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Introduzione

La sindrome di Silver Russell (SRS) é una malattia epigenetica rara (1:70.000-1:100.000)
caratterizzata da un difetto di crescita intrauterino e postnatale. Le principali anomalie molecolari
sono rappresentate dalla ipometilazione paterna della regione 11p15 (11P15LOM) e dalla unidisomia
parentale materna del cromosoma?7 (mUPD?7); in rari casi & anche riportata una duplicazione a carico
del cromosoma 11. Nel 40-50% dei casi le indagini genetiche risultano negative.

La diagnosi é clinica e si basa sulla presenza di 4 su 6 criteri clinici secondo Netchine e Harbison (peso
e/o lunghezza alla nascita inferiore a -2 SDS, macrocefalia relativa, asimmetria, inappetenza o BMI <-2
SDS, bozze frontali, statura inferiore a -2 SDS).

Il ruolo dell'IGF2 (fattore di crescita insulino-simile, deficitario in questi soggetti) nello sviluppo del
sistema nervosa centrale[(SNC); ippocampo, amigdala, ventricoli laterali)] e nei processi di memoria
nonché il rischio di mioclono-distonia segnalato nei casi con mUPD7, fanno porre l'ipotesi che questi
pazienti possano presentare alterazioni morfologiche e possibilmente funzionali a livello del SNC.

In virtu dell’esiguita dei dati sullo sviluppo cognitivo e dell’assenza di dati neuroradiologici, alcuni
aneddotici (displasia cerebellare, aneurismi cerebrali), questa tesi si prefigge di valutare lo sviluppo
cognitivo nei bambini con suddetta sindrome e di ricercare la presenza di alterazioni anatomiche
cerebrali.

Seguendo il modello inglese della tesi di PhD, tesi della maturit, frutto dei 3 anni di lavoro clinico e di
ricerca, i due capitoli introduttivi saranno costituiti da due articoli sulla SRS che ho scritto in questi
anni grazie all’aiuto del mio tutor, prof. Mohamad Maghnie.

In particolare nel Primo Capitolo vengono riportate le caratteristiche cliniche e regole pratiche di
gestione della sindrome; nel secondo capitolo vengono invece riportati i dati raccolti sul decorso della
malattia in eta adulta.

L’ ultimo capitolo riporta la metodologia e i risultati dello studio e verra introdotto dall’abstract sui
dati cognitivi nei bambini SRS francesi che ho raccolto presso I'ospedale pediatrico Armand Trousseau

di Parigi, centro di riferimento europeo per tale patologia.



Capitolo 1: Il punto sulla Sindrome di Silver Russell dopo il Primo Consensus Internazionale.

I primo capitolo inizia con la foto del Primo Consensus Internazionale sulla SRS, tenutosi in settembre
2015, un mese prima dell’inizio del mio dottorato.

Tra gli esperti erano presenti il Prof. Mohamad Maghnie e la Dott.ssa Silvia Russo ( Istituo Auxologico,

Milano).
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[ punto sulla sindrome di Silver-Russell
dopo il primo Consensus internazionale

GIUSEPPA PATTI'?, NATASCIA DI IORGI'?, FLAVIA NAPOLI', MOHAMAD MAGHNIE'?

'Clinica Pediatrica, IRCCS Istituto “Giannina Gaslini”, Genova; *Universita di Genova

La sindrome di Silver-Russell & una malattia epigenetica rara caratterizzata da deficit di crescita intrauterino e post-
natale. La diagnosi é clinica e pud essere confermata in circa il 60% dei casi dalle indagini molecolari. L'articolo
riporta una revisione (una sorta di linea guida) sulle manifestazioni cliniche, la diagnosi e la corretta gestione.

ridosso della pubblicazione del pri-
mo Consensus internazionale, vi
presentiamo una messa a punto sulla
sindrome di Silver-Russell (SRS), una
rara malattia da imprinting genetico ca-
ratterizzata da un severo ritardo di cre-
scita intrauterino e postnatale, note di-
smorfiche tipiche e una varieta di pro-
blematiche cliniche la cui gestione ri-
chiede un approccio multidisciplinare®.
Il nome deriva da Henry Silver, che
nel 1953 descrisse la sindrome in due
bambini con scarsa crescita intrauteri-
na e postnatale e asimmetria corporea’,
e da Alex Russell, che riporto 5 casi
qualche anno dopo®. L'incidenza ¢ di
1:70.000-1.100.000".

PATOGENESI

La SRS é un classico modello di ma-
lattia epigenetica, caratterizzata da
un’alterazione dell’espressione genica
non associata ad alterazioni strutturali
del DNA**. Due sono le principali ano-
malie molecolari.

Ipometilazione paterna della regione
11p15

La regione 11p15 del cromosoma 11
contiene 2 centri di imprinting geneti-
co, ICR1 e ICR2. In corrispondenza
della regione ICR1 si trovano IGFII (In-
sulin-Like Growth Factor II) e H19 (fun-
zione sconosciuta). La perdita di metila-
zione paterna a livello della regione
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e
AN UPDATE ON THE SILVER-RUSSELL SYNDROME

AFTER THE FIRST INTERNATIONAL CONSENSUS

(Medico e Bambino 2018;37:85-91

Key words
Silver-Russell syndrome, Diagnosis, Molecular testing, Guidelines

Summary

Silver-Russell syndrome (SRS) is a heterogeneous syndrome characterised by severe in-
trauterine and postnatal growth retardation with typical dysmorphic features. SRS is pri-
marily a clinical diagnosis; however molecular testing enables confirmation of the clini-
cal diagnosis and defines the subtype. The article reports an update on the clinical man-

ifestations, diagnosis and management of SRS patients.

ICR1 H19/IGF2 causa la mancata pro-
duzione di IGF2, ed ¢ responsabile di
circa il 45-60% dei casi SRS (Figura 1).
Al contrario, un’acquisizione di me-
tilazione a livello della regione H19/
IGF2 del cromosoma 11 materno de-
termina un’iperproduzione di IGF2, re-

sponsabile del 5% dei casi di sindrome
di Beckwith-Wiedemann (BWS)®.

mUPD7

La unidisomia parentale materna a
carico del cromosoma 7 (mUPD7) si ri-
scontra in circa il 5-10% dei casi. In que-
sta forma il bambino eredita entrambe
le copie del cromosoma 7 dalla madre.

Forme idiopatiche

In circa il 40-50% dei casi non € possi-
bile identificare un’alterazione genetica,
per cui si parla di forme idiopatiche.

CARATTERISTICHE FISICHE

Facies

Viso triangolare, bozze frontali, ma-
crocefalia relativa, sproporzione tra
neurocranio e splancnocranio, occhi
piccoli, palato ogivale, labbra sottili con
rima rivolta in basso (Figura 2). L'asim-
metria corporea € un’altra caratteristica
tipica’.

Scarsa crescita intrauterina,
nati piccoli per I'eta gestazionale,
macrocefalia relativa

I peso e la lunghezza alla nascita so-
no intorno alle -3 SDS rispetto alla po-
polazione generale, la circonferenza
cranica alla nascita € nella norma, con
un delta rispetto al peso e alla lunghez-
za di circa +1,5 SDS. I pazienti con ipo-
metilazione 11p15 hanno in genere pe-
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Figura 1. Illustrazionedella principale anomalia molecolare responsabile della SRS. A. In condizioni normali la regione ICR1-H1 9/IGF2 del cromosoma
11 paterno ¢ soggetta a metilazione; B. La perdita di metilazione paterna H19/IGF2 causa la mancata produzione di IGF2 e rappresenta la principale
anomalia molecolare responsabile della SRS; C. Al contrario, se la metilazione si verifica anche a livello della regione ICRI-HI19/IGF2 materna, nor-
malmente non sottoposta a metilazione, si ha un’iperproduzione di IGF2 responsabile di BWS.

Figura 2. Bambino di 4 annicon SRS da ipometilazione 11p15. A. A 15 giorni di vita; B. A 2mesi. C. A 1 anno. D. A 1 anno e mezzo. E. A 4 anni. Si noti
come la macrocefalia relativa e le bozze frontali siano piu evidenti sottoi 2 anni.

so e lunghezza alla nascita minori. Stu-
di recenti hanno mostrato che non tutti
i bambini affetti sono nati piccoli per
I'eta gestazionale (SGA), in particolare
isoggetti con mUPD7".

Difficolta di alimentazione,
scarsa crescita staturoponderale

A differenza di quanto accade nella
maggior parte dei bambini nati SGA,
nei bambini SRS non si assiste in ge-

86

nere a un catch-up growth. Alla nascita
¢ presente una maggiore compromis-
sione della lunghezza sul peso. A par-
tire dall’anno di vita fino ai 10 anni vi &
una maggiore compromissione del pe-
so sull’altezza. L'insufficienza ponde-
rale ¢ in parte verosimilmente causata
dai numerosi disturbi alimentari (su-
zione debole, inappetenza e problemi
della masticazione) che si riducono
con l'etd’.

11p15 e mUPD7 a confronto

Anomalie fenotipiche tipiche (asim-
metria corporea, macrocefalia relativa,
basso peso alla nascita) si osservano pit
frequentemente nei soggetti con ipome-
tilazione del cromosoma 11. Anche le
malformazioni congenite (cardiache e
genitourinarie) sono piu frequenti in
questo gruppo di pazienti. Un ritardo
del linguaggio ¢ invece piu frequente
nei soggetti con mUPD7 (Tabella )'*".

Medico e Bambino 2/2018



Il punto sulla sindrome di Silver-Russell dopo il primo Consensus internazionale

11p15 E mUPD7 A CONFRONTO

11p15 (%) mUPD7 (%)
Peso alla nascita < -2 SDS 82 70
Asimmetria 68 30
Ritardo del linguaggio 32 67
Mioclonia/distonia 0 15
Bozze frontali 60 60
Clinodattilia 75 45
Sudorazione eccessiva 64 75
Faccia triangolare 59 90
Malformazioni congenite 36 10

Tabella I. Comparazione di alcune manifestazioni cliniche nei pazienti con ipometilazione

11p15 e nei soggetti con mUPD7 (da voce bibliografica 4, modificata).

CRITERI CLINICI DI NETCHINE-HARBISON
PER LA DIAGNOSI DELLA SINDROME DI SILVER-RUSSELL

Criteri clinici

Definizione

SGA (peso e/o lunghezza alla nascita)

< -2 SDS per 'eta gestazionale

Scarsa crescita postnatale

Lunghezza a 24 mesi < -2 SDS
o altezza < -2 SDS dal target genetico

Macrocefalia relativa

Circonferenza cranica alla nascita
= 1,5 SDS rispetto al peso e alla lunghezza

Fronte prominente

Fronte che emerge dal margine del viso vista
secondo il profilo laterale (Figura 2)

Asimmetria corporea

Discrepanza di lunghezza degli arti (LLD)
>0,5cm o < 0,5 cm con asimmetria di altre
due parti del corpo

Inappetenza/disturbi dell’alimentazione
e/o insufficienza ponderale

BMI < -2 SDS a 24 mesi o necessita di
nutrizione enterale tramite SNG o gastrostomia

Tabella II. Diagnosi clinica in presenza di = 4 criteri, improbabile se < 3 criteri (da voce bi-

bliografica 8, modificata).

DIAGNOSI

La diagnosi ¢ clinica e si basa sul
punteggio clinico di Netchine-Harbi-
son 2015 (NH-CSS, Tabella II)®, in
virtu del quale si pone diagnosi in pre-
senza di 4 dei seguenti criteri:

e nati SGA (peso e/o lunghezza alla
nascita < -2 SDS);

e scarsa crescita postnatale con sta-
tura < -2 SDS;

e macrocefalia relativa (circonferen-
za cranica alla nascita che si disco-
sta di almeno +1,5 SDS dal peso e
dalla lunghezza);

e fronte prominente;

e asimmetria corporea (differenza in
lunghezza o in diametro tra i 2 arti
di almeno 0,5 cm);

e difficolta nell’alimentazione o BMI
(Body Mass Index) (< -2 SDS).
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Il punteggio di Netchine-Harbison
¢ piu sensibile (97,9%) rispetto ai pre-
cedenti di Netchine (91,5%) e Birmin-
gham (83,7%) e ha il piu alto valore
predittivo negativo (88,9%)%°. Sebbene
la diagnosi sia clinica, le indagini mo-
lecolari permettono una stratificazio-
ne genotipica in grado di fornire infor-
mazioni aggiuntive riguardo la pro-
gnosi e la gestione. Il fenotipo € estre-
mamente variabile e la diagnosi e dif-
ficile nei bambini piu grandi. Nel so-
spetto clinico vanno chieste le foto dei
primi 3 anni di vita'’. La Figura 3 sin-
tetizza 'algoritmo diagnostico da se-
guire nel sospetto clinico di SRS.

Lo studio di metilazione della regio-
ne H19/1GF2 11p15 ¢ il primo test da
effettuare nel sospetto clinico di SRS
(criteri clinici NH > 3) e va eseguito
mediante metodica MLPA (Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplifica-
tion). Nei casi con valori di metilazio-
ne bordeline su sangue andranno uti-
lizzate metodiche differenti (Southern
blot o pyrosequencing) e andrebbero
testati tessuti differenti (brushing del-
la mucosa buccale o biopsia cutanea).
L’evidenza di una perdita di metilazio-
ne (LOM = Loss Of Methylation) con
un normale CNV (Copy Number Varia-
tion) conferma la causa epigenetica,
mentre una LOM con un’alterazione
CNV suggerisce la presenza di una
microdelezione/duplicazione. In que-
st’ultimo caso andra eseguito lo studio
CNV sui genitori allo scopo di valutare
il rischio di ricorrenza. Nel caso in cui
lo studio di metilazione risulti nella
norma, sara opportuno ricercare la di-
somia del cromosoma 7. Nel caso di
negativita sia del test di metilazione
che di mUPD7, nei casi in cui il so-
spetto clinico sia forte, i passi succes-
sivi saranno rappresentati dall’esecu-
zione dell'indagine genetica su altri
tessuti (in genere brushing della mu-
cosa buccale, biopsia cutanea), array
CGH (Comparative Genomic Hybridi-
zation) e sullo studio dei cromosomi
14 e 20 (Figura 3, TabelleIll e IV)".

Mutazioni a carico dei geni IGF2 e
PLAGI1 sono state recentemente iden-
tificate in pazienti con quadro clinico
di SRS attraverso studi di exome se-
quencing™.

PRINCIPALI PROBLEMATICHE CLINICHE

Ipoglicemia

I bambini con SRS sono a rischio di
ipoglicemia a causa della sproporzione
tra testa e corpo, dellipotrofia musco-
lare, della scarsa massa epatica e del-
I'insufficiente introito calorico causato
dall'inappetenza. Questi fattori incre-
mentano l'uso di carboidrati, riducono
la glicogenosintesi e la gluconeogene-
si. E necessario istruire i genitori a evi-
tare il digiuno prolungato offrendo pa-
sti piccoli e frequenti e a riconoscere i
segni/sintomi di ipoglicemia (irritabi-
lita, pallore, ipersudorazione e tremo-
ri). Informare il pediatra curante del ri-
schio di ipoglicemia e valutare I'oppor-
tunita di somministrare soluzione glu-
cosalina ev in caso di gastroenterite'”.
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A

NORMALE

¥

Se MICROCEFALIA
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elencate in Tabella Il

CONSIDERARE
Studio del cromosoma 7 Normale '— DIAGNOSI
| DIFFERENZIALI
mUPD7 Array-CGH Se MACROCEFALIA
e —— con5|derc1re |e

Studio dei genitori
per il rischio di ricorrenza

Brushing salivare/
biopsia cutanea

ipotesi diagnostiche

UPD14 elencate in Tabella IV

UPD20

UPD16

CDKNI1
IGF2

Figura 3. Flow chart diagnostica nel sospetto di SRS. Lo studio di metilazione della regione 11p15 ¢ il primo test da effettuare nell’ipotesi clinica di SRS
e va eseguito mediante metodica MLPA o Southern blot. Nei casi con valori di metilazione bordeline andranno effettuate metodiche differenti e andranno
testati tessuti differenti. L'evidenza di una perdita di metilazione (LOM = Loss Of Methylation) con un normale Copy Number Variation (CNV)conferma
la natura epigenetica, mentre una LOM con un’alterazione CNV suggerisce la presenza di una microdelezionelduplicazione. Questi casi necessitano di
essere ben definiti attraverso cariotipo, FISH o array-CGH. Valori borderline in un singolo tessuto necessitano lo studio di altri tessuti o l'uso di altre
metodiche incluso SNP-array. I casi con normale pattern di metilazione 11p15 dovranno essere testati per mUPD7 (da voce bibliografica 10, modificata).

Alimentazione

Difficolta alimentari sono descritte
nel 65% dei pazienti. Il problema princi-
pale dei primi anni di vita é assicurare
un apporto calorico adeguato all’eta.
Nel 20% dei casi € necessaria 'alimen-
tazione tramite sondino nasogastrico
(SNG) o tramite gastrostomia. Molto
frequente € 'uso di integratori alimen-
tari tipo Fantomalt.

Sembra che un rapido catch-up
del peso nei bambini nati SGA pos-
sa associarsi a un aumentato rischio
di obesita e problemi cardiovasco-
lari, per cui bisogna evitare un ec-
cessivo introito calorico (errore co-
mune nei bambini con SNG o ga-
strostomia)'. | bambini SRS hanno una
composizione corporea caratterizzata da
scarsa massa muscolare e una pil ele-
vata percentuale di massa grassa rispet-
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to alla popolazione generale. Il target
per i bambini di eta compresa tra 2 e 4
anni pre-avvio di terapia con ormone
della crescita (GH) € un BMI compreso
tra 12-14 kg/m?® o un peso per altezza
(weight-for-height) pari al 75-85% del pe-
so al 50° centile per altezza/lunghezza.

Nei bambini di eta maggiore di 4 anni
il BMI ideale dipende dalla percentuale
di massa muscolare. In generale nei
bambini 11p15 con scarsa massa musco-
lare e asimmetria corporea il BMI ideale
€ 11-12 kg/m® Nei gruppo mUPD7 il
BMlI ideale ¢ di circa 14-15 kg/m?

Bassa statura

La statura definitiva media in assenza
di terapia con ormone della crescita ¢ di
151,8 +/- 7,8 cm nel maschio e di 139,9
+/- 9 cm nel sesso femminile, pari a -
3,6/-4 SDS dalla norma. La terapia con

GH migliora la prognosi staturale
¥ Lormone della crescita risulta effica-
ce anche sull'incremento di massa ma-
gra, sul trofismo muscolare, nel ridurre
il rischio di ipoglicemia e sull'incremen-
to di appetito (Box 1).

I fattori correlati alla risposta alla te-
rapia sono l'eta e l'altezza del bambino
all’avvio (entrambi con rapporto inver-
samente proporzionale). Va sottolinea-
to che i bambini 11p15 hanno valori di
IGF1 basali piu elevati rispetto al gruppo
mUPD?7 e ai bambini SGA. L'elevato va-
lore di IGF1 nel gruppo 11p15 sembre-
rebbe correlato a una resistenza a IGF1.

Eta ossea e puberta

Nei primi anni di vita & possibile os-
servare un ritardo dell’eta ossea. Al con-
trario trai 7-8 anni si puo assistere a una
accelerazione della velocita di crescita

Medico e Bambino 2/2018



Il punto sulla sindrome di Silver-Russell dopo il primo Consensus internazionale

DIAGNOSI DIFFERENZIALE CON SINDROMI ASSOCIATE A MICROCEFALIA

Sindrome di Bloom
OMIM #210900

Autosomica recessiva (AR) gene RECQL3 15926
Naso prominente, teleangectasie, aree di ipo-/
iper-pigmentazione cutanea, rischio di tumori, deficit di Ig

Sindrome di Nijmegen
OMIM #251260

AR gene NBS1

Microcefalia, rischio di tumori, naso lungo, orecchie grandi,
mandibola sfuggente, macchie caffelatte, ipogonadismo,
ipospadia

MOPDII (Osteodysplastic
Primordial Dwarfism type i)
OMIM #210720

AR gene PCNT

Nanismo mesomelico, microcefalia, displasia ossea
metafisaria, insulino-resistenza, voce nasale e acuta,
anomalie dei vasi cerebrali, stenosi tracheale subglottica

Sindrome di Meier-Gorlin
OMIM #224690, #613800,
#613803, #613804,
#613805

AR geni ORC1,0RC4, ORC6, CDT1, CDC6
Enfisema polmonare, aplasia patellare, ipoplasia
mammaria, naso a becco, bocca piccola con labbra
carnose

Mutazioni IGFTR
OMIM #147370, #612626

Autosomica dominante (AD) gene IGF1R, 10q24.32
Petto escavato, dita corte, clinodattilia, ritardo motorio
e del linguaggio, ansia/agitazione, livelli di IGF1
aumentati o normali, livelli di GH aumentati o normali

Tabella Il

DIAGNOSI DIFFERENZIALE CON SINDROMI CARATTERIZZATE DA
SCARSA CRESCITA INTRAUTERINA/NATI PICCOLI PER ETA GESTAZIONALE
ASSOCIATE A NORMO/MACROCEFALIA

Sindrome 3M
OMIM #273750, #612921,
#614205

Autosomica recessiva (AR) geni CUL7, OBSL1, CCDC8
Sopracciglia folte, punta tonda del naso, filtro naso-labiale
lungo, bocca e labbra sporgenti, deformita del petto,
iperlordosi, diplasia dell’anca, tallone prominente, addome
globoso, collo corto e tozzo, deformita dello sterno

e del torace

Nanismo di Mulibrey
OMIM #253250

AR gene TRIM37

Scafocefalia, telecanto, radice del naso bassa,
yellowish dots retina, voce acuta, epatomegalia,

nevi flammei, displasia fibrosa ossea

Caratteristiche radiologiche: ossa lunghe con corteccia
spessa e canali midollari softili, sella turcica a J

Sindrome SHORT
OMIM #269880

Autosomica dominante (AD) gene PIK3R1

Cute sottile, secca e corrugata con aspetto vecchieggiante
(progeroide), viso triangolare, fronte prominente,
enoftalmo, naso con punta stretta e ali assottigliate,
orecchie sporgenti, iperlassita, ernia inguinale, ipoacusia
neurosensoriale, insulino-resistenza, nefrocalcinosi,
lipodistrofia

Sindrome di Floating Harbor

Sporadica o AD gene SRCAP

OMIM #136140 Bocca sottile con filtro naso labiale corto e piatto,
naso prominente, occhi infossati.
Ritardo del linguaggio, ritardo significativo dell’eta
ossea, possibile associazione con angioma sulla glabella,
celiachia, anomalie cardiache e genitourinarie
Tabella IV

E in corso un t7ial clinico controllato

e dell’eta ossea, soprattutto nei bambini
ipernutriti con SNG o gastrostomia. Lo
sviluppo puberale avviene in genere in
epoca fisiologica, anche se € possibile
osservare una puberta anticipata soprat-
tutto nei soggetti mUPD7**". Un rapi-
do incremento del BMI si associa a
un rischio maggiore di pubarca pre-
coce e di puberta precoce.
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volto a valutare I'efficacia dell’anastrazo-
lo (inibitore dell’aromatasi di terza ge-
nerazione) sul miglioramento della pro-
gnosi staturale nei soggetti con adrenar-
ca precoce e avanzamento dell’eta os-
sea. [l meccanismo di azione degli inibi-
tori dell’aromatasi consiste nell’inibizio-
ne della conversione di androgeni in

Box 1 - TERAPIA
CON L'ORMONE DELLA CRESCITA

e Al momento non esiste un’indicazione
specifica per la patologia, ma vanno
seguite le indicazioni per i bambini
nati piccoli per I'etd gestazionale con
mancato catch-up growth (altezza in-
feriore/uguale a -2,5 SDS a 2-4 an-
ni). Va presa in considerazione (richi-
esta alla Commissione regionale) la
possibilita di avviare la terapia con
ormone della crescita (GH) prima dei
2-4 anni in caso di severa malnu-
trizione o di ipoglicemia.

¢ la terapia, come riportato nel Consen-
sus, va avviata alla dose di 0,035 mg
- 0,060 mg/kg/die (in ltalia la nota
AIFA prevede una dose di 0,035
mg/kg/die) e andrebbe continuata fi-
no al raggiungimento della statura de-
finitiva.

e Non & necessario effettuare fest da sti-
molo per valutare la secrezione GH
prima di avviare la terapia.

e Valutare i livelli di IGF1 e IGFBP3 al-
meno 1 volta all’anno nei bambini in
terapia con GH.

estrogeni, responsabili della chiusura
delle cartilagini articolari. Al momento
T'utilizzo di tali farmaci non € approvato
in Italia per questa patologia™*.

Otorinolaringoiatria

Le tube di Eustachio presentano
una lunghezza inferiore alla norma. Ta-
le anomalia anatomica pone a rischio
di otiti ricorrenti e di ipoacusia tra-
smissiva. Circa il 36% dei pazienti ne-
cessita di un drenaggio timpanico per
ridurre il rischio di infezioni (Tabella
V)". In circa il 15% dei casi € possibile
osservare un’ipoacusia sia di tipo tra-
smissivo e/o neurosensoriale’.

Sono inoltre segnalati disturbi del
sonno (russamenti, apnee). Nei sog-
getti con questi sintomi si consiglia di
eseguire una valutazione otorinolarin-
goiatrica/polisonnografica®.

Eta adulta

Alterazioni del metabolismo glucidi-
co/lipidico e osseo sono segnalate in
eta adulta: ipercolesterolemia, diabete,
obesita, osteopenia, insufficienza gona-
dica®.

Aspetto cognitivo/scolastico

Circa il 48% dei soggetti presenta di-
sturbi del linguaggio®. Nei bambini con
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TRATTAMENTI MEDICI COMUNI
IN SOGGETTI CON SINDROME
DI SILVER-RUSSELL
Drenaggio timpanico 36%
SNG e/o gastrostomia 58%
Ciproeptadina 62%
Ormone della crescita 88%
Nissen 19%
Piloroplastica 10%
Logopedia 68%
Terapia occupazionale 76%

o fisioterapia

Tabella V. Da voce bibliografica 7, modificata.

MESSAGGI CHIAVE

(1 Pensare sempre alla sindrome di Sil-
ver-Russell (SRS) nel bambino nato pic-
colo per eta gestazionale con bassa
statura, macrocefalia, asimmetria cor-
porea, difficolta di alimentazione.

(1 Assicurare un introito calorico ade-
guato all’etd evitando un rapido ed ec-
cessivo catch-up growth, che si associa
ad accelerazione dell’etd ossea.

(1 Prendere in considerazione |'avvio
della terapia con GH in tutti i bambini
con statura inferiore/uguale a -2,5
SDS a 2-4 anni o prima se in presenza
di ipoglicemia/malnutrizione severa
previa richiesta di autorizzazione alla
Commissione regionale.

(1 Controllare lo sviluppo puberale per
il rischio di puberta precoce.

(1 Valutare il metabolismo glucidico, li-
pidico e la mineralizzazione ossea nel-
I'adulto.

mUPD?7 sono descritti casi di mioclonia,
la cui patogenesi e correlata alla perdita
del gene epsilon-sarcoglicano localizza-
to sul cromosoma 7q21%%, 1l ritardo
motorio descritto in questi pazienti &
dovuto alla disproporzione tra la testa
grande e la scarsa massa muscolare,
che rende difficili la deambulazione e
un precoce controllo del capo. A cio si
aggiunge il fatto che la bassa statura fa
si che questi bambini vengano trattati
come piu piccoli dei coetanei e rende,
almeno nei piccoli, pericolosa I'attivita
sportiva, tutti fattori che contribuiscono
a un ritardo motorio.

Il palato ogivale stretto tende ad ap-
piattire la tuba di Eustachio e causare
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infezioni frequenti, con rischio di ipoa-
cusia trasmissiva che contribuisce al ri-
tardo del linguaggio. Una percentuale
significativa presenta un’insufficienza
velopalatina, altro fattore responsabile
del ritardo del linguaggio’.

Altri fattori responsabili di un ritar-
do globale dello sviluppo nei soggetti
con SRS sono:
¢ nei soggetti con mUPD?7 la mancata

espressione del gene FOXP2 espres-

so sul cromosoma paterno, coinvolto
nella regolazione della prassia moto-
ria e del linguaggio®.

¢ ipoglicemia; € nota I'esistenza di una
stretta correlazione tra ipoglicemia
severa e ritardo psicomotorio®.

E importante eseguire una valu-
tazione cognitiva in eta prescolare
in tutti i bambini, e in particolare
nel gruppo mUPD7.

Oculistica

Alcuni studi recenti hanno segnala-
to alterazioni dell’acuita visiva, vizi re-
frattivi, microftalmia e ipoplasia del
nervo ottico. E stato inoltre segnalato
un aumentato rischio di anisometropia
(differenza > 1 diottria tra i due occhi,
con rischio elevato di ambliopia) e
un’asimmetria di dimensione dei due
dischi ottici, a indicare come I'asimme-
tria del viso possa essere parallela ad
asimmetrie morfologiche dell’occhio®.

Ortopedia
Dismetria degli arti, scoliosi e di-
splasia dell’anca sono frequenti.
Eseguire valutazioni ortopediche pe-
riodiche nei bambini con questi proble-
mi, soprattutto durante terapia con
GHY™.

Aspetto maxillofacciale

Microdonzia, ritardo della dentizio-
ne, affollamento dentario, micrognazia,
asimmetria del viso, palato stretto ren-
dono spesso necessario l'intervento
dello stomatologo/chirurgo maxillofa-
ciale®,

Altro

Un’ipersudorazione notturna € un
sintomo comune in molti soggetti con
SRS, cosi come la presenza di macchie

caffelatte. Vengono riportate, soprat-
tutto nel gruppo 11p15, anomalie rena-
li/genitourinarie (criptorchidismo, ipo-
spadia, sindrome di Rokitansky) e car-
diopatie congenite®.

NON E TUTTO SILVER QUELLO CHE
LUCCICA...

La diagnosi differenziale a volte € in-
sidiosa e va posta con le sindromi elen-
cate nelle Tabelle Ille IV. Particolare
attenzione va posta sulla sindromi ca-
ratterizzate da fragilita cromosomica
(sindrome di Bloom, sindrome di Nij-
megen), in cui la terapia con GH € con-
troindicata’.
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Capitolo 2: Storia Naturale e dati in eta adulta

Il secondo capitolo viene introdotto dalla foto di alcuni dei nostri pazienti adulti, con la partecipazione
dei quali abbiamo potuto realizzare I'articolo riportato di seguito sulle manifestazioni cliniche e il

profilo metabolico in eta adulta.




CLINICAL RESEARCH ARTICLE

Clinical Manifestations and Metabolic Outcomes of
Seven Adults With Silver-Russell Syndrome

Giuseppa Patti," Marta Giaccardi," Valeria Capra,® Flavia Napoli,"
Giuliana Cangemi,® Sara Notarnicola,’ Sara Guzzetti,* Silvia Russo,”
Mohamad Maghnie," and Natascia Di lorgi'

'Department of Pediatrics, Istituto Giannina Gaslini, University of Genova, 16147 Genova, ltaly;
2Department of Neurogenetics, Istituto Giannina Gaslini, 16147 Genova, ltaly; *Department of Clinical
Pathology Laboratory, Istituto Giannina Gaslini, 16147 Genova, ltaly; and *Cytogenetic and Molecular
Genetics Laboratory, Istituto Auxologico Italiano, 20135 Milano, Italy

Context: There is little information on the long-term natural history of Silver-Russell syndrome (SRS).
Objective: To describe the phenotypes and metabolic status in adults with SRS.
Design: Clinical and metabolic evaluations in adults with a molecular diagnosis of SRS.

Participants: Seven patients (aged 18 to 46 years; mean age, 26.9 years) were studied. Two had
chromosome 7 maternal uniparental disomy, three had 11p15 loss of methylation, and two had
11p15 duplication.

Setting: Single tertiary university center.

Main Outcome Measures: Netchine-Harbison (NH) clinical score, oral glucose tolerance test, lipid
profiles, bone mineral density (BMD; lumbar spine at L1 to L4 and total body), lean body mass (LBM),
absolute fat mass (kg), fat mass percentage, fat mass index (FMI), and trunk/limb fat ratio were
evaluated.

Results: The NH score declined in all but two patients during adulthood, and all patients but one
displayed relative macrocephaly. Two patients were underweight, four patients had a normal body
mass index, and one was obese. Two patients had glucose intolerance and hyperinsulinemia; two
showed a high total cholesterol level with low high-density lipoprotein (HDL) cholesterol levels.
BMD was within the normal range, whereas a high fat mass percentage, FMI, and trunk/limb fat
ratio and a low LBM were found. The trunk/limb fat ratio showed an inverse relation with HDL
cholesterol levels.

Conclusions: The diagnosis of SRS seems to be reliable in adults, although some clinical signs become
less pronounced with age. Glucose, lipids, and body composition should be monitored over time.
(J Clin Endocrinol Metab 103: 2225-2233, 2018)

ilver-Russell syndrome (SRS) is a heterogeneous
S syndrome characterized by severe intrauterine and
postnatal growth retardation and typical dysmorphic
features; it has an incidence between 1 in 70,000 and 1
in 100,000 live births (1). The most common genetic
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abnormalities are 11p15 ICR1 loss of methylation
(11p15, LOM) and maternal uniparental disomy of
chromosome 7 (mUPD7), which occur in 30% to 60%
and 5% to 10% of cases, respectively (2); single cases carry
other chromosome abnormalities, including duplications

Abbreviations: BMD, bone mineral density; BMI, body mass index; DXA, dual-energy x-ray
absorptiometry; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FMI, fat mass index; GH,
growth hormone; HDL, high-density lipoprotein; IUGR, intrauterine growth restriction;
LBM, lean body mass; LMI, lean mass index; LOM, loss of methylation; NH, Netchine-
Harbison; SD, standard deviation; SGA, small for gestational age; SRS, Silver-
Russell syndrome.
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of maternal 11p15 material (3, 4). In a substantial
proportion of patients (40%), the molecular cause re-
mains unknown, and SRS remains primarily a clinical
diagnosis based on the Netchine-Harbison (NH) scoring
system (2, 5). Indeed, a targeted next-generation se-
quencing approach in patients referred for SRS testing
increases the mutation rate as well as other diagnoses
overlapping SRS (6-9).

The management of children with SRS requires a
multidisciplinary approach. Specific issues include body
asymmetry, failure to thrive and growth failure, se-
vere feeding difficulties, gastrointestinal problems, hy-
poglycemia, motor and speech delay, and psychosocial
challenges (2). Indeed, there is little information on the
long-term natural history of SRS, changes in clinical
phenotype, and metabolic consequences in adulthood
(10-13). On the other hand, it is well recognized that
being small for gestational age (SGA) at birth increases
the risk for metabolic concerns in adulthood (12, 14).
Hypertension, dilated cardiomyopathy, and type 2 di-
abetes mellitus have been reported in a few cases (10-13).

Here, we report the phenotypes and the metabolic
assessment of seven adult Italian patients with a clini-
cal diagnosis of SRS, confirmed by molecular genetic
analysis.

Methods

The study group comprised seven patients with a mean age [+
standard deviation (SD)] of 26.9 = 9.1 years (range, 18 to 46
years) who were voluntarily recruited by the Italian Association
of Silver Russell Syndrome (AISRS Onlus).

Birth data were obtained from available hospital records.
Clinical score was evaluated according to the NH scoring
system (2). According to the latter, macrocephaly was defined as
an occipital-frontal circumference = 1.5 SD above weight and/
or height (2, 5). Each patient was examined by the same two
pediatric endocrinologists (G.P. and N.D.) with experience in
the field of SRS. Height was measured to the nearest 0.1 cm
(Harpenden stadiometer), weight to the nearest 0.1 kg
(TANITA Corporation, Tokyo, Japan). Waist circumference
was evaluated midway between the lower margin of the
lowest rib and the upper margin of the iliac crest at the end
of a normal expiration. A standard 2-hour oral glucose
tolerance test was administered by using a 1.75-g/kg glucose
load. Bone mineral density (BMD; lumbar spine at L1 to L4,
total body, femoral neck), lean body mass (LBM, in kg),
and fat body mass expressed as percentage, fat mass index
(FMI, in kg/m?) and trunk fat/limb fat ratio were measured
by dual-energy x-ray absorptiometry (DXA; Lunar Prod-
igy, version 13, GE Healthcare, Madison, WI). Quality
control was performed daily. Data for body composition
were compared with published normative data (15, 16).

To compare our patients with short healthy controls, we
examined the body composition data for the shortest healthy
young adults (six males and five females; mean age, 17 years)
available in our DXA institutional database (mean height,
151.6 = 3.3 cm in females and 159.8 = 2.4 cm in males).

Phenotypes and Metabolic Profiles of Adult Patients With SRS

J Clin Endocrinol Metab, June 2018, 103(6):2225-2233

After 15 minutes of rest, diastolic and systolic blood
pressure were measured in the sitting position, using the
nondominant arm, with an automatic device (Carescape,
Dinamap technology Vital Signs 100, GE Healthcare). Fasting
levels of total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)
cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol, and tri-
glycerides were measured by using a homogeneous enzymatic
colorimetric assay (Roche, Milan, Italy). Bone-specific alkaline
phosphatase cross-linked carboxy-terminal telopeptide of type
1 collagen were analyzed by using two enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) kits (METRA BAP ELISA Kkit;
Quidel Corp., San Diego, CA) and (Serum Crosslaps; Im-
munodiagnostics System, Frankfurt, Germany) both autom-
atized on a DSX automated ELISA processing system (Dynex
Technologies; Technogenetics, Milan, Italy). Vitamin 25(OH)
D (ng/mL) and parathyroid hormone (pg/mL) were determined
by using chemiluminescence (Roche); adiponectin (ng/dL) was
measured by using an ELISA kit (total human adiponectin
ELISA; Teco Medical Group, Sissach, Switzerland) on a DSX
automated ELISA processing system (Dynex Technologies;
Technogenetics). Hormonal parameters were evaluated by
chemiluminescent assay (Roche). Criteria for metabolic syn-
drome were defined according to the National Cholesterol
Education Program (17) in presence of at least three of the
following risk factors: waist circumference = 88 cm in women
and = 102 cm in men; triglycerides = 150 mg/dL; HDL
cholesterol < 50 mg/dL in women and < 40 mg/dL in men;
fasting glucose = 100 mg/dL; systolic blood pressure =
130 mm Hg or diastolic blood pressure = 85 mm Hg.

Written informed consent was obtained from all partici-
pants, and permission was authorized for the publication of
their photographs.

Patients

Patient 1

This female patient was born to healthy parents and was
normally delivered at 39 weeks of gestation. Birth weight
was 2500 g (—1.76 SD) (18), length was 46 cm (—1.77 SD),
and occipito-frontal circumference was 35 cm (+0.96 SD).
Because of growth impairment, feeding difficulty, and poor
weight gain with distinctive craniofacial features (Fig. 1),
SRS was hypothesized at the age of 3 months. Molecular
analysis revealed mUPD7. Her development was normal,
and she met all developmental milestones at the appropriate
times. During childhood, she had a dental brace tailored
because of crowded teeth, and she experienced tics during
school age. Because her height was always above —2.5 SD
(19) (—2.1SD from 2 to 6 years and —1.9 from 7 to 9 years
according to available measurements obtained from clinical
records), no growth hormone (GH) therapy was started.
She experienced menarche at 13 years of age, with a sub-
sequently regular menstrual cycle.

At age 21 years, she is a medical student, has a good
social life, and practices ballet three times a week. Last
examination revealed a weight of 38.4 kg, height of
153.7 cm (— 1.4 SD), body mass index (BMI) of 16.3 kg/m?*
(—2.8 SD), and an occipital-frontal circumference of
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Figure 1. Patient 1 at ages (a) 1y, (b) 2y, and (c) 16 y. Note that the clinical manifestations

are less obvious with age.

53.5 ecm (—0.5 SD), with a relative macrocephaly (Table 1).
A slightly triangular face and a prominent forehead were
evident; she has micrognathia and comparatively large
teeth. She also has clinodactyly of her fifth finger and
wears glasses owing to myopia.

Patient 2
This male patient was a second child, born after 38 weeks
of gestation via vaginal delivery. His birth weight was 2000 g

https://academic.oup.com/jcem 2227

(—3.0 SD), birth length was 43 cm
(—=3.15 SD), and occipital-frontal cir-
cumference was 33 cm (—1.2 SD).

He displayed failure to thrive and
feeding difficulties since the first months
of life, leading to nutritional support
via a nasogastric tube until age 8 years.
At age 2 years, he had an episode of
symptomatic fasting hypoglycemia. He
had a mild motor delay and was not
able to walk alone until 2.5 years of age.

His cognitive development was good,
and he never had any difficulties at school. He obtained
a diploma as a qualified accountant. He has a busy so-
cial life, enjoys relatively good health, and works as a
municipal employee. At the last evaluation, at 27 years
of age, his height was 150.9 ¢cm (—3.6 SD)—with a
sitting height of 82.8 cm (—3.2 SD) and a sitting height/
height ratio of 0.54 (+2 SD) (20)—and his weight was
43.3 kg, with a BMI of 18.9 kg/m” (—2 SD). The clinical
examination documented relative macrocephaly, with a

Table 1. Clinical Characteristics and Body Composition of Seven Adults With SRS

Characteristic Patient 1  Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7
Age, y 21 26 25 46 29 18 23
Molecular findings mUPD7 mUPD7 11p15LOM  11p15LOM  11p15LOM 11 duplication 11 duplication
Sex Female Male Female Female Female Male Female
Gestational age, wk 39 38 39 41 40 31 32
Birth weight SD -1.8 -3 —-3.2 -2.7 —-35 -3 -2.2
Birth length SD -1.77 —3.15 —4.2 Unknown -4.6 Unknown Unknown
Height, cm 153.7 150.9 137.5 149.5 136.7 141.2 145.3
Height SD -1.4 —-3.6 —4,1 -2.1 —4.3 -5 —2.8
SH SD -1.8 —-3.2 —4.2 -2.6 —42 —-4.6 -2.9
SH/H 0.53 0.54 0.54 0.53 0.55 0.55 0.54
Occipito-frontal -0.5 2.3 -1,2 -0.5 0.5 1.4 -1.9
circumference SD
BMI SD -2.8 -2 2.5 0.3 -1.7 0 —-0.6
Fat mass, kg 9.5 12.8 33.1 22.3 10.7 15.1 17.5
Fat mass, %° 26 31 55.1 457 31 36.6 415
FM, kg/m?® 4 5.6 17.4 10 5.7 7.6 8.5
Trunk fat, g 3588 7515 15,466 8929 4401 7841 8231
Limb fat, g 14,356 4340 16,900 12,700 5642 6446 8593
Trunk/limb fat ratio® 0.24 1.73 0.91 0.7 0.78 1.2 0.95
Lean mass, kgd 27 28.5 26.3 26.6 21.7 26.2 24.6
BMD
L1-L4 Z-score 1.2 0.7 0.7 -0.9 1.1 -2 0.1
L1-L4, g/cm2 1.234 1.191 1.261 0.980 1.185 0.943 1.131
TB Z-score 1 -0.1 1 -0.5 1.5 -1.8 0.1
TB, g/cm2 1.060 1.036 1.261 0.872 1.093 0.981 1.053
Left hip Z-score 1.1 0.6 1.6 -0.5 -04 0.7
Left hip, g/cm? 1.060 1.074 1.179 0.872 0.865 1.020

Abbreviations: FM, fat mass; H, height; SH, sitting height; TB, total body.

?Mean value of fat mass percentage calculated according to Imboden et al. (15): women: age 20-29y, 31.4% = 8.5%; age 40-49y, 39.2 = 9.7; men: age

20-29y, 21.1%= 8.3.

5Mean FMI value according to Imboden et al. (16): women: age 20-29y, 7.6 = 3.6 kg/m?; age 40-49y, 11 = 5.1 kg/m?; men: age 20-29y, 5.6 = 3 kg/m?.
“Mean value of trunk/limb ratio calculated according to Imboden et al. (15): women: age 20-29y, 0.96 * 0.25; age 40-49y, 1.12 = 0.39; men: age

20-29y, 1.24 = 0.29.

9Mean lean mass calculated according to Imboden et al. (16): women: age 20-29y, 43 = 6.1 kg; age 40-49y, 42.9 * 7 kg; men: age 20-29y, 65 = 11kg.
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head occipital-frontal circumference of 57.3 cm (+2.3
SD). He had normal pubertal development with a bi-
lateral testicular volume of 15 mL. He also had clino-
dactyly of the fifth finger, and no body asymmetry was
observed. He has experienced excessive sweating since
the first months of life. Molecular tests revealed mUPD7.

Patient 3

This female patient was born at 39 weeks of gestation.
Her birth weight was 1850 g (—3.2 SD), birth length was
40 cm (—4.2 SD), and occipital-frontal circumference
was 34 cm (+0.12 SD), with relative macrocephaly. In her
first years of life, she displayed feeding difficulties and
failure to thrive. From age 6 years onward, however, she
has been overweight. She had menarche at age 11 years,
followed by regular menses. She also displayed chronic
otitis media in childhood and cholesteatoma in the left ear
at age 14 years.

At last evaluation at age 25 years, her height was
137.5 cm (—4.1 SD), sitting height was 74.7 cm (—4.2
SD)—with a sitting height/height ratio of 0.54 (+1 SD)—
and weight was 61 kg, with a BMI of 32.3 kg/m?* (+2.5
SD). She also had relative macrocephaly, with an
occipital-frontal circumference of 52.5 cm (—1.2 SD),
fifth-finger clinodactyly, and body asymmetry (leg length
discrepancy of 1.5 cm; arm and facial asymmetry). Her
facial appearance is shown in Fig. 2. Her neuro-
psychological development was normal, and she recently
graduated as a social worker. Molecular tests were
performed at age 24 years and showed 11p15 LOM.

Patient 4

After an uncomplicated pregnancy, this female pa-
tient was born in 1970 after 41 weeks of gestation by
natural delivery and had a birth weight of 2300 g (—2.7
SD). Data on length and occipito-frontal circumference,
as well as on clinical outcome at birth, are lacking.
However, her parents reported that she was born SGA in
terms of both weight and length and had relative
macrocephaly.
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In the first months of life, she had feeding difficulties
and failure to thrive. Her cognitive development was
normal. As a child, she enjoyed relatively good health.
Since leaving school, she has worked as a post office
employee. At age 40 years, she had a son, who is currently
6 years old and in good health. Her pregnancy was
characterized by cervical incompetence. She experienced
menopause at age 44 years. The patient has experienced
significant dental overcrowding and misalignment, re-
quiring orthodontic treatment and multiple tooth ex-
tractions. Methylation study revealed 11p15 LOM.

At the time of examination, the patient was
46 years old and 149.5 c¢m tall (=2.1 SD). Her BMI was
23 kg/m? (+0.3 SD), and her occipito-frontal circum-
ference was 53.5 cm (—0.5 SD) (Table 1). She had leg
length and arm asymmetry. She reports eating normal-
sized adult portions and having difficulty maintaining
her weight.

Patient 5

This female patient was born to healthy non-
consanguineous parents at 40 weeks of gestational age.
Her birth weight was 1850 g (—3.5 SD), her birth length
was 40 cm (—4.6 SD), and relative macrocephaly was
documented at birth. Poor fetal growth was first noted in
the 30th week of gestation.

She had severe feeding difficulties during the first years
of life. However, a nasogastric tube for feeding was not
inserted. Because of her short stature, GH therapy was
started when she was age 7 years and was continued until
she was age 9 years. She experienced precocious pu-
berty with menarche at age 9 years, and gonadotropin-
releasing hormone analog treatment was performed from
age 9 to 10 years.

She had significant dental overcrowding and mis-
alignment, which led to orthodontic treatment and
multiple teeth extractions. Micrognathia was also pro-
nounced. She graduated with a degree in sports science
and is now working in a call center as an operator. She
had a miscarriage at 10 weeks of pregnancy at age
29 years. Molecular analysis performed
at age 24 years showed 11p15 LOM.

At the last evaluation, at age
29 years, her height was 136.7 cm
(—=4.3 SD), her BMI was 18.2 kg/m*
(—1.7 SD), she had persistent relative
macrocephaly, and her head circum-
ference was +0.5 SD (Table 1). She had
leg length, foot, and facial asymmetry.

Patient 6

el .
Figure 2. Patient 3 atages(a) 1y, (b) 2y, and (c) 24 y.

This male patient was prematurely

born at the 31st gestational week via
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cesarean delivery due to intrauterine growth restriction
(TUGR), oligohydramnios, and fetal distress. At birth,
he was SGA and displayed relative macrocephaly and
the typical clinical manifestations of SRS, including a
prominent forehead, a triangular face, low-set ears, and
fifth-digit clinodactyly. No body asymmetry was ob-
served. Developmental milestones were delayed (he
walked at 2.5 years of age and pronounced his first words
at 3 years of age). Molecular analysis showed a mater-
nally inherited duplication of chromosome 11p15. GH
therapy was started at age 7 years and was withdrawn at
age 11 years because of glucose intolerance. He cur-
rently displays selective mutism and mild cognitive de-
lay, and he is assisted by a teaching-support specialist.
On last physical examination at age 18 years, his height
was 141.2 cm (=5 SD), weight was 42.5 kg, BMI was
21.3 kg/m? (0 SD), and occipito-frontal circumference
was 56.5 cm (+1.4 SD) (Table 1). He wears glasses
because of astigmatism.

Patient 7

This female patient was born prematurely (at 32 weeks
of gestational age) by cesarean delivery. Her birth weight
was 950 g (—2.2 SD). Although her birth length and
occipito-frontal circumference were not available, a
measurement compatible with macrocephaly was re-
ported at ages 1 to 3 years. She had menarche at age 11
years, followed by regular menses.

She has an ectopic kidney, incidentally detected by
abdominal ultrasonography. She has had two preg-
nancies characterized by cervical incompetence: In the
28th week of her first pregnancy, she delivered a still-
born baby; in her second pregnancy she delivered in the
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24th week, and the baby died after a few hours. Mo-
lecular tests performed in adulthood revealed a dupli-
cation of chromosome 11. Current examination, at age
23 years, revealed a weight of 43.5 kg, height of
145.3 cm (—2.8 SD), BMI of 20.6 kg/m? (-0.6 SD), and
an occipito-frontal circumference of 51.5 cm (—1.9 SD)
(Table 1).

Results

NH clinical score

The clinical diagnosis was confirmed by molecular
genetic analysis: three patients had 11p15 LOM, two had
mUPD7, and two had 11p15 duplication.

Clinical characteristics and body composition of the
patients are listed in Table 1. All patients but one were born
SGA (mean birth weight, —2.76 SD = 0.6; mean birth
length, —3.43 SD * 1.2). Body asymmetry was found in
patients with 11p15 LOM (patients 3, 4, and 5) (Table 2).

At the time of diagnosis, all patients showed typical
facial features of SRS: frontal bosses, relative macro-
cephaly, triangular facies, and micrognathia. Mean adult
height was —3.3 SD = 1.2, and only two patients (pa-
tients 5 and 6) received short-term GH therapy. One
patient (patient 5) developed precocious puberty. Two
women (patients 4 and 7) who had a pregnancy had
cervical incompetence requiring cerclage. The NH clin-
ical score declined in all but two of the seven patients
during adulthood (Table 2). Two patients (patients 1 and
2), both mUPD7, were still underweight, four patients
had a normal BMI, and one was obese; patient 6 had a
cognitive delay. All patients but one displayed relative
macrocephaly in adulthood.

Table 2. Childhood and Adulthood NH Scores and Molecular Findings in Seven Patients With SRS

Variable? Patient 1 Patient 2 Patient3 Patient4 Patient5 Patient 6 Patient 7
NH score in childhood
SGA X X X X X X
Postnatal growth failure X X X X X X X
Relative macrocephaly at birth X X X X X X X
Protruding forehead X X X X X X X
Body asymmetry X X X
Feeding difficulties and/or low BMI X X X X X X X
Total (n) 4 5 6 6 6 5 5
NH score in adulthood
SGA X X X X X X
Postnatal growth failure X X X X X X X
Relative macrocephaly at birth X X X X X X X
Protruding forehead X X X X X X X
Body asymmetry X X X
Feeding difficulties and/or low BMI X X
Total (n) 4 5 5 5 5 4 4
Molecular findings mUPD7  mUPD7 11p15LOM 11p15LOM 11p15 LOM 11 duplication 11 duplication

?(1) SGA: birth weight and/or birth length = —2 SD, (2) postnatal growth failure, (3) relative macrocephaly at birth (head circumference = 1.5 SD for birth
weight and length), (4) protruding forehead, (5) body asymmetry, (6) feeding difficulties and/or low BMI (=—2 SD).
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Metabolic and body composition findings

Oral glucose tolerance testing showed glucose intolerance
and hyperinsulinemia in two patients (Table 3). Two pa-
tients (patients 2 and 4) showed high total cholesterol levels
with low HDL cholesterol levels. The obese patient (patient
3) had high waist/hip and waist/height ratios (21, 22). All
patients showed normal triglyceride levels and blood pres-
sure (23) (Table 4). None of our patients satisfied the criteria
for metabolic syndrome. Bone turnover markers and cal-
ciotropic hormonal parameters (vitamin D, parathyroid
hormone) are listed in Supplemental Table 1. Type 1 col-
lagen values were higher in males compared with the ref-
erence values. BMD was within the normal range (mean
Z-score for L1 to L4,0.1 = 1.2; mean Z-score for total body,
0.44 = 0.9). A high body fat mass percentage (mean,
382% = 10.2%; range, 26% to 55.7%), FMI (mean,
8.37 + 4.47 kg/m?; range, 4.0 to 17.48 kg/m?), and trunk/
limb fat ratio (mean, 0.93 * 0.45; range, 0.24 to 1.73) and a
low LBM (mean, 25.84 + 2.16 kg; range, 21.7 to 28.5 kg)
were found in comparison with published references in
healthy adults (15, 16) (Table 1). The trunk/limb fat ratio did
not correlate with different measures of adiposity (BMI SD,
FMLI, fat body mass percentage); however, it showed an
inverse relation with HDL cholesterol levels (r = —0.78; P =
0.036) and a trend toward a direct relation with glucose 120’
(r=0.67; P = 0.11).

FMI was significantly higher in patients (P = 0.004)
than in short healthy controls (9.1 = 5.2 kg/m? vs. 6.0 +
0.6 kg/m? in females, respectively; 6.6 + 1.4 kg/m? vs.
4.5 + 1.4 kg/m? in males, respectively). In addition, the
patients with SRS showed mean trunk fat significantly
higher than that in healthy controls: 8.1 = 4.7 kg vs.
6.0 = 0.5 kg in females, respectively, and 7.7 * 0.2 kg vs.
5.5 = 1.9 kg in males, respectively. The latter findings
suggest that both female and male patients with SRS have
almost 2 kg more trunk fat than do controls. This
represents a further 35% of the truncal fat mass in female
patients with SRS and 41% more in male patients with

Phenotypes and Metabolic Profiles of Adult Patients With SRS
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SRS compared with controls. Lean mass index (LMI)
showed a trend toward lower values in patients with SRS
(P = 0.07), with an LMI of 12.0 + 1.0 kg/m? in female
patients with SRS compared with 12.2 + 0.5 kg /m? in
controls and LMI of 12.7 *+ 0.5 kg/m? in male patients
with SRS with 14.9 + 1.5 kg/m? in controls.

Discussion

Few long-term follow-up studies have been conducted in
patients with SRS, and the clinical phenotype as well as
the metabolic outcomes of this condition during adult-
hood remain to be defined (12, 24). Although several
studies have shown that children who are SGA at birth
are prone to later development of metabolic disorders,
including insulin resistance and diabetes, hypercholes-
terolemia, and cardiovascular diseases (14, 25), little has
been reported in patients with SRS, who are generally
born SGA and as having IUGR. Here, we report the
clinical features and the metabolic profiles of seven adult
patients with a molecular diagnosis of SRS, re-evaluated
at a mean age of 26.9 = 9.1 years.

The diagnosis of SRS at birth or during childhood
could be straightforward based on validated clinical
criteria (§), recently highlighted by the first international
consensus statement (2). Nevertheless, SRS is a hetero-
geneous condition, and its differential diagnosis could
be a challenge already in children presenting with IUGR,
in which the underlying molecular abnormalities could
not be confirmed (2, 6, 7, 9), or in those born appropriate
for gestational age with mUPD7 (26, 27). Therefore, the
diagnosis of missed SRS or SRS-like conditions may be
even more difficult in adults.

Because the criteria and scores for the diagnosis of SRS
were validated for patients aged 1.05 to 20.06 years,
with a mean age of 6.61 years (5), we asked whether the
clinical characteristics of these patients could be main-
tained over time and specifically after age 20 years. It is

Table 3. Glucose Metabolism in Seven Adults With SRS
Variable Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7
Glucose, mmol/L
T 0 min 45 4.4 54 4.8 4.8 5.3 5
T30 7.0 7.5 7.4 6.5 6.9 11.2 8.1
T 60 min 7.5 7.1 9.4 4.8 4.7 11.5 6
T 90 min 6.4 7.4 9.6 4.5 6.7 9.3 6.1
T 120 min 5.6 8.4 7.7 3.8 4.8 9.4 7.5
Insulin, wU/mL
T 0 min 9.2 5.9 134 4.3 6.0 20.5 12.2
T 30 min 52.8 75.6 11.6 139.2 76.2 304.7 100.5
T 60 min 55.0 91.8 22.2 85.4 42.0 314.7 56.8
T 90 min 50.8 86.6 68.9 22.3 87.1 211.3 32.7
T 120 min 63.7 125.8 52.2 16.0 52.3 296.3 74.4

Abbreviation: T, time.
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Table 4. Blood Pressure, Waist and Hip Circumferences, and Lipid Profiles in Seven Adults With SRS
Variable Normal Ranges Patient 1 Patient 2 Patient3 Patient4 Patient5 Patient6 Patient?7
TC, mmol/L <5.17 4.37 5.92 4.29 5.61 5.14 4.13 4.75
HDL cholesterol, mmol/L 1.68-2.58 2.27 1.03 2.14 1.52 1.71 1.24 1.19
LDL cholesterol, mmol/L Optimal value < 2.58 1.86 4.39 1.81 3.62 3.05 243 297
Intermediate risk > 3.88

High risk > 4.91
Triglycerides, mmol/L 0.78-4.13 1.16 1.76 1.55 1.1 1.47 1.58 1.63
Waist circumference, cm =88 in women 59 73 83 73 62 72 65

=102 in men
Hip circumference, cm 89 81 110 101 78 82 88
Waist/hip circumference ratio <0.95 in men 0.66 0.9 0.75 0.72 0.79 0.87 0.73
<0.8 in women

Waist circumference/height ratio <0.58 0.38 0.48 0.6 0.48 0.45 0.5 0.44
SBP, mm Hg =135 101 109 125 113 115 101
DBP, mm Hg =85 65 63 83 78 66 57

Abbreviations: DBP, diastolic blood pressure; LDL, low-density lipoprotein; SBP, systolic blood pressure; TC, total cholesterol.

worth pointing out, however, that the clinical features of
relative macrocephaly, protruding forehead (although
less pronounced), and body asymmetry were maintained
after 20 years, suggesting that their identification in an
adult born SGA or with IUGR with an adult height of less
than —2 SD should prompt physicians to consider a
missed diagnosis of SRS during childhood.

In adults suspected of having SRS, it is also advis-
able to check for early-childhood photographs. Indeed,
feeding difficulties and low BMI did not appear to be
typical features of adults with SRS but were consistently
present during the first year of life. However, the BMI of
most of these patients remained between —2.8 to 0 SD,
except for one patient with severe obesity, who showed
high waist/hip and waist/height ratios, risk factors for
cardiovascular disease (21, 22). It is known that pa-
tients born SGA are at risk for insulin resistance and
cardiovascular disease, which seems to be related to
the rate of weight gain occurring during the first years of
life and to the adverse prenatal metabolic environment
(25, 28). In addition to adult weight, weight catch-up
growth during childhood is a strong determinant of
body composition, and patients with SGA and catch-up
growth have been reported to have significantly higher
fat mass percentage % and lower LBM than controls
(28). Our patients displayed a low LBM and a high fat
mass percentage, FMI, trunk fat percentage, and trunk
fat/limb ratio (the latter being a surrogate of central
adiposity) compared with a small group of short con-
trols, suggesting that patients with SRS have an ab-
normal body composition. Thus, total and visceral fat
mass should be adequately defined in patients with SRS
as compared with healthy controls (15, 16), where BMI
and waist circumference are commonly included in the
definition of the cardiovascular risk profile (17, 29),
and raise the question about the role of DXA values in
the assessment of the cardiovascular risks in adults
with SRS.

To our knowledge, there are only two case reports and
one long-term study addressing metabolic health in SRS
(10-12). In particular, a 69-year-old man originally re-
ported by Russell in 1953, is the oldest patient with SRS
ever reported (11, 30). The patient enjoyed a relatively
good life, was married, and had a daughter. He had
hypercholesterolemia, developed type 2 diabetes mellitus
at age 56 years, and developed osteopenia and hypo-
gonadotropic hypogonadism later in life (11). Taken-
ouchi et al. (10) described three young adults with SRS
(early 20s) with 11p15 LOM who developed type 2 di-
abetes, hyperlipidemia, and hypertension, respectively. In
addition, the recent long-term study available on meta-
bolic status of patients with SRS showed no metabolic
differences between patients treated with GH and SGA
patients without SRS before, during, and through 2 years
after the discontinuation of GH; none of the patients with
SRS developed diabetes or metabolic syndrome at the
mean age of 18 years (12).

Our findings of glucose intolerance and hyper-
insulinemia in two patients at ages 18 and 27 years,
respectively, suggests that these patients can develop early
abnormalities in glucose metabolism. In addition, al-
though glucose intolerance and hypercholesterolemia
were found to be independent of BMI, FMI, total per-
centage body fat, and molecular findings, both HDL
cholesterol level and glucose intolerance were related to
the trunk/limb fat ratio. Regarding BMD, DXA exami-
nation of these adults with SRS, performed for the first
time at three skeletal sites (spine, femur, and total body),
showed normal bone mineralization. These findings de-
serve further follow-up because DXA technique may
underestimate bone mass in short/small persons. Hence,
limitations of our study include the small number of
patients and their relatively young age.

In conclusion, the recognition of SRS features after
achievement of adult height is crucial for the identifica-
tion of patients with classical phenotype in order to
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establish a real prevalence of this rare condition; it is
essential for genetic counseling, and it enables these
patients to benefit from the early management of their
metabolic complications. Although the scoring system for
the diagnosis of SRS has been validated for children and
adolescents, the diagnosis of SRS seems to also be reliable
in adults; however, some clinical signs may become less
pronounced with age, suggesting the need for further
validation. The increase in central adiposity detected by
DXA deserves further studies, and long-term follow-up
in a larger number of patients with SRS is mandatory to
understand the natural history of this disease and im-
prove the management of these patients.
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Capitolo 3: Aspetto cognitivo nei soggetti SRS

3.1. Ritardo dello sviluppo psicomotorio

Il ritardo motorio descritto in questi pazienti &€ dovuto alla disproporzione tra macrocefalia e la scarsa
massa muscolare che rende difficili la deambulazione e un precoce controllo del capo. La bassa statura
fa si che questi bambini vengano trattati come bambini piu piccoli dei coetanei; inoltre la statura
inferiore alla norma rende almeno nei piccoli pericolosa I'attivita sportiva con i coetanei, tutti fattori
che ostacolano il buon trofismo muscolare. Il palato ogivale stretto tende ad appiattire la tuba di
Eustachio e causare infezioni frequenti con rischio di ipoacusia trasmissiva che contribuisce al ritardo
del linguaggio. Una percentuale significativa presenta un’insufficienza velopalatina, altro fattore
responsabile del ritardo del linguaggio

3.2. Deficit di attenzione/iperattivita

Disturbi dello spettro autistico sono stati descritti in bambini con UPD7.

Un ritardo globale dello sviluppo in soggetti con SRS pud essere dovuto alla coesistenza di piu fattori:
1) Neisoggetti con UPD7 dalla mancata espressione del gene FOXP2 espresso sul cromosoma
paterno coinvolto nella regolazione della prassia motoria e del linguaggio.

2) Ipoglicemia. E nota infatti 'esistenza di una stretta correlazione tra ipoglicemia e ritardo
psicomotorio soprattutto se tali episodi si verificano nei primi mesi divita.

3) E noto che i bambini nati piccoli per eta gestazionale ( soprattutto i bambini very small for
gestational age) hanno un aumento rischio di difficolta scolastiche e di disturbi dell’attenzione rispetto
ai controlli nati di peso adeguato.

4) Possibili alterazioni strutturali. Studi effettuati su animali hanno dimostrato il ruolo dell'IGF2
nello sviluppo del sistema nervoso centrale ( soprattutto nello sviluppo dei ventricoli laterali, di

ippocampo e amigdala).

L’unico studio riportato in letteratura (Kelly Y C Lai. Archives of Disease in Childhood 1994) in cui non

viene pero riportata alcuna distinzione tra i due gruppi molecolari ha mostrato come il 32% dei pazienti

SRS presenti un QI inferiore a 70, il 20% dei pazienti affetti presenti un QI borderline compreso tra 70-

85. Circa il 48% dei soggetti presenta disturbi del linguaggio. La disprassia verbale sembrerebbe

correlata a una mutazione in eterozigosi di FOXP2 localizzato sul cromosoma 7q32. Nei bambini con



mUPD7 sono descritti casi di mioclonia la cui patogenesi € correlata alla perdita del gene epsilon-
sarcoglicano localizzato sul cromosoma 7.

3.4. Dati francesi

Riporto di seguito I'abstract del lavoro eseguito presso I'ospedale pediatrico Armand Trousseau di Parigi.
Tale lavoro € stato presentato come al congresso ESPE (European Society for Paediatrc Endocrinology),
Paris 9th-11th September 2016 e alla terza edizione della Imprinting Disorder School, Behoust France 1-

3 Maggio 2016.
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Giuseppa Patti, Virginie Coutinho Malainho, Georges Dellatolas, Beatrice Dubern, Diane
Doummar, Irene Netchine.

Cognitive Evaluation in Silver Russell Children.

Obiettivo primario: valutare lo sviluppo cognitivo in un’ampia coorte di pazienti SRS

Obiettivo secondario: comparare i due gruppi 11p15 e UDP7 Criteri di inclusione: bambini con SRS
confermata dalla presenza di anomalie molecolari 11p15 o UPD7. Popolazione e Metodi: La popolazione
si compone 30 pazienti di nazionalita francese (20 con 11p15 e 10 con UPD7 ) di eta compresatra3 e 17
anni ( eta media 7 anni e 6 mesi) seguiti presso 'unita operativa di endocrinologia Pediatrica
dell’ospedale Trousseau dal 2010 al 2015. Tutti i soggetti sono stati sottoposti a visita endocrinologica
pediatrica e successivamente a valutazione cognitiva. Le abilita cognitive sono state valutate mediante
Wechsler Intelligence Scales (WISC-1V, WPPSI-III, WAIS-III) con valutazione dei seguenti parametri: QI
totale, VCI (Verbal Comprehension Index), PRI (Perceptive Reasoning Index), PSI (Processing Speed
Index), WMI (Working Memory Index). I dati sono stati analizzati mediante il software SAS versione 9.3
(SAS, Institute Inc. Cary, NC, USA). E stata eseguita un’analisi descrittiva dei dati e correlazioni mediante
t-test, Fisher exact test e Pearson test.

Risultati: Abbiamo valutato la funzione cognitiva in 30 soggetti con SRS (18 maschi e 12 femmine, 20



pazienti nel gruppo 11p15 e 10 nel gruppo UPD7).

Il punteggio medio NH scoring e 6 nel gruppo 11p15 e 4,7 nel gruppo UPD7 . La terapia con Growth
hormone (GH) e stata eseguita nell’ 86,6% dei soggetti. L’eta media all’inizio della terapia con GH & di 3,3
anni con un range da 1 a 7 anni ( eta media 3,2 anni nel gruppo UDP7 e 3,4 anni nel gruppo 11p15).11
pazienti (42%) hanno presentato episodi di ipoglicemia (glicemia <2,4 mmol/L). Nessun soggetto ha
presentato convulsioni correlate a ipoglicemia. 13 pazienti (43%) hanno necessitato nutrizione enterale
(gastrostomy tube feeding and/or nasogastric tube), 4/10 nel gruppo UPD7 e 9 su 20 nel gruppo 11p15.
I1 QI totale medio risulta di 93,4 nel range normale (90,7 nel gruppo UPD7 e 94,7 nel gruppo 11p15).
L’indice di comprensione verbale (VCI) risulta significativamente inferiore nel gruppo UPD7 rispetto al
gruppo 11p15 (Mean=90.7; SD=15.2 versus Mean=106.1; SD=18.8; p=0.04), cosi come lo score Copy of
figures (Mean=6.3; SD=3.1 versus Mean=9.1; SD=2.9; p=0.05). La necessita di logopedia ¢ piu frequente
nel gruppo UDP7 (90% versus 40%; p=0.02), cosi come la necessita di psicoterapia (70% versus 15%j;
p=0.005). E’ stata riscontrata una correlazione significativa tra basso peso alla nascita e basso QI totale
(r=0.39;p=0.05). I bambini con storia di ipoglicemia presentavano un PRI score (Mean=86.6; SD=14.4)
minore rispetto ai soggetti che non hanno presentato episodi di ipoglicemia (Mean=100.9; SD=15.3;
p=0.03). 2 soggetti nel gruppo UPD7 presentano mioclonie. Nello stesso gruppo 2 soggetti hanno

presentato iperattivita e disturbi del comportamento con necessita di terapia con Risperidone.

T -

Il Imprinting Disorder School, Béhoust France 1-3 maggio 2016
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Capitolo 4. Studio

4.1 Razionale Dello Studio

Il ruolo dell'lGF2 nello sviluppo cerebrale e i casi di mioclonia/disturbi del comportamento riportati in
soggetti con UPD7, fanno porre I'ipotesi che questi pazienti possano presentare alterazioni
morfologiche e possibilmente funzionali a livello del SNC. In virtu dell’esiguita dei dati sullo sviluppo
cognitivo e dell’assenza di dati neuroradiologici, il presente studio ha I'obiettivo di valutare lo sviluppo
cognitivo nei bambini con suddetta sindrome e di ricercare la presenza di alterazioni anatomiche

cerebrali

4.2. Obiettivi

Obiettivo Primario

Descrivere il fenotipo clinico, cognitivo e neuroradiologico di bambini SRS seguiti presso I'IRCCS Gaslini
di Genova da novembre 2015 a novembre 2018.

Obiettivo Secondario

1. Descrivere la correlazione genotipo-fenotipo della patologia in un’ampia casistica di pazienti.

2. Descrivere la correlazione tra reperti neuroradiologici e fenotipo clinico/cognitivo

4.3. Disegno dello studio

Studio spontaneo, osservazionale, prospettico

Criteri di inclusione

Soggetti con diagnosi di Sindrome di Silver Russell confermata geneticamente (11p15 LOM, UPD?7,
duplicazione cromosoma 11)

Criteri di esclusione

Soggetti con SRS associata a comorbidita

Soggetti con diagnosi clinica non confermata geneticamente



4.4. Procedura Dello Studio
Dopo firma del consenso informato da parte dei genitori o dei legali rappresentanti, tutti i casi

sono stati sottoposti a:

e Valutazione clinica da parte di medico pediatra endocrinologo

e Valutazione cognitiva ( Dott.ssa Letizia Demori) con somministrazione della

seguente batterie di test:

- WPPSI - 111, per eta compresa tra 2.6 - 7.3 (Weschler D., 2008- Giunti 0.S.) - diviso
in due gruppi di eta 2.6 - 3.11 e 4.00 - 7.3, con diverse batterie di subtest per ogni fascia di

eta. Peri 2.6 - 3.11 i dati forniscono: un QI Verbale (QIV), un QI di Performance (QIP), un QI
Totale (QIT) e Punteggio totale di Linguaggio Generale (LG); mentre per la fascia 4.00 - 7.3

i dati forniscono anche un QI di Velocita di Processamento (QVP).

- WISC - 1V, per eta compresa tra 6.00 — 16.11 (Weschler D., 2012 - Giunti 0.S.) - i
dati danno forniscono informazioni realtive a un QI Totale e a quattro componenti
dell'Intelligenza, quali: Indice di Comprensione Verbale (ICV), Indice di Ragionamento
Visuo-Percettivo (IPR), Indice di Memoria di Lavoro (IML) e un Indice di Velocita di
Elaborazione (IVE).

- WAIS - 1V, per eta compresa tra 16.00 e 'eta adulta (Weschler D., 2013- Giunti
0.S.), i dati danno forniscono informazioni realtive a un QI Totale e a quattro componenti
dell'Intelligenza, quali: Indice di Comprensione Verbale (ICV), Indice di Ragionamento
Visuo-Percettivo (IPR), Indice di Memoria di Lavoro (IML) e un Indice di Velocita di

Elaborazione (IVE).

e Imaging neuroradiologico con studio di Risonanza Magnetica dell’encefalo a 3T
(Philips) nei pazienti ed in un gruppo di controlli appaiati per eta e sesso con

esecuzione delle seguenti tecniche avanzate:



o La morfometria basata sui voxel (VBM voxel based morphometry) per lo studio
della volumetria cerebrale globale e la segmentazione della sostanza bianca e
della sostanza grigia, con particolare attenzione alla volumetria ippocampale

o Imaging con tensore di diffusione (DT]I, diffusion tensor imaging) con almeno 60
direzioni, con analisi degli scalari del tensore (FA, MD, RD, AD), trattografia
deterministica e/o probabilistica e connettivitastrutturale

o Imaging fuzionale con sequenze BOLD: resting-state fMRI per lo studio della
connettivita funzionale con approccio voxel-based e/o seed-based e con

applicazione della teoria dei grafi

Per pazienti non collaboranti o < 5-6 anni é stata eseguita sedazione superficiale durante
I'esame RMN. La raccolta dei dati neuroradiologici e stata curata dalla dalla dott.ssa

Mariasavina Severina e dal dott. Domenico Tortora. U.O. Neuroradiologia IRCCS Gaslini.

4.5. Analisi dei dati e statistica

E’ stata effettuata una analisi descrittiva, i dati sono stati espressi come media e deviazione
standard (SD) e mediana e range per le variabili continue, e come frequenze assolute e relative per
le variabili categoriche.

I confronti tra i gruppi sono stati effettuati mediante il t test non parametrico di Mann-Whitney per
le variabili continue. L’associazione tra le variabili categoriche e stata effettuata usando il test x2
o il Fisher's exact test.

Un valore p <0,05 ¢ stato considerato statisticamente significativo, e tutti i valori di p sono basati
su test a due code. L'analisi statistica é stata effettuata utilizzando SPSS per Windows (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois USA).

Aspetti Etici e Regolatori

Lo studio e stato approvato dal Comitato Etico Istituto Gaslini- seduta ottobre 2016



4.6. Popolazione

La popolazione e composta da 38 soggetti ( 20 femmine, 18 maschi) con diagnosi di SRS
confermata geneticamente (18 soggetti con UPD7, 18 soggetti con 11p15 LOM e 2 con
duplicazione del cromosoma 11) di eta compresa tra 0.9 e 48 anni, con una media di 11.77+10.1
anni.

In totale nel corso dei tre anni sono stati valutati 39 soggetti con diagnosi clinica di malattia (
punteggio NH= 4). Di questi solo un paziente con punteggio NH di 5 € risultato negativo per
11p15LOM e UPD7. In tale paziente lo studio di exome sequencing ha consentito I'identificazione
della mutazione IGF2 descritta recentemente in associazione a fenotipo SRS (Begemann M, NEJM

2015)

4.7. Risultati Valutazione Clinica

Dalla valutazione clinica sono emersi i seguenti dati:

Dati alla nascita: EG media 36.6 + 2.7 SD, Peso medio alla nascita -2.36 * 0,8 SD con una differenza
significativa tra i due gruppi ( media -1.9 + 0.75 nel gruppo UPD7 vs media -2.7+ 0.73 nel gruppo
11p15 LOM). Nel gruppo 11p15LOM tutti i soggetti sono nati SGA; di contro nel gruppo UPD7 il
33% dei soggetti sono nati AGA. Tutti i soggetti presentavano macrocefalia relativa alla nascita. 2
soggetti entrambi con 11p15LOM sono nati da procreazione medicalmente assistita ( ICSI e FIVET
rispettivamente). In 25 casi veniva segnalato IUGR in gravidanza e in 2 casi oligodramnios.
Caratteristiche cliniche: 11 16% dei soggetti presenta anomalie oculari maggiori ( 2 casi di ptosi
palpebrale, 1 caso di opacita del cristallino, 1 caso di coloboma associato a macroftalmia, 1 caso di
ipoplasia del nervo ottico e 1 caso di strabismo). 2 soggetti presentano anomalie cardiache ( DIA
severo, destrocardia); 2 casi anomalie renali ( rene ectopico). E stato inoltre riscontrato 1 caso di
2 malformazione uterina (utero bicorne) e in 2 casi colesteatoma e polipo del condotto uditivo in
soggetti con 11p15LOM. In un caso € stato riscontrato RGE severo con necessita di fundoplicatio
secondo Nissen. In 5 casi e stata necessaria nutrizione mediante SNG/PEG. Il punteggio NH e
risultato pari a 6 nel gruppo 11p15LOM, di 4,61+ 0.52 nel gruppo UPD7 e pari a 5 nei 2 soggetti

con



duplicazione del cromosoma 11 ( assenza di asimmetria/dismetria in entrambi i casi).

L’altezza media all'ultima valutazione era di - 2.44 + 1.5 SD (-2,43+ 1,33 nel gruppo 11p15e

-1,9+ 1,6) con un BMI medio di - 1.8+ 1.7DS ( media -1,8+ 2,6 SD nel gruppo 11p15;-2,1 +1,14

nel gruppo UPD7). Il 54% dei soggetti hanno eseguito terapia con GH con una durata media di 4,4
+2,8 anni. 3 bambini con UPD7 presentano disturbi del comportamento e 1 paziente adulta UPD7
presenta stato ansioso/depressivo per cui € in terapia attualmente con paroxetina. 3 pazienti adulte
hanno avuto gravidanze caratterizzate tutte da incontinenza uterina con necessita di cerchiaggio: 1
paziente con 11pLOM ha portato a termine la gravidanza, una seconda paziente con 11p15LOM ha
portato a termine una gravidanza dopo un aborto a 13 sett, la terza paziente con duplicazione cr11

ha invece avuto 2 aborti.
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Fig.1. Box Plot. Peso e lunghezza alla nascita nei due gruppi 11p15LOM e UPD7.

4.8. Risultati valutazione cognitiva:

I risultati di valutazione cognitiva eseguiti su 31 soggetti hanno mostrato un QI medio di 86,5 + 17;
un indice di comprensione verbale medio ( ICV) di 89,2+ 15, un indice di ragionamento percettivo
( IRP) medio di 85,8 + 16,7, indice di memoria di lavoro ( IML) di 91,3+18; indice di velocita di
elaborazione di 93.24+19.3 con valori significativamente maggiori di QI, ICV, IRP nel gruppo 11p15
rispetto al gruppo UPD7 nella fascia di eta compresa tra i 6-16.11 anni (tab.1; fig.2). L'unico
pazienteal momento valutato con duplicazione11p15 presenta un ritardo cognitivo, in accordo con

quanto riportato in letteratura.



Tab.1. Confronto tra i due gruppi 11p15LOM vs UPD7 nelle diverse fasce di eta.

11P15 UPD7
Gruppol | Gruppo2 | Gruppo3 | Gruppol | Gruppo2 | Gruppo3
N=4 N=7 N=4 N=6 N=5 N=4

EG 37+2.9 36%3.7 39.2+1.7 | 36.6x19 | 354+24 | 36.7+1.5
Peso Sds nascita | -2.8+1.1 -2.4+0.7 -3.4+0.1 -1.8+1 -1.9+0.7 -2.4+0.7
CC Sds nascita -0.02+0.9 | -0.83x0.4 0.12 -0.97+1.2 | -0.46+0.3 -0.23+1
Eta psico 4.3+0.9 10+3.1 29.8+12.5 | 4.1+1.3 7.1+1.6 21.2+4.5
QI 81.2+5.1 100+11 92.2+27.8 | 80.7+16.8 | 82.2+6.8 82+22.9
ICV 87.2+6.7 102.9+7.2 94+13.8 | 83.2+22.6 | 88.8+7.3 77+15.8
IRP 8149.1 97.1+13.6 | 93.7+32.6 | 80.5+11.9 | 79.8410.7 | 82.5+15.6
IML 89.2+19.5 | 98.3+10.2 | 96.5#25.5 | 91.8+18.3 | 84+16.1 | 92.7+25.8
IVE 71.5+2.1 | 100.7+20.3 | 92.2+18.2 | 70+21.2 97+14.7 99+19.6

Gruppo 1 (2.6-7 anni)
Gruppo 2 (6-16.11 anni)
Gruppo 3 (16 anniin su)

Nessuna differenza statisticamente significativa per Gruppo 1 trale due mutazioni
Nel gruppo 2 differenza statisticamente significativa per QI (p=0.01), ICV (p=0.01) e IRP
(p=0.013)

Nessuna differenza statisticamente significativa per Gruppo 3 trale due mutazioni

Dati descrittivi valutazione psicologica ( Dott.ssa Letizia Demori)

Dei 31 partecipanti il 59,3% ( 76% nel gruppo UPD7 e 41% nel gruppo 11p15LOM) ha manifestato
segni, sintomi e cadute specifiche che rientrano all'interno dellADHD, mentre il 18,18% ha
manifestato caratteristiche e punteggi che cadono all'interno del disturbo specifico
dell’apprendimento (DSA).

All'osservazione clinica il gruppo con UPD7 manifestava in modo pill marcato immaturita,
impulsivita, iperattivita e disattenzione soprattutto nell gruppo di eta prescolare, nella fascia di eta

6.00-16.11 queste carattestiche hanno mostrato un trend che tendeva a scemare quindi in

miglioramento con I'avanzare dell’eta, ma pur sempre tipicamente presente
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Fig.2 Box Plot QI e ICV nei due gruppi UPD7 e 11p17LOM

4.9. Dati valutazione Neuroradiologica.
[ risultati di valutazione RMN 3T eseguiti su 26 soggetti hanno mostrato:
- l'assenza di anomalie morfologiche maggiori in soggetti SRS
Lo studio di volumetria ha mostrato:
- un volume di sostanza grigia inferiore nei pazienti SRS rispetto ai controlli sani in
corrispondenza delle regioni fronto-basali e temporale bilaterali ( dato corretto per total
intracranial volume) ( fig. 3; fig.4).
- non e stata riscontrata differenza significativa di volumi di grigia tra i due gruppi

molecolari

- nessuna differenza di volume di sostanza bianca nei pazienti rispetto ai controlli



Le analisi di correlazione hanno evidenziato:
- una correlazione significativa con rapporto direttamente proporzionale tra QI e volume
della sostanza grigia nelle regioni frontale sx e temporo-occipitali bilaterali e tra IML e

volume sostanza grigia a livello dell'ippocampo.
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Fig.3. Confronto volume sostanza grigia SRS vs controlli.



Fig.4. Rappresentate in rosso le aree in cui i volumi di sostanza grigia sono significativamente
maggiori nei controlli rispetto ai pazienti SRS
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Discussione
Le conoscenze e | ‘approccio clinico alla SRS sono migliorati negli ultimi anni grazie al Primo
Consensus internazionale sulla sindrome. Tuttavia la rarita della patologia fa si che molti

aspetti rimangano ancora poco conosciuti.

[ nostri dati se da un lato forniscono delle conferme di quanto riportato nel Consensus

Internazionale sottolineando:

- Ladifferenza significativa dei parametri auxologici neonatali tra i due gruppi molecolari
presente sia nei pazienti italiani che nei pazienti francesi

- Lanecessita di una valutazione ecocardiografica, eco addome ed eco pelvi ( nelle donne)
per le possibili malformazioni associate cosi come di uno screening oculistico/ ORL per

il rischio di anomalie oculari e ipoacusia.

Dall’altro forniscono delle novita.

La prima novita che emerge dalla valutazione dei punteggi NH nei tre gruppi molecolari ¢ la

constatazione che tutti i pazienti analizzati con 11p15LOM hanno un punteggio di 6.

Questo dato rappresenterebbe il presupposto per una modifica dell’algoritmo diagnostico

previsto dal Consensus.

L’algoritmo diagnostico previsto dal Consensus e riportato nel nostro articolo di Medico e
Bambino prevede come prima indagine lo studio di metilazione in quanto la 11p15LOM e
I’'anomalia molecolare piu frequente e I'esecuzione dello studio UPD7 solo in seconda battuta.
La constatazione che nessuno dei pazienti con 11p15LOM da noi analizzati ha un punteggio
inferiore 5 rende ragionevole I'esecuzione in prima battuta dello studio UPD7 in tutti i soggetti

con uno score pari a 4.



Altro dato rilevante ¢ il rilievo di genetica positiva in tutti i soggetti con diagnosi clinica di
malattia (score 24). L'unico soggetto risultato negativo per 11p15LOM e UDP7 ha peraltro

presentato una mutazione IgF2 descritta in associazione a fenotipo SRS.

Tale dato rende valida l'ipotesi che l'utilizzo corretto del nuovo score NH di malattia in
associazione agli studi di exome-sequencing riducano drasticamente la percentuale di casi
idiopatici.

Dai dati della valutazione cognitiva/psicologica emerge la necessita di una valutazione
cognitiva e successiva presa in carico psicologica/potenziamento didattico nelle aree

deficitarie in epoca prescolare soprattutto nei soggetti con UPD7 e la necessita di una

valutazione psicomotoria/logopedica nei primi anni di vita.

[ dati neuroradiologici sono al momento preliminari e non consentono pertanto di trarre
conclusioni a parte I’esclusione di anomalie morfologiche maggiori. A tal proposito il lavoro
successivo che ci prefiggiamo nei prossimi mesi e che I’analisi degli studi di diffusione insieme

all'incremento del numero del campione possa consentire di trarre nuove considerazioni.
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