB3 differiscono non solo per il
numero di tandem repeats, ma anche per mutazioni a singolo nucleotide manifeste a

livello fenotipico in sostituzioni amminoacidiche.

PRB2

Il locus PRB2 produce le proteine CON 1 e CON 2 e la proteina glicosilata IB-8a, la cui
espressione ¢ stata attribuita all’allele large (Azen et al.,, 1996). In base al
sequenziamento parziale, la regione codificante IB-8a é stata assegnata alla proteina
CONZ1, cosi chiamata per la capacita di legare la lectina concanavalina A (Debray et al.,
1981).

La caratterizzazione del peptide P-J ha consentito di attribuirne la provenienza genetica
dal locus PRB2.

Cosi come la proteina 1B-8a si ritrova nella saliva intera in seguito al taglio dell’ultimo
amminoacido C-terminale (Arg), anche P-J si ritrova nella saliva intera privo dell’Arg
C-terminale. Dal peptide P-J, dopo I’azione di una carbossi-peptidasi sulle due serine
carbossi-terminali, si originerebbe il peptide IB-7.

Mediante mappatura di restrizione, si e visto che, in tutti gli alleli, le differenze di
lunghezza si presentano a livello del terzo esone del gene (Maeda et al., 1985). Inoltre, i
siti di restrizione fiancheggianti il terzo esone risultano identici tra gli alleli, tranne un
unico sito riconosciuto dall’enzima di restrizione Pstl, presente nell’allele large di
PRB2 e assente negli alleli small e medium. Tale differenza é stata attribuita alla

possibile presenza di un sito di restrizione polimorfico (Lyons et al., 1988).
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Inoltre, & stato osservato che la maggior parte degli alleli polimorfici varia in lunghezza
per un multiplo di circa 60 bp (base pair), che corrisponde approssimativamente alla
lunghezza dei tandem repeat, compresi all’interno del terzo esone (Lyons et al., 1988).
Sebbene non siano state determinate le sequenze nucleotidiche per i tre alleli di PRB2,
le loro mappe di restrizione indicano che essi variano in lunghezza per multipli di tre
ripetizioni: PRB2S appare essere circa 180 bp piu corto rispetto a PRB2L, misura
corrispondente a circa tre ripetizioni. Invece PRB2VL sembra essere 15 ripetizioni piu
lungo rispetto a PRB2S (15 x 63 pb, circa 900 bp). Cio suggerisce che gli alleli di
PRB2, come pure di PRB1, differiscono in lunghezza per multipli di tre ripetizioni
(Lyons et al., 1988).

PRB1

Il locus PRBL1, che esprime PRB fondamentalmente non glicosilate (Azen et al., 1993),
codifica per: il peptide I1-2 (Kauffman & Keller, 1979) a partire dagli alleli small,
medium e large; il peptide P-E (o IB-9, o PmF); PmS (IB-6; Azen & Denniston, 1980),
codificato da PRB1S, che funge da proteina recettoriale nei confronti dell’adesione di
Candida albicans sulla superficie d' idrossiapatite (O’Sullivan et al., 1997); PmF (IB-9)
(Kauffman D et al., 1982), anch’esso a partire dall’allele small; Psl e Ps2 (Azen, 1993),
derivanti rispettivamente dagli alleli medium e large; P-Ko (Halgand et al., 2012), dalla

variante di splicing cP4, attribuito all’allele large.

E’ stato dimostrato in diversi studi come la proteina II-2 sia coinvolta nella sensibilita al
gusto amaro della 6-n-propiltiouracile (PROP; Cabras et al., 2012; Melis et al., 2013).
La produzione di IB-6 e I1B-9, inizialmente, ¢ stata attribuita all’allele small (Kauffman
et al., 1991). Tale attribuzione é stata poi confermata dal gruppo di Stubbs (Stubbs et
al., 1998). In sequito ai risultati ricavati dal sequenziamento. La proteina Ps1, descritta e
parzialmente analizzata dal gruppo di Azen (Azen et al., 1993), ¢ stata attribuita al locus
PRB1M.

Le proteine Ps furono inizialmente assegnate a PRB2, sulla base della sequenza
aminoacidica (Lyons et al., 1988). Studi successivi hanno permesso di identificarle
come prodotti di PRB1 (Azen et al., 1993).

E’ stato denominato Ps0, invece, I’allele nullo (Azen et al., 1993).
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Sia I’allele medium sia il large codificano, come gia descritto in precedenza, il peptide
I1-2. Psl, diversamente da Ps2 (Uniprot accession: P04280) e stato caratterizzato solo
parzialmente (Azen et al.,, 1993), e non ne e stata ancora depositata la sequenza
aminoacidica completa.

Sono state descritte almeno sei diverse proteine Ps, differenti per lunghezza (Azen e
Denniston, 1980; Shintani et al., 1990) in base al numero di ripetizioni in tandem
presenti nel terzo esone del locus PRB1 (Azen et al., 1993). Allo stato dell’arte, si
ipotizza che queste differenze di lunghezza siano dovute, con ogni probabilita, a
crossing-over ineguali, modificazioni post-traduzionali o codoni di stop prematuri.

Il gruppo condotto da Lyons (Lyons et al., 1988b) aveva correlato i fenotipi PmF e PmS
con le varianti di lunghezza PRBL1, deducendo che tutti gli individui con il fenotipo
PmF* / PmS" presentano ’allele S e nessun individuo con I’allele S ¢& stato tipizzato
come PmF o PmS .

E’ stato dimostrato, inoltre, che la maggior parte degli individui con alleli PRBIM
mostrano il fenotipo PmF ~/ PmS °, ma alcuni mostrano il fenotipo meno comune PmF *
/ PmS ", Questo suggerisce che alcune copie PRB1M possano contenere siti di taglio
nella proteina precursore per generare il peptide PmF (Lyons et al., 1988).

La mutazione ¢ localizzata in corrispondenza di un presunto sito di taglio proteolitico,
presente nell’allele small (Lyons et al., 1988b).

La funzione delle proteine Ps &€ molteplice:

1. e stato dimostrato il legame con la microflora del cavo orale sia per Ps 2
(O’Sullivan et al., 1997), che per Ps 1 (Newman et al., 1996);

2. la detossificazione di tannini e polifenoli alimentari, funzione caratteristica delle
PRB;

3. come I1-2, anche Ps1 e coinvolta nella sensibilita al PROP (Cabras et al., 2012;

Melis et al., 2013); Streptococcus gordonii € legato preferenzialmente dalle proteine 1B-
1, IB-9 e Ps1 (Newman et al., 1996);

4. ¢ stato dimostrato (O’Sullivan et al., 1997 e 2000) che Ps2 (e probabilmente
anche IB-6 e 1B-8a) e capace di legare la Candida albicans.

5. Psl e Ps2 hanno anche la capacita di legarsi alle cellule della mucosa buccale,
suggerendo un loro possibile coinvolgimento nella adesione batterica alla superficie

della mucosa (Beeley & Newmann, 1995).
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6. IB-6 e Psl sono coinvolte nel legame alla proteina capsidica gp-120 del virus
HIV-1, inibendo cosi I’interazione del virus con i potenziali ospiti (Robinovitch et al.,

2001), sebbene I’effetto specifico di ciascun peptide non sia ancora chiaro.

Nel lavoro svolto dal gruppo di Maeda, furono identificati tre mRNA generati dalla
trascrizione di PRB1M: uno deriva dal normale splicing degli introni (cP3), mentre gli
altri due (cP4 e cP5) da splicing alternativi (Maeda et al., 1985). Infatti, allineando le
sequenze nucleotidiche dei tre cloni, e stato osservato che cP3, cP4 e cP5 sono identici,
sebbene cP4 e cP5 presentino una delezione pari a, rispettivamente, 399 e 459 bp
rispetto alla porzione centrale di cP3. Il confronto tra le sequenze nucleotidiche dei tre
cloni mostra che le estremita 5' e 3' delle delezioni di cP4 e cP5 sono omologhe alle
sequenze consenso per i siti donatori di splicing (C / A) AG: GT (A /G) AGTA e i siti
accettori (C/ T)1;N (C /T) AG: G (Mount et al., 1982).

Nel complesso, in cP3, sono stati individuati due possibili siti donatori di splicing
alternativo nelle posizioni nucleotidiche 347 e 529 e otto potenziali siti accettori nelle
posizioni 379, 439, 499, 562, 622, 682, 745 e 805. cP4 sembrerebbe il risultato di uno
splicing dal nucleotide 347 al 745, e cP5 il risultato di uno splicing dal nucleotide 347 al
805.

In base all’omologia della sequenza nucleotidica all’estremita 5° di c¢P3 in confronto
con quelle dei cloni cP1 e cP2 (attribuiti rispettivamente a PRH1 e PRH2), il gruppo di
Maeda ha tentato di prevedere la struttura aminoacidica dei peptidi derivanti da cP3,
cP4 e cP5 (Maeda et al., 1985). Le tre proteine di secrezione ipotizzate avrebbero una
regione N-terminale di diciassette amminoacidi (probabilmente un residuo di
glutammina in posizione N-terminale), seguita da un numero diverso di ripetizioni “B1,
B2, B3”, riconosciute dall’enzima di restrizione BstNI. Le ripetizioni B1 e B2 sono
costituite ciascuna da 63 bp, corrispondenti a 21 aminoacidi; le prime tre ripetizioni B3
sono costituite da 57 bp ciascuna, cioé 19 amminoacidi; infine, la quarta ripetizione B3
e costituita da 60 bp, quindi 20 aminoacidi. L'insieme delle ripetizioni "B1-B2-B3"
compare quattro volte in cP3. La sequenza nucleotidica della regione 3’ di cP3 diverge
da quella delle unita ripetute, sebbene la sua sequenza aminoacidica, derivante dalla
traduzione in silico della sequenza nucleotidica, sia comunque ricca in prolina.

La sequenza aminoacidica di cP3, corrisponde a una PRB di 315 aminoacidi. Ci0
suggeri che alcune delle PRB sequenziate fossero prodotte da un taglio post-

traduzionale, a livello del legame peptidico tra una arginina e una serina di una proteina
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precursore “cP3-like”. Un residuo di arginina ricorre nella medesima posizione in tutte
le ripetizioni, tranne che in una delle ripetizioni B3 della proteina precursore cP3. Da
studi condotti da Azen e collaboratori (1985) emerge che, qualora il taglio proteolitico
si fosse verificato in corrispondenza di tutti questi residui di arginina (nelle posizioni
75, 136 e 259), cP3 avrebbe prodotto quattro diverse PRB. Si sarebbero generati peptidi
di 75 residui, (da N1 e la prima unita B1-B2-B3), di 61 residui (dalla seconda unita B2-
B2-B3), di 123 residui (due unita B1-B2-B3 dovuta alla sostituzione di arginina con
glutammina in posizione 197) e di 56 residui (l'ultima ripetizione B1 e la regione C-
terminale). I cloni cP4 e cP5, seguendo la stessa logica, genererebbero gli stessi peptidi
N- e C-terminale di cP3. Inoltre, cP4 produrrebbe una PRB da 50 residui, mentre cP5

basico una PRB da 30 residui.

Le sequenze aminoacidiche dedotte dalle quattro unita “B1-B2-B3” di cP3 sono molto
simili, sebbene non identiche, alle sequenze amminoacidiche delle piccole PRP basiche.
Infatti, i residui da 87 a 197 sono identici a IB-9 e P-E (Kauffman et al., 1982; Isemura
et al., 1982), fatta eccezione per la glutammina in posizione 197 di cP3, sostituita da
un’arginina in IB-9 e P-E. | residui dalla posizione 198 alla 259 di cP3 sono identici a
quelli presenti nelle posizioni corrispondenti in P-F (IB-8c; Saitoh et al.,1983a), con tre
eccezioni: Ala-249 e GIn-256 di cP3 sono sostituite da prolina e arginina,
rispettivamente, in P-F; mentre Arg-259 non € presente in P-F.

La sequenza aminoacidica di P-H (IB-5; Saitoh et al., 1983b) corrisponde a quella di
cP3 dall’amminoacido 260 al residuo 315. L’unica differenza ¢ situata all’N-terminale
di P-H, dove un’alanina prende il posto di una serina nella posizione equivalente
(residuo 260) di cP3.

Dal momento che, come visto, il sistema PRP & estremamente polimorfico, alcune di
queste piccole differenze tra le proteine sequenziate e quelle previste da cP3, potrebbero
essere dovute a variazioni genetiche ereditarie individuali.

Nella saliva intera e nei granuli secretori parotidei e stata rilevata, mediante
spettrometria di massa, una proteina avente Mav (average molecular mass values) pari a
10,433.5 Da, denominata P-Ko (Halgand F. et al., 2012). Tale peptide e codificato da
cP4, in seguito ad un processo di splicing alternativo dell’allele PRB1L. La pro-proteina
derivante da traduzione in silico del clone cP4 non presenta, nella struttura primaria, gli
amminoacidi dalla posizione 106 alla posizione 299 di PRB1L (accession number

P04280) e il suo taglio genera il peptide 11-2 e la proteina P-Ko.
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Sono stati identificati eventi di crossing-over intergenico ineguale, che coinvolgono i
loci PRB1 e PRB2. L’analisi delle delezioni ¢ duplicazioni a carico di questi loci ha
suggerito che tali eventi intergenici non siano rari, tenendo conto dell’organizzazione
cromosomica della famiglia multigenica PRP. Infatti, PRB1 e PRB2 sono fisicamente
piu vicini tra loro (70 kb) rispetto a uno qualsiasi degli altri loci (Lyons et al., 1988b).

Il gruppo di Azen (Azen et al., 1992) ha identificato individui portatori di un gene di
fusione PRB2/1 derivante da un crossing-over ineguale avvenuto tra i loci PRB1 e 2.
Un crossing-over tra i geni PRB1 e PRB2 fu rilevato per la prima volta dai membri
dell’Utah Genetic Reference Project Pedigrees (O’Connell et al., 1987).

Il gruppo di Lyons stabili che un individuo omozigote per il gene di fusione PRB2/1
possedeva la regione in 5’ del terzo esone identica alla regione 5° di PRB2, mentre la
regione 3’ risultava omologa a quella di PRB1 (Lyons et al., 1988b).

Al fine di determinare le basi molecolari del gene di fusione PRB2/1, quest’ultimo ¢
stato clonato da un soggetto omozigote PRB2/1 e la sua sequenza nucleotidica
comparata con quella dei geni PRB1 e PRB2 (Azen et al., 1992). E’ stato ipotizzato che
il crossing-over tra i geni PRB2 e PRB1 avvenga in corrispondenza di una porzione
altamente omologa a cavallo del terzo introne dei due loci, al determinando la perdita
dei geni intatti PRB1 e PRB2 su entrambi i cromosomi negli omozigoti PRB2/1.

Il crossing-over conduce anche alla perdita di gran parte della regione codificante per
PRB1 nel gene PRB2/1, mentre la regione codificante PRB2 rimane pressoché intatta.
Si é supposto, pertanto, che il crossing-over si verificasse in una regione di 743 paia di
basi con solo un mismatch di una coppia di basi nel terzo introne dei geni PRB1 e
PRB2. Peraltro, tale regione di omologia quasi completa ¢ la piu vasta individuata tra i
geni PRP.

Da western blot sui peptidi contenuti nella saliva intera, si € osservato che nella saliva di
individui omozigoti per PRB2/1, le PRP Pe, PmF, PmS e Ps non vengono prodotte
espresse (Azen et al., 1992). Uno studio successivo ha individuato un codone di stop
prematuro [CGA (Arg) 2 TGA (stop)] in corrispondenza del residuo 61 nella sequenza
genica di PRB1, che spiega i fenotipi PsO, Pe- e Pm- (Azen et al.,1993).

In seguito, e stato osservato (Azen et al., 1993) che I’individuo portatore dell’allele
PRBL1 / 2S mostra il fenotipo PmF / PmS’, derivante, in seguito ad una mutazione del
DNA, da un codone di stop prematuro. Il crossing-over omologo frequente e ineguale

all’interno del cluster genico PRP conduce a frequenti varianti proteiche per dimensione
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(‘ad esempio le proteine Gl, in seguito ad eventi intragenici) e alla formazione del gene
di fusione PRB2/1, come conseguenza di eventi intergenici (Lyons et al., 1988).

Il gruppo di Lyons ha definito le sequenze genomiche che comprendono le ripetizioni in
tandem all’interno del terzo esone, le quali sono state allineate per consentire
comparazioni in ciascun allele di un singolo individuo (Lyons et al., 1988).

Il confronto tra le sequenze genomiche degli alleli small e medium di PRB1, mostra che
essi differiscono in lunghezza per 3 ripetizioni, in modo tale che I’ordine dei tre tipi di
elementi ripetuti “B1, B2 e B3” venga mantenuto passando da un allele all’altro. In base
a tale evidenza, é stato proposto un modello per la generazione di PRB1S da PRB1M,
che prevede un crossing-over e sostituzioni di 6 nucleotidi ( fig. 2; Lyons et al., 1988).
Questo modello sara discusso piu approfonditamente nella sezione Risultati e

Discussione.

PRBIL

Fig. 2: modello per la generazione dell’allele small dalla ricombinazione omologa ineguale di due alleli
di PRBL. Estratto dalla figura originale di Lyons et al., 1988a.

20



MATERIALI E METODI

Selezione dei soggetti

Gli individui, oggetto di questo studio, sono stati selezionati all’interno di un gruppo
costituito da soggetti volontari, il cui profilo proteomico salivare e stato caratterizzato
dal gruppo di ricerca della Prof.ssa Irene Messana mediante 1’utilizzo delle tecniche di
spettrometria di massa. Sulla base dei risultati emersi dal profilo proteomico relativo ai
peptidi ascrivibili a PRB1 (Manconi et al., 2015), sono stati infatti ulteriormente
selezionati tre individui (che chiameremo soggetto 1, soggetto 2 e soggetto 3), differenti
dal punto di vista proteomico e rappresentativi delle tre varianti di lunghezza note per il

gene oggetto di studio (tab. 1).

Nello specifico, il soggetto 1 presenta il seguente fenotipo biochimico: 11-2, presente in
tutti i soggetti in quanto espresso a partire da qualsiasi variante del gene (Manconi et al.,
2015); Psl, tipico della variante Medium (Azen et al., 1993); Pko, recentemente
associato alla variante di splicing cp4 (Cabras et al. 2015; Maeda 1985); Ps2, tipico
della variante Large (Azen et al., 1993). Questo profilo peptidico, sulla base dei dati
riportati in letteratura, mette in evidenza una condizione di eterozigosi per le varianti

Large e Medium.

Il soggetto 2 presenta i seguenti peptidi: 11-2; Psl e Pko. In questo caso il profilo

peptidico é attribuibile ad una condizione di omozigosi per la variante Medium.

Infine, il soggetto 3 presenta, oltre ai peptidi 11-2, Ps1 e Pko, ricorrenti in tutti i soggetti
analizzati, anche PE e IB6, tipici della variante Small (Azen et al., 1993). Sulla base dei
dati presenti in letteratura il profilo peptidico e compatibile con una condizione di

eterozigosi per la presenza delle 2 varianti Small e Medium.
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Profilo peptidico

Soggettol  II-2 Psl Pko Ps2 Medium/Large
Soggetto2  [I-2 Psl Pko Medium/Medium

Soggetto3 |1-2 Psl Pko PE IB6 Medium/Small

Tabella 1: Profilo peptidico e genotipo putativo dei soggetti selezionati per la caratterizzazione
molecolare

Estrazione DNA

Il DNA genomico dei soggetti selezionati € stato estratto da cellule della cavita buccale
presenti nella saliva. Per ciascun soggetto, é stata effettuata la raccolta di 1 ml circa di
saliva in apposite provette sterili da 1,5 ml. 1l campione biologico, in attesa di essere
processato, € stato conservato alla temperatura di 4°C tal quale, o sottoforma di pellet
previa centrifugazione a 12000 rpm per 10°. Il DNA é stato purificato dalle cellule
mediante 1’utilizzo del kit commerciale GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit
(EURx Ltd, Poland), seguendo un protocollo sperimentale in linea con le indicazioni
fornite dal produttore, ma con piccole variazioni volte a migliorare la resa del processo.
La metodica prevede I’utilizzo di i) reattivi in grado di produrre un lisato cellulare
contenente molecole di RNA, polipeptidi, lipidi e contaminanti cellulari che vengono
selettivamente eliminati, ii) colonnine cromatografiche ad adsorbimento munite di

membrana di silice in grado di legare in maniera specifica le molecole di DNA.

In sintesi, dopo aver centrifugato il campione di saliva a 12000 rpm per 10°, viene
eliminato il surnatante ed il pellet, contenente le cellule, viene risospeso mediante
vortex in presenza di 200 pl di buffer “Lyse T” (contenente sodio dodecil solfato) e 2 pl
di RNasi A. Il campione viene quindi incubato per 5’ a temperatura ambiente e
successivamente trattato con 10 pl di Proteinasi K e 200 pl di buffer “Sol T, ed
incubato a 70°C per 10’ al fine di promuovere le condizioni sperimentali per la
digestione e precipitazione dei contaminanti proteici e lipidici. Terminato il periodo di
incubazione, il campione viene miscelato con 200 ul di etanolo 96%, e centrifugato per
1’ a 12000 rpm al fine di sedimentare le macromolecole contaminanti presenti nel
lisato. Il surnatante, contenente gli acidi nucleici, e successivamente trasferito nella
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colonnina cromatografica ad adsorbimento (precedentemente equilibrata con 1’apposito
“buffer T”), la quale viene sottoposta a centrifugazione per 1’ a 12000 rpm. 1l DNA,
legato alla membrana di silice, viene sottoposto a due serie di lavaggi, rispettivamente
coi buffer “Wash TX1” e¢ “Wash TX2” contenenti etanolo. Il passaggio finale
dell’estrazione ha come finalita 1’eluizione del DNA dalla colonnina ed il suo recupero
in una provetta sterile. A tal fine si utilizza una soluzione contenente Tris-HCI 5mM, ila
quale é in grado di favorire il rilascio del DNA dalla fase fissa della colonnina. La
concentrazione e purezza del DNA purificato e stata determinata
spettrofotometricamente, misurando rispettivamente 1’assorbanza a 260 nm (A 260) ed
il rapporto tra i valori di assorbanza a 260 nm e 280 nm (A 260/280)

Primer Walking

Inizialmente, la sequenza selezionata come riferimento per la progettazione dei primers
e stata quella depositata da E.A. Azen e collaboratori nel 1993 (S52986.1, presente in
banca dati NCBI, fig. xx). In tabella 2 sono riportate le coppie di primers e le condizioni
di amplificazione utilizzate nelle reazioni di PCR (Polymerase Chain Reaction). Le
miscele di reazione sono state preparate utilizzando =~ 20 ng di DNA purificato, PCR
Buffer 10x contenente MgCl, 15 mM (S5PRIME), dNTPs mix 200 uM (SIGMA
Aldrich), 20 pM di ciascun primer, 1.5 unita di DNA polimerasi (SPRIME PerfectTaq™
Plus DNA) in un volume finale di 25 pl. Per ogni coppia di primers sono stati allestite
almeno 3 reazioni utilizzando le medesime condizioni sperimentali, al fine di ottenere
una idonea concentrazione del frammento di interesse, per successive purificazioni e

reazioni di sequenziamento .
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asaccatigticaagicatagtigtacctittggaaataaga cactaacaacatatcctatccaactcatctctccgggctagaé r*1-593 F  happpatacacctgacctgeagtga
gcaa agcagaagccag‘tctctgaggtggtgaggccca Dccagtgtggagctca aagglgocattgttl:ttctcctctttat aaagggagtigrracgiiccicocageacaoaoiioopaptog

i g3apgtaasacagaagagggaaaagatgigptgactctgctigeg
gcttaggaggtgataatgglaattacggggaggagaggaga atgaaaa cacagatggggctgcagagttttcatgoctaggatcaggaga cctgttgtaccctcattcecacactaagggittc
taatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaattigticeagege; gtectgtgaaggatgcagtagagaatgeaaggcagatic
atggaagtccagctgtga agatcdaaactgatc‘tcagtaaglacaca: r*566-959 F 1-593R* Ltogatgatggagataaacacacacagta‘tcagagatact
gragagacagagaatiggatggaacactigtcteigtitaactagagatacagaaatatcagagecaatcatigicatiitictctcocttacacgcagtatiteaatgtgctgggagtgptatg
gotaagattgtattgaagtgattacttctggttaccocaattgagaaageatgigtacataageaatgtatttat) F1 £66.950 R < pgtatcacattgaagtacctgg
catgigtgaatcaaattageattaagictigagggatgctagggagegaaaaaagggpctetictatgtigag) lgtcteccettacaccticcteoe
cttccageageticacagatggtggetgactagitaacttaggggatgeatggggteatgagaagacectiticecigtagaacactigigagictigaaaggticaagatgtaaq r_..
atcctgtgcttctctictagaieicagceapgaagaateiccctocciaatagcapstaa ag-:j;aatctgmtga cigtctittictgctiatgagtggatcagtt

R1+

tettatcaaaactttecttccaggagattgattaatgttagtgeccecaacaatatiggeact gattctgggeat aaattgaacggcaga
gtgtgttgcctcaccoccpgraggaatpctgegggagatgacagacaaatgegeageatecteatt] ™ 51-53F ctgagageccctcaactgetitgt

tettececagetttecactocagagttctatgteticactgaaaatgeaaagaaattaatgtetttgticeatittitgtgtatttecccactcagettgttacccangetgataaanatitact
£g] ct ccaggaaatccacaa aagcccea cccccaccicciccagga
r'm a ]

= Jeegesiaaccae daeed .._‘

oo4a30 dCd43 004 gCd gadacgdad] dogil g god gCCg geda o L Jdigaaogagot a4

*F5
CCapgaaap Dcacaaaccaoccccacaaacaacca coeacctectocaggaaagecacaaggaccacece]  91-53R*Y Yaacctcaaggteccee

3cciccaooaaarccacagooaccs CCaCaaroaoocaocaae] 30 CCoCaggggCcgocccgac gocagcaatecicagop

b | 2 e e e |25 I |2 20 22 e 2 d B CLCCTCaao oo ra g Col T CEaa Crl = 12
atgattccagtitaticttcaccaagtgetctaattgeta attgigccaatgaatcagctaaageccatiggeat
agatcccattlcta R34 acatatictggaaatgggtaacaagatcectatatitgtaacaaactctitaagaattctgatgasacaaaattccaaataatcigictiaagtigightg
Braacaaggaagtagtaccatgttctcictggegetctgtttictgtgeaca ~+F7 cctcccatttaaagttttcacctgageactgttigetcagtectgecteacaccagecictigag
tccagtattoctgocaagtggtoccigaactticageagetaaatggigict: fcttactgticaataagtacatgatiaagetaacaaaaaatatctaatgeaatggaaaaatat
gaatctaaatttaaaggcatgactcatectacctgecteccetocticagaaaactgooactgiianctitatggoalctictgtttgaaatatttatgtgtacatagacaactagaatatttitcc
cccagaactaataccataatttataticaggtacatatgttagtcatttaaaaa atacatttctttgaaactatgaagctaagtagatctcttcagtggrtatctgtttgttttt
accattttatactactccattatgiggetgeacegtgatttetttaaccaatctgtgtcactggacactga, [cttctcactgttataaaatatgttccagticocatetgigtaaata
tatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataacaagctaagaatgatctictgttctcatcacgtaaggaacaatitggageacattttgtgaagy gtgaacacacaaaaa
attagggaggaaacacaggaggtagaagggatgggggagagaggatgggctctcatg‘tac‘tgtagtgcagtaagaccag‘tgaggaatlcgaca R7 4 [acaagtc‘tggtcta‘tga
acttccticttigttigtitcagg

gettoca a'tttctgattg‘tggtglctg‘tttctcgatattttgtgaatglgggatctgaggaccaagaa aa n:ttg‘tata agaa catgtaggaaccc‘tcttocttgatgctttaagaactctcicc‘toctt
taatcctaatttacttaatgtatatgaaaaatatittactgtitcictacticecctagettctattitcoococgecaagtagaagecttt

+F6

Figura. 2: posizione e orientamento dei primers sulla sequenza PRBL1 di riferimento (accession number
S52986.1). Le sequenze dei primers sono riportate nella tab. 2. | nomi dei primers sono indicati nei
riquadri sopra o sotto le rispettive sequenze; le frecce rivolte a destra indicano i primers forward, quelle

rivolte a sinistra i primers reverse. Le porzioni di sequenza sottolineate indicano gli esoni.
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agaaaacaggtaacacaaatactgactaaacaaagaaaaccaatacaatgcaactgagaatttaataacggtatctgattatctcatttgaatgtagaat
tgtggccacttaattaacagtggtaagaatttgatacaattcctaaaagaaatgaagc PRBR1F Ftttatagaatattctagagaaagggaagagc
atgaaggaaattttagcgacctgacattgcatggctccctcaaagaactatgtattcal tctagaaatttcctggtggtttctgtgtcta
ctttgcattaataacccctaaaaatactttagaatacaaaatttta tacaggaccaagccttgcctcagectgagtgagatccacag
aaacttgaacaatagccctatcctgagcaggectgcggggcagetttd PRBRZF/R tgcacagaagtgtgectgtectecacacatctcatagatage
agaaaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaataticrgracocacacdtcacaagagatggaaatagggcataaaaagatgcagagat

attgaccattttcactgctgq PRBR3F gctgctcacacacacataaacagaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaaga
ttgaaactctaatgatatctd atgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtacctttt
ggaaataagacactaacaa| actcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgacctgcagtgagcaaagca

gaagccagtctctgaggtg PRBR4F/R a_cttctcctctttataaagggagttgccacgttcctcccagg
acagagttgggagtgactctagagcccoccgraagatgetgttgattetgetgtcagtggecttgetggecctgagetcagetcagaacttaaatgaagg
taaaacagaagagggaaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggaggagaggagaatgaaaacacagatggggce
tgcagagttttcatgcctaggatcaggagacctgttgtaccctcattccacactaagggtttctaatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaat
ttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttatagatagaactgtgctgtgaaggatgcagtagagaatgcaaggcagattcatggaagtccage
tgtgaagatcctaaactgatctcagtaagtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgatggcgataaacacacacagtat
C| jagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaatatcagagccaatcattgtcatttttctctcecct
t PRBRGF/R _agattgtattgaagtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagca
atgrtattrataggaaatggagggcataagaacaccaaagtatcacattgaagtacctggcatgtgtgaactaaattagcattaagtcttgagggatgeta
gggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgctctgtcataacaaccctgtctccecttacaccttectececectteccagecagette
gctgactagttaacttaggggatgcatggggtgtcatgagaagacccttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatg
PRBR7R tcctgt e e g aesete|a tg tcagccaggaagaatcteccteecctaatagecaggtaaagectgattegttectcaatetgtttt
gactgroreittectgecttatgagtggatcagttctccagtgtettcttatcaad tttcaggagttgattaatgttagtgcccctaacaatata
ggcactcttcgtgcaaccttgattctgggcatcatgagcaggccaccaaattgd F2 aagtgtgttgcctc
atcccccecggeccaggaatgectgetggg, gggcagcatcctcarrergtctectctttatactgagaggeccctcaactgetttgttet
tccccagcetttccactccagagttcectat PRBRSF/R acat cccactcagcttgttac
ccaagctgataaaaatttactgcaactatteagtgaatotigtgtgggettttactetgtetttetette] PRBROF/R
Eﬂﬂtccccacaaggaggcaacaagccccagggccccccacctcctccaggaaagccacaaggaccaccc;_ ggaggcaacaaacctcaaggtcecce
cacctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggggacaagtceccgaagtecccgatctectccaggaaaaccacaaggaccacccccacaaggagg
taaccagccccaaggtcccccacctecteccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacagacctcaaggtccecccaccteccaggaaageca
caaggaccacccccacaaggagacaagtcccgaagtccctgatctectccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggtaaccaaccccaaggte
ccccacctcecctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaagaaacctcagggtcccccaccteccaggaaagccacaaggaccacccccaca
aggagacaagtcccgaagttcccaatctecctccaggaaageccacaaggaccacccccacaaggaggcaaccagecccaaggteccccacctecteccagga
aagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacaaacctcaaggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccgcacaaggaggcagcaagtece
aaagtgcccgatctcctccaggaaagccacaaggacca caacaatcctcaaggtcccccacctccagcaggaggcaatccccageca
gcctcaggcacctcctgetggacagecccagggaccac] PRBR1OF/R O P e LT R T v LI Terele cag tgacagectecccagtcatet
aggattcaatgacaggtatgattccagtttattcttcatoaagrgororaactgctacagetetecagetttattgtgeccaatgaatcagetaaaagece

attggcattgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgtaacaaactctttaagg
aattctgatgttgagaaacaaaattccaaataatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaagtagtaccatgttctctctggegetectgttttectgtg

PRBRllF/R acctcccatttaaagttttcacctgagcactgtttgctcagtcctgectcacaccagectcecttgagtceccagtattecctgecaagtgg

a[eferle[- e[y depli e i aderElc t Cct tactgt tcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaa
aaatatqg aggcatgactcatcctacctgectccectecttcagaaaactgccactgttaactttatggecatcttectgtttgaaatat
ttatgtd PRBR12F/R [JEE e el ldcataat ttatat tcaggtacatatgt tagtcat ttaaaaaatacatttettty
aaaattt =i ‘tgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtga

tttctttaaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagecttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtga
acaaattcagcagcaagtaataataagctaagaatgatcttctgtc PRBR13F aacaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagag
tgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggat /R gggctctcatgtactgtagtgcagtaagaccagtgaggaa
ttcgacatttcctgccatgtcaagtctggtctatgaacttecttetttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattcaaat
tccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatataccaataaaataatcagcttgcaatttctgattgtggtgtctgtttctcaatattt

gtgaatgtgggate= agactgtataagaacatgtaggaaccctcctccttgatgctccaggaaacttctctectecttaatectaattt
acccaggtgccaty PRBR14F actgtttctctacttccctgacttctatttececcececceccacccaagatggagtettggtectatcacccaggetygg
agtgcagtggcag tgcccecctgecatctecctgggttcaagetattectectgectecagecttccaagtatectgagatcataggtgetea

ccatcatgcttggctaatttttgtatttttagtagaaatgaggtttcceccatgttggeccaggectggtctccateccecectgacctectggtggtetgettgee
tcggcctctgaaattgectgggtttataggtgtgage

Fig. 3: posizione dei primers, indicati in tab. 3, sulla sequenza NT_187658.1 (in reverse-complement). |
nomi dei primers sono indicati nei riquadri a sinistra delle rispettive sequenze. Le porzioni di sequenza in
grassetto e sottolineate indicano gli esoni.

Tuttavia, i set di primers indicati in tab. 2 e fig. xx non ci hanno consentito di ricostruire
la sequenza al completo in quanto un gran numero di frammenti amplificati non ha
prodotto cromatogrammi leggibili, probabilmente per la presenza di piu cloni della
stessa grandezza all’interno del frammento (vedi sezione risultati per i dettagli). Alla
luce dei risultati ottenuti, abbiamo deciso di estrapolare la sequenza del gene PRB1
direttamente dalla porzione del cromosoma 12 in cui esso €
number NCBI: NT_187658.1, assembly updated 28/06/2013), al fine di verificare,
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mediante un allineamento con Nucleotide Blast, la coerenza, in termini di contenuto
nucleotidico, delle due sequenze depositate. Dal momento che i risultati
dell’allineamento hanno evidenziato la presenza di porzioni nucleotidiche non
perfettamente sovrapponibili, abbiamo deciso di procedere con la progettazione di un
nuovo set di primers, disegnati sulla sequenza NT_187658.1 (Nature 2004, presente in
banca dati NCBI, fig. xx), e utilizzabili in combinazione con il primerPRB F2
(precedentemente disegnati sulla sequenza S52986.1, fig. 2), perfettamente omologo sia
alla sequenza S52986.1 che alla NT_187658.1. Le sequenze dei primers sono riportate
nella tabella 3.
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Coppie di primers Condizioni di PCR Frammento atteso

40 bl 40 29 (e} bRl 20 9 20 1 bl
F1: ctgtagaacacttgtgagtcttgaaagg wes 3 €307 65°C 307 7 C3OJ rcio

. ~— 385 bp
R1: gctgcccatttgtctgtcatctcccgea 30 cicli

94°C 3> 94°C 30 68°C 30 72°C 30" 72°C 10’
F2: gatgcttggcttagatgacaacagg “ o

) ~— 359 bp
R2: gttgcctecttgtggggatggtc 30 cicli

40 bl 40 29 20 29 20 b 20 1 i
F3: gcaactattcagtgaatcttgtgtg mwes & €307 6are 30T C3g el

_ e 298 bp
R3: gggaccttggggctggttacctect 30 cicli

94°C 3’ 94°C 30> 68°C 30’ 72°C 30" 72°C10°
F4: aggaggtaaccagccccaaggtcce “ J

R4: tcctggaggagcetcgggceactttggga ;gcicli 529bp
94°C 3’ 94°C 30 66°C 30> 72°C 30 72°C 10’
F5: gtcccaaagtgcccgatctectccagga — )
~— 482 bp
R5: tggcaacaaggaagtagtaccatgttc 35 cicli

94°C 3’ 94°C 30 67°C 30> 72°C30” 72°C10°
F6: gttggcaacaaggaagtagtaccatgt g =

. ~— 339 bp
R6: ctgccactgttaactttatggeatctt 30 cicli

F7: gccactgttaactttatggcatcttctg wes 8 €307 50307 72°C IJ reio

; —~— 684 bp
R7: ggtcatcatagctctaacttcaatatac 35 cicli

S1-3F: tcagcttgttacccaagctgataaaaat e 34 €307 557307 72°C _ 7elo

S1-3R: cttcttgttggggtggtecttgtgge ;icli 835bp

94°C 3’ 94°C 30’ 52°C 30’ 72°C 1’ 72°C10°
~ ~— = 621 bp
30 cicli

1-593 F: ttataaagggagttgccacgttcctece
1-593 R: aaatgacaatgattggctctgatatttc

94°C 3> 94°C 30> 54°C 30> 72°C 1’ 72°C10°
566-959F: gaaatatcagagccaatcattgtcattt “ )

566-959R: caagactcacaagtgttctacaggga :QZicli 424bp

Tabella 2: set dei primers usati per la prima fase del sequenziamento, disegnati sulla sequenza S52986.1
depositata nella banca dati NCBI. Per ciascuna coppia di primers sono riportate le rispettive condizioni di
amplificazione e le dimensioni dei frammenti attesi. | primers forward sono abbreviati con F,
analogamente i primers reverse sono abbreviati con R.

Le miscele di reazione, in presenza del nuovo set di primers (tab. 3), sono state
allestistite utilizzando i reattivi nelle concentrazioni e condizioni sperimentali,
precedentemente descritte. Al fine di ottenere una idonea concentrazione del frammento
di interesse, per le successive purificazioni e reazioni di sequenziamento , sono state
preparate almeno 3 reazioni utilizzando le identiche condizioni sperimentali

specificheper I’amplificazione con ogni coppia di primers (tab 3).
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Coppie di primers Condizioni di PCR Frammento atteso

40 bl 40 29 4 O, 29 20 2 29 20 2,
PRBRIF: tctagaaatttcctggtggtttctg 94°C 37 24°C 307 49°C 307 72°C 207 72°C

K ~ 213 bp
PRBR2R: gaggacagcacacttctgtgca 30 cicli

PRBR3F: tgacacagtgctgatggcttggaca HC3 3‘ €307 S8°C 30 2°C 204 e

. ~ 227 bp
PRBRA4R: aacaatggcacctttgagctccacac 30 cicli

40 b 40 2 O, 2 20 2 720 El
PRBR2F: tgcacagaagtgtgctgtcctc oHC3 z €307 S0°C307 72°C 3OJ €3

PRBRA4R: aacaatggcacctttgagctccacac 3;‘;" 499 bp

PRBRA4F: gtgtggagctcaaaggtgccattgtt e %‘ €307 56°C 307 72°C 454 72°es

PRBRG6R: tacccataccactcccagcacattg 3(;;" 706 bp
PRBRG6F: caatgtgctgggagtggtatgggta e 3‘ €307 47°C 307 72°C 30J 72°CS 418 b
PRBR7R: ctagaagagaagcacaggatgatg 3;070“ P

94°C 3> 94°C 30>’ 50°C 30> 72°C 20> 72°C2’
F2: gatgcttggcttagatgacaacagg \ )

. ~— 203 bp
PRBRB8R: gaacaaagacattaatttatttgca 30 cicli

PRBRB8F: tgcaaataaattaatgtctttgttc e 14 €307 47730 72°C 20J rce

PRBRIR: tgctccttgtggatttcctg 301; i 161 bp

94°C 3> 94°C 30>’ 54°C 30> 72°C 30 72°C5’
~ ~— ~ 480 bp
30 cicli

PRBR10F: ggggcagaccttccagacctcce
PRBR11R: ttgaaaaatgagacaccatttagctgc

94°C 3’ 94°C 30’ 47°C 30 72°C 20> 72°C2’
PRBRYF: caggaaatccacaaggacca “ J

~ 710/893/1076 bp
PRBR10R: gggaggtctggaaggtctgccee 30 cicli

94°C 3 94°C 30> 64°C 30’ 72°C 1’20 72°C10°
F2: gatgcttggcttagatgacaacagg — J

PRBRI10R: gggaggtctggaaggtctgecce %0 CTCI 1031/1214/1397 bp

40 b 40 29 4 0, 9 20 19 20 2’
PRBRIIF: geagctasatggtgtotcatitticaa - o oF C 307 47°C 307 72°C 1 72°C
~— 233 bp

PRBRI2R: gtattagttctgggggaaaaatattc -

94°C 3> 94°C 30>’ 50°C 30>’ 72°C30” 72°C5’
PRBR12F: gaatatttttcccccagaactaatac “— o

454
PRBR13R: actgcactacagtacatgagagcc -~ 54bp

30 cicli
40 2 40 2 4 O, b 20 2 20 b
PRBR13F: ggctctcatgtactgtagtgcagt oHC3 1 €307 49°C 307 72°C 30J 72°C5
. ~ 390 bp
PRBRI14R: gaagtcagggaagtagagaaacag 30 cicli

Tabella 3: set di primers utilizzati per la seconda fase del sequenziamento. | primers disegnati sulla
sequenza NT_187658.1 sono siglati PRBR. Per ciascuna coppia di primers sono riportate le rispettive
condizioni di amplificazione e le dimensioni dei frammenti attesi. | primers forward sono abbreviati
con F, analogamente i primers reverse sono abbreviati con R.

| risultati ottenuti dall’analisi nucleotidica dei cloni di questa seconda serie di
esperimenti ha consentito di ricostruire solo parzialmente le sequenze nucleotidiche del
gene PRB1 dei tre soggetti. (vedi sezione risultati per i dettagli). Pertanto, al fine di

\

conquistare le porzioni geniche mancanti, &€ stato utilizzato un nuovo approccio
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sperimentale in cui la Nested PCR é stata abbinata al Primer Walking, utilizzando la
sequenza di riferimento NC_000012.12 relativa al cromosoma 12 (assembly updated
12/05/2014; fig.xx). Da questa sequenza di riferimento, che costituisce 1’assembly piu
recente e aggiornato prodotto dal consorzio genoma umano (Nature 2006, presente in
banca dati NCBI), é stata estrapolata la sequenza nucleotidica codificante per PRB1
(nucleotidi da 11351823 a 11355590) e, ricorrendo al tool primerBLAST (tab. 4), e stato
disegnato un nuovo set di primers in grado di ibridarsi a monte e a valle della porzione
codificante del gene (tab 4, prima riga). Mediante reazioni di PCR é stato possibile
ottenere un frammento la cui grandezza (4557 bp) rispecchiava quella attesa per 1’intero
gene, comprese una porzione non trascritta in 5’ ed una in 3°. Il prodotto di PCR, ¢ stato
successivamente purificato da gel di agarosio e una volta concentrato, e stato utilizzato
come substrato per le successive reazioni di Nested PCR, mediante la coppia di primers
HOPE 1F-HOPE 2R (tabella 4). Per ogni coppia di primers sono stati allestite almeno 3
reazioni alle medesime condizioni, al fine di ottenere una concentrazione sufficiente per
la successiva purificazione e sequenziamento del frammento di interesse. Ciascuna
reazione e stata allestita esattamente coi medesimi volumi, reattivi e concentrazioni visti

per il set di primers illustrato in tab. 2.

Coppie di primers Condizioni di PCR Frammento atteso

94°C 3> 94°C 30> 54°C 30> 72°C3°30” 72°C 10’
—

PRBR 1F: tctagaaatttcatggtggttictg W 4557 bp

HOPE 4R: tcttggtcctcagatcecaca

30 cicli
94°C 3° 94°C 30” 58°C 30> 72°C 1’ 72°C 10’
HOPE 1F:
o] tcagtgaatcttgtgtgggct g = 1154/ 971/ 788 bp

HOPE 2R: agatgactggggaggctgtc 30 cicli

40 b 40 99 0, ER) 20 2 LR} 20 9
HOPE 4F: gaggaattcgacatttcctgce oHcs 3 €307 s87e 30 Tre OJ 72eS

i ~— 232 bp
HOPE 4R: tcttggtcctcagatcccaca 30 cicli

Tabella 4: set dei primers usati per la terza fase del sequenziamento. Il primer disegnato sulla
sequenza NT_187658.1 é siglato PRBR, mentre i primers disegnati sulla sequenza NC_000012.12
sono siglati HOPE. Per ciascuna coppia di primers sono riportate le rispettive condizioni di
amplificazione e le dimensioni dei frammenti attesi. | primers forward sono abbreviati con F,
analogamente i primers reverse sono abbreviati con R.
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gagatgacagaaatgggcagcatectcattetgtetectetttatactgagaggeccteaactgetttgttettccccagei+ = tctatgtct
tcactgaaaatgcaaataaattaatgtctitgticcattittgtgtatttccoccactcagetigttacccaagetgataaaa HOPE 1F at-
-ttactctgtctttctcttctctctttg‘tcctccag aaatccacaaggaccatccccacaaggaggcaacaagccccagggccocecace
tcctccaggaaagccacaaggaccacceoccacaaggaggcaacaaaccicaaggteccoccacciccaggaaagocacaaggaccaccoccacaa

acaagtcccgaagteccccgatctociccaggaaaaccacaaggaccaccocccacaaggagotaaccagecccaagpotececccacctecciccaggaaa
ccacaaggaccaccoccacaaggaggcaacagaccicaagptcccccacciccaggaaagecacaaggaccaccocccacaaggagacaagicecgaa
coctgatctectccaggaaagocacaaggaccacccccacaaggagotaaccaaccoccaaggteccecacctectccaggaaagocacaaggaccac

CCCcacaaggaggcaagaaacctca tocccccacctccaggaaagocacaaggaccacocccacaaggagacaagtcccgaagticccaatetectc

cagpadagccacaagmaccacccccacaagoagpcaaccagccccaa cccccacctocticcagoaaagccacaaggaccacccccacaagoa

cacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatectcaaggtecoccaccteccagcaggaggcaatecccags tcctgctggacage
HOPE 2R
ccca accaccacgccctcctecaa cagaccticcagaccicceea E aggtatgaticcag

tttattcttcaccaagtgctctaattgectacagectecteccagetttattgtgecaatgaatcagetaaaageccattggeattigtatagtcccagateccattict
aaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatectatatttgtaacaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaattccaaataate
tgtcttaagttgtgttggeaacaaggaagtagtaccatgttctetetggogctetgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttitcacctgag
cactgtttgctcagtcctgectcacaccagectetigagtccagtattcctgecaagtggteoctgaactttcagecagetaaatggtgtectecattittcaaattet
tactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggeatgactcatocctacctgectecce
tccttcagaaaactgocactgttaactttatggeatcttctgtitgaaatatttatgtgtacatagactactagaatattittcccccagaactaataccataat
ttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacattictttgaaaatttccacatacgictatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtitgtit
ttaccattttatactactccattatgtggctgecaccgtgattictttaaccaatctgtgicactggacactgagggtggtttcagetictcactgttataaaatat
gttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcagecaagtaataataagetaagaatgatctictgteticatcacgtaaggaacaatttg

gagcacatttigtgd HOPE 4F hagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggatgggggagagaggatgggcte
tcatgtactgtagtg _tgtcaagtctggtctatgaacttccttctttgtttgtttcaggaagtgaataa

catcatagcictaacticaatataccaataaaataatcagctigcaatttc

tgattgtggtgtcigttictcaatattigtgaa ENEEEAICIBABEACEHBEA- |1OPE 4R |3catgtaggaaccetectectigatgetecaggaaa
cttctctecctecttaatcctaatttacccaggtgecatgaaaaaatattttactgt

Fig. 4: posizione dei primers indicati in tab. 5 sulla sequenza NC_000012.12 (in reverse-complement). |
nomi dei primers sono indicati nei riquadri accanto alle rispettive sequenze. Le porzioni di sequenza
sottolineate indicano gli esoni, in questo caso sono riportati solo il terzo e quarto esone.

Gel elettroforesi

I frammenti di DNA ottenuti tramite PCR sono stati separati mediante elettroforesi su
gel di acrilamide-bisacrilamide all’11% in TBE 10x, in presenza di marcatori di pesi
molecolari noti. Le corse elettroforetiche sono state effettuate a 200 V costanti in TBE
1x, all’interno di una camera elettroforetica Labnet ENDURO VE10 E2010-PA.

La soluzione di TBE 10x, I’acrilamide al 99+%, la bis-acrilamide e la soluzione di
TEMED al 99% sono state acquistate dalla SIGMA ALDRICH, mentre 1’ammonio
persolfato solido dalla GE Healthcare.

Al termine della corsa elettroforetica, previa incubazione del gel con un intercalante del
DNA (bromuro di etidio, SIGMA ALDRICH), i frammenti di PCR sono stati

visualizzati mediante transilluminatore UV (Uvifor Transilluinator, ELETTROFOR ) e
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confrontati coi marcatori di peso molecolare utilizzati. Nello specifico, frammenti di
dimensioni attese al di sotto delle 500 bp sono stati confrontati col plasmide pucl8
digerito con I’enzima di restrizione Haelll, quelli di dimensioni superiori alle 500 bp
con il marcatore Gene Ruler 100bp (ThermoFisher). Il frammento di 4557 bp (tab. 4,
prima riga), avendo dimensioni superiori al potere risolutivo del gel di acrilamide, é
stato invece sottoposto a elettroforesi su gel d’agarosio (EURx) all’1,5% in TBE 1x, con
aggiunta di SybrGreen (SIGMA ALDRICH) 1:10000 utilizzato come intercalante del
DNA. La corsa elettroforetica é stata effettuata a 120V costanti in TBE 1x mediante
camera elettroforetica Labnet ENDURO 10.10. Al termine della corsa elettroforetica, il
gel d’agarosio ¢ stato visualizzato mediante transilluminatore UV (Uvifor
Transilluinator, ELETTROFOR) e confrontato con apposito marcatore di pesi
molecolari noti, in questo caso il marker 1kp plus (ThermoFischer).

Analogamente, sono stati valutati tutti i prodotti di PCR dopo la loro purificazione,

condotta come illustrato nelle prossime sezioni.

Purificazione frammenti PCR

| frammenti di dimensioni attese sono stati purificati per eliminare i sali e i substrati non
utilizzati nel corso della reazione di PCR (soluzione tampone, sali, deossiribonucleotidi,
primers) ed eventuali prodotti aspecifici. Questa fase e propedeutica al successivo
sequenziamento, ed € indispensabile per ottenere cromatogrammi privi di rumore di

fondo.

I frammenti attesi, presenti in miscele prive di prodotti aspecifici, sono stati purificati
mediante Exo-BAP Mix (EURx Ltd, Poland), che & impiegata per la purificazione
enzimatica delle PCR propedeutica al sequenziamento. Questa consente infatti la
rimozione rapida ed efficace di qualsiasi deossiribonucleotide e primer non consumato
nella reazione di PCR. Il reattivo impiegato, costituito da specifici enzimi idrolitici, si
aggiunge alla miscela di reazione PCR (2 ul di Exo-BAP ogni 5 pl di mix PCR). Dopo
un periodo di incubazione a 37°C per 15°, la temperatura va innalzata a 80°C per 15’ al
fine di inattivare gli enzimi idrolitici La concentrazione dei frammenti purificati e stata

determinata spettrofotometricamente, misurando 1’assorbanza a 260 nm.
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In presenza di frammenti aspecifici, i frammenti di taglia desiderata sono stati purificati
mediante il GenElute Gel Extraction Kit (SIGMA ALDRICH) da gel d’agarosio in TBE
10x a diversa concentrazione (1.5% - 2%) a seconda delle dimensioni del frammento
d’interesse. Le corse elettroforetiche sono state condotte a 120V costanti in TBE 1x
mediante camera elettroforetica Labnet ENDURO 10.10. Al termine della migrazione, i
gel sono stati visualizzati su transilluminatore UV (Uvifor Transilluinator,
ELETTROFOR) e i frammenti d’interesse (individuati per confronto con opportuno
marcatore di pesi molecolari noti) sono stati escissi dal gel ed inseriti in provette sterili
da 2 ml, precedentemente pesate. La differenza tra il peso del volume vuoto e pieno
della provetta costituisce il punto di riferimento per la determinazione del volume di
Solubilization Buffer (utilizzato perdistruggere la matrice del gel) da aggiungere in
ciascuna provetta (3 volumi del buffer ogni 100 mg di agarosio). La miscela di agarosio
e buffer deve essere incubata a 60°C fino a completa dissoluzione del gel.
Successivamente, dopo aver aggiunto un volume di 2-propanolo ogni 100 mg di gel, la
miscela viene caricata in colonnine da 700 pl (precedentemente equilibrate con apposito
buffer), contenenti una membrana di silice in grado di legare il DNA, e centrifugata per
1’ a 12000 rpm. A questo punto il frammento di interesse, legato alla membrana, viene
sottoposto a due serie di lavaggi, con la “Wash Solution Concentrate G, per poi
procedere ad eluizione del frammento purificato in Tris-HCI 5mM. Allo stesso modo é
stato purificato anche il frammento da 4557 bp (tab. 4), utilizzato come substrato nelle
reazioni di Nested-PCR illustrate nella sezione Chromosome Walking. La
concentrazione dei frammenti purificati & stata determinata spettrofotometricamente,

misurando ’assorbanza a 260 nm (A 260).

Sequenziamento

Nella prima fase del sequenziamento, ciascuno dei frammenti PCR della dimensioni
attese, una volta purificato, e stato aliquotato in due diverse provette ed essicato in
presenza del primer forward e del primer reverse rispettivamente, al fine di ottenere la
sequenza nucleotidica di entrambi i filamenti di DNA. Le reazioni di sequenziamento
sono state eseguite dalla BMR Genomics (Padova). | frammenti purificati nella seconda

e terza fase del nostro lavoro, sono stati inviati in fase liquida (anche in questo caso in
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presenza dei rispettivi primers reverse e forward) alla Macrogene per il sequenziamento
automatico. | cromatogrammi relativi a ciascun frammento sono stati analizzati
mediante Chromas 2.4. Le sequenze dei soggetti, ricostruite mediante assemblaggio dei
singoli frammenti di PCR sequenziati, sono state allineate tra loro mediante Nucleotide

Blast, e confrontate mediante Human Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) con

le rispettive sequenze di riferimento per ciascuna fase del sequenziamento.

Analisi in silico
L’analisi degli SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), individuati nelle sequenze

relative ai 3 soggetti, & stata effettuata con 1’ausilio dello strumento grafico di

Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). In sintesi, una volta impostata

come query una sequenza comprendente circa 25 nucleotidi a monte e 25 a valle dello
SNP che si vuole analizzare (oltre naturalmente alla sostituzione stessa), selezionata nel
“Database setup” la voce “NCBI genomes (chromosome)” e impostato “Homo Sapiens”
nella voce “Organism”, si procede al blast. Nella pagina dei risultati, selezionando
come di consueto dalla colonna “Descriptions” la voce riferita alla nostra query, si
visualizza I’allineamento corrispondente. Successivamente, selezionando “Graphics” si
viene rinviati alla visualizzazione grafica della regione cromosomica corrispondente
all’allineamento, e da qui alla voce “Configure” ¢ possibile impostare la visualizzazione
sia della nostra query di partenza che di qualsiasi eventuale variazione (siano esse
SNPs, inserzioni o delezioni) registrata in banca dati per quella specifica regione.

La predizione di potenziali sequenze Exon Splicing Enhancers ed Exon Splicing
Silencers € stata effettuata mediante lo strumento Human Splicing Finder 3.0
(http://www.umd.be/HSF3/).

Le porzioni esoniche delle sequenze relative ai tre soggetti sono state tradotte
virtualmente mediante I’apposito strumento del portale ExPASy

(http://www.expasy.org/). Le sequenze aminoacidiche prodotte sono state allineate

virtualmente mediante Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con
la sequenza di riferimento relativa al gene PRB1 P04280 dal portale UniProt

(http://www.uniprot.org/uniprot/P04280).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Amplificazione con il primo set di primers e purificazione dei cloni PCR

Il gene codificante per PRB1 consta di oltre 3,7 kbp, pertanto 1’utilizzo del metodo
enzimatico di Sanger, essendo efficace per frammenti di 1000 bp circa, non e
applicabile utilizzando un solo passaggio. Per analizzare sequenze di dimensioni
maggiori, si ricorre infatti a tecniche di shotgun sequencing, impiegate
preferenzialmente per 1’analisi di interi genomi. Considerando le limitazioni
metodologiche della tecnica sviluppata da Sanger e al fine di ottenere la sequenza
completa del gene di tutti i soggetti selezionati, si & scelto di utilizzare un approccio
basato sulla metodica del primer walking. Grazie a tale metodica, & possibile
suddividere la sequenza del gene di interesse dedotta dalla banca dati NCBI) in corte
porzioni nucleotidiche (inferiori alle 1000 bp), adiacenti e parzialmente sovrapposte, in
modo da poter ricostruire la sequenza intera del gene target per assemblaggio dei singoli
cloni, in cui e stata artificialmente suddivisa. Nella metodica classica del primer
walking, le prime coppie di primers sono progettate sulla base dei risultati ottenuti
dall’analisi nucleotidica di uno o piu cloni di sequenza non nota, isolati mediante
I’utilizzo di sonde molecolari. A partire dalle regioni interne ed estendendosi a monte e
a valle del frammento sequenziato, ¢ possibile grazie all’impiego di nuove coppie di
primers specifici, conquistare nuove porzioni nucleotidiche. Nel caso del gene PRB1, a
differenza della metodica classica, non & stato necessario ricorrere a sonde molecolari,
in quanto la sua sequenza é gia stata pubblicata da Azen e collaboratori nel 1993 ed é
disponibile in banca dati NCBI (accession: S52986.1). A causa dell’altissimo livello di
omologia di sequenza intergenica, tipico della classe di geni PRP, oltre che
dell’elevatissimo numero di sequenze ripetute in tandem intrageniche (Lyons et al.,
1988a), non é stato possibile ricorrere alla progettazione, mediante software specifici,
della maggior parte dei primers. Soltanto per gli oligonucleotidi riportati in tab.4, é stato
possibile ricorrere agli strumenti bioinformatici e progettare coppie di primers con
caratteristiche ideali, in termini di temperatura di melting e specificita, per il gene
PRBL1. Le condizioni ottimali di amplificazione per ciascuna coppia di primers, riportate
in tabella 2, sono state ottenute ottimizzando opportunamente le condizioni
sperimentali. In figura 5 sono mostrati i gel elettroforetici inerenti i cloni amplificati col

primo set di primers utilizzato, disegnato sulla sequenza S52986.1 (fig. 2, tab. 2). Nel
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pannello A sono riportati i risultati delle PCR per il soggetto 1, nel pannello B per il
soggetto 2 e infine nel pannello C per il soggetto 3. La coppia di primers F1-R1, che
copre la zona a monte e a valle del secondo esone (fig. 2), ha prodotto, nel caso dei
soggetti 1 e 2 (fig. 5, rispettivamente lane 1A, 1B), un unico clone di 385 bp, le cui
dimensioni rispecchiavano quelle del prodotto atteso. Vista 1’assenza di prodotti
aspecifici nelle due miscele di reazione, il clone d’interesse relativo ai due soggetti, ¢
stato purificato con il reattivo Exo-BAP Mix. Nel caso del soggetto 3, il profilo
elettroforetico ha evidenziato oltre al prodotto atteso di 385 bp anche un clone di
dimensioni superiori, pertanto il prodotto di interesse & stato purificato da gel di
agarosio al 2% (fig. 6A, lane 3). Per la coppia F2-R2, che delimita una regione di 359
bp a valle del secondo esone fino al 5° del terzo esone (fig. 2), relativamente ai soggetti
1 e 2 (fig. 5, rispettivamente lane 2A e 2B) é stato possibile osservare sia il clone di

dimensioni attese che prodotti di dimensioni superiori e inferiori rispetto a quelle attese.

M

_1000bp

700 bp

500 bp

100 bp

Fig. 5: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza S52986.1; elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) soggetto 1: lane 1 = F1-R1, clone atteso 385 bp; lane 2 = F2-R2, clone atteso
359 bp; lane 3 = F3-R3, clone atteso 298 bp; lane 4 = F4-R4, clone atteso 529 bp; lane 5 = F5-R5, clone
atteso 482 bp; lane 6 = F6-R6, clone atteso 339 bp; lane 7 = F7-R7, clone atteso 684 bp; marcatore (M) =
Gene Ruler 100bp (ThermoFisher). B) soggetto 2; lane 1 = F1-R1, clone atteso 385 bp; lane 2 = F2-R2,
clone atteso 359 bp; lane 3 = F3-R3, clone atteso 298 bp; lane 4 = F4-R4, clone atteso 529 bp; lane 5 =
F5-R5, clone atteso 482 bp; lane 6 = F6-R6, clone atteso 339 bp; lane 7 = F7-R7, clone atteso 684 bp;
marcatore (M) = Gene Ruler 100bp (ThermoFisher).

35



587
458
434

298

174
102

Fig. 6: PCRs PRBL1, set di primers disegnati sulla sequenza S52986.1: elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) soggetto 3; lane 1 = F4-R4, clone atteso 529 bp; lane 2 = F2-R2, clone atteso
359 bp; lane 3 = F1-R1, clone atteso 385bp; lane 4 = F3-R3, clone atteso 298 bp; lane 5 = F7-R7, clone
atteso 684 bp; lane 6 = F5-R5, clone atteso 482 bp; lane 7 = F6-R6, clone atteso 339 bp; marcatore (M) =
Gene Ruler 100bp (ThermoFisher). B) PCR PRB 566-959 F/R, il clone atteso ha dimensioni pari a 422
bp; lane 1= soggetto 1; lane 2= soggetto 2; lane 3= soggetto 3; il marcatore utilizzato (M) ¢ il pucl8

Haelll digested

Quindi, il clone da 359 bp ¢ stato in entrambi i casi purificato da gel di agarosio al 2%;
per il soggetto 3 (fig. 6A, lane 2) non abbiamo invece cloni aspecifici, percio in questo
caso é stato possibile purificare mediante Exo-BAP Mix. Per la coppia F3-R3, che copre
la regione a monte del terzo esone e una porzione dell’esone stesso (fig. 2), non é stato
possibile purificare il clone di taglia attesa (298 bp), in quanto per tutti e tre i soggetti la
PCR ha prodotto solo cloni aspecifici (fig. 5, lane 3° e 3B; fig. 6A, lane 4). Per quanto
riguarda la coppia F4-R4, che comprende una porzione di 529 bp all’interno del terzo
esone (fig. 2), la PCR non ha prodotto risultati per il soggetto 3 (fig. 6A, lane 1) e solo
cloni aspecifici per i soggetti 1 e 2 (fig. 5, lane 4A e 4B), per cui, anche in questo caso,
non & stato possibile isolare il clone di interesse. Nel caso dei primers 5F- 5R, che
includono dalla regione 3’ del terzo esone fino a una porzione del successivo introne
(fig. 2), e stato ottenuto il clone di taglia attesa per i soggetti 1 e 2 (fig. 5, lane 5A e 5B
rispettivamente) oltre ad alcuni cloni aspecifici, dunque il clone specifico da 482 bp é
stato in entrambi i casi purificato da gel di agarosio al 2%. Per quanto riguarda il
soggetto 3, la PCR ha prodotto invece solo cloni aspecifici (fig. 6A, lane 6), quindi non
e stato possibile isolare il clone atteso. | primers F6-R6, comprendenti una regione

all’interno del terzo introne (fig. 2), hanno prodotto il clone di taglia attesa (339 bp) per
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tutti e tre 1 soggetti (rispettivamente, fig. 5, lane 6A e 6B; fig. 6A, lane 7), e in tutti e tre
i casi la purificazione é stata fatta da gel di agarosio al 2% vista la presenza di cloni
aspecifici. La coppia F7-R7, che copre la regione 3’ del terzo introne fino all’ultimo
esone (fig.2), ha prodotto il clone di taglia attesa (684 bp) per tutti e tre i soggetti
(rispettivamente, fig. 5, lane 7A e 7B; fig. 6A, lane5), e in tutti e tre i casi, la
purificazione é stata eseguita con Exo-BAP Mix. Le coppie di primers 1-593 F/R
(comprendenti la regione immediatamente a monte del primo esone, fino a circa meta
del primo introne, fig. 2) e S1-3F/R (che coprono una vasta porzione del terzo esone, fig
2) non hanno prodotto alcun risultato in nessuno dei soggetti presi in esame (gel non
mostrati). Infine, la coppia PRB 566-959 F/R (che delimita una porzione da 424 bp del
primo introne, fig. 2) ha prodotto il clone desiderato per tutti e tre i soggetti (fig. 6B,
lane 1-3) che, vista 1’assenza di cloni di taglia inattesa, ¢ stato possibile purificare

mediante Exo-BAP Mix.

Dai risultati ottenuti € immediatamente intuibile il fatto che questo set di primers non ci
consenta di ricostruire la sequenza completa per nessuno dei tre soggetti, poiché il set di
primers utilizzato non ci ha consentito di definire sia la porzione nucleotidica che si
estende dalla regione 5°-UTR a circa meta del 1° introne , che quella includente una
vasta porzione nucleotidica del 3° esone. Infatti, non e stato possibile amplificare e
conseguentemente sequenziare alcuni dei cloni corrispondenti: F3-R3 (fig. 5, lane 3A e
3B; fig. 6, lane 4); F4-R4 (fig. 5, lane 4A e 4B; fig. 6, lane 1); 1-593 F/R e S1-3F/R
(dato non mostrato). Nel caso del soggetto 3, la ricostruzione € stata ulteriormente
complicata dall’impossibilita di definire, mediante I’utilizzo della coppia di primers F5-
RS, la porzione 3’ del 3° esone e la porzione 5’ del 3° introne ad esso adiacente (fig. 3).
E’ plausibile ipotizzare che in corrispondenza della regione 5’-UTR fino alla meta del
1° introne del gene di tutti i soggetti analizzati (fig. 3), si sia verificata una mancata
ibridazione del 3’-OH dei primers. Ci0 a causa di un mismatch con lo stampo di DNA,
tale da compromettere la fase di estensione da parte della DNA polimerasi. Tali
mismatch sono verosimilmente determinati dalla presenza di polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) in corrispondenza delle regioni
geniche complementari ai primers pocanzi descritti. Diverso il discorso, invece, per
quanto riguarda le coppie F3-R3, F4-R4 e S1-3F/R (fig. 3), oltre che nella regione 3’ del
3° esone ¢ 5’ del 3° introne per il soggetto 3 (PRB 5F-5R, fig. 3). In questo caso,
bisogna tener conto del fatto che tutte e tre le coppie sono complementari alla zona del

gene PRB1 a maggior contenuto di ripetizioni in tandem e di dinucleotidi GC, tutti
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fattori che inevitabilmente influenzano in modo negativo 1’ibridazione specifica dei
primers e la fase di estensione del filamento da parte della DNA Polimerasi. Anche in
questo caso, ovviamente, non si puo escludere 1’influenza di eventuali SNPs nella
mancata o aspecifica ibridazione dei suddetti primers. La presenza di prodotti aspecifici
in molte delle reazioni di PCR ottenute con questo set di primers (fig. 5 e 6), potrebbe
essere inoltre ricondotta sia all’elevata omologia intergenica dei membri della classe

PRB1 (Lyons et al., 1988a,b), che a ibridazioni aspecifiche in altre regioni del DNA.

Sequenziamento dei cloni amplificati col primo set di primers

Di seguito sono riportate le sequenze nucleotidiche del gene PRBL1 per i tre soggetti,
ricostruite mediante 1’assemblaggio dei singoli cloni di PCR ottenuti mediante le
amplificazioni con i primers riportati in tabella 2. Le sequenze risultano parziali,
giacché non tutte le coppie di primers impiegate hanno permesso di ottenere i cloni
attesi (vedere sezione precedente per i dettagli), questo anche a causa dell’impossibilita
di analizzare alcuni dei cromatogrammi. In figura 7 é riportata la sequenza parziale di
PRBL1 relativa al soggetto 1, ricostruita dopo analisi dei cromatogrammi relativi al
sequenziamento dei cloni PRB 566-959 F/R, F1-R1, F2-R2, F5-R5, F6-R6 e F7-R7. In
una porzione dei cromatogrammi relativi ai cloni F2-R2 e F5-R5 non e stato possibile
decodificare 1 nucleotidi corrispondenti, che in figura sono indicati con una “n”
evidenziata in grigio, rispettivamente in posizione 2275 e 3431. Sulla sequenza parziale
del soggetto 1 sono stati individuati una serie di SNPs, evidenziati in giallo (in totale

21),

Soggetto 1 (ref. S52986.1)

1293

gaaatatcagagccaatcattgtcatttttctctcccttacacgcagtatttcaatgtgectgggagtggtatgggtaa
gZétgtattgaagtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggaA/Ga
gé;agggcataagaacaccaaaA/GtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttg
;Zggatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgctctgtcataacaacccth/Cc
gféccttacaccttcctccccttccagcagcttcacagatggtggctgatgagttaacttaggggatgcatggggtgt
ggigagaagA/Tctgttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactgttcccatcatcctg
ESittctcttctagatgtcagccaggaagaatctccctccctaatagcaggtaaaT/GcctgattCA/Gttctcaatc
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1825
tgttT/CtgactgtctttttctgcttatgahA/GtggatcagttctccagtgtcttcecttatcaaaactttecctttcA/G

1897
ggalA/GttgattaatgttagtgcccctaaT/CaatataggcactcttcA/Gtgcaaccttgattctgggecatcatgag

1969
caggccaccaaattgaacggcagagatgcttggcttagatgacaacaggagtgG/TgttacctcatceccccC/Tggec

2043
aggaG/Atgcctgctgggagatgacagaaatgggcagcatcctcattectgtectectetttataatgagaggecccttcea

2119
actgctttgttcttccccagctttccactccagagttttatgttttcactgaaaatgcaaagaaattaatgtctttgt
2197
tccatttttgtgtatttccccactcagcttgttacccaagctgataaaaatttactgcaactattcagtgaatcttgt

2275
ntgggcttttactcatgtcttcatC/Gtctctetetttgtecctccaggaaatccacaaggaccatccccacaaggagqg

2351
caac

3022
gtcccaaagtgcccgatctcecctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatcecctcaaggtecececcee

3100
acctccagcaggaggcaatccccagcagcctcaggcacctcectgectggacageccccagggaccaccacgececctectea

3178
agggggcagaccttccagacctccccagtgacagcecctceccecccagtcatctaggattcaatgacaggtatgattccagtt

3256
tattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagectttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggea

3334
ttgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgta

3412
acaaactctttaaggaattntgatgttgagaaacaaaattccaaataatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaa

3490
gtagtaccatgttctctctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttttcacctgage

3568
actgtttgctcagtcctgcecctcacaccagectcttgagtccagtattcctgeccaagtggtececctgaactttcagecage

3646
taaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgG/Caa

3722
tggaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgecctccecctecttcagaaaactgeccactgttaa

3800
ctttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagacAactagaatatttttcccccagaactaatactata

3878
atttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaa

3956
gtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttecttt

4034
aaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtg

4112
taaatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaC/Taagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaagga

4188
acaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtag

4266
aagggatG/Aggggagagaggatgggctctcatgtactgtagtgcagtaagaccagtgaggaattcgacatttecctge

4342
catgtcaagtctggtctatgaacttccttctttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatga

4420
ttcaaattccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 6: sequenza del gene PRBL relativa al soggetto 1; sono indicate le posizioni, rispetto alla sequenza di
riferimento con accession number S52986.1, delle porzioni di sequenza ricostruita; le porzioni esoniche
sono riportate sottolineate; col carattere “n” ed evidenziati in grigio sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).
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la maggior parte dei quali € presente in eterozigosi e nessuno localizzato a livello
esonico. Da sottolineare il fatto che le sequenze esoniche ricostruite sono parziali per il
terzo esone (come indica la lacuna nucleotidica illustrata in fig. 7 in posizione 2017-
3022) ed il 4°esone (interrotto a partire dal nucleotide 4465, fig. 8), mentre il 1° esone e

del tutto assente (fig. 2).

Analogamente a quanto visto per il soggetto 1, in figura 8 e riportata la sequenza
parziale di PRB1 relativa al soggetto 2, ricostruita mediante [’analisi dei
cromatogrammi relativi al sequenziamento dei cloni PRB 566-959 F/R, F1-R1, F2-R2,
F5-R5, F6-R6 e F7-R7. All’interno del secondo introne, nella regione di
sovrapposizione tra i cloni F1-R1e F2-R2 (fig.2), ’analisi dei cromatogrammi ottenuti
dal sequenziamento dei cloni F1-R1 e F2-R2 non ci ha permesso di assegnare ad un
picco di fluorescenza il corrispondente nucleotide (fig. 8, “n” evidenziata in grigio).
Analogamente, dall’analisi dei cromatogrammi relativi al clone F2-R2 , non é stato
possibile assegnare a tre picchi di fluorescenza i corrispondenti nucleotidi, sempre
all’interno del 2° introne, sono stati individuati nei cromatogrammi relativi al clone F2-
R2 (fig. 8). Inoltre, nel terzo introne sono presenti altri quattro nucleotidi che non é stato
possibile assegnare al picco corrispondente: uno tramite individuato nel corso
dell’analisi dei cromatogrammi relativi al clone F5-R5, gli altri tre individuati nei
cromatogrammi relativi al clone F7-R7 (fig. 8). Anche nella sequenza parziale del
soggetto 2 sono stati individuati una serie di SNPs (in totale 18), tutti in eterozigosi: 17
sono intronici ed uno e localizzato all’interno del quarto esone (fig. 8). Cosi come
discusso per il soggetto 1, le sequenze esoniche ricostruite sono parziali per il terzo
esone (come indica la lacuna nucleotidica presente in fig. 8 tra i nucleotidi 2017 e 3022)
ed il 4° esone (interrotto a partire dal nucleotide 4465, fig. 8), ed inoltre la sequenza

nucleotidica relativa al 1° esone ¢ assente (fig. 2).

La sequenza parziale di PRBL1 relativa al soggetto 3 é riportata in figura 9. Come
osservato per gli altri due soggetti, anche in questo caso la ricostruzione ¢ stata fatta in
analizzando i cromatogrammi relativi al sequenziamento dei cloni PRB 566-959 F/R,
F1-R1, F2-R2, F6-R6 e F7-R7. Per quanto concerne il clone F5-R5 (fig. 5C, lane 6),
non avendo ottenuto risultati nel corso delle reazioni di PCR, non é stato possibile
procedere con le reazioni di sequenziamento. In due punti dei cromatogrammi relativi al
clone F2-R2 sono stati individuati due picchi di fluorescenza non ben definiti e pertanto

non attribuibili a nessun nucleotide. (fig. 9, “n” evidenziata in grigio).
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Soggetto 2, a partire dal nucleotide 1293 (ref. S52986.1)

1293
gaaatatcagagccaatcattgtcatttttctctcccttacacgcagtatttcaatgtgectgggagtggtatgggtaa

gggtgtattgaagtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggaA/Ga
1447

tggagggcataagaacaccaaaG/AtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttyg
gg;gatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgctctgtcataacaacccth/Cc
gf;ccttacaccttcctccccttccagcagcttcacagatggtggctgacT/Gagttaacttaggggatgcatnggt
gz;A/GtgagaagA/Tctgttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaacttttcccatcat
izzgtgcttctcttctagatgtcagccaggaagaatctccctccctaatagcaggtaaagcctgattcgttctcaatc
ig?tttgactgtctttttctgcttatgagtggatcagttctccagtgtcttcttatcaaaactttcctttcaggagtt
;i?taatgttagtgcccctaacaatataggcactcttcgtgcaaccttgattctgggcatcatgagcaggccaccaaa
gﬁgaac/ngcagagatgcttggcttagatgacaacaggagtgtgttgcctcanccccccggccaggaatgcctgctg
ggggatgacagaaatgggcagcatcctcattctgtttcctctttataatgagaggccctcaactgctttgtttttccc
2135

cagcctttccattcagagttttatgttttcactgaaaatgcaaagaaattaatgtctttgttccatttttgtgtattt
iifcactcagcttgttacccaagctgataaaaattT/CagtgcaA/GctattcagtgaatcttgtnA/nggctttta

2285
ctctgtctC/Tactcntnctctctttgtectccaggaaatccacaaggaccatcceccacaaggaggecaac

ggiccaaagtgcccgatctcctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatcctcaaggtccccc
gg@tccagcaggaggcaatccccagcagcctcaggcacctcctgctggacagccccagggaccaccacgccctcctca
zgggggcagaccttccagacctccccagtgacagcctccccagtcatctaggattcaatgacaggtatgattccagtt
ffgtcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagctttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggca
3334

ttgtatagtcccanatcccatttctaaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgta
ggjaactctttaaggaattctgatgttqagaaacaaaattcCaaataatctgtCttaagttqtgttggcaacaaggaa
nggtaccatgttctttctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttttcacctgagc
g?ﬁgtttgctcagtcctgcctcacaccagcctcttgagtccagtattcctgccaagtggtccctgaactttcagcagc
izfatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatg
3724

gaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgcctccecteccctcaaaaaactgccactgttaact
fﬁZtggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagactactagaatatttttcccccagaactaatactataat
3880

ttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagt
gigzctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaa
iﬁfatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgta
ZgéatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaac
2§?ttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaa
2ﬁ§atG/AgggggagagaggatgggctctcatgtactgtantgcagtA/TagaccagtgaggaattcaacatttccT/
4340

GgccatgtcaagtctggtctatgaacttccttG/Ctttgtttgtttcaggaagtgaataanaggatgagagtgattcn
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4340
aatgattcaaatG/Tccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 7: sequenza del gene PRBL relativa al soggetto 2; sono indicate le posizioni, rispetto alla sequenza di
riferimento con accession number S52986.1, delle porzioni di sequenza ricostruita; le porzioni esoniche
sono riportate sottolineate; col carattere “n” ed evidenziati in grigio sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in

eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

Soggetto 3, a partire dal nucleotide 1293 (ref. S52986.1)

gf;atatcagagccaatcattgtcatttttctctcccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaa
1371

gattgtattgaalA/Gtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggaga
gﬁ;agggcataagaacaccaaaA/GtatcacattgaagtacctggcatT/Gtgtgaactaaattagcattaagtcttg
1521

agggatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggectgttgetctgtcataacaaccctgC/Te
gféccttacaccttcctccccttccagcagcttcacagatggtggctgatgagttaacttaggggatgcatggggtgt
1675

cG/AtgagaagA/Tctgttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactgttcccatcatce
i@fgcttctcttctagatgtcagccaggaagaatctccctccctaatagcaggtaaaT/GcccgattcA/Gttctcaa
i%?gttc/TtgactgtctttttctgcttatgaA/Gtggatcagttctccagtgtcttcttatcaaaactttccttth
i%ggagttgattaatgttagtgcccctaaT/CaatataggcactcttcA/Gtgcaaccttgattctgggcatcatgag
gﬁggccaccaaattgaacggcagagatgcttggcttagatgacaA/Gcaggagtgtgttgcctcatccccccggccag
2045

gaAtgcctgctgggagatgacagaaatgggcagcatcctcattctgtctecctcectttataatgagaggeccecctcaactge
2123

tttgttcttcccaggecgttccactccagagttntatgtcttcactgaaatgcaaagaaattaatgtcttggtttecatt
iiﬁgtgtgtttccccactcagcttgttacccaaActgataaaaattC/TactgcaactatT/AcagagaatcttG/Ct
2273

cagggattntactcagtctcAtctctctctctttgtcctccaggaaatccacaaggaccatccccacaaggaggcaac

3467

gttggcaacaaggaagtagtaccatgttctctctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaa
Zthttcacctgagcactgtttgctcagtcctgcctcacaccagcctcttgagtccagtattcctgccaagtggtccc
?ZZactttcagcagctaaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaa
3701

atatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgecctccecctecttcagaaaa
zzgccactgttaactttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagacactagaatatttttcccccaga
:fZaatacC/Tataatttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatac
gigtatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgc
g?égtgatttctttaaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttcc
iﬁftcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagctaagaatgatcttctgtct
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4165
tcatcacgtaaggaacaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggagga

4243
aacacaggaggtagaagggatG/AggggagagaggatgggctctcatgtactgT/Gaatgcagtaagaccagngagga

4317
attcnacatttcctgG/Ccatggcaagtctggtctatgaacttecttetttggttgtttcaggaagtgaataagaaga

4393
tgagagtgattcaaatgattcaaattccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 8: sequenza del gene PRBL relativa al soggetto 3; sono indicate le posizioni, rispetto alla sequenza di
riferimento con accession number S52986.1, delle porzioni di sequenza ricostruita; le porzioni esoniche
sono riportate sottolineate; col carattere “n” ed evidenziati in grigio sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

Altri due picchi dello stesso tipo sono presenti nei cromatogrammi inerenti il clone F7-
R7. Anche nella sequenza parziale del soggetto 3 sono presenti una serie di SNPs (in
totale 24), la maggior parte presenti in eterozigosi e nessuno di questi localizzati a

livello esonico.

In assenza di informazioni relative al sequenziamento del clone F5-R5, la porzione del
gene PRBL1 ricostruita per questo soggetto risulta essere ancora piu corta rispetto alle
sequenze degli altri due soggetti. Infatti, in questo caso, la lacuna nucleotidica in
corrispondenza del terzo esone si estende dal nucleotide 2017 al 3467 (fig. 9). Anche in
questo caso, il quarto esone risulta incompleto (interrotto a partire dal nucleotide 4465,

fig. 9), e le informazioni relative al primo esone sono del tutto assenti (fig. 2).

Amplificazione con il secondo set di primers e purificazione dei cloni PCR

Per completare la sequenza dei tre soggetti si € quindi reso necessario disegnare un
secondo set di primers, stavolta scegliendo come riferimento la sequenza con accession
number NT_187658.1 (Nature, 2004). Confrontando quest’ultima sequenza con la
S52986.1, mediante 1’utilizzo di Nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov; dato
non mostrato), sono emerse delle differenze dovute ad inserzioni e delezioni che ne
influenzano I’omologia, la quale e risultata pari al 94%. Queste differenze sono
probabilmente risultate determinanti ai fini dell’amplificazione, in quanto possono aver
precluso I’ibridazione corretta di alcune delle coppie di primers progettate sulla

sequenza nucleotidica di riferimento S52986.1 (fig. 2). Si e quindi optato per la
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progettazione di un nuovo set di primers, che ci consentisse di amplificare tutto il gene,
e non solo le lacune nucleotidiche, frutto dell’insuccesso delle precedenti
amplificazioni. Sono stati progettati, inoltre, nuovi primers da utilizzare in associazione
con alcuni oligonucleotidi che, pur essendo stati disegnati sulla sequenza S52986.1,
risultassero perfettamente omologhi alla nuova sequenza di riferimento NT_187658.1
(fig. 3). Analogamente a quanto visto per il set di primers riportato in tabella 2 e figura
2, le condizioni ottimali di amplificazione per ciascuna coppia di primers (tab. 3) sono
state ottenute in seguito a una serie di esperimenti di PCR condotti con parametri

sperimentali differenti.

Nella figura 9 sono mostrati i profili elettroforetici relativi ai prodotti delle reazioni di
PCR realizzate coi primers PRBR1F-PRBR2R (pannelli A e B) e PRBR3F-PRBR4R
(pannello C). Entrambe le coppie delimitano la regione a monte del primo esone del
gene PRBL1 (fig. 3). In tutti e tre i soggetti sono stati ottenuti i cloni di dimensioni attese
per entrambe le coppie di primers e, vista la presenza anche di cloni aspecifici, é stato
necessario purificare in entrambi i casi il frammento d’interesse da gel di agarosio al
2%. Nella figura 10 sono riportate i profili elettroforetici relativi ai cloni PRBR2F-
PRBR4R (pannelli A e B) e PRBR4F-PRBR6R (pannelli C e D). La prima coppia di
primers, analogamente alle coppie PRBR1F-PRBR2R e PRBR3F-PRBR4R, delimita la
regione a monte del primo esone (fig. 3) ed ha permesso di amplificare il clone di
dimensioni attese nel caso di tutti e i tre soggetti (fig. 10, lane 1A, 2A e 1B). Anche in
questo caso, la presenza di cloni aspecifici ha richiesto la purificazione del frammento
d’interesse da gel di agarosio all’1,8%. Pure la coppia PRBR4F-PRBRG6R,
comprendente il primo esone e parte del primo introne (fig. 3), ha prodotto come
risultato il clone atteso di 706 bp in tutti e tre i soggetti. Nel caso dei soggetti 2 e 3 (fig.
10, lane 1D e 2D) i gel elettroforetici presentano bande aspecifiche (fatta eccezione per
quelle relative ai primers visibili al di sotto delle 100 bp), mentre nel caso del soggetto 1

(fig. 10, lane 1C) sono presenti anche prodotti di dimensioni non attese.
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Fig. 9: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza NT_187658.1; elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) PCR PRBR1F-PRBR2R per il soggetto 1, clone di dimensioni attese pari a
213 bp; il marcatore di pesi molecolari utilizzato (M) & il pucl8 Haelll digested. B) PCR PRBR1F-
PRBR2R per i soggetti 2 (lane 1) e 3 (lane 2), clone di dimensioni attese pari a 213 bp; il marcatore di
pesi molecolari utilizzato (M) é il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer). C) PCR PRBR3F-PRBRA4R, il
clone atteso ha dimensioni pari a 227 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il
marcatore utilizzato (M) é il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer).

Per quanto concerne il soggetto 1, il clone delle dimensioni di 706 bp e stato purificato
da agarosio al 1,8%, mentre per i soggetti 2 e 3 € stato possibile eseguire la
purificazione mediante Exo-BAP Mix. Anche in questo caso, la presenza di prodotti
aspecifici potrebbe essere dovuta sia all’elevata omologia intergenica dei membri della
classe PRB che ad ibridazioni totalmente impreviste in altre regioni del DNA. Le PCR
condotte in presenza dei primers PRBR6F-PRBR7R (fig. 11 A e B) e PRB 2F-PRBR8R
(fig. 11C) hanno permesso I’amplificazione dei cloni attesi (rispettivamente, 418 e 203
bp) per tutti i soggetti. La coppia PRBR6F-PRBR7R delimita una parte del primo
introne (fig. 3), fin subito a monte del secondo esone, mentre la PRB 2F-PRBR8R
comprende parte del secondo introne (fig. 2 e 3). La presenza di prodotti aspecifici nella
miscela di reazione dei tre soggetti ha richiesto la purificazione di entrambi i cloni

specifici da gel di agarosio al 2%.
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Fig. 10: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza NT_187658.1 elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) PCR PRBR2F-PRBR4R per i soggetti 1 (lane 1) e 3 (lane 2), clone di
dimensioni attese pari a 499 bp; il marcatore di pesi molecolari utilizzato (M) € il Gene Ruler 100bp
(ThermoFischer). B) PCR PRBR2F-PRBRA4R per il soggetto 2 (lane 1), clone di dimensioni attese é pari a
499 bp; il marcatore di pesi molecolari utilizzato (M) ¢ il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer). C) PCR
PRBRA4F-PRBR6R per il soggetto 1 (lane 1), clone di dimensioni attese e pari a 706 bp; il marcatore di
pesi molecolari utilizzato (M) & il marker 1kp plus (ThermoFischer); D) PCR PRBR4F-PRBR6R per i
soggetti 2 (lane 1) e 3 (lane 2), clone di dimensioni attese € pari a 706 bp; il marcatore di pesi molecolari
utilizzato (M) e il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer).
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Fig. 11: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza NT_187658.1; elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) PCR PRBR6F-PRBR7R per i soggetti 2 (lane 1) e 3 (lane 2), clone di taglia
attesa 418 bp; il marcatore di pesi molecolari utilizzato (M) ¢ il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer); B)
PCR PRBR2F-PRBR4R per il soggetto 1 (lane 1), clone di dimensioni attese pari a 418 bp; il marcatore
di pesi molecolari utilizzato (M) € il puc18 Haelll digested. C) PCR PRB 2F-PRBRSR, il clone atteso ha
dimensioni pari a 203 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il marcatore utilizzato
(M) é il puc18 Haelll digested
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Fig 12: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza NT_187658.1; elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11%; A) PCR PRBR8F-PRBROIR, il clone atteso ha dimensioni pari a 161 bp; lane 1:
soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il marcatore utilizzato (M) ¢ il pucl8 Haelll digested.
B) PCR PRBR10F-PRBR11R, il clone atteso ha dimensioni pari a 480 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2:
soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il marcatore utilizzato (M) ¢ il puc18 Haelll digested. C) PCR PRBR11F-
PRBR12R, il clone atteso ha dimensioni pari a 233 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3:
soggetto 3. Il marcatore utilizzato (M) ¢ il puc18 Haelll digested.

La figura 12 mostra i profili elettroforetici relativi alle reazioni di PCR condotte con i
primers PRBR8F-PRBRIR (fig. 12A), PRBR10F-PRBR11R (fig. 12B) e PRBR11F-
PRBR12R (fig. 12C). La prima coppia delimita una regione da 161 bp a partire dal 3’
del secondo introne fino al 5° del terzo esone; la seconda coppia comprende una
porzione di 480 bp che si estende dal 3’ del terzo esone e termina all’interno del terzo
introne; 'ultima delle tre coppie copre una porzione da 233 bp all’interno del terzo
introne (fig. 3). Tutte e tre le coppie di primers hanno permesso 1’amplificazione dei
cloni di dimensioni attese per i tre soggetti analizzati. Tuttavia, nel caso dei soggetti 1 e
2 (fig. 12A, lane 1 e 2), le reazioni di PCR PRBR8F-PRBRIR hanno prodotto come
risultato anche I’amplificazione di cloni di dimensioni superiori a quelle previste,
rendendo necessaria la purificazione da gel di agarosio al 2%. Vista 1’assenza di
aspecifici nella miscela di reazione del soggetto 3, é stato possibile procedere mediante
purificazione con Exo-BAP Mix. Le reazioni di PCR condotte rispettivamente con le
coppie di primers PRBR10F-PRBR11R (fig. 12B) e PRBR11F-PRBR12R (fig. 12C),
hanno prodotto come risultato I’amplificazione esclusiva dei cloni di dimensioni attese
che, analogamente a quanto descritto in precedenza, sono stati purificati facendo ricorso
al reattivo Exo-BAP Mix.
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Fig 13: PCRs PRB1, set di primers disegnati sulla sequenza NT_187658.1; elettroforesi su gels di
poliacrilamide all’11% A) PCR PRBR12F-PRBR13R, il clone atteso ha dimensioni pari a 454 bp; lane 1:
soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il marcatore utilizzato (M) & il pucl8 Haelll digested.
B) PCR F2-PRBR10R, il clone atteso ha dimensioni pari a 1028/1211/1394 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2:
soggetto 2; lane 3: soggetto 3; le frecce rivolte in alto indicano i cloni di dimensioni pari a circa 1028 bp;
le frecce rivolte in basso indicano i cloni di dimensioni pari a circa 1211 bp. Il marcatore utilizzato (M) &
il Gene Ruler 100bp (ThermoFischer).

In figura 13 sono illustrati i risultati delle reazioni di PCR eseguite con i primers
PRBR12F-PRBR13R e PRB 2F-PRBR10R. La prima coppia delimita una regione da
454 bp del terzo introne (fig. 3), mentre la seconda copre tutto il terzo esone, a partire
dal secondo introne fino al 3’ dell’esone stesso. Le reazioni di PCR condotte con la
coppia PRBR12F-PRBR13R ha permesso di amplificare i cloni di dimensioni attese per
i tre soggetti (fig. 13A). La presenza di prodotti aspecifici nella miscela di reazione, ha
richiesto la purificazione da gel di agarosio all’1,5%. In realta, sebbene non sia mostrato
in figura 13, si & scelto di associare al primer reverse PRBR10R due diversi primers
forward: PRBROF, complementare al 5° dell’esone (fig. 3), e F2, appena descritto, che
intercetta il 2° introne (fig. 2, tab. 3). Sulla base dei dati riportati in letteratura per le
varianti di lunghezza del gene PRB1 (Lyons et al., 1988a,b), abbiamo stimato che le
dimensioni attese dei prodotti di PCR per la coppia PRBR9F- PRBR10R dovessero
essere 710 bp, 893 bp o 1076 bp, qualora il clone risultante fosse riconducibile
rispettivamente alla variante allelica small, medium o large, e 1031 bp, 1214 bp o 1397
bp per la coppia PRB 2F-PRBR10R (tab. 3). Cio comporta che molti dei cloni attesi per
le suddette due coppie di primers, abbiano dimensioni ai limiti, o al di sopra dei limiti,
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affinché la lettura dei cromatogrammi risultanti dalle reazioni di sequenziamento, possa
essere ritenuta affidabile. Tuttavia, si & preferito comunque procedere all’amplificazione
utilizzando queste coppie di primers, al fine di ovviare alle problematiche derivanti
dalla presenza di ripetizioni in tandem all’interno di questa regione del gene PRB1
(Lyons et al., 1988a,b.). Le due coppie di primers sono state scelte in virtu del fatto che
permettono 1’amplificazione del terzo esone nella sua interezza, piuttosto che
suddividerlo in porzioni piu piccole come nella strategia sperimentale adottata nel corso
del primo sequenziamento (fig.2), strategia che, sebbene piu efficace ai fini dell’analisi
nucleotidica, non ci ha consentito di ottenere tutti i cloni desiderati nella prima serie di
amplificazioni (fig. 5, tab.2). La reazione di PCR condotta con i primers PRBRIF-
PRBR10R non ci ha permesso di amplificare nessuno dei cloni desiderati (dato non
mostrato), mentre 1’utilizzo della coppia F2-PRBR10R ha prodotto come risultato una
serie di cloni di difficile interpretazione. Sorprendentemente infatti, per tutti e tre i
soggetti € possibile osservare una banda su gel elettroforetico di dimensione apparente
pari a quella prevista per la variante small (fig. 13B, frecce rivolte in alto), sebbene noi
ipotizzassimo di osservarla solo nel caso del soggetto 3 (tab. 1). Altresi, sembra essere
del tutto assente il clone corrispondente alla variante large, che ci saremmo aspettati di
osservare nel caso del soggetto 1 (fig. 13B, lane 1). Non sorprende affatto, invece, la
presenza del clone corrispondente alla variante medium in tutti e tre i soggetti (fig. 13B,
frecce rivolte in basso), dal momento che il soggetto 1 e 3 presentano i peptidi
riconducibili ad eterozigosi per tale variante del gene PRB1, mentre il soggetto 2,
sempre in base al profilo peptidico, ci aspettavamo fosse omozigote per la variante
medium (tab. 1). Quest’ultimo soggetto presenta inoltre una banda intermedia tra le due
appena descritte (fig. 13B, lane 2) non attesa. Per fornire una spiegazione ai dati
osservati, si ¢ provveduto a purificare da gel d’agarosio all’1,5% le bande riconducibili
alla dimensione attesa per la variante sia small che medium in tutti e tre i soggetti.
Inoltre, per il soggetto 2, é stata purificata al contempo anche la banda di dimensione
intermedia tra le due (fig. 13B, lane 2). Nella prima serie di reazioni di PCR, come visto
in precedenza, 1’amplificazione dell’ultimo esone risultava essere incompleta, ragion
per cui é stata individuata la coppia di primers PRBR13F-PRBR14R, teoricamente in
grado di ibridarsi a monte e a valle del quarto esone (fig. 3). Tuttavia, la PCR condotta
con la suddetta coppia di primers non ci ha permesso di amplificare il clone di taglia

attesa.
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Sequenziamento dei cloni amplificati col secondo set di primers

Le sequenze relative ai tre soggetti sono state ricostruite mediante 1’assemblaggio dei
singoli cloni di PCR ottenuti dalle amplificazioni con i primers riportati in tabella 3,
confrontando i cromatogrammi risultanti da questo sequenziamento con quelli relativi
alle medesime regioni gia analizzate e sequenziate in precedenza (fig. 6, 7, 8). Le
sequenze risultano essere, anche in questo caso parziali, in quanto le coppie di primers
PCR PRBR9F-PRBR10R e PRBR13F-PRBR14R non hanno permesso 1’amplificazione
dei cloni attesi (vedere sezione precedente per i dettagli). Inoltre, 1’analisi di alcuni dei
cromatogrammi non € stata possibile, per via della presenza di eccessivo rumore di

fondo o per 1’assenza di picchi di fluorescenza leggibili in modo chiaro e non equivoco.

In figura 14 é riportata la ricostruzione della sequenza di PRB1 relativa al soggetto 1,
comprendente i primi due esoni al completo e mancante di una porzione importante
(675 nucleotidi) del terzo esone, oltre a una breve porzione (20 bp) del quarto esone (a
causa della mancata amplificazione del frammento di DNA delimitato dai primers
PRBR13F-PRBR14R). Pertanto, il sequenziamento dei due cloni di dimensioni
differenti rispetto a quelle attese con 1’impiego dei primers PRB 2F-PRBR10R (fig 13B,
lane 1) non ha permesso di ricostruire in modo completo il terzo esone. Questo perché,
nel caso della banda di 1028 bp (fig 13B, lane 1, freccia rivolta in alto) i
cromatogrammi relativi alle reazioni di sequenziamento sono risultati del tutto
illeggibili. Per quanto concerne invece la banda di dimensioni superiori (fig 13B, lane 1,
freccia rivolta in basso), il cromatogramma in forward risulta essere illeggibile, mentre
il cromatogramma in reverse ha consentito la ricostruzione solo di una breve porzione di
sequenza a monte del primer PRBR10R (fig 3), perfettamente sovrapponibile alla
sezione del terzo esone ricostruita nel precedente sequenziamento, a partire dal clone
F5-R5 (fig. 6).
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PRB1 soggetto 1 (ref. NT_187658.1)

551282
tttctagaaatttcatggtggtttctgtgtctactttgcA/Gttaataacccctaaaaatactttagaatacaaaatt
551206
ttagacttcctgtgttgtacaggaccaagccttgcectcagctgagtgagatccacagaaacttgaacaatagceccctat
551128
cctgagcaggctgcggggcagcetttctgtcatctatgtgtgcacagaagtgtgectgtectcaca (nnnnnnnnnnnnn
551050
n) cagaaaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtA/Gecacacacatcacaagagatgg
550974
aaatagagcataaaaaG/TatC/GcagagatattgaccatT/CttcactgctggT/Ctgtagcatcgctgctcacaca
550904
C/GacataaacagaaataaatagcacagtggaaagtggatG/Aatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgata
550834
tctaaagttcagtgatgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtac
550752
cttttggaaataagacactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataaggga
550674
tacacctgacctgcagtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagectcaaag (nn
550596
nnnnnnnnnnnnn) tcctctttataaagggagttgccacgttcctecccagcacagagttgggagtgactccagagect
550518
ccT/AgcaagatgctgttgattctgctgtcagtggecT/CtgctggeccctgagectcagetcagaG/Acttaaatgaag
550446
gtaaaacagaagagggaaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggaggagag
550368
gagaatgaaaacacagatggggctgcagagttttcatgcctaggatcaggagacC/Gtgttgtaccctcattccacac
550292
taagggtttctaatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttg
550214
catttatagatagaactgtgctgtgaaggatgcagtagagaatgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagat
550136

cctaaactgatctcagtaagtacacagggd/Ctgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgatggegat
550060

aaacacacacagtatcagagatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacag
549982
aaatatcagagccaatcattgtcatttttctctcccttacacgcagtatttcaatgtgectgggagtggtatgggtaag
549904

attgtattgaagtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggald/Gat
549828

gagggcataagaacaccaaal/GtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttga

549750
gggatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggetgttgetectgtcataacaaccctgT/Cet

549674
ccecttacaccttecteccecttecagecagettcacagatggtggetgacT/Gagttaacttaggggatgecatggggtyg

549598
tcatgagaaghA/TccC/GttttcecctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactG/Tttcccatcea

549526
tcctgtgcettcectettectagatgtcageccaggaagaatcteccctecctaatagcaggtaaagectgatteG/Attctea

549450
atctgttT/Ctgactgtctttttctgcttatgagtggatcagttctccagtgtecttecttatcaaaactttectttcag

549374
gagttgattaatgttagtgcccctaacaatataggcactcttcG/Atgcaaccttgattctgggcatcatgagcagge

549298
caccaaattgaacggcagagatgcttggcttagatgacaacaggagtgtgttA/GectcatcecceccC/TggccaggahA

549225
/GtgcctgctgggagatgacagaaatgggcagcatcctcattectgtcectectetttataA/Ctgagaggcecctcaactyg

549150
ctttgttcttccccagectttccactccagagttctatgtcttcactgaaaatgcaaaGaaattaatgtctttgttceca

549072
tttttgtgtatttccccactcagcttgttacccaagctgataaaaatttactgcaactattcagtgaatcttgtgtgg

548994
gcttttactctgtctttctcttctectectttgtecteccaggaaatccacaaggaccatcecccacaaggaggcaac
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548256
gtcccaaagtgcccgatctcecctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatectcaaggtececece
548178
acctccagcaggaggcaatccccagcagcectcaggcacctectgectggacagecccagggaccaccacgcecctectea
548100
agggggcagaccttccagacctccccagtgacagcctceccecccagtcatctaggattcaatgacaggtatgatteccagtt
548022
tattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagectttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcea
547944
ttgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgta
547866
acaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaattccaaataatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaa
547788
gtagtaccatgttctctctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttttcacctgage
547710
actgtttgctcagtcctgcctcacaccagectcttgagtccagtattcctgeccaagtggtececctgaactttcagecage
547632
taaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatg
547554
gaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgcctcccctecttcagaaaactgccactgttaact
547476
ttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagacAactagaatatttttcccccagaactaataccataat
547398
ttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagt
547320
agatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaa
547242
ccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgta
547164
aatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaC/Taagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaac
547088
aatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaa
547010
gggatgggggagagaggatgggctctcatgtactgtagtgcagtaagaccagtgaggaattcgacatttcctgeccatg
546932
tcaagtctggtctatgaacttccttectttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattca
546854

aattccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 14: sequenza del gene PRBL1 relativa al soggetto 1, riferimento: NT_187658.1; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; tra parentesi sono indicati i nucleotidi non decodificati; in
carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in eterozigosi sono
separati da una barra diagonale (/).

All'inizio delle reazioni di sequenziamento, i filamenti di DNA neosintetizzati dalla
DNA polimerasi terminano con un nucleotide fluorescente, come previsto. Tali
filamenti perd sono molto corti: questo favorisce una loro concentrazione eccessiva e un
effetto “sovraccarico” del segnale. In altri casi, puo verificarsi che il segnale sia
comunque confuso, a causa della presenza di piccole molecole contaminanti.
Nonostante la relativamente bassa qualita della sequenza all’estremita in cui & presente
il primer reverse, questa ¢ stata 1’unica porzione del clone PRB 2F-PRBR10R
“decodificabile”, mentre il resto del tracciato cromatografico & risultato del tutto

illeggibile. Cio risulta essere in accordo con la presenza, in questa regione, di numerose
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ripetizioni in tandem, di tratti omopolimerici, e tratti ad elevata omologia intergenica
della classe PRB, tutti fattori che possono determinare slittamenti nell’appaiamento
della DNA polimerasi. A monte del primo esone, a partire dalla posizione 550749, e
presente un altro breve tratto di sequenza, che non e stato possibile identificare,
mediante il sequenziamento del clone PRBR4F-PRBR6R (fig. 14 e 3). Questo tratto si
trova in corrispondenza del primer forward e di conseguenza difficilmente analizzabile,
in quanto le estremita 5’ e 3’dei cromatogrammi sono spesso caratterizzate dalla
presenza di picchi di fluorescenza di bassa intensita, difficilmente leggibili. Per le stesse
motivazioni, il sequenziamento del frammento con il primer reverse non ha consentito
di ricostruire il tratto di sequenza in 5°. Un ulteriore breve tratto di sequenza
caratterizzato da picchi non leggibili, si trova in corrispondenza dell’estremita 5° dei
tracciati cromatografici relativi al clone PRBR2F-PRBR4R (a partire dal nucleotide
551192) e, nemmeno in questo caso, I’analisi dei cromatogrammi in forward e reverse
ha permesso I’identificazione dei rispettivi nucleotidi. Quest’ultimo clone e quello
corrispondente alle coppie di primers PRBR4F-PRBR6R presentano, sebbene in misura
inferiore, le stesse problematiche descritte per il clone PRB 2F-PRBR10R, ovvero
omologia intergenica nei confronti dei membri della classe PRB , presenza di piccole
ripetizioni in tandem oltre a brevi tratti omopolimerici, caratteristiche molecolari che
nell’insieme possono aver contribuito alla mancata ricostruzione dei due brevi tratti di
sequenza appena discussi. 1l confronto tra i cromatogrammi relativi ai cloni PRBR8F-
PRBROR e PRBR10F-PRBR11R (fig. 3), rispettivamente coi cromatogrammi relativi ai
cloni F2-R2 e F5-R5 (fig. 2), ci ha permesso di identificare i due nucleotidi non rilevati
nel corso del precedente sequenziamento (fig. 6, rispettive posizioni: 2275 e 3431). Al
fine di confermare gli SNPs individuati, sono stati confrontati i cromatogrammi
derivanti dal primo sequenziamento (fig. 6) e da quest’ultimo (fig.14), per quei cloni
che risultassero almeno parzialmente sovrapponibili, ovvero: F1-R1 e F2-R2 con F2-
PRBR8R e PRBR8F-PRBRIR; F5-R5 con F2- PRBR10R; F6-R6 con PRBR1O0F-
PRBR11R e PRBR11F-PRBR12R (fig. 2 e 3). Complessivamente, nella sequenza di
PRB1, parzialmente ricostruita, relativa al soggetto 1 sono stati individuati 31 SNPs, la
maggior parte dei quali in eterozigosi, in particolare tre presenti all’interno del primo

esone (fig. 14).

La ricostruzione parziale della sequenza di PRB1 relativa al soggetto 2 é riportata in
figura 15. Come osservato per il soggetto 1, anche in questo caso manca una porzione

da 675 bp del terzo esone, oltre agli ultimi 20 nucleotidi del quarto esone. In questo
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caso, relativamente alla PCR condotta in presenza dei primers PRB 2F-PRBR10R (fig.
3) sono stati sequenziati tre diversi cloni di dimensioni leggermente differenti (fig 13B,
lane 2), per nessuno dei quali e stato possibile ottenere dei tracciati cromatografici
leggibili, pertanto le porzioni del terzo esone riportate (fig. 15) derivano integralmente
dal sequenziamento precedente (fig. 7). Relativamente ai cloni derivanti dalla PCR con
primers PRB 2F-PRBR10R, valgono le medesime considerazioni fatte precedentemente
per il soggetto uno. In corrispondenza della regione situata trentasette nucleotidi a
monte del primo esone (fig 15), sono stati riscontrati all’estremita 5° dei
cromatogrammi relativi al clone PRBR4F-PRBR6R, due picchi di fluorescenza
consecutivi ai quali non é stato possibile assegnare nessun nucleotide. Si tratta di una
regione localizzata subito a valle rispetto alla zona di ibridazione del primer forward, e
quindi nella regione dei cromatogrammi risultata essere maggiormente problematica,
per le motivazioni molecolari discusse precedentemente esaminando i risultati
sperimentali riportati in figura 14. In assenza del clone PRBR13F-PRBR14R, non ¢
stato possibile confrontare i1 cromatogrammi di quest’ultimo con quelli del F7-R7. Per
questa ragione, i nucleotidi non rilevati nel corso del precedente sequenziamento, in
corrispondenza della porzione decodificata del quarto esone e 80 bp a monte di
quest’ultimo, non sono stati identificati. La validazione degli SNPs individuati ¢ stata
effettuata mediante confrontato dei cromatogrammi derivanti dal primo sequenziamento
(fig. 7) e dal secondo (fig.15), prendendo in esame i cloni che fossero almeno
parzialmente sovrapponibili, ovvero: F1-R1 e F2-R2 con F2- PRBR8R e PRBRS8F-
PRBRIR; F5-R5 con F2- PRBR10R; F6-R6 con PRBR10F-PRBR11R e PRBR11F-
PRBR12R (fig. 2 e 3). Nella porzione di sequenza di PRBL1 ricostruita per il soggetto 2
¢ stato possibile individuare, nel complesso, 29 SNPs, per la maggior parte in

eterozigosi, uno dei quali risulta essere presente all’interno del primo esone.
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PRB1 soggetto 2 (ref. NT_187658.1)

551282
tctagaaatttcctggtggtttctgtgtctactttgecA/Gttaataacccctaaaaatactttagaatacaaaatttt
551206
agacttcctgtgttgtacaggaccaagccttgectcagctgagtgagatccacagaaacttgaacaatagccctatcec
551128
tgagcaggctgcggggcagctttctgtcatctatgtgtgcacagaagtgtgctgtcctcacacatctcatagatagea
551050
gaaaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtacacacacatcacaagagatggaaatag
550972
ggcataataaT/GatC/Gcagagatattgaccattttcactgctggctgtagcatcgectgctcacacacacataaaca
550898
gaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgatatctaaagttcagtg
550820
atgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtaccttttggaaataag
550742
acactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgacctge
550664
agtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagectcaaaggtgecattgtt (nn) tc
550586
tcctectttataaagggagttgccacgttcecctcecccagcacagagttgggagtgactccagagectecctgcaagatgcetg
550508
ttgattctgctgtcagtggecT/Ctgctggecctgagetcagetcagaacttaaatgaaggtaaaacagaagagggaa
550432
aagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggaggagaggagaatgaaaacacagat
550354
ggggctgcagagttttcatgcctaggatcaggagacctgttgtA/Geectcattccacactaagggtttctaatttat
550278
ttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttatagatagaactg
550200
tgctgtgaaggatgcagtagagaatgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagatcctaaactgatctcagta
550122
agtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgaT/Cggcgataaacacacacagtatcag
550046
agatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaatatcagagccaatca
549968
ttgtcatttttctctcceccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaagattgtattgaagtgatta
549890
cttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggald/Gatggagggcataagaacacc
549814
aaaG/AtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttgagggatgctagggagggaa
549740
aaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgectctgtcataacaaccectgT/Cctecceccttacaccttectec
549664
ccttccagcagcecttcacagatggtggectgaCT/GagttaacttaggggatgcatggggtgtG/CatgagaaghA/Tecce
549592
ttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaacttttcccatcatectgtgecttctettctaga
549514
tgtcagccaggaagaatctccctcecectaatagcaggtaaaG/Tectgattegttectcaatectgttttgactgtetttt
549438
tctacttatgaggtggatcagttctccagtgtcttcttatcaaaactttcctttcaggagttgattaatgttagtgelC
549361
/TcctaacaatataggcactcttcG/AtgcaaccttgattctgggcatcatgagcaggccaccaaattgaaC/Tggca
549288
gagatgcttggcttagatgacaacaggagtgtgttgectcatcececeC/Tggccaggaatgectgetgggagatgaca
549212
gaaatgggcagcatcctcattctgtctectetttataA/Ctgagaggecctcaactgetttgttetteeccagettte
549136
cactccagagttctatgtcttcactgaaaatgcaaaG/Taaattaatgtctttgttccatttttgtgtatttecccac
549060
tcagcttgttacccaagctgataaaaatttaG/Ctgcaactattcagtgaatcttgtgtgggettttactetgtettt

548984
ctcttctctctttgtcctccaggaaatccacaaggaccatccccacaaggaggcaac
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548256
gtcccaaagtgcccgatctcecctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatectcaaggtececece
548178
acctccagcaggaggcaatccccagcagcectcaggcacctcectgectggacagecccagggaccaccacgcecctectea
548100
agggggcagaccttccagacctccccagtgacagcctceccecccagtcatctaggattcaatgacaggtatgattceccagtt
548022
tattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagectttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcea
547944
ttgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgta
547866
acaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaattccaaataatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaa
547788
gtagtaccatgttctctctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttttcacctgage
547710
actgtttgctcagtcctgcctcacaccagcectcttgagtccagtattecctgeccaagtggteccctgaactttcagcage
547632
taaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatg
547554
gaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgcctccecctecttcagaaaactgccactgttaact
547476
ttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagactactagaatatttttcccccagaactaatacT/Cata
547400
atttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaa
547322
gtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttcttt
547244
aaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtg
547166
taaatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaagga
547090
acaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtag
547012
aagggatAgggggagagaggatgggctctcatgtactgta (g) tgcagtA/Tagaccagtgaggaattcgacatttcc
546936
T/GgccatgtcaagtctggtctatgaactteccttG/Ctttgtttgtttcaggaagtgaataa (n) aagatgagagtyga
546862

ttc(n)aatgattcaaatG/Tccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 15: sequenza del gene PRB1 relativa al soggetto 2, riferimento: NT_187658.1; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

La figura 16 mostra la sequenza di PRB1, parzialmente ricostruita, per il soggetto 3.
Come negli altri soggetti, la ricostruzione é priva di una porzione da 20 nucleotidi del
quarto esone e di una porzione del terzo esone, risultante tuttavia piu estesa in questo
caso rispetto a quanto osservato nei soggetti 1 e 2 (794 bp; fig. 14 e 15). |l
sequenziamento dei due cloni di dimensioni differenti, inerenti la PCR condotta con
primers PRB 2F-PRBR10R (fig 13B, lane 3), non ha permesso di ricostruire in modo

completo la sequenza nucleotidica del terzo esone neanche per questo soggetto.
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PRB1 soggetto 3 (ref. NT_187658.1)

551048
aaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtG/Acacacacatcacaagagatggaaatag
550970
ggcataalA/TaaG/TatG/CcagagatattgaccattttcactgctggC/Gtgtagcatcgectgctcacacacacata
550900
aacagaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgatatctaaagttc
550822
agtgatgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtaccttttggaaa
550744
taagacactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgac
550666
ctgcagtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagete (nnnnnnnnn) attgtt
550588
cttctcctcectttataaagggagttgccacgttcecctcccagcacagagttgggagtgactccagagectcecctgecaagat
550510
gctgttgattctgctgtcagtggccttgectggeccctgagectcagectcagaacttaaatgaaggtaaaacagaagaggg
550432
aaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggald/Ggagaggagaatgaaaacac
550356
agatggggctgcagagttttcatgecctaggatcaggagacC/GtgttgtG/AccctcattccacactaagG/Agttte
550284
taatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttataga
550206
tagaactgtgctgtgaaggatgcagtaC/GagaG/AtgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagatcctaT/
550133
AactgatctcagtaagtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgaT/Cggcgataaac
550057
acacacagtatcagagatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaat
549979
atcagagccaatcattgtcatttttctctceccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaagattg
549901
tattgaaA/GtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggalA/Gatgg
549827
agggcataagaacaccaaalA/GtatcacattgaagtacctggcatT/Gtgtgaactaaattagcattaagtcttgagg
549753
gatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgectctgtcataacaaccectge/tectec
549675
ccttacaccttecteccectteccagecagettcacagatggtggetgaC/TT/Gagttaacttaggggatgcatggggtyg
549601
tG/CG/AtgagaagA/TcC/TC/GttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactGttecc
549533
atcatcctgtgcttctcettctagatgtcageccaggaagaatctcecctcectaatagecaggtaaaT/GeeC/TgattcA
549460
/GttctcaatctgttC/TtgactgtctttttctgecttatgahA/Gtggatcagttctccagtgtcttecttatcaaaact
549387
ttcctttcG/AggahA/GttgattaatgttagtgeT/CcctaaC/TaatataggcactcttcA/Gtgcaaccttgatte
549319
tgggcatcatgagcaggccaccaaattgaaCggcagagatgcttggcttagatgacahA/GecaggagtgtgttA/Gecet
549241
catcccecT/CggeccaggaG/Atgectgectgggagatgacagald/Caatgggcagcatectecattetgtectectettt
549169
atactgagaggccctcaactgctttgttctteccccageT/Attccactccagagttectatgtcttcactgah/Gaatg
549095
caaaGaaattaatgtctttgttccatttttgtgtatttccccactcagettgttacccaalr/GetgataaaaattC/T
549021
actgcaactattcagtgaatcttgtgtgggcttttactctgtctttctcttctctectttgtcctccaggaaatccaca
548943

aggaccatccccacaaggaggcaac
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548215
ctgctggacagccccagggaccaccacgcecctectcaagggggcagacctteccagacctecccagtgacagectececee

548137
agtcatctaggattcaatgacaggtatgattccagtttattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctceccaget
548059
ttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcattgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtatT/Cg
547981
acatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgtaacaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaat
547825
tccA/TaA/CtaatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaagtagtaccatgttC/Atctctggegetetgtttte
547753
tgtgcacaaactgagagacctcC/Gecatttaaagttttcacctgagcactgtttgctcagtcctgectcacaccagec
547677
tcttgagtccagtattcctgccaa (gtggtccctgaactttca) gcagctaaatggtgtctcatttttcaaattctta
547599
ctgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggcat
547521
gactcatcctacctgcctccecteccttcagaaaactgeccactgttaactttatggcatcttectgtttgaaatatttat
547443
gtgtacatagacRactagaatatttttcccccagaactaatacC/Tataatttatattcaggtacatatgttagtcat
547367
ttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgt
547289
ttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaaccaatctgtgtcactggacactgaggg
547211
tggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcage
547133
aagtaataaT/Caagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaacaatttggagcacattttgtgcaaggge
547057
atccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggatA/Gggggagagaggatgggcetce
546981
tcatgtactgT/Gagtgcagtaagaccag (n)gaggaattc (n)acatttcctgG/Ccatgtcaagtctggtctatga
546907
acttccttctttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattcaaattccatgacattgga
546829

aaaaggtcatcatagctctaacttcaatatac

Fig. 16: sequenza del gene PRBL1 relativa al soggetto 3, riferimento: NT_187658.1; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

Infatti, relativamente al clone di dimensioni apparenti pari a circa 1028 bp (fig 13B,
lane 3, freccia rivolta in alto) i cromatogrammi sono risultati del tutto illeggibili. Per
quanto riguarda il clone di dimensioni apparenti superiori (fig 13B, lane 1, freccia
rivolta in basso), i tracciati cromatografici hanno consentito la ricostruzione di una

sequenza di soli 39 nucleotidi a monte del primer PRBR10R (fig 3).

Come osservato nel caso degli altri due soggetti analizzati, le cause plausibili
dell’insuccesso nel corretto sequenziamento di questa regione del gene PRB1 sono
molteplici, dovute principalmente alle caratteristiche intrinseche del gene stesso
(omologia intergenica, sequenze ripetute in tandem, presenza di omopolimeri, sequenza

ricca in GC) e ai limiti oggettivi della metodica di sequenziamento. A monte del primo
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esone (45 bp, fig 16) nella estremita 5’ dei cromatogrammi relativi al clone PRBR4F-
PRBR6R, e presente una breve porzione di sequenza caratterizzata dalla presenza di
picchi non leggibili. Si tratta di una porzione nucleotidica corrispondente alla zona di
ibridazione del primer forward, e quindi nella regione dei cromatogrammi che ha
generato maggiori problemi di interpretazione, come gia osservato nel soggetto 2 (fig.
15). In assenza del clone PRBR13F-PRBR14R (fig. 3), anche per il soggetto 3 non &
stato possibile confrontare i cromatogrammi di quest’ultimo con quelli del clone F7-R7
(fig. 2). Per questa ragione, i nucleotidi non rilevati nel corso del precedente
sequenziamento in corrispondenza della porzione decodificata del quarto esone, e 80 bp
a monte di quest’ultimo, non sono stati identificati (fig. 16). E stato eseguito il
confronto tra i cromatogrammi derivanti dal primo sequenziamento (fig. 8) e da

quest’ultimo (fig. 16), ovvero:

e F1-R1leF2-R2vs F2- PRBR8R e PRBR8F-PRBRIR;
e F6-R6 vs PRBR10F-PRBR11R e PRBR11F-PRBR12R (fig. 2 e 3).

Questo ci ha consentito di validare gli SNPs individuati, che nella porzione della
sequenza di PRBL1 ricostruita per il soggetto 3 sono nel complesso 55, per la maggior

parte in eterozigosi, nessuno dei quali presente a livello esonico.

Amplificazione con il terzo set di primers e purificazione dei cloni PCR

Al fine di completare la sequenza del gene PRB1 per i tre soggetti analizzati, € stato
progettato un nuovo set di primers, scegliendo come riferimento la sequenza dell’intero
cromosoma 12, NC_000012.12 (Sherer et al., 2006), assolutamente identica alla
NT_187658.1 ma costituente 1’assembly piu aggiornato depositato su NCBI nella fase
in itinere del nostro lavoro. Per le finalita della nostra ricerca, abbiamo isolato solo la
porzione comprendente I’ORF (Open Reading Frame) del gene, che si estende dal
nucleotide 11351823 al 11355590, del filamento antisenso. Dal momento che le
porzioni nucleotidiche mancanti del gene in esame riguardano il terzo ed il quarto esone
per tutti i soggetti analizzati, si é provveduto a disegnare due coppie di primers: la prima
che ibridasse alle estremita del terzo esone (HOPE 1F-HOPE 2R); la seconda a monte e
a valle del quarto esone (HOPE 4F-HOPE 4R; fig. 4, tab. 4). Inoltre, al fine di

minimizzare ’effetto di ibridazione intergenica, quantomeno in corrispondenza del
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terzo esone, abbiamo deciso di proseguire il lavoro sperimentale avvalendoci della
strategia nested-PCR. Nello specifico, il nostro obiettivo é stato quello di amplificare
tutto il gene con una coppia di primers che risultasse specifica esclusivamente per
PRB1, al fine di ottenere un clone di grandi dimensioni, da utilizzare successivamente
come substrato in reazioni di PCR in presenza della coppia di primers HOPE 1F-HOPE
2R. In seguito ad analisi mediante il programma bioinformatico primerBLAST, abbiamo
individuato la coppia PRBR1F- HOPE 4R come quella ottimale in termini di specificita

per ’amplificazione dell’intero gene PRB1.

M 1 2 3
12000 bp

5000 bp

2000 bp

1000 bp

500 bp

Fig. 17: elettroforesi su gel -di agarosio all’1,5% delle PCR PRBR1F-HOPE4R, nel riquadro sono
evidenziate le bande relative ai frammenti di dimensioni attese (4557 bp), rispettivamente per il soggetto
1 (lane 1), 2 (lane 2) e 3 (lane 3). Il marcatore di pesi molecolari utilizzato (M) & il marker 1kp plus
(ThermoFischer).

Nella figura 17 e riportato il profilo elettroforetico relativo ai prodotti delle PCR
condotte in presenza dei primers PRBR1F-HOPEA4R. In tutti i soggetti, I’amplificazione
del clone atteso (4557 bp) é andata a buon fine, sebbene la bassa intensita delle bande
sul gel indichi che la concentrazione del clone prodotto risulti essere relativamente

bassa, probabilmente a causa della processivita non ottimale della DNA polimerasi
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utilizzata. Sebbene i profili elettroforetici non abbiano evidenziato frammenti di
dimensioni indesiderate, i cloni sono stati purificati dal gel d’agarosio all’1,5%, al fine
di ottenere per ciascuno una concentrazione idonea per un successivo impiego come
substrati in reazioni di PCR con la coppia di primers HOPE 1F-HOPE 2R. Sulla base
dei dati riportati in letteratura, inerenti le differenze tra le varianti di lunghezza del gene
PRB1 (Lyons et al., 1988a,b), abbiamo stimato che le dimensioni dei cloni ottenuti
mediante 1’amplificazione del terzo esone con quest’ultima coppia di primers dovessero
essere di 788 bp in presenza della variante small, 971 bp per la variante medium e infine
1154 bp per la variante large (tab. 4). La nested-PCR eseguita con la coppia di primers
HOPE 1F-HOPE 2R ci ha consentito di amplificare, nel caso di tutti e tre i soggetti,
cloni di dimensioni riconducibili alla variante medium, come da noi ipotizzato (fig.
18A). Coerentemente con i risultati ottenuti amplificando il DNA con la coppia PRB
2F-PRBR10R (fig. 13B), per tutti i soggetti & possibile osservare una banda
elettroforetica di dimensioni riconducibili alla variante small, di intensita maggiore per
il soggetto 3 rispetto agli altri due soggetti (fig. 18A lane 3), ed in linea con il genotipo
atteso .

1000 bp

800 b
P ——— 587

500 bp 434

400 bp

T 267/257
300 bp

174

E—

R

Fig. 18: A) elettroforesi su gel di poliacrilamide all’11% della PCR PRB HOPE1F-HOPEZ2R, i frammenti
di taglia attesa sono indicati dalle frecce; per il soggetto 1 (lane 1), frammenti di dimensioni attese = 1154
/ 971 bp; per il soggetto 2 (lane 2), frammento di taglia attesa = 971 bp; per il soggetto 3 (lane 3),
frammenti di taglia attesa = 971 / 788 bp; il marcatore di pesi molecolari impiegato & il Gene Ruler 100bp
(ThermokFischer); B) gel su acrilamide all’11% delle PCR PRB HOPE4F-HOPEA4R, il frammento atteso
ha dimensioni pari a 232 bp; lane 1: soggetto 1; lane 2: soggetto 2; lane 3: soggetto 3. Il marcatore
utilizzato (M) ¢ il pucl8 Haelll digested
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Nel caso del soggetto 1 non e stato ottenuto alcun risultato relativamente al clone delle
dimensioni di 1154 bp, come peraltro osservato anche nelle precedenti PCR con i
primers PRB 2F-PRBR10R (fig. 13B). Questo risultato € in disaccordo con il genotipo
ipotizzato sulla base del fenotipo precedentemente caratterizzato (tab. 1) e al momento
non & possibile spiegare e commentare questo dato senza il supporto di ulteriori analisi a
livello proteomico. Ad ogni modo, i cloni di dimensioni attese (quindi quelli delle
dimensioni pari a 971 bp per tutti i soggetti, ed il clone delle dimensioni si 788 bp per il
soggetto 3) sono stati purificati da gel di agarosio (1,8%) ed inviati ad un servizio di
sequenziamento esterno. La PCR eseguita con la coppia di primers HOPE 4F-HOPE 4R
ha consentito di amplificare il clone delle dimensioni attese in tutti e tre i soggetti (fig.
18A). Anche in questo caso la purificazione é stata eseguita ricorrendo all’isolamento
del frammento di DNA da gel di agarosio, preparato ad una concentrazione maggiore
(2%), al fine di ottenere una separazione elettroforetica piu selettiva considerata la

presenza di molecole di DNA aspecifiche nella miscela di reazione.

Sequenziamento dei cloni amplificati col terzo set di primers

L’analisi molecolare dei cloni ottenuti con il terzo set di primers ci ha permesso di
chiudere i gaps presenti nelle sequenze nucleotidiche ricostruite utilizzando i risultati
ottenuti nel corso dei due sequenziamenti precedenti (fig. 6-8 e 14-16).
Successivamente, le intere sequenze sono state sottoposte ad analisi mediante Blast
Human, per verificare la presenza di variazioni a singolo nucleotide ed eventualmente
indicarne la posizione esatta sul cromosoma 12. | cromatogrammi relativi ai cloni
HOPE 1F-HOPE 2R dei soggetti analizzati, sono stati allineati con quelli ottenuti nel
corso dei sequenziamenti precedenti, ovvero: F2-R2 e F5-R5, ad eccezione del soggetto
3 (fig. 5C, lane 6), ed inoltre F2-PRBR10R e PRBR10F-PRBR11R. Analogamente, i
tracciati cromatografici relativi ai cloni HOPE 4F-HOPE 4R sono stati allineati con
quelli derivanti dal sequenziamento dei cloni F7-R7. Cio ha permesso, nel caso dei
soggetti 2 e 3 (fig. 20, 21 e 22), di ricostruire anche la lacuna nucleotidica relativa
sequenziamento dei cloni F7-R7 (fig. 7 e 8). Le sequenze di PRBL ricostruite per i
soggetti 1 e 2 (fig. 19 e 20) sono relative all’allele medium, in accordo con quanto
osservato in seguito all’amplificazione dei cloni HOPE 1F-HOPE 2R e F2-PRBR10R
(fig. 18A, lane 1 e 2; fig. 13B, lane 1 e 2).
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Sequenza soggetto 1, variante Medium (ref. NC_000012.12)

11356319
tttctagaaatttcatggtggtttctgtgtctactttgcA/Gttaataacccctaaaaatactttagaatacaaaatt
11356243
ttagacttcctgtgttgtacaggaccaagccttgcctcagectgagtgagatccacagaaacttgaacaatagcecctat
11356165
cctgagcaggctgcggggcagcetttectgtecatctatgtgtgcacagaagtgtgetgtectcaca (nnnnnnnnnnnnn
11356087
n) cagaaaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtA/Gcacacacatcacaagagatgg
11356011
aaatagggcataaaaaG/TatC/GcagagatattgaccatT/CttcactgctggT/Ctgtagcatcgctgctcacaca
11355941
C/GacataaacagaaataaatagcacagtggaaagtggatG/Aatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgata
11355867
tctaaagttcagtgatgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtac
11355789
cttttggaaataagacactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataaggga
11355711
tacacctgacctgcagtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagectcaaag (nn
11355633
nnnnnnnnnnnnn) tcctctttataaagggagttgccacgttcctecccagcacagagttgggagtgactccagagect
11355555
ccT/AgcaagatgctgttgattctgctgtcagtggecT/CtgctggeccectgagectcagetcagaG/Acttaaatgaag
11355483
gtaaaacagaagagggaaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggaggagag
11355405
gagaatgaaaacacagatggggctgcagagttttcatgcctaggatcaggagacC/Gtgttgtaccctcattccacac
11355329
taagggtttctaatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttg
11355251
catttatagatagaactgtgctgtgaaggatgcagtagagaatgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagat
11355173
cctaaactgatctcagtaagtacacagggA/Ctgatggtggccttgectgtacagtgcatcagcatcgatgatggegat
11355097
aaacacacacagtatcagagatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacag
11355019
aaatatcagagccaatcattgtcatttttctctcccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaag
11354941
attgtattgaagtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggaA/Gat
11354865
ggagggcataagaacaccaaaA/GtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttga
11354791
gggatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggectgttgectectgtcataacaaccctgT/Cct
11354715
ccccttacaccttecteccctteccagecagettcacagatggtggetgacT/Gagttaacttaggggatgecatggggtyg
11354639
tcatgagaaghA/TccC/GttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactG/Tttcccatcea
11354567
tcctgtgcettctettectagatgtcageccaggaagaatcteccctecctaatagcaggtaaagectgatteG/Attctea
11354491
atctgttT/Ctgactgtctttttctgcttatgagtggatcagttctccagtgtecttecttatcaaaactttectttcag
11354415
gagttgattaatgttagtgcccctaacaatataggcactcttcG/Atgcaaccttgattctgggcatcatgagcaggce
11354339
caccaaattgaacggcagagatgcttggcttagatgacaacaggagtgtgttA/GectcatceccecC/TggccaggahA
11354266
/GtgcctgctgggagatgacagaaatgggcagcatcectcattetgtctectectttatahA/Ctgagaggcectcaactyg
11354191
ctttgttcttccccagectttccactccagagttctatgtcttcactgaaaatgcaaaGaaattaatgtectttgttcca
11354113
tttttgtgtatttccccactcagecttgttacccaagectgataaaaatttactgcaactattcagtgaatecttgtgtgg
11354035
gcttttactctgtctttctcttctectetttgtecteccaggaaatccacaaggaccatccccacaaggaggcaacaagce
11353957
cccaAggccccccacctectccaggaaagccacaaggaccacccecccacaaggaggcaacaaacctcaaggtececececac
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11353879
ctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggagacaagtcccgaagteccccgatctectccaggaaaaccacaag

11353801
gaccacccccacaaggagrrgtaaccagccccaaggtcccccacctectccaggaaagccacaaggaccacccccacaa

11353723
ggaggcaacalacctcaaggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggagacaagtecccaaagt
11353645
ccccgatctcectccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggtaaccaaccAcaaggtcceccccacctectcececa

11353567
ggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacaaacctcagggtcccccaccteccaggaaaghAcacaaggacca

11353489
cccccacaaggagacaagtcccgaagtcecccaatctcecctceccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaac
11353411
cagcctcaaggtcccccacctecctccagaigaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacaaacctcaaggtece
11353333
cccacctccagvigaaagccacaaggaccacccgcacaaggaggcagcaagtcccaaagtgeccgaT/Getectecagg

11353257
aaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatcctcaaggtceccccacctccagcaggaggcaatceccccagea

11353179
gcctcaggcacctcctgctggacagccccagggaccaccacgceccctcectcaagggggcagaccttccagacctecceca

11353101
gtgacagcctccccagtcatctaggattcaatgacaggtatgattccagtttattcttcaccaagtgectctaattget

11353023
acagctctccagctttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcattgtatagtcccagatcccatttctaa
11352945
agatttgtattgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgtaacaaactctttaaggaattctgatgtt
11352867
gagaaacaaaattccaaataatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaagtagtaccatgttctctctggcgetct
11352789
gttttctgtgcacaaactgagagacctcccatttaaagttttcacctgagcactgtttgctcagtcctgectcacacc
11352711
agcctcttgagtccagtattcctgccaagtggtccctgaactttcagcagectaaatggtgtctcatttttcaaattet
11352633
tactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggc
11352555
atgactcatcctacctgcctccectecttcagaaaactgeccactgttaactttatggcatcttcectgtttgaaatattt
11352477
atgtgtacatagacAhAactagaatatttttcccccagaactaataccataatttatattcaggtacatatgttagtcat
11352399
ttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgt
11352321
ttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaaccaatctgtgtcactggacactgaggg
11352243
tggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcage
11352165
aagtaataaC/Taagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaacaatttggagcacattttgtgcaaggge
11352089
atccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggatgggggagagaggatgggctctc
11352011
atgtactgtagtgcagtaagaccagtgaggaattcgacatttcctgccatgtcaagtctggtctatgaactteccttet
11351933
ttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattcaaattccatgacattggaaaaaggtcat
11351855
catagctctaacttcaatataccaataaaataatcagcttgcaatttctgattgtggtgtctgtttctcaatattG/T
11351779

gtgaatgtgggatctgaggacc

Fig. 19: sequenza del gene PRBL1 relativa al soggetto 1, riferimento: NC_000012.12; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/); la freccia nera € subito a valle del sito donatore di
splicing alternativo, la freccia verde e la azzurra sono subito a monte dei siti accettori di splicing
alternativo per le varianti, rispettivamente, cp4 e cp5.
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La variante large, che in base al fenotipo proteomico abbiamo ipotizzato di osservare
per il soggetto 1, non € stata individuata né sequenziata. Infatti, sulla base dei risultati
delle reazioni di PCR e dei relativi sequenziamenti, in particolar modo quelle relative al
terzo esone, il soggetto 1 (analogamente al soggetto 2) risulta essere omozigote per la
variante medium. Complessivamente, nella sequenza di PRB1 ricostruita per
quest’ultimo soggetto, sono stati individuati 37 SNPs, 8 dei quali all’interno delle
porzioni esoniche (fig. 19). Altrettanti SNPs sono presenti nella sequenza completa del
gene PRB1 per il soggetto 2, 11 dei quali presenti all’interno degli esoni. Il
sequenziamento dei due diversi frammenti relativi al clone HOPE 1F-HOPE 2R (fig.
18A, lane 3), ci ha consentito di ricostruire sia la variante small (fig. 22) che la variante
medium (21) ascrivibile al soggetto 3. Le due varianti, come previsto, differiscono per
183 bp all’interno del terzo esone, e la delezione di tale porzione nucleotidica non

comporta soppressione di alcuno dei siti di splicing alternativo (fig 22).
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Sequenza soggetto 2, variante Medium (ref. NC_000012.12)

11356319
tctagaaatttcctggtggtttctgtgtctactttgecA/Gttaataacccctaaaaatactttagaatacaaaatttt
11356243
agacttcctgtgttgtacaggaccaagccttgectcagctgagtgagatccacagaaacttgaacaatagccctatcec
11356165
tgagcaggctgcggggcagctttctgtcatctatgtgtgcacagaagtgtgctgtcctcacacatctcatagatagea
11356087
gaaaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtacacacacatcacaagagatggaaatag
11356009
ggcataataaT/GatC/Gcagagatattgaccattttcactgctggctgtagcatcgectgctcacacacacataaaca
11355935
gaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgatatctaaagttcagtg
11355857
atgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtaccttttggaaataag
11355779
acactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgacctge
11355701
agtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagectcaaaggtgecattgtt (nn) tc
11355623
tcctectttataaagggagttgccacgttcecctcecccagcacagagttgggagtgactccagagectecctgcaagatgetg
11355545
ttgattctgctgtcagtggecT/Ctgctggecctgagetcagetcagaacttaaatgaaggtaaaacagaagagggaa
11355469
aagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggaggagaggagaatgaaaacacagat
11355391
ggggctgcagagttttcatgcctaggatcaggagacctgttgtA/Geectcattccacactaagggtttctaatttat
11355315
ttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttatagatagaactg
11355237
tgctgtgaaggatgcagtagagaatgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagatcctaaactgatctcagta
11355159
agtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgaT/Cggcgataaacacacacagtatcag
11355081
agatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaatatcagagccaatca
11355003
ttgtcatttttctctcceccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaagattgtattgaagtgatta
11354925
cttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggald/Gatggagggcataagaacacc
11354849
aaaG/AtatcacattgaagtacctggcatG/Ttgtgaactaaattagcattaagtcttgagggatgctagggagggaa
11354775
aaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgectctgtcataacaaccectgT/Ccteccccttacaccttectec
11354697
ccttccagcagcecttcacagatggtggectgaCT/GagttaacttaggggatgcatggggtgtG/CatgagaaghA/Tece
11354625
ttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaacttttcccatcatectgtgecttctettctaga
11354547
tgtcagccaggaagaatctccctcecectaatagcaggtaaaG/Tectgattegttectcaatectgttttgactgtetttt
11354471
tctgcttatgaggtggatcagttctccagtgtcttcttatcaaaactttcctttcaggagttgattaatgttagtgelC
11354394
/TcctaacaatataggcactctteG/AtgcaaccttgattectgggcatcatgagcaggecaccaaattgaaC/Tggca
11354321
gagatgcttggcttagatgacaacaggagtgtgttgectcatcececeC/Tggccaggaatgectgetgggagatgaca
11354245
gaaatgggcagcatcctcattctgtctectetttataA/Ctgagaggecctcaactgetttgttetteeccagettte
11354169
cactccagagttctatgtcttcactgaaaatgcaaaG/Taaattaatgtctttgttccatttttgtgtatttecccac
11354093
tcagcttgttacccaagctgataaaaatttaG/Ctgcaactattcagtgaatcttgtgtgggettttactetgtettt
11354017
ctcttctctectttgtccteccaggaaatccacaaggaccatccccacaaggaggcaacaagceccccaAggeccccececcacct
11353939
cctccaggaaagccacaaggaccacccceccacaaggaggcaacaaacctcaaggtcceccacctccaggaaageccacaa
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11353861
ggaccacccccacaaggggacaagtcccgaagtccceccgatctectccaggaaaaccacaaggaccacccccacaagga
11353783
gr*gtaaccagccccaaggtcccccacctcecctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacahacctceca

11353705
aggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggagacaagtcecccAaagtececCgatcectecteccagg

11353627
aaagccacaaggaccacccccacaaggaggtaaccaGeecccaaggtcccccacctectccaggaaagccacaaggace
11353549
acccccacaaggaggcaaCaaacctcagggtcccecccacctccaggaaagccacaaggaccaccecccacaaggagacaa
11353471
gtcccgaagtCcccaatctcctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaaccagecTcaaggteccece
11353393
acctcctccagsigaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaacaaacctcaaggteccccaccteccagaigaaa
11353316
gccacaaggaccacccgcacaaggaggcagcaagtcccaaagtgeccgatctecctccaggaaageccacaaggaccace
11353238
ccaacaagaaggcaacaatcctcaaggtcccccacctccagcaggaggcaatcecccagcagcectcaggecacctectge
11353160
tggacagccccagggaccaccacgceccctecctcaagggggcagacctteccagaccteccccagtgacagectecceccecagtce
11353082
atctaggattcaatgacaggtatgattccagtttattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagetttat
11353004
tgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcattgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtattgacatat
11352926
tctggaaatgggtaacaagatcctatatttgtaacaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaattccaaa
11352848
taatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaagtagtaccatgttctctctggcgectctgttttctgtgcacaaact
11352770
gagagacctcccatttaaagttttcacctgagcactgtttgctcagtcctgecctcacaccagectcttgagtccagta
11352692
ttcctgccaagtggtccctgaactttcagcagctaaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtaca
11352614
tgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctge
11352536
ctcccctcecttcagaaaactgccactgttaactttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagactact
11352458
agaatatttttcccccagaactaatacT/Cataatttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacattte
11352382
tttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatac
11352304
tactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagecttctca
11352226
ctgttataaaatatgttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagce
11352150
taagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaacaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaaca
11352072
cacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggatAgggggagagaggatgggctctcatgtactgtagtgca
11351994
gtaagaccagtgaggaattcgacatttcctgccatgtcaagtctggtctatgaacttecttG/Ctttgtttgtttcag
11351918
gaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattcaaatG/Tccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaa
11351842
cttcaatatacccatgacattggaaadA/TaggtcatcatagctctaacttcaatataccaataaaataatT/Cagctt
11351768

gcaatttctgattgtggtgtctgtttctcaatatttgtgaatgtgggatctgaggaccaaga

Fig. 20: sequenza del gene PRB1 relativa al soggetto 2, riferimento: NC_000012.12; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/); la freccia nera € subito a valle del sito donatore di
splicing alternativo, la freccia verde e la azzurra sono subito a monte dei siti accettori di splicing
alternativo per le varianti, rispettivamente, cp4 e cp5.
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All’interno della variante medium del terzo soggetto sono state individuati 71 SNPs, di
cui 16 all’interno degli esoni. Nessuno dei polimorfismi a singolo nucleotide individuati
nei tre soggetti analizzati si trova in corrispondenza dei siti di splicing, sia costitutivi
che alternativi. Inoltre, sebbene siano presenti dei polimorfismi a monte del sito
accettore per la variante cp4, nel soggetto 2 (fig. 20) e del sito accettore per la cp5, nel
soggetto 3 (fig. 21-22), appare evidente dal profilo peptidico osservato (tab 1) che questi
SNPs non abbiano in alcun modo alterato la dinamica dello splicing in nessuno dei due
soggetti. Alla luce di questo, € interessante constatare che nel profilo proteomico dei
soggetti analizzati € presente solo il peptide Pk-o (tab. 1), codificato dalla variante di
splicing cp4 (all’interno del terzo esone, sito donatore in 5° indicato dalla freccia nera e
sito accettore in 3’ indicato dalla freccia verde, fig. 19-22), sebbene non siano emersi
ostacoli, a livello nucleotidico, per I’espressione della variante di splicing cp5
(all’interno del terzo esone, sito donatore in 5’ indicato dalla freccia nera e sito accettore
in 3’ indicato dalla freccia azzurra, fig. 19-22). A tal proposito, & da sottolineare il fatto
che finora non e stato individuato il peptide delle dimensioni previste, associato alla
variante cp5 (Manconi et. al., 2015), sebbene il relativo messaggero fosse stato isolato
gia nel 1985 (Maeda et. al., 1985). La spiegazione possibile & che il relativo peptide
possa essere suscettibile di proteolisi precocemente all’interno del cavo orale, o che la
variante cp5 fosse esclusiva del soggetto analizzato dal gruppo di Maeda, mentre nella
popolazione la suddetta variante sia scarsamente diffusa. Inoltre, € altamente probabile
che sequenze di regolazione dello splicing enhancer e/o silencer, nell’intorno
molecolare dei due siti accettori alternativi, giochino un ruolo determinante nel
reclutamento specifico dei componenti dello spliceosoma, e conseguentemente nella
espressione preferenziale della variante cp4 a scapito della cp5 (Smith & Valcarcel,
2000). Ad ogni modo, € bene sottolineare che isoforme di mRNA frutto di splicing
alternativo, specialmente se poco abbondanti, non danno luogo necessariamente a
peptidi funzionali, ma possono essere frutto di errori dello spliceosoma (Lee & Rio,
2015).
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Sequenza soggetto 3, variante Medium (ref. NC_000012.12)

11356085
aaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtG/Acacacacatcacaagagatggaaatag
11356009
ggcataaA/TaaG/TatG/CcagagatattgaccattttcactgctggC/Gtgtagcatcgctgctcacacacacata
11355939
aacagaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgatatctaaagttc
11355861
agtgatgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtaccttttggaaa
11355783
taagacactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgac
11355705
ctgcagtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagetce (nnnnnnnnn) attgtt
11355627
cttctcctctttataaagggagttgccacgttcecctcccagcacagagttgggagtgactccagagectcecctgecaagat
11355549
gctgttgattctgctgtcagtggccttgectggeccctgagectcagectcagaacttaaatgaaggtaaaacagaagaggg
11355471
aaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggald/Ggagaggagaatgaaaacac
11355395
agatggggctgcagagttttcatgcctaggatcaggagacC/GtgttgtG/AccctcattccacactaagG/Agttte
11355323
taatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttataga
11355245
tagaactgtgctgtgaaggatgcagtaC/GagaG/AtgcaaggcagattcatggaagtccagectgtgaagatcctalT/
11355173
AactgatctcagtaagtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgaT/Cggcgataaac
11355097
acacacagtatcagagatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaat

11355019
atcagagccaatcattgtcatttttctctcceccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaagattg

11354941
tattgaaA/GtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggalA/Gatgg

11354867
agggcataagaacaccaaaA/GtatcacattgaagtacctggcatT/Gtgtgaactaaattagcattaagtcttgagg
11354793
gatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgectctgtcataacaaccectge/tetec
11354715
ccttacaccttecteccectteccagecagettcacagatggtggetgaC/TT/Gagttaacttaggggatgcatggggtyg
11354641
tG/CG/AtgagaagA/TcC/TC/GttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactGttecc
11354573
atcatcctgtgcttctcettctagatgtcageccaggaagaatctcecctcectaatagecaggtaaaT/GeeC/TgattcA
11354499
/GttctcaatctgttC/TtgactgtctttttctgecttatgaA/Gtggatcagttctccagtgtcttecttatcaaaact
11354427
ttcctttcG/AggahA/GttgattaatgttagtgeT/CecctaaC/TaatataggcactcttchA/Gtgcaaccttgatte
11354359
tgggcatcatgagcaggccaccaaattgaaCggcagagatgcttggecttagatgacadA/GecaggagtgtgttA/Gecet
11354285
catcccecT/CggccaggaG/Atgectgectgggagatgacagalh/Caatgggcagecatectcattetgtetectettt
11354213
atactgagaggccctcaactgcetttgttcecttececcageT/Attccacteccagagttcectatgtettcactgah/Gaatg
11354139
caaaGaaattaatgtctttgttccatttttgtgtatttcceccactcagettgttacccaald/GetgataaaaattC/T
11354065
actgcaactattcagtgaatcttgtgtgggcttttactctgtctttctcttctctectttgtecctccaggaaatccaca
11353987
aggaccatccccacaaggaggcaacaagccccaAggcecccccacctecctccaggaaagccacaaggaccaccecccaca
11353909
aggaggcaacaaacctcaaggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccceccacaagghAgacaagtcecceccgaag
11353831
tcG/Cccgatctcctccaggaaaaccacaaggaccacccccacaaggagrrgtaaccagecccaaggtceccecccacctec
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11353755
tccaggaaalhA/GecacaaC/GgaccacccccacaaggaggcaacaCacctcaaG/CgtcecccccacctccaCgaaagcec
11353683
acaaggaccacccccacaaggagacaagtcccgaaltcccCgatctecctccaCCaaagccacaaggaccacccccaca
11353605
aggaggtaaccaaccccaaggtcccccacctectccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaagaaace
11353527
tcagggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccccacaaggagacaagtecccgaagttcecccaatectectec
11353449
aggaaagccacaaggaccacccccacaaggaggcaaccagccccaaggtcecccccacctecteccagaigaaageccacaag
11353371
gaccacccccaGaaggaggcaacaaacGtcaGggtccecccacctceccagtigaaagccacaaggaccacccgcacaagga
11353293
ggcagcaagtcccaaagtgcccgatctcecctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatcecctcaa
11353215
ggtcccccacctccagcaggaggcaatccccagcagcectcaggcacctectgectggacageccccagggaccaccacgce
11353137
cctcctcaagggggcagaccttccagacctceccccagtgacagectcecccagtcatctaggattcaatgacaggtatga
11353059
ttccagtttattcttcaccaagtgctctaattgctacagctctccagectttattgtgccaatgaatcagectaaaagcec
11352981
cattggcattgtatagtcccagatcccatttctaaagatttgtatT/Cgacatattctggaaatgggtaacaagatcce
11352905
tatatttgtaacaaactctttaaggaattctgatgttgagaaacaaaattccA/TaA/Ctaatctgtcttaagttgtg
11352831
ttggcaacaaggaagtagtaccatgttC/AtctctggcgectetgttttectgtgcacaaactgagagaccteC/Geatt
11352757
taaagttttcacctgagcactgtttgctcagtcctgectcacaccagectcttgagtccagtattectgecaa (gtgg
11352679

tccctgaactttca) gcagctaaatggtgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagectaac
11352601
aaaaaatatctaatgcaatggaaaaatatgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgcctccectectteca
11352523
gaaaactgccactgttaactttatggcatcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagachAactagaatatttttcc
11352445
cccagaactaatacC/Tataatttatattcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttce
11352369
acatacgtctatgaagctaagtagatctcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgt
11352291
ggctgcaccgtgatttctttaaccaatctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaata
11352213
tgttccagttcccatctgtgtaaatatatctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagctaagaatgatcett
11352137
ctgtcttcatcacgtaaggaacaatttggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattag
11352059
ggaggaaacacaggaggtagaagggatlA/Gggggagagaggatgggctctcatgtactgtagtgcagtaagaccagtyg
11351983
aggaattcgacatttcctgG/Ccatgtcaagtctggtctatgaactteccttetttgtttgtttcaggaagtgaataag
11351907
aagatgagagtgattcaaatgattcaaattccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcadA/Gtatacc
11351831
aataaaataatcagcttgcaatttctgattgtggtgtctgtttctcaatatttgtgaatgtgggatctgaggaccaa

Fig. 21: sequenza del gene PRB1 relativa al soggetto 3, riferimento: NC_000012.12; le porzioni esoniche
sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i nucleotidi non
decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui alleli presenti in
eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/); la freccia nera € subito a valle del sito donatore di
splicing alternativo, la freccia verde e la azzurra sono subito a monte dei siti accettori di splicing
alternativo per le varianti, rispettivamente, cp4 e cp5.
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Sequenza soggetto 3, variante Small (ref. NC_000012.12)

11356085
aaccatctctatcacatcaaaaattgagctaaatatgaaaatatctgtG/Acacacacatcacaagagatggaaatag
11356009
ggcataaA/TaaG/TatG/CcagagatattgaccattttcactgctggC/Gtgtagcatcgctgctcacacacacata
11355939
aacagaaataaatagcacagtggaaagtggatgatagtcttacctaaaagattgaaactctaatgatatctaaagttc
11355861
agtgatgacacagtgctgatggcttggacacagttccttcaaaaccattgttcaagtcatagttgtaccttttggaaa
11355783
taagacactaacaacatatcctatccaactcatctctctgggctagagtctcaaagaaaaataagggatacacctgac
11355783
ctgcagtgagcaaagcagaagccagtctctgaggtggtgaggcccacccagtgtggagete (nnnnnnnnn) attgtt
11355705
cttctcctctttataaagggagttgccacgttcecctcccagcacagagttgggagtgactccagagectcecctgecaagat
11355627
gctgttgattctgctgtcagtggccttgectggeccctgagectcagectcagaacttaaatgaaggtaaaacagaagaggg
11355549
aaaagatgtggtgactctgcttggggcttaggaggtgataatggtaattacggggald/Ggagaggagaatgaaaacac
11355473
agatggggctgcagagttttcatgecctaggatcaggagacC/GtgttgtG/AccctcattccacactaagG/Agttte
11355401
taatttatttaatgtacaatgaaatccaataaagaatttgttccaggggaatgagaaggtaagatttgcatttataga
11355323
tagaactgtgctgtgaaggatgcagtaC/GagaG/AtgcaaggcagattcatggaagtccagctgtgaagatcctaT/
11355251
AactgatctcagtaagtacacagggatgatggtggccttgctgtacagtgcatcagcatcgatgaT/Cggcgataaac
11355175
acacacagtatcagagatactgcagagacagagaattggatggaacacttgtctctgtttaactagagatacagaaat
11355097
atcagagccaatcattgtcatttttctctceccttacacgcagtatttcaatgtgctgggagtggtatgggtaagattg
11355019
tattgaaA/Gtgattacttctggttaccccaattgagaaagcatgtgtacataagcaatgtatttataggald/Gatgg
11354945
agggcataagaacaccaaalA/GtatcacattgaagtacctggcatT/Gtgtgaactaaattagcattaagtcttgagg
11354871
gatgctagggagggaaaaaaggggctcttctatgttgagttcatggctgttgectctgtcataacaaccectge/tectec
11354793
ccttacaccttectecectteccagecagettcacagatggtggetgaC/TT/Gagttaacttaggggatgcatggggtyg
11354719
tG/CG/AtgagaagA/TcC/TC/GttttccctgtagaacacttgtgagtcttgaaaggttcaagatgtaactGttecc
11354651
atcatcctgtgcttctcecttctagatgtcageccaggaagaatctcecctcectaatagecaggtaaaT/GeeC/TgattcA
11354577
/GttctcaatctgttC/TtgactgtctttttctgecttatgaA/Gtggatcagttctccagtgtcttecttatcaaaact
11354505
ttcctttcG/AggahA/GttgattaatgttagtgeT/CecctaaC/TaatataggcactcttcA/Gtgcaaccttgatte
11354437
tgggcatcatgagcaggccaccaaattgaaCggcagagatgcttggcttagatgacahA/GecaggagtgtgttA/Gecet
11354363
catcccecT/CggeccaggaG/Atgectgectgggagatgacagald/Caatgggcagcatectecattetgtectectettt
11354291
atactgagaggccctcaactgctttgttctteccccageT/Attccactccagagttectatgtecttcactgah/Gaatg
11354217
caaaGaaattaatgtctttgttccatttttgtgtatttcceccactcagettgttacccaald/GetgataaaaattC/T
11354143
actgcaactattcagtgaatcttgtgtgggcttttactctgtctttctcttctctectttgtecctccaggaaatccaca
11354065 -
aggaccatccccacaaggaggcaacaagccccalAggecccccacctectccaggaaageccacaaggaccaccececcaca
11353987
aggaggcaacaaacctcaaggtcccccacctccaggaaagccacaaggaccacccccacaagghAgacaagteccgaag
11353909
tcG/Cccgatctecctccaggaaaaccacaaggaccacccccacaaggagrrgtaaccagecccaaggtecceccacctee
11353833
tccaggaaalhA/GecacaaC/GgaccacccccacaaggaggcaacaCacctcaaG/CgtecccccacctccaCgaaagcec
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11353761
acaaggaccacccccacaaggagacaagtcccgaaltcccCgatctecctceccaCCaaagccacaaggaccacccccaca
11353683
aggaggtaaccaaccccaaggtcccccacctectccagaigaaagccacaaggaccacccccaGaaggaggcaacaaac
11353605
GtcaGggtcccccacctccagtigaaagccacaaggaccacccgcacaaggaggcagcaagtcccaaagtgececgatcet
11353527
cctccaggaaagccacaaggaccaccccaacaagaaggcaacaatcctcaaggtcecceccccacctceccagcaggaggcaat
11353449
ccccagcagcecctcaggcacctcectgctggacagccccagggaccaccacgecctectcaagggggcagaccttecaga
11353371
cctccccagtgacagcecctceccecccagtcatctaggattcaatgacaggtatgattccagtttattecttcaccaagtgcetce
11353293
taattgctacagctctccagctttattgtgccaatgaatcagctaaaagcccattggcattgtatagtcccagatecce
11353215
atttctaaagatttgtatT/Cgacatattctggaaatgggtaacaagatcctatatttgtaacaaactctttaaggaa
11353139
ttctgatgttgagaaacaaaattccA/TaA/Ctaatctgtcttaagttgtgttggcaacaaggaagtagtaccatgtt
11353065
C/AtctctggcgctctgttttctgtgcacaaactgagagacctcC/Geatttaaagttttcacctgagcactgtttyge
11352991
tcagtcctgcctcacaccagcectcttgagtccagtattcecctgecaa (gtggtcecctgaactttca) gcagectaaatgg
11352913
tgtctcatttttcaaattcttactgttcaataagtacatgattaagctaacaaaaaatatctaatgcaatggaaaaat
11352835
atgaatctaaatttaaaggcatgactcatcctacctgcctccectecttcagaaaactgeccactgttaactttatgge
11352757
atcttctgtttgaaatatttatgtgtacatagacRactagaatatttttcccccagaactaatacC/Tataatttata
11352681
ttcaggtacatatgttagtcatttaaaaaatacatttctttgaaaatttccacatacgtctatgaagctaagtagatc
11352603
tcttcagtggttatctgtttgtttttaccattttatactactccattatgtggctgcaccgtgatttctttaaccaat
11352525
ctgtgtcactggacactgagggtggtttcagcttctcactgttataaaatatgttccagttcccatctgtgtaaatat
11352447
atctgtgaacaaattcagcagcaagtaataaT/Caagctaagaatgatcttctgtcttcatcacgtaaggaacaattt
11352371
ggagcacattttgtgcaagggcatccaaagagtgaacacacaaaaaattagggaggaaacacaggaggtagaagggat
11352293
A/GggggagagaggatgggctctcatgtactgtagtgcagtaagaccagtgaggaattcgacatttcctgG/Cecatgt
11352219
caagtctggtctatgaacttccttctttgtttgtttcaggaagtgaataagaagatgagagtgattcaaatgattcaa
11352141
attccatgacattggaaaaaggtcatcatagctctaacttcahA/Gtataccaataaaataatcagcttgcaatttctyg

11352065
attgtggtgtctgtttctcaatatttgtgaatgtgggatctgaggaccaa

Fig. 22: sequenza del gene PRBL1 relativa alla variante small del soggetto 3, riferimento: NC_000012.12;
le porzioni esoniche sono riportate in colore rosso sottolineate; racchiusi tra parentesi sono indicati i
nucleotidi non decodificati; in carattere maiuscolo ed evidenziati in giallo sono indicati gli SNPs, i cui
alleli presenti in eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/); la freccia nera é subito a valle del
sito donatore di splicing alternativo, la freccia verde e la azzurra sono subito a monte dei siti accettori di
splicing alternativo per le varianti, rispettivamente, cp4 e cp5.
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Analisi in silico

Al fine di valutare quali degli SNPs individuati nei soggetti da noi analizzati fossero gia
stati descritti, & stato eseguito un confronto con quelli depositati nella banca dati dbSNP
(The Single Nucleotide Polymorphism Database) del portale NCBI. In tabella 5 sono
riportati i codici identificativi di tutte le varianti a singolo nucleotide gia descritte, i
soggetti in cui sono state individuate e 1’indicazione della porzione genica in cui sono
situate. E” interessante osservare che un quarto dei 48 polimorfismi riportati ricorrano in
tutti i soggetti analizzati. I polimorfismi non descritti in banca dati doSNP sono riportati
in tabella 6, con I’indicazione per ciascuno della posizione rispetto alla sequenza di
riferimento NC_000012.12. Per alcuni dei polimorfismi rilevati nei soggetti di questo
studio, abbiamo trovato un riscontro positivo per quanto concerne il locus, ma una
mancata corrispondenza per quanto riguarda la sostituzione nucleotidica. La valutazione
della presenza di potenziali sequenze di regolazione dello splicing enhancer o silencer,
oltre che dei punti di ramificazione in prossimita dei siti accettori in 3’ delle varianti cp4
e cp5, e stata eseguita mediante il software Human Splicing Finder 3.0
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.htm), selezionato tra i molti disponibili (Houdayer et.
al., 2008) in quanto integra algoritmi di vari software ed & continuamente aggiornato
(Desmet et al., 2009).
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SNP_ID SOGGETTO 1 | SOGGETTO 2 | SOGGETTO 3 | Esonico/Intronico
rs3983889 No No Si Intronico
rs557678376 Si Si No Intronico
rs3983890 Si Si Si Intronico
rs3867481 Si Si Si Intronico
rs3867482 Si No No Intronico
rs3867483 Si No No Intronico
rs539846705 No No Si Intronico
rs4533125 Si No No Intronico
rs200021729 Si Si No Esonico
rs368963605 No Si Si Intronico
rs115240812 No No Si Intronico
rs369169524 No Si Si Intronico
rs372010024 Si Si Si Intronico
rs375954004 Si Si Si Intronico
rs372159512 Si Si Si Intronico
rs369585183 Si Si Si Intronico
rs574591034 No No Si Intronico
rs554685067 Si Si Si Intronico
rs566289482 No Si Si Intronico
rs774862229 Si No Si Intronico
rs201400496 Si No Si Intronico
rs777839431 Si No Si Intronico
rs190530334 Si Si Si Intronico
rs2272509 No Si Si Intronico
rs114069696 Si Si Si Intronico
rs552348584 Si No Si Intronico
rs144282801 No No Si Intronico
rs149993046 Si Si No Intronico
rs10459058 Si Si Si Intronico
rs112850606 No No Si Intronico
rs10845341 Si Si Si Esonico
rs201935302 No No Si Esonico
rs188775422 No No Si Esonico
rs112485268 No Si No Esonico
rs111877208 No Si Si Esonico
rs61930108 No No Si Esonico
rs113485215 No Si No Esonico
rs61930109 No Si No Esonico
rs113897264 No Si No Esonico
rs371841290 No Si No Esonico
rs76504934 Si Si No Esonico
rs4763685 Si No Si Intronico
rs4081837 Si Si Si Intronico
rs373510896 No Si No Intronico
rs61930107 No Si No Intronico
rs574095451 No Si No Esonico
rs11612458 No No Si Intronico
rs1863846 No No Si Esonico

Tabella 5: Polimorfismi a singolo nucleotide individuati nei soggetti analizzati e gia descritti in banca

dati dbSNP.
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Posizione SNP in SOGGETTO 1 SOGGETTO 2 SOGGETTO 3 Esonico/Intronico

cromosoma 12
11356307 Si No No Intronico
11356037 No No Si Intronico
11355357 No No Si Intronico
11355220 No No Si Intronico
11355216 No No Si Intronico
11355175 No No Si Intronico
11355907 Si No No Intronico
11355559 Si No No Esonico
11355501 Si No No Esonico
11355358 Si No No Intronico
11355150 Si No No Intronico
11354936 No No Si Intronico
11354643 No Si Si Intronico
11354635 Si No Si Intronico
11354632 No No Si Intronico
11354638 Si No No Intronico
11354513 No Si No Intronico
11354497 No No Si Intronico
11354500 No No Si Intronico
11354468 No No Si Intronico
11354465 No Si No Intronico
11354422 No No Si Intronico
11354418 No No Si Intronico
11354401 No Si Si Intronico
11354395 No No Si Intronico
_ Si No Si Intronico

g=wt, ma ét/g
11354180 No No Si Intronico
11354150 No No Si Intronico
11354069 No Si No Intronico
11354072 No No Si Intronico
11353747 No No Si Esonico
ma come No Si Si Esonico

a/g
11353709 No No Si Esonico
11353694 No No Si Esonico
11353654 No No Si Esonico
11353637 No No Si Esonico
No No Si Esonico
transizione
No No Si Esonico
, Si No No Esonico
transizione

11353577 Si No No Esonico
11353367 No No Si Intronico
11353385 Si No No Esonico
11352946 No No Si Intronico
11352861 No No Si Intronico
11352859 No No Si Intronico
11352770 No No Si Intronico
11351888 No Si No Esonico
11351767 Si No No Intronico
No No Si Intronico

transversione
No No Si Intronico

c/tinvece che c/a

Tabella 6: Polimorfismi a singolo nucleotide individuati nei soggetti analizzati e non descritti in banca
dati dbSNP; sono indicate le posizioni di ciascuno SNP rispetto alla sequenza NC_000012.12, in rosso
sono evidenziati i polimorfismi di cui e descritto in banca dati un diverso tipo di mutazione rispetto a
quello individuato.
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Tale analisi bioinformatica non ci ha permesso di formulare un’ipotesi che potesse
essere plausibile per gli eventi di splicing alternativo, poiché nel caso di entrambe le
varianti small e medium viene individuato un punto di ramificazione poco a monte dei
rispettivi siti accettori in 3’. Inoltre, nell’intorno molecolare dei suddetti siti, il software
individua molteplici sequenze potenzialmente riconosciute dai fattori di splicing (dato
non mostrato), come ad esempio, quelli appartenenti alla famiglia delle proteine ricche
in serina-arginina (SR proteins; Lareau et. al., 2015) o dalle ribonucleoproteine nucleari
eterogenee (hnRNPs; Caceres & Kornblihtt, 2002). Questa evidenza sperimentale non
sorprende, in quanto risulta in linea con le caratteristiche intrinseche del gene PRB1
che, come gia evidenziato in precedenza, € particolarmente ricco di ripetizioni in
tandem, specialmente in corrispondenza del terzo esone. Inoltre, come riportato in
letteratura, le sequenze riconosciute dai fattori di splicing sono molto corte (6-8 bp) e
spesso degeneri (Smith & Valcarcel, 2000). Per chiarire il ruolo dei vari fattori in gioco,
nello splicing costitutivo e alternativo di questo gene, sara fondamentale individuare
quali di questi fattori di splicing entrino in gioco specificamente all’interno delle cellule

delle ghiandole parotidee.
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Peptid
MLLILL SV ALLALSSAGNINE o
AIGUIG 1IGAI LUl Ul ILAGIG GLL 116 UIG LU CIG AGL ILA LLTC segnale

J!l !|!l! !!! !! !! |!| !!! I!!!I!!|l!! !G-\ AATCCACAAGGACCATCCCCACAR

— |I-2

GGAGGCAACAAG CCCCAAGGC CCCCCACCTCCT CCAGGA AAG CCACAAGGACCACCCCCACAA GGA

GECAACARACCTCAAGOTCCCCCACCT CCAGOA AAGCCACAA GOACCACCCCCACAA GOAGAC ALG

—_

TCC CGA AGT CCCCGATCTCCT CCAGGA AAACCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGRT AAC CAG CCCCan

— PE

GETCCCCCACCTCCTCCAGGAAAA CCACAACGACCACCCCCA CAAGGA GG AACARA CCT CAA GOT CCC

PRreKrasrrracoKsas sy
L« ] 9 ATOTCCTCQA

G K PQG PPQGGNQPAQGP PPPG
ca.uscc,xc.u.sc:.cc.\ccccc.\c,u"c:.cc'r.uccucccc,ua-s'rccccacaccrcucs.\

AAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGOAGGCAACAALA CCTCAGGGTCCCCCACCTCCAGGA AAG CCA

QG P PAOGG SK SO SARAPPGKTEPQO — IB-6
CAX GGA CCA CCC GCA CAA GGA GGC AGC AAG TCC CAA AGT GCC CGA GT CCT CCA GGA AAG CCA CAA

GGA CCACCC CAA CAA GAAGELAACAATCCT CAAGET CCCCCACCT CCAGRAGRA GG AAT CCC QA

CAGCCTCAG GCACCTCCTGCT GGACAG CCCCAG GGA CCACCACGLC CCT CCT CAA GGG GGC AGA CCT TCC

AGACCTCCCCAGTGACAGCCTCCCCAGTCATCT AGG ATT CAA TGA CAG GAA GTG AAT AAG AAG ATG —

AGAGTGATTCAAATG ATTCAAATT CCATGA CATTGG AAA AAGGTCATCATAGCT CTAACT TCA GTATAC

CAATAA AAT AATCAG T GC

Fig. 23: mappa dei peptidi espressi a partire dalla variante small del soggetto 3, con I’indicazione dei
codoni sotto ciascun aminoacido; evidenziati in giallo gli aminoacidi costituenti il peptide segnale; in
celeste il peptide 11-2; in verde il peptide PE; in grigio 1B-6; sottolineati gli aminoacidi costituenti il
peptide Pk-o, a partire dalla variante di splicing cp4.

Per poter valutare quali dei polimorfismi, individuati a livello esonico, potessero
comportare delle sostituzioni a livello aminoacidico, abbiamo tradotto virtualmente le
sequenze nucleotidiche dei tre soggetti, tramite I’apposito strumento del portale
ExPASYy, prendendo in considerazione solo le varianti di splicing costitutivo contenenti
le variazioni rispetto alla sequenza wild type. Per il soggetto 3, é stata tradotta allo
stesso modo anche 1’allele small, in modo da poter ricostruire una mappa dei peptidi
espressi sia da questa (fig. 23) che a partire dalla variante medium del soggetto 1 (fig.

24), e allinearle entrambe con le corrispettive sequenze nucleotidiche.

77



ATGCTGTTGATTCTG CTG TCA GTG GCCCTG CTG GCC CTG AGC TCA GLCT 3 !
segnale
-2
AAGCCCCAAGECCCCCaCTCOTCCaAGoAAAC CCACAAGOACCACCCCCACAA QLA GGLC AAC AL
B Sl e e e Al SR T

AAT CCT CAAGOTCCCCCACCTCCAGCAGGAGGCAATCCCCAG CAGCCTCAG GCACCTCCT GCT GGA CAG

C < i <] S i G CCT CCCCAG J
TCATCTAGG ATT CAATGACAG GAAGTG AAT AAG AAG ATG AGAGTG ATT CAAATG ATT CAR ATT CCATGA

CATTGG AAA AAG GTCATC ATAGCT CTAACT TCAATATACCAATAA AAT AATCAG OTGC

Fig. 24: mappa dei peptidi espressi a partire dalla variante medium del soggetto 1, con I’indicazione dei
codoni sotto ciascun aminoacido; evidenziati in giallo gli aminoacidi costituenti il peptide segnale; in
celeste il peptide 11-2; in verde il peptide Psl; sottolineati gli aminoacidi costituenti il peptide Pk-o, a
partire dalla variante di splicing cp4.

Le sequenze tradotte sono state allineate con la sequenza di PRB1 depositata nella
banca dati del portale UniProt (accession number P04280), che fa riferimento alla
variante large del gene. Quest’ultima consta di 61 aminoacidi aggiuntivi rispetto alle
varianti di lunghezza medium dei soggetti analizzati. Inoltre, in posizione 245 e 250, la
sequenza di riferimento presenta due aminoacidi differenti rispetto a quelli riscontrati
nelle sequenze dei tre soggetti nelle posizioni corrispondenti (rispettivamente, 184 e
189, fig. 25). Dall’allineamento non si evidenziano sostituzioni aminoacidiche
all’interno della sequenza del soggetto 2. L’analisi della sequenza aminoacidica del
soggetto 1, ha messo in evidenza la sostituzione dell’asparagina in posizione 18, subito
a valle del peptide segnale (ricorrente sia nella sequenza di riferimento che in quella dei

soggetti 2 e 3), con una serina. Essa ¢ frutto della transizione A—G (non depositata in
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banca dati) a livello del locus 11355501 del cromosoma 12 (tab. 6). Si tratta di un
polimorfismo presente in eterozigosi con 1’allele wild type, che coinvolge la seconda
adenina del codone AAC all’interno del primo esone (fig. 26A). Nel caso del soggetto
3, come mostra I’allineamento (fig.25), un’arginina sostituisce la glicina in posizione
120, quest’ultima presente nella sequenza di riferimento oltre che nei soggetti 1 e 2. La
sostituzione aminoacidica deriva da un evento di transversione nucleotidica G—C a
carico della prima guanosina del codone GGA (fig. 26B) all’interno del terzo esone.
Nella banca dati dbSNP, e stato depositato uno SNP con codice identificativo
rs776582994, relativo ad una transizione in corrispondenza dello stesso locus (tab. 6)
Risulta arduo fare considerazioni riguardo il significato funzionale di entrambe queste
sostituzioni, in virtu del fatto che non abbiamo elementi in merito al ruolo effettivo e
specifico di ciascun peptide espresso a partire dalla variante presa in esame. Ipotizzando
un possibile ruolo della serina in posizione 18 nel soggetto 1 come potenziale sito di
fosforilazione, abbiamo esaminato i dati presenti in letteratura e relativi alla
fosforilazione delle PRP salivari, per individuare quale/i chinasi siano coinvolte nel
processo e quale sequenza riconoscano. Allo stato dell’arte, la chinasi che sembra essere
coinvolta nel processo di fosforilazione della maggior parte del proteoma che segue la
via secretoria, inclusi quindi i peptidi derivanti da PRB1, risulta essere la Fam20C, che
riconosce il motivo aminoacidico S-x-E/pS (Tagliabracci et. al., 2015) o,
alternativamente, il motivo SXQXXDEE (Brunati et. al., 2000). Alla luce di questo,
essendo la serina nel peptide 11-2 del soggetto 1 (fig. 25) un residuo aminoacidico a
monte rispetto ad una lisina e un’asparagina, non pu0 essere fosforilata. L unico
bersaglio molecolare della Fam20C é la Serina in posizione 24, quindi sempre nella
porzione amino terminale di 11-2, poiché situata a monte di una glutammina e di un
residuo di acido glutammico. La sostituzione di un aminoacido polare (glicina) con uno
a carattere basico (arginina) potrebbe avere determinare variazioni funzionali a carico
del peptide Ps1 (fig. 24), ma non strutturali, dal momento che i peptidi salivari rientrano
nell’ampia famiglia delle proteine intrinsecamente disordinate (IDPs; Boze et. al.,
2010), dunque una sostituzione aminoacidica non e sufficiente in questo caso a
determinare stravolgimenti nella conformazione del peptide Psl. Tutti gli altri SNPs
individuati a livello esonico costituiscono sostituzioni sinonime, dunque, come previsto
in base al profilo peptidico, i tre soggetti non presentano modificazioni in
corrispondenza dei siti di taglio convertasico (Chan & Bennick, 2001) che danno

origine ai vari peptidi derivanti da PRB1 (fig. 23-24). Tuttavia, seppure silenti dal punto
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di vista traduzionale, questi polimorfismi possono influenzare lo splicing alternativo, ad
esempio distruggendo o creando nuovi elementi in cis, che possano essere riconosciuti
da fattori di splicing (Lareau et. al., 2015). Inoltre, & possibile che possano determinare
cambiamenti nella struttura secondaria del pre-mRNA o comunque modificare la
struttura del gene in modo da alterare la processivita della RNA Polimerasi Il e,
conseguentemente, influenzare la scelta dei siti di splicing (Caceres & Kornblihtt,
2002).
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Fig. 25: Allineamento mediante Clustal Omega delle sequenze aminoacidiche di PRB1 dei tre soggetti
analizzati con la sequenza aminoacidica di PRB1 presente in banca dati UniProt (accession: P04280).
Tutte le sequenze sono relative alla variante di splicing costitutiva del gene. Nei riquadri sono evidenziati
gli aminoacidi differenti tra la sequenza di riferimento e le sequenze dei tre soggetti.

La differenza tra le varianti di lunghezza di PRB1 é determinata dal numero di

ripetizioni in tandem contenute all’interno del terzo esone, come mostrato dalle analisi
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di Lyons e colleghi (Lyons, Stein et. al.,1988). Questo gruppo ha evidenziato,
all’interno di tutto il terzo esone della variante medium, la presenza di 15 ripetizioni in
tandem, costituite da 63 bp ciascuna. La differenza tra questa variante e quelle small e
large era ascritta alla delezione o alla inserzione di 3 delle suddette ripetizioni
rispettivamente. Ci0 € in contrasto con i dati da noi osservati, in quanto la differenza tra
le varianti medium e small del soggetto 3 é riconducibile esattamente a 183 bp (fig. 21-
22). Inoltre, tra la variante large presente in UniProt (P04280) e le varianti medium dei
nostri soggetti, ci sono esattamente 61 residui aminoacidi di differenza (fig. 25), valore
perfettamente coerente con la differenza osservata tra le sequenze delle due varianti di
PRB1 del soggetto 3.
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Fig. 26: A) porzione del cromatogramma relativa al frammento PRBR4F-PRBRG6R per il soggetto 1, nel
riquadro evidenziato il polimorfismo in eterozigosi che comporta transizione A—G nella seconda adenina
del codone AAC, e conseguente sostituzione di una asparagina con una serina in posizione 2 della
proteina 11-2; B) porzione del cromatogramma del frammento PRB HOPE1F-HOPE2R per il soggetto 3,
nel riquadro evidenziato il polimorfismo in eterozigosi che comporta transversione G—C nella prima
guanosina del codone GGA, con conseguente sostituzione di una glicina con una arginina in posizione
120 della proteina Ps1

Osservando la struttura molecolare del terzo esone nei tre soggetti, ci siamo resi conto
che e possibile suddividerne la sequenza (escludendo una porzione da 71 bp in 5’ e
un’altra da 126 in 3”) in quattro ripetizioni in tandem costituite da 183 bp ciascuna,

I’'ultima delle quali risulta leggermente divergente dalle tre precedenti nella propria
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porzione 3’ (fig. 27-29). La sequenza delle prime tre ripetizioni, se tradotta
virtualmente, risulta corrispondere esattamente alla porzione aminoacidica
supplementare presente nella variante large della sequenza con accession number
P04280. Questa osservazione ci ha portato a formulare un’ipotesi inerente 1’origine
delle varianti di lunghezza di PRB1, che si discosta leggermente da quella formulata da
Lyons, Stein e colleghi nel 1988.

CTCCAGAGTTCTATGTCTTCACTGAAAATGCAAAGAAATTAATGTC GTTCCA TTGTGTA CCCCACTCAGCTTGTTACC
CAAGCTGATAAAAA ACTGCAACTATTCAGTGAATCTTGTGTGGGCT ACTctgtctttctettctetetttgtectccagga AATCCACA
AGGACCATCCCCACAAGGAGGCAACAAGCCCCAAGGCCCCCCACCTCCTCCAGGAAAGCCA

CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGEagac
aagtcccgaagtccccgatCTCCTCCAGGAAAACCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGtaaccagcccCAAGGTCCCCCACCTCCTCCA
GGAAAgCCA

—
i

CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACACACCICAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAECCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGac
aagtcccaaagtccccgatctectccaggaaagecacaaggaccACCCCCaCAAGGAGGEAACCAaCCACAAgGTCCCCCACCTCCTCCAGGAA
AgccA

11

i

CAAgGACCACCCCCACAAGGAGGUAACAAACCTCAGGGTCCCCCACCTUCAGGAAAGaCACAAGGACEACCCCCACAAG

111 - GAGACAAGTCCCGAAGTCCCCAATCTCCTCCAGGAAAGCCACAaAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACCAGCCTCAAGGTCCCC
CACCTCCTCCAGGAAAGCCA
CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCGCACAAGGAG

| VAR GCAGCAAGTCCCAAAGTGCCCGAT/GCTCCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCAACAAGAAGGCAACAATCCTCAAGGTC

CCCCACCTCCAGCAGGAGGC

AATCCCCAGCAGCCTCAGGCACCTCCTGCTGGACAGCCCCAGGGACCACCACGCCCTCCTCAAGGGGGCAGACCTTCCAGACCT
CCCCAGTGACAGCCTCCCCAGTCATCTAGGATTCAATGACAGGTATGATTCCAGTTTATTCTTCACCAAGTGCTCTAATTGCTACA
GCTCTCCAGCTTTATTGTGCCAATGAATCAGCTAAAAGCCCATTGGCATTGTATAGTCCCAGATCCCATTTCTAAAGATTTGTATT
GACATATT

Fig. 27: rappresentazione schematica delle ripetizioni in tandem nel terzo esone (in rosso) della sequenza
del soggetto 1; ciascuna ripetizione é rappresentata come un blocco, comprendente 183 bp; in giallo sono
evidenziati i SNPs, gli alleli delle eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

GGAGTGTGTTGCCTCATCCCCCC/tGGCCAGGAATGCCTGCTGGGAGATGACAGAAATGGGCAGCATCCTCATTCTGTCTCCT
CTTTATAa/cTGAGAGGCCCTCAACTGCTTTGTTCTTCCCCAGCTTTCCACTCCAGAGTTCTATGTCTTCACTGAAAATGCAAAE/
tAAATTAATGTCTTTGTTCCATTTTTGTGTATTTCCCCACTCAGCTTGTTACCCAAGCTGATAAAAATTTAR/CTGCAACTATTCA
GTGAATCTTGTGTGGGCTTTTACTCTGTCTTTCTCTTCTCTCTTTGTCCTCCAGGAAATCCACAAGGACCATCCCCACAAGGA
GGCAACAAGCCCCAAGGCCCCCCACCTCCTCCAGGAAAGCCA

CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGE
I 4 GACAAGTCCCGAAGTCCCCGATCTCCTCCAGGAAAACCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGTAACCAGCCCCAAGGTCCCC
CACCTCCTCCAGGAAAGCCA

CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGA
II 4 GACAAGTCCCAAAGTCCCCGATCTCCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGTAACCAGCCCCAAGGTCCCC
CACCTCCTCCAGGAAAGCCA

IlI 4 GACAAGTCCCGAAGTCCCCAATCTCCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACCAGCCTCAAGGTCeeCC
ACCTCCTccAGGAAAgCCA

CAAGGACCACCCCCacAAGGAGGCaACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCagGAAARCCACAAGGACCACCCgCaCAAGGAGG
lV 4 CAGCaAGTCcCAAaGTGcCCGABCTCCTeccAGGAAABCCACAaGGACCaCCCCAaCAAGaAGGCaACAATcCTCAaGGTeCCCCA
CcTcCAGcaGGAGGC

AaTCCCCAgCaGCCTCAGGCAccTCCTGCTGGACAGCCCCAGGgACcaCCACGCCcTcCTCAaGgeggecaGACCTTCCagACCTCCC
CAGTGACAGCCTCCCCAGTCATCTAGGATTCAATGACAGGTATGATTCCAGTTTATTCTTCACCAAGTGCTCTAATTGCTACAG
CTCTCCAGCTTTATTGTGCCAATGAATCAGCTAAAAGCCCATTGGCATTGTATAGTCCCAGATCCCATTTCTAAAGATTTGTATT
GACATATTCTGGAAATGGGTAACAAGATCCTATATTTGTAACAAACTCTTTAAGGAATTCTGATGTTGAGAAACAAAATTCCA
AATAATCTGTCTTAAGTTGTGTTGGCAACAAGGAAGTAGTACCATGTTCTCTCTGGCGCTCTGTTTTCTGTGCACAAACTGAGA
GACCTCCCATTTA

Fig. 28: rappresentazione schematica delle ripetizioni in tandem nel terzo esone (in rosso) della sequenza
del soggetto 2; ciascuna ripetizione € rappresentata come un blocco, comprendente 183 bp; in giallo sono
evidenziati i SNPs, gli alleli delle eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).
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Secondo il modello proposto da questi studiosi, le varianti di lunghezza di PRB1
differiscono 1’una dall’altra, passando dalla variante small alla variante large, per
multipli di 3 delle ripetizioni in tandem. Cio significa che, passando da una variante
allelica all’altra, dovremmo trovare differenze nucleotidiche di 189 bp, dato numerico
che si discosta di sei nucleotidi rispetto a quanto abbiamo osservato. Viene anche
descritta la possibile origine della variante small dalla medium, per appaiamento sfalsato
tra le ripetizioni in tandem costituite da 63 bp contenute all’interno del terzo esone (le
prime tre per I’esattezza), che determinerebbe ricombinazione omologa ineguale, a

livello di una delle ripetizioni stesse.

TGCTGGGAGATGACAGAa/cATGGGCAGCATCCTCATTCTGTCTCCTCTTTATACTGAGAGGCCCTCAACTGCTTTGTTCTTCCC
CAGCt/aTTCCACTCCAGAGTTCTATGTCTTCACTGAa/gAATGCAAAGAAATTAATGTCTTTGTTCCATT GTGTA CCCCA
CTCAGCTTGTTACCCAAa/ECTGATAAAAATT/tACTGCAACTATTCAGTGAATCTTGTGTGGGCTTTTACTCTGTCTTTCTCTTC
TCTC GTCCTCCAGGAAaTCCACAAGGACCATCCCCACAAGGAGGCAACAAGCCCCAAGGCCCCCCACCTCCTCCAGGAAA
GCCA
CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAACAAACCTCAAGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGA
I 4 GACAAGTCCCEAAETCg/cCCgATCTCCTCCaGGAAAACCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGTAACCAgCCCCAAGGTCCCC
CACCTCCTCCAGGAAAa/gCCA
CAAc/gGACCACCCCCACAAGGAGGCAACacaCCTCAAE/cGTCCCCCaCCTCCACGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGG
]I 4 AGACAAGTCCCGAACTCCCeGATCTCCTCCAccAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGAGGTAACCAACCCCAAG
GICCCCCACCTCCTCCAGGAAAGCCA
CAAGGACCACCCCCACAAGGAGGCAAGAAACCTCAGGGTCCCCCACCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCAC
Il 4 cCCCACAAGGAGACAAGTCCCGAAGTTCCCAATCTCCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCCACAAGGA
GOGCAACCAGCCCCAAGGICCCCCACCICCTICCAGGAAAGCCA
CAAGGACCACCCCCAGAAGGAGGCAACAAACELCAGGGTCCCCCACCICCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCGCACAAGG
IV 4 AGGCAGCAAGTCCCAAAGTGCCCGATCTCCTCCAGGAAAGCCACAAGGACCACCCCAACAAGAAGGCAACAATCCT
CAAGGTCCCCCACCTCCAGCAGGAGGC

AATCCCCAGCAGCCTCAGGCACCTCCTGCTGGACAGCCCCAGGGACCACCACGCCCTCCTCAAGGGGGCAGACCT
TCCAGACCTCCCCAGTGACAGCCTCCCCAGTCATCTAGGATTCAATGACAGGTATGATTCCAGTTTATTCTTCACCAAG
TGCTCTAATTGCTACAGCTCTCCAGCTTTATTGTGCCAATGAATCAGCTAAAAGCCCATTGGCATTGTATAGTCCCAGATCCCA
TTTCTAAAGATTTGTATt/cGACATATTCTGGAAATGGGTAACAAGATCCTATATTTGTAACAAACTCTTTAAGGAATTCTGATG
TTGAGAAACAAAATTCCa/tAa/cTAATCTGTCTTAAGTTGTGTTGGCAACAAGGAAGTAGTACCATGTTc/aTCTCTGGCGCTCT
GTTTTCTGTGCACA

Fig. 29: rappresentazione schematica delle ripetizioni in tandem nel terzo esone (in rosso) della sequenza
del soggetto 3; ciascuna ripetizione é rappresentata come un blocco, comprendente 183 bp; in giallo sono
evidenziati i SNPs, gli alleli delle eterozigosi sono separati da una barra diagonale (/).

In questo modello é previsto che la variante small cosi generata contenga, oltre alla
delezione di tre ripetizioni in tandem, una serie di sostituzioni nucleotidiche rispetto agli
alleli ricombinanti, ma non viene pero chiarita 1’origine di tali sostituzioni. E’ da tener
presente che le sequenze da 63 bp individuate da Lyons e colleghi sono sequenze
consenso, che tuttavia variano considerevolmente all’interno del terzo esone. Questo
aspetto potrebbe spiegare la necessita di inserire, nel loro modello, le sei sostituzioni
nucleotidiche all’interno dell’allele ricombinante. Il modello da noi proposto tiene conto
delle dimensioni precise delle inserzioni/delezioni che contraddistinguono le singole

varianti di lunghezza e non prevede sostituzioni nucleotidiche rispetto agli alleli
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ricombinanti. Partendo dal presupposto che la variante medium sia quella piu diffusa
nella popolazione (Lyons, Stein et. al., 1988), & possibile che ci sia stato un
appaiamento sfalsato tra due alleli contenenti tali varianti, in corrispondenza delle prime
due ripetizioni di un allele, con la seconda e terza dell’altro allele (fig. 30). In seguito,
per mezzo di crossing-over ineguale, hanno avuto origine: un allele contenente la
variante large, con I’inserzione della seconda ripetizione proveniente dall’altro allele;
un altro allele contenente la variante small, con la delezione della seconda ripetizione
(fig 30). Riteniamo che 1’appaiamento sfalsato e la conseguente ricombinazione, debba
aver coinvolto esclusivamente le prime tre ripetizioni in tandem, aventi un maggior
livello di omologia reciproca (superiore al 97%) rispetto all’ultima delle quattro (fig.
27-29).
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Fig. 30: modello di crossing-over ineguale tra due alleli contenenti 1’allele medium di PRB1; le frecce
nere indicano i blocchi che si allineano, le frecce azzurre indicano la direzione di ricombinazione; la
ricombinazione produce sono un allele contenente la variante large, in cui si realizza I’inserzione del
secondo blocco di un allele ricombinante, il quale a sua volta per delezione di questo blocco, dara origine
a una variante small
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CONCLUSIONI

Le informazioni riportate in letteratura inerenti la classe di geni PRP, e in particolar
modo PRBL1, oggetto di questo studio sono, dal punto di vista della caratterizzazione
molecolare, frammentarie e di difficile ricostruzione. La letteratura su questa tematica
abbraccia infatti un arco temporale che va dagli anni settanta (Azen & Oppenheim,
1973), in cui sono stati caratterizzati per la prima volta i peptidi associati, fino a fine
anni novanta (Stubbs et al., 1998). A partire dagli anni ottanta, sono stati fatti vari
tentativi di caratterizzazione delle varianti alleliche di PRB1 sulla base dei peptidi
derivanti, e tale approccio ha complicato enormemente il lavoro di classificazione, sia
dal punto di vista proteomico che molecolare (Maeda et al., 1985; Lyons et al., 1988a,b;
Azen et al., 1993). Oggi sappiamo che a partire da PRB1, considerando le sue varianti
alleliche e di splicing, sono espresse sei differenti proteine (tab. 1; Marconi et al., 2015).
Tuttavia, delle tre varianti alleliche di tale gene, quattro se si considera la variante very
large (della quale pero non abbiamo individuato potenziali soggetti portatori da
analizzare sotto il profilo molecolare), I’'unica di cui si abbia la sequenza nucleotidica
completa e la medium, mentre della small e della large si hanno finora solo sequenze
parziali, riferite al solo terzo esone. Un esempio eclatante della confusione generata
dalla letteratura in materia & costituito da un recente studio di associazione tra i livelli di
espressione dei peptidi associati all’inibizione dell’infezione da HIV-1 (Burgener et al.,
2012). Basandosi su evidenze precedenti (Robinovitch et al., 2001), gli autori hanno
saggiato 1’associazione della neutralizzazione del virus con i livelli di PRB2, partendo
dal presupposto che tutti i peptidi coinvolti nel legame alla proteina capsidica gp-120
derivassero da tale gene. In realta, i peptidi coinvolti (Robinovitch et al., 2001) hanno
peso molecolare apparente compatibile con i peptidi derivanti da tutti e quattro i geni

PRB ed il ruolo specifico di ciascuno di essi € ancora tutto da esplorare.

Tra gli obbiettivi di questo studio ¢’era appunto la ricostruzione delle sequenze
complete delle varianti small e large, delle quali sono stati preventivamente individuati
e caratterizzati dal punto di vista proteomico due potenziali portatori, indicati in questo
lavoro rispettivamente come soggetto 3 e 1. Se per il soggetto 3 ci é stato possibile
individuare e sequenziare la variante allelica small, presente nel genoma di questo
soggetto in eterozigosi con la variante medium, lo stesso non si puo dire per il soggetto
1. Infatti, dalle nostre analisi & emerso che il soggetto 1 & portatore in omozigosi della

variante medium, incompatibile con la presenza nella sua saliva della proteina Ps2 (tab.
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1). In assenza di ulteriori analisi di spettrometria di massa, non possiamo spiegare il
perché di tale discrepanza tra i dati genomici e proteomici. L’analisi delle sequenze
complete non ci ha permesso di comprendere per quale ragione non sia stato individuato
allo spettrometro di massa il peptide relativo alla variante di splicing classificata da
Maeda con I’acronimo cP5 (Maeda et al., 1985), mentre in tutti i soggetti ¢ stato
individuato il peptide Pk-o e la relativa variante di splicing cP4, che finora e stata
riportata in letteratura espressa a partire dalla variante large, sebbene la prima
classificazione delle varianti di splicing fosse stata fatta a partire da un individuo
portatore della variante medium. Dal momento che in nessuno dei tre soggetti
sequenziati il sito accettore di splicing in 3’ relativo alla variante cP5 risulta alterato, ¢
possibile che il relativo peptide non sia stato individuato allo spettrometro di massa, 0
che fattori di splicing specifici riconoscano sequenze elementi regolatori dello splicing
(SREs, Splicing Regulatory Elements; Hernandez-Imaz et al., 2015) nell’intorno
molecolare dei due siti accettori di splicing alternativo, impedendo la trascrizione di cP5
a favore di cP4. Per poter fare luce su questo aspetto, esistono alcune possibili strategie
adottabili in prospettiva. Recentemente, infatti, sono stati pubblicati studi in cui
vengono accoppiati estensivi screening in vivo per I’individuazione di SREs, alla
purificazione per affinita al’RNA e alla spettrometria di massa, che consentono di
identificare anche i fattori di splicing agenti sugli SREs individuati in vivo (Wang Y &
Wang Z, 2014; Wang et al., 2013). Tale strategia potrebbe essere efficacemente
integrata con 1’analisi di minigeni (Hernandez-Imaz et al., 2015) progettati
appositamente sul modello del terzo esone di PRB1, che costituisce la sede dello

splicing alternativo, e probabilmente anche degli SREs, in questo gene.

L’analisi molecolare ci ha altresi consentito di individuare una serie di SNPs, molti dei
quali mai descritti finora, la maggior parte localizzati a livello intronico e alcuni anche
all’interno degli esoni. In particolare, per due di questi abbiamo previsto una
sostituzione non sinonima a livello aminoacidico, il cui ruolo potra essere chiarito solo
mediante appositi studi funzionali. Sebbene silenti dal punto di vista traduzionale, anche
gli SNPs sinonimi possono avere una funzione importante, specialmente nello splicing
alternativo. Infatti, tali sostituzioni possono determinare la genesi o la distruzione di
SREs, o rafforzare siti donatori o0 accettori criptici. Inoltre, possono comportare
I’alterazione della struttura secondaria dell’mRNA, importate sia per la definizione

degli esoni che per i siti di pausa della RNA Polimerasi Il, che in tal modo puo andare
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incontro ad alterazione della propria processivita, con possibili conseguenze sulla scelta

dei siti di splicing.

La ricostruzione delle sequenze complete e la comparazione con i dati presenti in
letteratura (Lyons et al., 1988) ci ha permesso di formulare un modello aggiornato, che
consenta di spiegare la generazione delle varianti alleliche small e large a partire dalla
variante medium. Auspicabilmente, la ricostruzione della variante large, ed
eventualmente della very large, potra porre le basi per la validazione del nostro modello
ed, eventualmente, anche la sua estensione alle varianti alleliche degli altri geni della
classe PRB.

La caratterizzazione genotipica delle varianti alleliche di PRB1 potra essere in futuro
uno strumento predittivo importante riguardo la suscettibilita soggettiva nei confronti di
una serie di patogeni del cavo orale. Infatti, le variazioni polimorfiche nei peptidi
derivanti possono costituire la base per predire le differenze individuali al livello della
microflora orale, con ricadute sulla suscettibilita a infezioni e patologie confinate in

questo distretto corporeo (Newman et al., 1993 e 1996; O’Sullivan et al., 2000).
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