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I Disturbi del Neurosviluppo (Neurodevelopmental disorders, NDDs) sono un gruppo di condizioni
che colpiscono lo sviluppo e il funzionamento del cervello, causando difficolta in vari aspetti della
vita e con un notevole impatto sociale. Il range dei deficit varia da limitazioni molto specifiche
dell’apprendimento fino alla compromissione radicale delle funzioni cognitive, della capacita di
comunicare, del comportamento e di abilita psicomotorie. Inoltre, queste condizioni sono spesso
associate ad altri problemi clinici, tra cui ritardo dello sviluppo, difetti cranio-facciali e disturbi
oculari che aggravano ulteriormente il quadro complessivo. A questa estrema variabilita clinica si
affianca anche un’estrema eterogeneita genetica, in quanto molti geni e mutazioni diverse sono stati
associati agli NDD. In particolare, I’introduzione delle tecniche di sequenziamento di nuova
generazione (NGS) hanno permesso I’identificazione di nuovi geni coinvolti in rare forme di
sindromi del neurosviluppo. Tra questi, il gene PRR12 (Proline Rich 12) é stato recentemente
implicato come responsabile della sindrome neuro-oculare (NOC; OMIM:619539), un nuovo
disturbo del neurosviluppo caratterizzato da una combinazione di disabilita intellettiva (D),
alterazioni neuropsichiatriche, anomalie strutturali variabili degli occhi e ulteriori anomalie
multisistemiche. Nello specifico, sono state identificate varianti eterozigoti de novo con perdita di
funzione (LOF) in pazienti con una gamma di manifestazioni cliniche, tra cui alterazioni
neuropsichiatriche, disturbi dello spettro autistico e fenotipi oculari complessi come microftalmia e
anomalia di Peters [1-3]. Questi dati suggersicono che I’aploinsufficienza di PRR12 sia la causa
principale della sindrome NOC e che PRR12 svolga un ruolo cruciale sia nello sviluppo neurologico
sia nella formazione oculare.

Nonostante i recenti progressi, la funzione biologica precisa di PRR12 rimane in gran parte
sconosciuta. Tuttavia, la localizzazione nucleare della proteina, la presenza di due domini AT-hook
leganti il DNA e le modificazioni post-traduzionali identificate (fosforilazioni su piu residui di
serina/treonina e acetilazione della lisina 1223 (NP_065770)) [4], suggeriscono che PRR12 possa
agire come cofattore nucleare, con un ruolo nella regolazione trascrizionale e del rimodellamento
della cromatina, con potenziali impatti su molteplici funzioni cellulari.

Pertanto, I'obiettivo principale di questo progetto e di indagare e comprendere come le varianti in
PRR12 causino la sindrome NOC. Ci focalizzeremo su tre obiettivi specifici:

1. Analizzare I’effetto delle varianti LOF identificate nei pazienti affetti da NOC
sull'espressione di PRR12.
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2. Creare modelli cellulari (neurali e iPS) con varianti LOF in PRR12 per comprendere il ruolo
di PRR12 nello sviluppo neuronale.

3. Determinare l'attivita molecolare di PRR12 nel nucleo delle cellule neuronali e il suo
interattoma.

Auspicabilmente, questo progetto contribuira a far luce sulla funzione di PRR12 e il suo ruolo nelle
cellule neuronali. Inoltre, chiarira I'effetto delle varianti di PRR12 sull'espressione e la funzione
della proteina e, piu in generale, sulla patogenesi della sindrome NOC.

Attivita dell’assegnista e piano di formazione

Nel contesto del progetto, I’assegnista partecipera alla realizzazione dei primi due obiettivi.
Innanzitutto, I’assegnista dovra occuparsi di testare I'espressione di PRR12 in cellule primarie
provenienti da pazienti con varianti LOF in PRR12, identificate dai nostri collaboratori clinici.
Effettuera I’estrazione dell’RNA e quindi, mediante sequenziamento Sanger e qRT-PCR, testera la
presenza di nonsense-mediated decay (NDM) e una possibile riduzione della trascrizione
compatibile con I'espressione monoallelica dell'allele wild-type. Inoltre, I’assegnista partecipera
all’analisi bioinformatica dei dati ottenuti dal sequenziamento “long-reads” di RNA utilizzando la
tecnologia PacBio, per testare gli effetti delle diverse varianti sulle possibili isoforme di splicing e
verificare la presenza di meccanismi di splicing aberrante nei pazienti.

Parallelamente, I’assegnista si occupera di generare modelli cellulari (neuronali e cellule staminali
pluripotenti indotte umane (hiPSCs)) con varianti LOF in PRR12 per studiare I’effetto delle
mutazioni e, piu in generale, il ruolo di PRR12 nello sviluppo neuronale. In questo contesto,
I’assegnista imparera a gestire ¢ a differenziare hiPSCs e acquisira conoscenze di gene editing.
Infine I’assegnista valutera il fenotipo dei diversi modelli cellulari (hiPSCs/cellule neuronali, con
mutazioni in PRR12 e wild type) sulla base di diversi parametri biologici, quali la crescita cellulare,
la formazione di colonie, la motilitita, la mirazione, 1’acquisizione/perdita di marcatori di
differenziamento neuronale, metabolismo.

L'attivita, la crescita professionale e la produttivita dell'assegnista sara monitorata nel contesto di
incontri programmati con il tutor a scadenze fisse (settimanali o ogni due settimane), in cui
I'assegnista riportera e discutera i dati ottenuti (descrivendo anche le eventuali difficolta incontrate e
le modalita con cui esse sono state affrontate) e in cui verranno programmate le attivita delle
Settimane successive. L’assegnista si occupera anche della presentazione dei dati durante i lab
meeting e della preparazione di poster, presentazioni orali e lavori scientifici inerenti al progetto.
Inoltre, ’assegnista sara inoltre incoraggiato a partecipare e a presentare il proprio lavoro a
workshop e conferenze nazionali o internazionali sugli argomenti di pertinenza del progetto.
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