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KRANIOSTOZA SINDROMIKE NGA RISTRUKTURIMI KOMPLEKS I
KROMOZOMIT 5 DHE TREFISHIMIT TE GENIT MSX2

ANILA BABAMETO (LAKU), VAHE MOKIN, ANILA METRE,
LAURA BENARDINI, RITA MINGARELLI, ANTONIO NOVELLI,
BRUNO DALLAPICCOLA, MICHAEL COHEN*

Summary

SYNDROMAL CRANIOSYNOSTOSIS DUE TO COMPLEX CHROMOSOME 5
REARRANGEMENT AND MSX2 GENE TRIPLICATION

Craniosynostosis is a common birth defect (~1/3,000 births) resulting from chromosome imbalances, gene
mutations or unknown causes. We report on a 6-month-old female presenting multiple sutural synostosis together
with prenatal-onset growth retardation, developmental delay, facial dysmorphisms, congenital heart defect and
inguinal hernia. An integrated approach of standard cytogenetics, mBAND, locus-specific FISH, and 75 kb resolution
array-CGH disclosed a complex chromosome 5 rearrangement, resulting in 3 paracentric inversions, 2 between-
arm insertions, and partial duplication of 5q35. An extra copy of the MSX2 gene, which maps within the duplicated
segment and is mutated in non-syndromic Boston-type craniosynostosis, was confirmed by molecular cytogenetic
studies. Our study confirms that the early fusion of cranial sutwres, commonly observed in the dup (5q) syndrome,
is caused by triplication of the MSX2 gene and strongly supports the crucial role of this gene in the development of

craniofacial structures.

3
4

Termi “kraniosinostozg” i referohet fuzionit t&
parakohshém t& suturave kraniale, t€ quajtura
eventualisht “kraniostenoza” (4,5). Eshté njé nga
defektet mé t& shpeshta né lindje, me shpeshtési 1/
3000 lindje (10). Kraniosinostoza mund té jeté e
izoluar, ose, mé rrallé, e shogéruar me keqformime
t& tjera. Aktualisht, disa anomali kromozomike, t&
tilla si dup(3q), del(7p), del(9p) dhe del(11q), duke
pérfshiré genet FGFR1-3, TWIST, MSX2, EFNBI,
EFNA4, POR dhe ALPL, jang identifikuar n& format
sindromike dhe josindromike t& kraniosinostozés
(2,4,5).

* Dérguar né Redaksi né Qershor 2007, miratuar pér botim
Janar 2008.

Nga Departamenti i Gjenetikes, Fakulteti i Mjekesise, Tirane.
Adresa pér letérkémbim: Babameto A. Departamenti i
Gjenetikes, Fakulteti i Mjekesise, Tirane.
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NE veganti, njé mutacion 1 vetém missense (Pro
148His) i genit MSX2, qé lokalizohet né 5q35, éshté
identifikuar né kraniosinostozén e izoluar tip Boston,
ndérsa trizomia parciale e kromozomit 5q, banda ¢35,
&shté raportuar né 5 pacienté & paraqisnin
kraniosinostozé sindromike (7,11,13,17,18,20).
Interesant éshté fakti qé né njérin nga kéta pacienté,
té cilét paraqgisnin kraniosinostozé, anomali faciale,
prapambetje té zhvillimit psikomotor, defekt septal
atrial dhe patent ductus arteriosus, pér shkak té
translokacionit amtar t& paekuilibruar t(5;13)
(933.3;q34), u vértetua nga studimet citogjenetike
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molekulare prania e njé kopje t& tepért t& genit
MSX2(17).

Po paragesim njé rast té ri me kraniosinostoze,
prapambetje prenatale té zhvillimit, dismorfi
kraniofaciale, defekt t€ lindur te zemrés, dhe hernie
inguinale, t& shogéruar me ristrukturim kompleks té
kromozomit 5 g€ rezulton né n Je kopje té tepért genit
MSX2.

Paragqitja e rastit

Rasti 1 paraqgitur ishte fémija 1 paré (seksi femer)
i dy prindérve t& shéndoshé pa bashkégjakési. N¢
anamnezén familjare nuk kishte asnjé t&€ dhé&né pér
sémundje gjenetike. Kishte lindur nga njé shtatzénési
normale (39 javé) me Apgar S e 6 né 1’ e 57,
respektivisht. Pesha né lindje ishte 2780gr, gjatésia
44cm dhe perimetri kranial 31,5cm. Né lindje uvure
hipotoni e theksuar, dismorfi kraniofaciale multiple,
dhe zhurmé kardiake holosistolike 3/6. Shumé shpejt
pas lindjes u transferua né reanimacionin e
neonatologjisé pér shkak t6 njé dipneje me cianozeé.
Né ekzaminimin ekografik t& zemrés rezultoi njé
defekt kompleks i lindur, gé konsistonte né defekt
interventrikular, valvul mitrale displastike dhe
koarktacion i aortés me kavitetet e majta t€ dilatuara.
Né ekzaminimin ¢kografik abdominal rezultoi
splenomegali e moderuar, ndérsa ekzaminimi
radiologjik i toraksit pérjashtoi anomali t& pjesés sé
sipérme t&é kolonés.

Né moshén 4 muaj, pesha e probandit ishte 4000gr,
gjatésia 54 cm, dhe perimetri kranial 36 cm. N&
ekzaminimin fizik u vu re oksicefali, temporalet t¢
thelluara, ptozé palpebrale bilaterale dhe proptozé
okulare e lehté, hundé e voggél, filtrum i gjaté, gojé e
vogél e hapur me hollim té buzés s¢ sipérme, palatum
ogival, dhe veshé té implantuar poshté me rrotullim
posterior (Figuranr.1a,b). Gjithashtu u vu re shkurtim
rizomelik 1 lehté i gjymtyréve té sipérme, hernie
inguinale e majté dhe hipotoni aksiale.

Né ekzaminimin e fundit n€ moshén 6 muaj fémija
mbante kokén por nuk mund té rrinte ulur pa u
mbéshtetur. Né EEG u vung re anomali jospecifike t&
lobit frontal, ndérsa nga ekzaminimi radiologjik 1
traktit gastrointestinal me barium rezultoi refluks
gastroezofageal i theksuar. Njé vlerésim kardiologjik
1 métejshém, duke pérfshiré ekografing kardiake dhe

angiografing - CT, konfirmoi defektin e lindur t&
zemrés dhe stenozén e valvulés mitrale, valvulés
aortale bikuspidale dhe hipertensionin pulmonar. CT
e kokés tregoi kraniosinostozé komplekse, me mbyllje
té parakohshme té suturave metopike, sagitale,
lamboide, skuamoze dhe pjesés periferike t& suturave
koronale, sébashku me zonat multiple t& osifikimit
defektoz parietal, sugjestive t& kraniolakunave
(luckenschadel; Figura nr.1,d). Defekti kardiak i
lindur u korigjua me sukses. Pacientja béri ekzitus
njé muaj mé voné si rezultat i insuficiencés
kardiorespiratore gjaté ndérhyrjes kirurgjikale pér té
korigjuar kraniostenozén.

Studimet citogjenetike

Analiza kromozomike e pacientes dhe prindérve
té saj u bé nga limfocitet e véna né kulturé té gjakut
periferik duke pérdorur teknikat standarte dhe bandat
G. Rezultoi ristrukturim i kromozomit 5 té probandit
dhe kariotip normal i prindérve (Figuranr.2). Analiza
FISH duke pérdorur sondén e ngjyrosur pér
kromozomin 5 (Applied spektral imaging GmbH,
Edingen Neckarhausen, Germany), sipas sugjerimeve
te prodhuesit, nuk tregoi pérfshirjen e kromozomeve
t€ tjera, por njé ristrukturim intrakromozomik. Kjo
hipotezé u provua nga analiza CGH-array duke
pérdorur njé instrument me rezolucion 75 kb (Agilent
technologies, PaloAlto, CA). Shkurtimisht, 1 ig e
DNA sé pacientes dhe 1 ig e DNA reference, me
digjestion t& dyfishté Rsal dhe Alul, u shénuan né
ményré t& ndryshme dhe u hibridizuan 40 oré né 65
gradé me rrotullim. Pas shplarjeve mbas hibridizimit,
lamat u analizuan me skaner Agilent (Agilent
technologies). T€ dhénat e marra u analizuan duke
pérdorur Feature extraction V9.1 dhe profilet
kromozomike u gjeneruan me CHG Analytics V3. 4.
27 software (Agilent Technologies). Analiza
identifikoi dyfishimin e kromozomit 5q35 (Figura
ur.3a). Lokalizimi i segmentit t€ dyfishuar u pércaktua
nga andhza mBAINIQ (MetaSystems, Altlsshein,
Germamy} (F igura zt:}ri}b) Imazhet u pérftuan duke
perdo;’m m1kr@skopmsAx1oplan 2 (Carl Zeiss GmbH,
J ena,,{}ermany) i pa“xsur me njé lampé mérkurt HBO
100 éff ltrat{perkat g‘ihe u analizuan duke pérdorur
s1stein1h Is;s/mFISIf (MetaSystems). Kjo analizé
konf%;rmm g;xthashﬁgqe derivati i kromozomit 5 kishte
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njé ristrukturim intrakromozomik kompleks, si¢
tregohet nga bandimi pseudo-kolor i alteruar, gé u
interpretua si rezultat i inversionit paracentrik
p13pl4, insercionit direkt q11q13, dhe insercionit té
invertuar q23q31 né krahun e shkurtér. Banda e
dyfishuar 5q35 lokalizohej nén centromer, dhe ishte
né vazhdimési té segmenteve té invertuara qldg21
dhe q32q34. Né segmentin distal ishin ruajtur bandat
q34 dhe g35 (Figura nr.4). Ristrukturimi u konfirmua
nga analiza FISH me klonet specifike BAC (BACPAC
Resources | http://www.chori.org/bacpac), ndérsa pér
informacionin e hartézimit u pérdor database
publik(htgp://g@ggme.ucsc.e@). DNA u ekstraktua
nga Quantum Prep MiniPrep Kit (BioRad, Hercules,
CA) dhe SpectrumGreen-dUTP ose SpectrumOrange-
dUTP té shénuara duke pérdorur kitin Nick
Translation (Vysis Inc., Downers Grove, IL). FISH
me sonda lokus-specifike u realizua si¢ u pérshkrua
mé lart (2). Né veganti, FISH i kryer me klonin RP11-
54112, qé pérmban genin MSX2, tregoi tre sinjale
hibridizimi, dy nga t¢ cilat t€ pritshme né pjesén distale
té dy kromozomeve 5 dhenjé pikérisht nén centromer
né 5q (Figura nr.5).

Diskutim

Pacientja paragiste dismorfi faciale, hernie
inguinale, defekt t& lindur te zemrés, prapambetje (&
zhvillimit psikomotor dhe sinostoza suturale multiple,
qé rezultuan né oksicefali. Kariotipi standart tregol
njé ristrukturim kompleks t& kromozomit 5, g€ u
zgjidh me ekzaminime t€ tjera citogjenctike dhe
citogjenetikén molekulare. Veganérisht, mBAND,
FISH lokus-specifik dhe CGH-array me rezolucion
75 kb zbuluan té paktén 9 pika thyerje, qé guan né 3
inversione paracentrike, 2 insercione ndérmjet krahéve
dhe trizomi parciale & segmentit distal 5q (Figura
nr.4). Pérvee kompleksitetit t& kétij ristrukturimi,
duhet théné gé fenotipi pérkatés ishte mé tepér pér
shkak t& dyfishimit 5q35, si¢ u sugjerua nga t€ dhénat
klinike mjaft t& ngjashme t& pacientes soné me ato
pak trizomi pér 5q distale t& kromozomit § (6,9,12).

Interesant éshté fakti qé 6 pacienté me dup (59),
duke pérfshiré dhe rastin e paragitur, kishin
kraniosinostozé (7,13,17,18,20). Kohét e fundit éshté
zbuluar qé ky defekt lidhet me pranin€ e njé kopje t€
tepért té genit MSX2, qé lokalizohet né 59352 (1 7.
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Studimet citogjenetike molekulare té pacientes soné
konfirmojné qé zhvillimi kraniofacial normal mund
té jeté i ndjeshém ndaj dozés sé genit MSX2.

Kraniosinostoza jo-sindromike e tipit Boston
shogérohet me mutacionin MSX2 Prol48His, &
lokalizuar ne krahun N-terminal, njé regjion i
implikuar né ndérveprimet proteiné-proteiné (11).
Studimet mbi shprehjen e kétij mutacioni né zhvillimin
e kalvarias sé minjve transgeniké kané treguar g€
mutacioni Msx2 shkaktonte mbyllje té parakohshme
té suturave (14). MEé tej, studimet in-vitro kané€ treguar
qé mutacioni Pro148His pérforcon afinitetin DNA-
lidhés te Msx2 pér njé grup té sekuencave té tij target,
pér shkak t& njé stabiliteti t& kompleksit mutant Msx2-
DNA (15). Sé fundi, roli themelor i MSX2 né
morfogenezén kraniale mbéshtetet nga shogérizimi i
mutacioneve me humbje té funksionit me foramina
parietalia me ose pa displazi kleidokraniale né geniet
njerézore (8,19). Defekti i lindur i zemrés éshté njé e
dhéné tjetér qé takohet te rasti i pérshkruar dhe
subjekte té tjera me dyfishim distal té 5q (17). Geni
qé ka njé ol té réndésishém né zhvillimin kardiak,
lokalizohet né 5q32.1 (Lints et al., 1993), band€ ¢
pérfshiré né regjionin e dyfishuar. Ky gen kodon pér
njé faktor transkript?mi specifik homeobox,
mutacionet heterozigote té té cilit dihet qé jané shkak
i nje spektrumi té gjeré té defekteve kardiake (3,16).
Megjithése, té dhénat sugjerojné qé mutacionet
patogjenetike NKX2.5 kané njé efekt dominant-
negativ apo me humbje té funksionit te géniet
njerézore, disa evidenca nga modele t€ botés sé
kafshéve sugjerojné qé mbishprehja NKX2.5
gjithashtu mund té keté njé efekt té kundért né
zhvillimin e zemrés (1,3,16). Pér kété arsye, defektet
kardiake té identifikuara né rastin e paraqitur mund
t& shpjegohen me trefishimin e NKX2.5.

Si konkluzion, rasti i paraqitur paraqet njé fenotip
té dallueshém qé rezulton nga dyfishimi i kromozomit
5q distal dhe konfirmon qé doza e MSX2 éshté
themelore né zhvillimin e strukturave kraniofaciale
dhe njé forme t¢ dallueshme t€ kraniosinostozés. T¢
dhéna té tjera fenotipike té€ sindromit nga dup(5q)
mund té shpjegohen nga mbishprehjae geneve (€ tjera
té pérfshira né segmentin ¢ dyfishuar. Jané t€
nevojshme vézhgime té métejshme pér t€ konfirmuar
kété sugjerim.
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Figura nr.1 (a,b) Dismorfité kraniofaciale té probandit, qé pérfshijné oksicefaling, té thelluarat
temporale, ptozén palpebrale bilaterale dhe proptozén e moderuar okulare, hundé e vogél, filtrum i
gjaté, gojé e vogél e hapur me hollim té buzés s€ sipérme, veshé me implantim té ulur t€ yrotulluar
mbrapa. (¢,d) 3D CT scan i kokés tregoi mbyllje té parakohshme t€ suturave metopike, sagitale,
lambdoide dhe porcionit periferik té suturave koronale, s€ bashku me craniolacunae multiple
(liickenschidel) né kockat parietale.

Figura nr.2 Cifti i kromozomit 5: probandi (a) tregon njé kromozom § té ristrukturuar, ndérsa
kromozomet prindérore (b,c) jan€ normal.

a) Proband b} Mother c) Father

chr (5) der (5) chr (5) chr (5)
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Figura nr.3 (a) Analiza array-CGH me rezolucion 75 kb: dyfishim i pjesshém i kromozomit 5435
(shigjeta). (b) Analiza mBAND: bandim pseudo-color i kromozomit normal 5 (lart),dhe bandim
aberrant pseudo-color (posht&) q& tregon ristrukturimin intrakromozomik, i cili pércakton
Jokalizimin e segmentit t¢ dyfishuar né kromozomin 5 té ristrukturuar (shigjeta).

¥
Figura nr.4 (a) Bandimi GTG dhe multikolor i derivatit t& kromozomit 5, der(5). (b)
rikonstruksioni i ristrukturimit kompleks intrakromozomik, me tre inversione
paracentrike, dy insercione dhe trizomi t¢ bandés 5q35.
p15

a) inv(p13p14)

ins inv(q23931)

ins(q11q13)
p12q10
dup(g3s)

inv(g14421)

der(5)

inv(q32q34)

434935
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Figura nr.5 Dyfishimi i regjionit Sq35, q€ pérmban genin MSX, e konfirmuar nga analiza FISH
lokus-specifike FISH me klonin RP11-54H12 BAC (shigjeta).
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