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Riassunto

Premesse. I riarrangiamenti subtelomerici rappre-
sentano un’importante causa di ritardo mentale.
Le tecniche di citogenetica convenzionale non
permettono di rilevare queste aberrazioni a causa
della limitata risoluzione dei microscopi ottici.
Attualmente, la Fluorescent In Situ Hibridization
(FISH) ¢ la tecnica piu utilizzata dai centri dia-
gnostici per lo studio dei riarrangiamenti subte-
lomerici. Tuttavia, questa tecnica ¢ molto costo-
sa e presenta tempi di analisi molto lunghi per-
ché richiede I’ibridazione di sonde specifiche sui
cromosomi in metafase. Di conseguenza non ¢
indicata per screening estesi. L’MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) ¢ una
nuova tecnica affidabile, sensibile ed economica
adatta allo screening dei riarrangiamenti subtelo-
merici. Lo scopo di questo studio ¢ quello di
mettere a punto un nuovo metodo per lo studio
dei riarrangiamenti subtelomerici che consiste in
uno screening iniziale mediante tecnica MLPA e
successiva conferma dell’eventuale anomalia ri-
scontrata, mediante tecnica FISH.

Summary

Application of MLPA (Multiplex Ligation-De-
pendent Probe Amplification) for the screening
of subtelomeric rearrangements in children with
mental retardation

Background. Subtelomeric rearrangements have been
reported to be an important cause of mental retarda-
tion. These aberrations may remain undetected by rou-

Metodi. Sono stati studiati 70 pazienti con ritardo
mentale idiopatico di diversa gravita associato o
meno ad anomalie congenite, ritardi di crescita e
dismorfismi. IL’MLPA ¢ stata eseguita utilizzan-
do il kit SALSA PO36E (MRC-Holland, Amster-
dam, The Netherlands) specifico per i riarrangia-
menti subtelomerici. Le anomalie riscontrate sono
state verificate tramite tecnica FISH.

Risultati. Dei 70 pazienti studiati 5 sono risultati
portatori di riarrangiamenti sbilanciati. Tre pazien-
ti mostravano delezioni delle regioni 6qtet, 6pter
e 22qter; uno mostrava una duplice parziale aneu-
somia: delezione in 21qter e duplicazione in 7qter;
infine uno mostrava una duplicazione in 13qter.
Conclusioni. 1 nostri dati preliminari mostrano
un’alta concordanza tra i risultati ottenuti median-
te tecnica MLPA e quelli ottenuti dall’analisi
FISH, suggerendo come I’MLPA possa essere
considerata una tecnica rapida, accurata, affida-
bile ed economica per lo studio dei riarrangiamenti
subtelomerici in routine.

tine conventional cytogenetic analysis because of limi-
ted resolution in light microscopy. Increased detection
of cryptic subtelomeric abnormalities may be achie-
ved by Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) whi-
ch is the most widely used technique in cytogenetic la-
boratories. However, this assay is expensive and time
consuming, because metaphase spreads are needed. Ac-
cordingly, FISH is not indicated for broad screening.
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Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) is a new reliable, sensitive and inexpensive te-
chnique, which can be used as a high throughput pro-
spective screening tool for subtelomeric rearrangements.
The aim of this study was to introduce a novel stra-
tegy for the screening of subtelomeric rearrangements
in routine diagnosis which consists in a first screening
with MLPA then followed by FISH analysis.

Methods. We tested 70 children with idiopathic mental
retardation both severe and mild, often associated with
congenital malformations, growth retardation and/or
dysmorphic features. MLPA was performed using
SALSA PO36E human telomere kit (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands). If an aberrant MLPA
result was observed, FISH with a probe specific for
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the region of interest was performed to validate the
result.

Results. Among 70 patients tested, 5 were carriers of
unbalanced rearrangements. 3 patients had deletion of
Opter, 2qter and Oqter respectively, one showed a dou-
ble aneusomy: a distal 21q deletion and 7q duplication
and the other one showed a duplication of 13qter.
Conclusions. Our preliminary data show a high degree
of agreement between MLPA and FISH suggesting
that MLPA might be a rapid, accurate, reliable and cost-
effective technique for the screening of subtelomeric
rearrangements in routine diagnostics.

Key-words: subtelomeric rearrangements, mental retar-
dation, MLPA.

Introduzione

11 ritardo mentale (RM) ¢ una patologia comune che
interessa circa il 3% della popolazione'. Le cause di
RM sono estremamente eterogenee includendo sia fat-
tori ambientali che genetici e vengono identificate solo
nel 50% dei casi*’.

Tra le cause di origine genetica, le anomalie cromo-
somiche rappresentano un importante gruppo di di-
sordini dal momento che vengono riscontrate in circa
il 40% dei RM severi e nel 10-20% dei RM lievi*. Tra
queste, 1 riarrangiamenti che coinvolgono le regioni
subtelomeriche risultano abbastanza frequenti (7.4% nei
RM severi e 0.5% nei RM lievi)*. L’omologia di se-
quenza esistente tra regioni subtelomeriche di cromo-
somi non omologhi, infatti, puo causare riarrangiamenti
tra regioni subtelomeriche di cromosomi diversi du-
rante la meiosi e generare parziali aneuploidie dei geni
coinvolti”. Essendo i subtelomeri estremamente ric-
chi di geni, sbilanciamenti in queste sequenze sono spes-
so causa di conseguenze fenotipiche'. Alcune delezio-
ni e/o traslocazioni che coinvolgono i subtelometi sono
associate a fenotipi caratteristici e inquadrate in sindro-
mi ormai ben conosciute come la Wolf-Hirschhorn
(4p-), la sindrome di “cti du chat” (5p-) e la Miller-
Dieker (17p-); si tratta di aberrazioni visibili microsco-
picamente e facilmente diagnosticabili mediante tecni-
che di citogenetica convenzionale''. Tuttavia, sbilancia-
menti subtelomerici che coinvolgono regioni al di sot-
to delle 5 Mb non sono rilevabili al microscopio ottico
neppure con bandeggi ad alta risoluzione (400-550 bp)
e per questo definiti “riarrangiamenti criptici”'? Inol-
tre, per la maggior parte delle alterazioni subtelomeri-
che non ¢ stato ancora definito un fenotipo caratteri-
stico e quindi tali alterazioni non sono clinicamente dia-
gnosticabili.

Attualmente, la FISH (Fluorescent In Situ Hibridiza-
tion) ¢ la tecnica piu usata dai centri diagnostici per lo
studio dei riarrangiamenti subtelomerici. Rispetto ad
altri metodi offre il grande vantaggio di discriminare,
oltre a delezioni e duplicazioni, anche traslocazioni su-

btelomeriche che, in alcuni pazienti, possono causare
RM e dismorfismi anche se presenti in forma appa-
rentemente bilanciata®. Gli svantaggi della FISH sono
dovuti alla bassa sensibilita nel discriminare le micro-
duplicazioni. E una tecnica che ha costi elevati e lunghi
tempi di analisi dal momento che richiede I'ibridazione
di specifiche sonde su cromosomi in metafase'.

Negli ultimi anni, nuove tecniche, tra le quali ’Array
CGH (Array Comparative Genomic Hybridization),
sono state proposte come metodi di screening per i
riarrangiamenti subtelomerici. Il maggior vantaggio di
questa tecnica ¢ dato dalla possibilita di effettuare, in
un unico test, il dosaggio di centinaia di geni con un’al-
tissima sensibilita sia per le delezioni che per le duplica-
zioni. Tuttavia, come la FISH, anche ’Array CGH ha
costi molto elevati perché necessita di strumenti sofi-
sticati'®. Da recenti studi ¢ emerso come la tecnica 'ML-
PA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplifica-
tion) sia la candidata pitt promettente per questo tipo
di analisi, grazie soprattutto alla sua robustezza, affida-
bilita, semplicita e ridotto costo'®%,

I’MLPA ¢ una tecnica che permette di amplificare
simultaneamente fino a 46 sequenze specifiche del DNA
identificando delezioni e duplicazioni dei geni situati
nelle regioni subtelomeriche. Introdotta nel 2002 da
MRC-Holland, consiste nell’ibridazione di due sonde
oligonucleotidiche adiacenti alla regione da indagare,
nella loro successiva ligazione, amplificazione median-
te Polimerase Chain Reaction (PCR) e separazione
mediante elettroforesi capillare in fluorescenza; I'area
di ogni picco di amplificazione riflette il numero di
copie della sequenza target'. Possiede le caratteristiche
adatte ad ampi screening essendo una tecnica sensibile,
accurata, economica e di semplice utilizzo™.

In questo studio, abbiamo messo a punto un nuovo
metodo per la ricerca dei riarrangiamenti subtelomeri-
ci che consiste in uno screening iniziale di tutti 1 pazienti
con RM mediante tecnica MLPA e successiva confer-
ma mediante tecnica FISH dell’eventuale anomalia ti-
scontrata.



RIMeL / IJLaM 2010; 6

Materiali e Metodi
Popolazione studiata

Tra gennaio 2008 e gennaio 2009, sono stati studiati
70 pazienti con RM idiopatico di eta compresa tra 1 e
18 anni selezionati dalla Sezione di Neuropsichiatria
Infantile afferente al Dipartimento Materno-Infantile e
di Biologia-Genetica dell’Universita di Verona. Tutti i
pazienti presentavano RM o disturbo dello sviluppo,
associati 0 meno a dismorfismi, malformazioni con-
genite o storia familiare di RM. In tutti i pazienti ¢ stata
precedentemente esclusa la sindrome dell’X fragile,
principale causa genetica di RM dopo la sindrome di
Down. Inoltre, tutti i pazienti presentavano un carioti-
po normale a 450 bande. Dei 70 pazienti studiati, 30
mostravano un RM lieve (QI 50-70) e 40 un RM me-
dio-severo (QI<50).

Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification
(MLPA)

Per questa analisi abbiamo utilizzato il kit SALSA
PO36E (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlan-
ds) che contiene un set di sonde che ibridano specifi-
che sequenze di DNA nelle regioni subtelomeriche in
p e q di ciascun cromosoma. I’unica eccezione riguar-
da i cromosomi acrocentrici per i quali, non essendoci
geni ben caratterizzati sulle braccia corte, le sonde in p
ibridano sequenze immediatamente adiacenti al cen-
tromero sul braccio q. Le regioni bersaglio di ciascun
sonda sono geni funzionali o sequenze che codificano
proteine.

11 DNA di ciascun paziente ¢ stato estratto a partire
da 300 pL di sangue in EDTA utilizzando il kit di estra-
zione Purgene Gentra (Qiagen, Valencia, CA, USA).

LLa metodica ¢ divisa in cinque passaggi: 1) denatura-
zione del DNA e ibridazione delle sonde; 2) reazione
della ligasi termostabile; 3) Amplificazione mediante
PCR; 4) separazione dei prodotti di amplificazione tra-
mite elettroforesi capillare; 5) analisi dei dati.

Nel primo passaggio 5 PL di campione di DNA
sospeso in acqua o TE ad una concentrazione com-
presa tra 10 e 20 ng/pL, vengono denaturati mediante
riscaldamento a 98 °C per 5 min e incubati con 3 pL di
mix di sonde a 60 °C over night. Ogni sonda consiste
in due oligonucleotidi che ibridano in siti immediata-
mente adiacenti 'uno all’altro e che contengono sequenze
riconosciute dai primers. Solo se entrambi gli oligonu-
cleotidi di ciascuna sonda hanno ibridato correttamen-
te le sequenze target possono essere uniti durante la
reazione della ligasi che avviene portando il campione
a 54 °C per 15 min. La sonda che ne risulta contiene
entrambe le sequenze riconosciute dai primers e puo
essere amplificata mediante PCR.

La PCR viene condotta aggiungendo a 10 UL di pro-
dotto della ligasi, 30 pL. di PCR buffer e altri 10 pL di
mix contenente dnTP’s, Taq polimerasi e primers (una
sola coppia identica per tutte le sonde di cui uno mar-
cato con il fluorocromo Cy5.0) in quantita adeguate.
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Le sonde amplificate vengono separate mediante se-
quenziatore automatico CEQ 8800 (Beckman Coul-
ter, Fullerton, CA, U.S.A). L’analizzatore genetico, alla
fine di ogni corsa, fornisce un elettroferogramma di
intensita di fluorescenza (asse Y) contro numero di pb
(asse X) in cui ciascun picco rappresenta il prodotto di
amplificazione di ciascuna sonda e quindi il dosaggio
della sequenza target corrispondente nel campione.

Gli elettoferogrammi di ciascun campione vengono
analizzati da un software (Coffalyser, Amsterdam, Pa-
esi Bassi) che consente la quantificazione di ciascun pic-
co.

11 Kit contiene 7 controlli di qualita interni che indi-
cano se la concentrazione di DNA del campione ¢
adeguata, se ¢ avvenuta la denaturazione e se la reazio-
ne della ligasi ¢ stata completata. Il sistema, inoltre, ana-
lizza 1 picchi relativi a ciascun amplificato, solo se sono
tutti presenti e marcati correttamente.

Utilizzando il metodo Population Analysis ogni pic-
co viene normalizzato all'interno della corsa, dividen-
done I'area per I'area totale di tutti i picchi del campio-
ne. La normalizzazione cosi ottenuta per il paziente
viene divisa per il corrispondente valore mediano not-
malizzato dei controlli. Risultati compresi tra 0.7 ¢ 1.3
sono indici di normalita, risultati inferiori a 0.7 e supe-
riori a 1.3 sono indice rispettivamente di delezioni e di
duplicazioni.

FISH

Delezioni o duplicazioni subtelomeriche riscontrate
mediante tecnica MLPA sono state studiate anche con
tecnica FISH utilizzando solo le sonde specifiche per le
regioni di interesse, al fine di confermare i risultati.

Nel caso di aberrazioni, la FISH ¢ stata eseguita an-
che sui genitori dei probandi per escludere polimorfi-
smi e caratterizzare 'eventuale origine parentale del-
Panomalia. F stato utilizzato il set di sonde ToTelVy-
sion Probe panel (Vysis Inc., Downers Grove, 1L, USA)
seguendo la procedura raccomandata dal protocollo
della ditta produttrice. Le sonde, di grandezza com-
presa tra le 70 e le 200 Kb ibridano sequenze di DNA
che distano circa 300 Kb da ciascun telomero.

Risultati

Dopo validazione della tecnica MLPA su 10 pazienti
portatori di anomalie subtelomeriche precedentemen-
te identificate mediante tecnica FISH, sono stati studia-
ti 70 pazienti con RM da lieve a severo dei quali 5 sono
risultati positivi ai riarrangiamenti (Tab. I).

Due pazienti presentavano delezioni de novo delle re-
gloni Opter e 22qter; uno mostrava una duplice aneu-
somia: delezione in 21qter e duplicazione in 7qter (Fig.
1). Gli ultimi due pazienti, dei quali non ¢ stato possibi-
le studiare i genitori, presentavano rispettivamente una
delezione in 6qter e una duplicazione in 13qter (Tab.
1D).

La FISH ¢ stata eseguita sui campioni risultati positi-
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Tabella I. Caratteristiche cliniche dei pazienti risultati positivi ai riarrangiamenti subtelomerici con tecnica MLLPA.

Paziente Sesso Eta  Indicagion: cliniche
1 M 18 RM lieve, lievi dismorfismi facciali, anomalie encefaliche.
2 F 2 Grave ritardo dello sviluppo, cardiopatia congenita, pielectasia renale, ipotonia, assenza
di linguaggio.
3 M 1 Ritardo motorio, anomalia di Dandy-Walker, plagiocefalia, ipertelorismo, asimmetria facciale
e auricolare, disturbi del sonno.
F 2 Lieve ritardo dello sviluppo, microcefalia, impianto anomalo delle orecchie, ipotonia.
M 11 RM lieve, disturbi comportamentali.

viai riarrangiamenti utilizzando sonde specifiche per le
regioni coinvolte confermando tutte le anomalie ad
eccezione della duplicazione in 13qter.

La stessa tecnica eseguita sui genitori dei pazienti ha
dato risultati normali ad eccezione del padre del pa-
ziente 1 in cui ¢ stata identificata una traslocazione bi-
lanciata delle regioni subtelomeriche delle braccia lun-
ghe dei cromosomi 7 e 21.

Discussione

Le regioni subtelomeriche sono estremamente ric-
che di geni®'. Riarrangiamenti sbilanciati di queste se-
quenze possono avere conseguenze fenotipiche sia lie-
vi che severe tra le quali, anomalie congenite, titardo
mentale, dismotrfismi, ritardi di crescita o disturbi del
comportamento®'?. A causa della mancanza di test di
screening adeguati e dell’eterogeneita delle caratteristi-
che fenotipiche riferibili a ciascuna anomalia subtelo-
merica, molti casi non vengono diagnosticati. La FISH,

che rappresenta la tecnica di riferimento per questo
tipo di analisi ¢ molto costosa e laboriosa, pertanto
viene generalmente richiesta solo per pazienti altamen-
te selezionati in base alla severita della sintomatologia
clinica permettendo di fare diagnosi in un numero ri-
dotto di casi.

Draltra parte, 'identificazione dei riarrangiamenti su-
btelomerici ¢ di fondamentale importanza sia per i
pazienti che per le loro famiglie. I benefici per 1 pro-
bandi riguardano soprattutto la possibilita di identifi-
care terapie ed interventi appropriati, di eliminare test
e valutazioni non necessarie e di programmare una pia-
nificazione educativa adeguata. Una diagnosi certa pet-
mette di offrire ai genitori una consulenza genetica ac-
curata e personalizzata riguardo al rischio di ricorren-
za. Al fine di migliorare 'approccio diagnostico, molti
centri hanno testato metodi alternativi alla FISH con
risultati piu 0 meno incoraggiant'®***.

In questo studio abbiamo adottato un nuovo ap-
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Figura 1. Caso 1: delezione della regione 21qter (sonda HMT1, 466 pb) e duplicazione della regione 7qter (sonda VIPR2, 354 pb)

identificate mediante tecnica MLLPA.
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Tabella I1. Microdelezioni e duplicazioni identificate con tecnica MLPA.
Paziente Telomero MIL.PA Veerifica FISH Origine parentale Cariotipo
1 7q VIPR2 dup VIJ2yRM2000H+ paterna 46,XY ish.
21q HMT1 del VIJ2yRM2185- £(7;21) der(21)t(21;7)(q22;936)
2 22q RABL2B del ARSA- de novo 46,XX ish. del(22)(q13)
3 6p IRF4 del 6pTEL48- de novo 46,XY ish. del(6)(p25.3)
4 6q PSMB1 del VIJ2yRM2158- n.d.* 46,XX ish. del(6)(q27)
5 13q F7 dup VIJyRM2002 (segnale normale) n.d. 46,XX

n.d.: genitori non disponibili per lo studio. *: paziente adottata.

proccio per lo studio dei riarrangiamenti subtelomeri-
ci che consiste in un primo screening mediante tecnica
MLPA e successiva conferma delle anomalie tramite
FISH. A differenza di lavori precedent, per I'inclusio-
ne in questo studio non sono stati adottati criteri clinici
di selezione sulla base della severita del ritardo menta-
le, permettendo cosi uno screening allargato dei pa-
zienti residenti a Verona****’. Questo approccio ci ha
permesso di studiare un’ampia categoria di pazienti e
di fare diagnosi in bambini che non sarebbero stati
selezionati applicando ristretti criteri di inclusione. E il
caso ad esempio dei pazienti 1 e 4 che mostravano
rispettivamente un lieve ritardo mentale e dello svilup-
po.
I vantaggi del’MLPA rispetto ad altre tecniche, trale
quali la FISH, sono la relativa semplicita, il basso costo
e ibrevi tempi di esecuzione. I’MLPA inoltre permet-
te di analizzare contemporaneamente, in un’unica rea-
zione, un grande numero di campioni e richiede solo
un termociclatore e un sequenziatore.

In questo studio abbiamo identificato due delezioni
de novo (pz. 2 e 3), una delezione/duplicazione tisultato
di uno sbilanciamento di origine paterna (pz. 1), una
delezione (pz. 4) e una duplicazione (pz. 5) delle quali
non ¢ stato possibile definire I'origine a causa dell’im-
possibilita di studiare i genitori dei pazienti.

Net casi in cui non ¢ possibile lo studio dei genitori,
solo un’attenta ed accurata analisi clinica puo stabilire
se ’'anomalia riscontrata sia associata o meno alle ma-
nifestazioni fenotipiche del paziente.

La duplicazione del subtelomero in 13qter riscon-
trata nel paziente 5 non ¢ stata confermata dalla tecnica
FISH. La causa ¢ probabilmente imputabile al fatto
che la sonda MLPA ibridando una regione situata in
posizione piu prossimale rispetto alla rispettiva sonda
FISH, (distanza dal telomero in q di 1309 Kb vs 90
Kb) abbia dato un risultato falsamente positivo.

In letteratura non sono riportati casi in cui la duplica-
zione della regione in 13q fosse causa di fenotipi ricon-
ducibili alle caratteristiche cliniche di questo paziente; ¢
pertanto possibile che si tratti di un polimorfismo an-
che se per tale conferma sono necessari ulteriori accer-
tamenti?®?®,

In questo caso, e soprattutto nei casi in cui le sonde
FISH e MLPA ibridano regioni sovrapponibili, non ¢

sufficiente un risultato FISH negativo per catalogare
un’aberrazione riscontrata in MLLPA come falsamente
positiva. Infatti, la maggior grandezza delle sonde FISH
rispetto alle sonde utilizzate in MLLPA (alcune centinaia
di Kb vs circa 40 Kb), spesso preclude Iidentificazio-
ne di microdelezioni e duplicazioni. Come suggerisco-
no molti autori, per avere la conferma che una dele-
zione/duplicazione sia, 0 meno, un polimorfismo, &
raccomandabile lo studio del DNA dei genitori'™"".

La paziente 4, con delezione in 6qter rilevata sia da
tecnica MLPA che FISH, presentava lieve ritardo dello
sviluppo, microcefalia, impianto basso delle orecchie
ed ipotonia. Le caratteristiche cliniche relative a questa
anomalia includono ritardo mentale, microcefalia, di-
smorfismi facciali, anomalie del corpo calloso, epiles-
sia, ipotonia e ritardo di crescita® In questo caso, data
la concordanza delle caratteristiche cliniche della nostra
paziente con i dati riportati in letteratura, ¢ presumibile
che la microdelezione sia la causa genetica del fenoti-
po.
I’affidabilita e la robustezza della tecnica MLLPA, gia
ampiamente dimostrata in letteratura, ¢ stata confer-
mata anche nel nostro studio, con un’alta concordanza
di risultati tra MLLPA e FISH con un’unica eccezione
per il paziente 5'. La frequenza delle aberrazioni su-
btelomeriche clinicamente rilevanti riscontrata in que-
sto studio ¢ stata del 5,7%, in accordo con i dati ripor-
tati in letteratura. Tuttavia, in contrasto con i risultati
pubblicati da Knight e colleghi®, secondo i quali abet-
razioni subtelomriche sono riscontrabili solo nello 0,5%
dei RM lievi, nella nostra coorte di 30 pazienti apparte-
nenti a questa categoria, 2 pazienti (1 e 4) sono risultati
positivi allo screening con MLPA evidenziando un’in-
cidenza del 6,6%, superiore a quella riportata in lettera-
tura.

In accordo con quanto ipotizzato da Koolen e col-
leghi'” questa discordanza di risultati potrebbe essere
spiegata tenendo conto dell’aumentata sensibilita del
nostro metodo, rispetto a tecniche meno recenti, nel-
Iidentificare piccole aberrazioni che causano general-
mente fenotipi meno severi. I nostri dati suggeriscono,
pertanto, 'importanza di sottoporre a screening per i
riarrangiamenti subtelomerici, non solo i pazienti af-
fetti da RM moderato e severo come precedentemen-
te consigliato da molti autori, ma anche i pazienti affet-
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ti da RM lieve®»?’.

Questo studio mostra come ’'MLPA rappresenti una
valido strumento per la ricerca dei riarrangiamenti su-
btelomerici e come, per le sue caratteristiche di sempli-
cita e velocita di esecuzione, possa essere utilizzata per
ampi screening di popolazione permettendo di conse-
guenza di aumentare il numero dei casi identificati.
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